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1 Einleitung  

1.1 Allgemeine Grundlagen der Immunabwehr 
Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, Fremdantigene zu erkennen und zu 

eliminieren, körpereigene Strukturen jedoch zu tolerieren und so den Organismus vor 

Infektionserregern, Toxinen und degenerierten Zellen zu schützen (1).  

Die Immunantwort läuft in verschiedenen Phasen ab. Die frühe Phase der 

Immunantwort nutzt angeborene, schnelle, weniger effektive Abwehrmechanismen, 

sobald der Körper auf Pathogene trifft. Zu der unspezifischen Immunantwort gehören 

physische (Haut und Schleimhäute) und chemische Barrieren (pH-Wert Magen, 

bestimmte Enzyme z.B. Lysozym (2)), die Aktivierung des Komplementsystems, 

neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen (DZ), Makrophagen und natürliche 

Killerzellen (NK) (3-6). Mittels spezieller Erkennungsrezeptoren, sog. PRRs (Pattern 

Recognition Receptors), erfassen diese Zellen unspezifisch Pathogen-typische 

Strukturen, sog. PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Bekannte PAMPs 

sind Zellwandbestandteile von Bakterien, wie Peptidoglucan und Lipopolysaccharid 

(LPS) (7,8). 

Parallel wird eine spezifische Immunantwort eingeleitet, deren vollständige Effektivität 

sich erst nach mehreren Stunden bis Tagen entwickelt. Die wichtigsten Komponenten 

der erworbenen, adaptiven Immunität sind die Antigen-spezifischen Effektorzellen, die 

B- und T-Lymphozyten. Die Immunzellen gehen aus den pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks hervor und reifen anschließend im 

Knochenmark (B-Lymphozyten) und im Thymus (T-Lymphozyten) (9,10). Von diesen 

zentralen lymphatischen Organen wandern die Lymphozyten über das Blut in die 

peripheren lymphatischen Gewebe, wie die Milz, die Lymphknoten und in die Mukosa-

assoziierten lymphatischen Gewebe (MALT), wo die Lymphozyten durch Antigene (Ag) 

aktiviert werden (11). Durch die Bindung des Ag an den B-Zell-Antigenrezeptor (BZR), 

welcher aus einem transmembranen Immunglobulin (Ig) besteht, werden naive, reife B-

Zellen aktiviert (12). B-Lymphozyten vermitteln durch die Sekretion hoch-affiner, 

löslicher Antikörper (Ak) zunächst vom IgM-, dann vom IgG-Typ die humorale 

Immunabwehr. In Keimzentren (KMZ) kommt es vermittelt durch T-Zell-Hilfe zur 

Affinitätsreifung der Ak und Differenzierung der B-Zellen in antikörpersezernierende 

(ASZ) Plasmazellen und B-Gedächtniszellen, die nach erneutem Antigenkontakt für 

eine verstärkte sekundäre Immunantwort sorgen (13). Die T-Lymphozyten steuern die 



 

 

 

2 

zelluläre Immunabwehr und binden mit dem T-Zell-Antigenrezeptor (TZR) das Ag, das 

ihnen von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) prozessiert angeboten wird (14,15). 

CD4 und CD8 sind wichtige Oberflächenmoleküle auf den T-Lymphozyten, die zur 

Unterscheidung von Subpopulationen dienen. Diese Glykoproteine gehören zur Ig-

Superfamilie und dienen als Co-Rezeptoren des TZR (16). Wird das über MHC (Major 

Histocompartibility Complex) präsentierte Fremdantigen von der T-Zelle erkannt, erfolgt 

ihre über den TZR vermittelte Aktivierung und Differenzierung (15). CD8+ T-Zellen 

erkennen auf MHC-I-Molekülen präsentierte Antigene und vermitteln ihre zytotoxische 

Effektorfunktion vor allem an viral infizierte Zellen und Tumorzellen, indem sie durch 

die Freisetzung von zytotoxischen Proteinen wie Perforinen und Granzymen die 

Apoptose in diesen Zielzellen auslösen (17). CD4+ T-Zellen werden als T-Helferzellen 

(TH) bezeichnet. Über ihren TZR erkennen sie Antigen-Peptide, die ihnen über MHC II 

Moleküle präsentiert werden (18). T-Helferzellen werden durch die von ihnen 

ausgeschütteten Zytokine wiederum drei Subpopulationen zugeordnet (TH1, TH2, TH17) 

(19). TH1 Zellen unterstützen das Immunsystem bei der zellulären Immunantwort, 

indem durch die Ausschüttung von IFN-g und IL-2 die Aktivierung und Differenzierung 

von Makrophagen und anderen Zellen erfolgt. TH2 Zellen interagieren, vermittelt durch 

u.a. IL-4, mit B-Lymphozyten und sind dadurch an der humoralen Immunantwort 

beteiligt (20-22). Die TH17 Immunantwort, die mit der Produktion von Zytokinen der IL-

17-Familie und IL-22 einhergeht, kann durch pro-inflammatorische Eigenschaften an 

Endzündungsprozessen oder an der Entwicklung von Autoimmunkrankheiten beteiligt 

sein (23,24). Eine weitere CD4+ Population wird von den regulatorischen T-Zellen (Treg) 

gebildet, deren Aufgabe darin besteht, autoreaktive T-Zellen zu hemmen und eine 

überschießende Immunantwort durch Effektor-T-Zellen zu verhindern (25,26).  

 

1.2 Die Milz 
Die Milz dient als Filteranlage des Blutsystems und ist als sekundäres lymphatisches 

Organ ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Sie ist von einer 

Bindegewebskapsel umgeben, deren Ausläufer als Trabekel in das Parenchym ziehen 

und dieses unvollständig in Segmente unterteilen. Das Parenchym der Milz lässt sich 

histologisch in rote Pulpa, weiße Pulpa und eine marginale Zone (MZ) unterteilen 

(27,28).  

Die rote Pulpa dient als Blutfilterstation und ist für den Abbau alter Erythrozyten und 

Thrombozyten verantwortlich, wohingegen die weiße Pulpa die lymphatische Funktion 

der Milz erfüllt. 
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In der roten Pulpa fließen die Erythrozyten durch arterielle Kapillaren zunächst über 

einen offenen Kreislauf in das retikuläre Netz der Pulpastränge (29).  

Von dort aus gelangen sie in venöse Sinusoide, deren diskontinuierliches Endothel nur 

junge, gut verformbare Erythrozyten durch schmale Endothelschlitze passieren 

können. Alte und abnorm geformte Erythrozyten werden dagegen durch Makrophagen 

der roten Pulpa phagozytiert und abgebaut (30-32).  

Die weiße Pulpa besteht aus den periarteriellen Lymphozytenscheiden (PALS) (33), 

die sich entlang der Zentralarteriolen erstrecken und u.a. dendritische CD8α+CD11b− 

Zellen (34) und T-Lymphozyten enthalten. Diese DZ nehmen tote Zellen auf und sind 

für die Kreuzpräsentation von Antigenen an CD8+ T-Zellen zuständig (35,36). 

Lymphfollikel, bestehend aus B-Lymphozyten und follikulären dendritischen Zellen 

(FDZ), sind eng an die PALS angelagert. Primäre Lymphfollikel sind kugelförmige 

Ansammlungen von naïven B-Lymphozyten, sekundäre Lymphfollikel entstehen nach 

Antigenkontakt und bestehen aus einer Mantelzone und einem KMZ (Germinal Centre) 

(28). Die Aufrechterhaltung der B- und T-Zell Kompartimente wird durch spezifische 

Chemokine kontrolliert, die für die Chemotaxis bestimmter Zellen verantwortlich sind. 

Das von FDZ produzierte CXCL13 führt zu der Migration von Chemokinrezeptor 

CXCR5 exprimierenden B-Zellen in die B-Zell-Follikel (37), wohingegen Stromazellen 

und DZ in der T-Zell-Zone CC-Chemokin Ligand CCL19 und CCL21 produzieren und 

dadurch T-Zellen und dendritische Zellen in die PALS rekrutieren (38,39).  

Die marginale Zone (MZ) gilt als Transitzone, da sie Zellen den Austritt aus dem 

Blutstrom und den Eintritt in die weiße Pulpa ermöglicht. Dieser aktive Vorgang wird 

durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gesteuert (40,41). In dieser Zone befinden 

sich einige residente Zellen, zu denen auch die MZ-Makrophagen (MZM) und die 

metallophilen Makrophagen (MMM) gehören. Durch die Expression von spezifischen 

PRRs sind sie in der Lage, bestimmte Bakterien und Viren aus dem Blut zu entfernen 

(42-44). Zwischen den Makrophagen sind die B-Zellen der marginalen Zone und DZ 

lokalisiert (45,46). Dendritische CD8α−CD11b+ Zellen exprimieren MHCII Komplexe und 

sind für die Antigenpräsentation an CD4+T-Zellen zuständig (34-36). Die B-Zellen der 

MZ können die CXCL13 vermittelte Rekrutierungsaktivität in die Follikel umgehen, 

indem sie eine höhere Expressionsrate des S1PR1 (sphingosine-1-phosphate-1) und 

S1PR3 Rezeptors als die follikulären B-Zellen aufweisen. Die Bindung des in der MZ in 

hoher Konzentration vorkommenden S1P (sphingosin-1-phospate) an diese 

Rezeptoren triggert eine chemotaktische Aktivität und fördert die Ansammlung der MZ-

B-Zellen in diesem Bereich (47). Intravitalmikroskopische Studien zeigen jedoch, dass 
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die MZ-B-Zellen zwischen der MZ und den B-Zell-Follikeln in der weißen Pulpa 

oszillieren (48). 

Nach LPS Stimulation oder Antigenkontakt verringern MZ-B-Zellen die Expressionsrate 

von S1PR, um somit anschließend in die B-Zell-Follikel zu gelangen. Diese 

Desensibilisierung der Rezeptoren erfolgt durch die GRK2 (guanine nucleotide–binding 

protein–coupled receptor kinase-2) (49). Die GRK2 vermittelte Regulation des S1PR 

erlaubt den MZ-B-Zellen das Erreichen der Follikel und stellt einen Mechanismus dar, 

über den opsonierte Antigene von der offenen Blutzirkulation in die B-Zell-Follikel 

transportiert werden. NK T-Zellen kommen größtenteils in der MZ vor, wo sie auf 

Lipidantigene reagieren und nachfolgend die Zellen der adaptiven Immunantwort 

aktivieren (50). 

 

1.3 Angeborene und erworbene Immunantwort in der Milz 
Die beschriebene Milzstruktur (Abb. 1) ermöglicht sowohl eine unspezifische als auch 

eine spezifische Immunantwort. Die weiße Pulpa ist nur in die adaptive Abwehr 

involviert, wohingegen die MZ durch ihre Makrophagen und MZ-B-Zellen bei adaptiver 

und unspezifischer Immunantwort eine Rolle spielt. 

Wie bereits beschrieben, exprimieren die Makrophagen in der MZ zusätzlich zu PRRs 

spezielle Rezeptoren, mit deren Hilfe sie effizient Pathogene aus dem Blut entfernen 

können (51). Beispielsweise bindet der SIGNR1 (murin homolog zu DC-SIGN Dendritic 

Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) Polysaccharid-

Antigene, die zum Beispiel auch auf der Oberfläche des Mycobacterium tuberculosis 

zu finden sind. Außerdem spielt er eine Rolle bei der Beseitigung des Streptococcus 

pneumoniae (44,52-54).  

Die B-Zellen der MZ reagieren schnell auf Pathogene aus dem Blut, indem sie sich 

nach der Aufnahme von löslichen Antigenen in Plasmazellen differenzieren (55) oder 

als APZ fungieren (56), die daraufhin naïve CD4+
 T-Zellen aktivieren können (57). DZ 

der MZ exprimieren CXCR5 und werden vermutlich auch durch die Expression von 

S1P1/S1P3 in der MZ gehalten, bevor die Herunterregulierung der Rezeptoren auch 

diesen Zellen die Migration in die B-Zell-Follikel ermöglicht (45). Der Eintritt von APZ in 

die weiße Pulpa leitet die adaptive Immunabwehr ein (58,59).  

Eine Ag-spezifische T-Zell Aktivierung erfordert eine Interaktion zwischen T-Zellen und 

APZ, deren Funktion auch B-Zellen selbst übernehmen können (60,61). Mit Erfassung 

der Antigene durch den BZR, gefolgt von ihrer Prozessierung und Präsentation an 

passende antigenspezifische T-Zellen durch eigene MHCII Rezeptorkomplexe, beginnt 
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die zelluläre Interaktion (62,63). Nachdem aktivierte APZ die weiße Pulpa erreicht 

haben, werden T-Zellen aktiviert, die CXCR5 Expression hochreguliert und die CCR7 

Expression verringert. Dieses Verhalten ermöglicht den T-Zellen eine Migration an den 

Rand der B-Zell-Follikel (64). Analog dazu induziert die Bindung der Ag an die 

Rezeptoren in den B-Zell Follikeln eine Hochregulierung ihrer CCR7 Expression und 

bewirkt so eine Wanderung der B-Zellen an den Rand der Follikel, wo sie auf aktivierte 

T-Zellen treffen (65).  

Die T-Zell-abhängige B-Zell-Aktivierung erfolgt durch co-stimulatorische Signale wie 

der Freisetzung von IL-2, IL-4 und durch direkte interzelluläre Kontakte (66-68). Für 

diese interzellulären Kontakte spielt die Interaktion von CD40 und seinem Liganden 

CD40L eine entscheidende Rolle. CD40 gehört zur Familie der Tumornekrosefaktor-

Rezeptoren und wird auf reifen B-Zellen, DZ mit Ursprung im Knochenmark und FDZ 

exprimiert (61). Sein Ligand, CD40L, wird nur von aktivierten T-Zellen exprimiert 

(69,70). Die Vernetzung von CD40 fördert die B-Zell-Proliferation (71), verhindert die 

Apoptose von B-Zellen im Keimzentrum (KMZ) (72) und fördert den Klassenwechsel 

der Antikörper (73). Die initiale Aktivierung führt zunächst zur Proliferation und 

Differenzierung der B-Zellen zu IgM sezernierenden, kurzlebigen Plasmazellen (74) 

und zur Bildung eines sog. Primärfokus im Bereich der PALS (75-77). B-Zellen, die mit 

ihren passenden T-Zellen in das Zentrum der Primärfollikel migrieren, bilden dort sog. 

KMZ. Bei der Entstehung eines KMZ bildet sich zunächst eine dunkle Zone, in der die 

aktivierten B-Zellen (Zentroblasten) einer massiven klonalen Expansion unterliegen 

(78,79). Somatische Hypermutation in den Genen der variablen Teile der Ak kann zur 

Veränderung der Affinität der BZR zu ihren Ag führen (80,81). Die B-Zellen wandern 

aus der dunklen Zone heraus in das Netzwerk der FDZ und bilden die helle, äußere 

Zone des KMZ (82). Ist die Rezeptoraffinität der Zentrozyten zum präsentierten Ag auf 

den FDZ hoch genug, so können sie die Ag lysosomal prozessieren. Die 

Peptidfragmente werden, gebunden an MHCII, auf der Zelloberfläche exprimiert und 

an antigenspezifische CD4+ T-Zellen präsentiert (83). In der hellen Zone erfolgt auch 

der Ig-Klassenwechsel, der durch Deletion eines Teils des Gensegments für die 

konstante Region der schweren Kette entsteht. Durch positive und negative Selektion 

kommt es zur Affinitätsreifung (72). Ausschließlich B-Zellen mit hoher Affinität zum Ag 

differenzieren zu IgG, IgA oder IgE produzierenden Plasmazellen (84,85) oder B-

Gedächtniszellen (86,87). Ein Teil der entstandenen Plasmazellen wandert in das 

Knochenmark, in dem sie unter dem Einfluss von Zytokin- und Adhäsionsmolekül-

vermittelten Signalen zu langlebigen, nicht-proliferierenden Plasmazellen differenzieren 
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(88) und hochaffine IgG, IgA, IgE Ak sezernieren (84,85). Der Rand der Follikel besteht 

aus naïven B-Zellen, die als sog. Mantelzone das KMZ umschließen (89). 

Abbildung 1: Die Struktur der murinen Milz. Dargestellt ist ein schematischer Ausschnitt der murinen 
Milz. Um die zentralen Arteriolen liegt die weiße Pulpa. Sie besteht aus den B-Zell Follikeln und der T-Zell 

Zone, der PALS (Periarterielle Lymphozytenscheide). Die zentralen Arteriolen enden in der roten Pulpa, 

von wo das Blut in venöse Sinusoide fließt. Die marginale Zone gilt als Transitzone und ermöglicht B- und 
T-Zellen den Eintritt in die weiße Pulpa. Die Chemokine CXCL13, CCL19 und CCL21 rekrutieren die B- 

und T-Zellen in die spezifischen Kompartimente. Makrophagen der marginalen Zone (MZM) und 

marginale-Zone-metallophile Makrophagen (MMM) können Pathogene aus dem Blut entfernen. Antigen-
präsentierende Zellen (APZ) (dendritische Zellen, aber auch B-Zellen) aktivieren T-Zellen, die daraufhin an 

den Rand der B-Zell Follikel wandern und dort B-Zellen aktivieren können. In den nachfolgend gebildeten 

Keimzentren unterliegen die aktivierten B-Zellen einer massiven klonalen Expansion. Somatische 

Hypermutationen führen zur Affinitätsreifung der BZR und B-Zellen mit hoher Affinität können nach 
positiver Selektion und Differenzierung zu Plasmazellen hochaffine Antikörper sezernieren. Modifiziert 

nach (41). 

 

1.4 Zytokine 
Zytokine sind Polypeptide, welche als Signalstoffe der interzellulären Kommunikation 

dienen. Sie werden von verschiedenen Zelltypen de novo synthetisiert und autokrin 

(Signalstoffe wirken auf die sezernierende Zelle selbst), parakrin (Wirkung der 

Signalstoffe auf unmittelbar benachbarte Zelltypen) oder selten endokrin (Signalstoffe 
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erreichen entfernte Zielstruktur über das Blut) sezerniert. Über die Bindung an 

spezifische Rezeptoren auf der Oberfläche ihrer Zielzellen werden intrazelluläre 

Signalkaskaden ausgelöst, welche die Zielzelle zu Differenzierung, Proliferation, 

Migration, Apoptose oder Änderung ihrer Genexpression anregen. Zytokine können auf 

mehrere Zielzellen wirken (Pleiotropie) und sich synergistisch, additiv oder 

antagonistisch beeinflussen (90). Zu den Zytokinen zählt ebenfalls die Familie der 

Interleukine, die nach ihrer Funktion, der Kommunikation zwischen den Leukozyten, 

benannt sind (von lat. inter (zwischen); griech. leukos (weiß); kinein = (sich bewegen)). 

 

1.4.1  Interleukin-6-Typ Zytokine und ihre Rezeptorkomplexe 
Die Zytokine vom Interleukin-6-Typ umfassen neben IL-6 zusätzlich IL-11, OSM 

(oncostatin M), LIF (leukemia inhibitory factor), CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 

(cardiotrophin-1), CLC (cardiotrophin-like cytokine) und NP (neuropoietin). Diese 

Zytokine weisen eine gemeinsame Struktur auf, bei der vier antiparallele a-Helices zu 

einem Bündel angeordnet sind. Abb. 2 zeigt die IL-6-Typ Zytokine und ihre 

Rezeptorkomplexe. Alle IL-6-Typ Zytokine nutzen mindestens ein Molekül des 

ubiquitär exprimierten Glykoprotein 130 (gp130) als signaltransduzierende 

Rezeptoreinheit (91,92). 

Auch IL-27 und IL-35 signalisieren über eine gp130 Rezeptoruntereinheit. Aufgrund 

ihrer Struktur gehören sie zu der Familie der IL-12-Typ Zytokine und bilden deshalb ein 

Bindeglied zwischen beiden Zytokinfamilien. Im Gegensatz zu den zuvor 

beschriebenen Zytokinen weisen IL-27 und IL-35 eine heterodimere Struktur auf, 

bestehend aus einer a-helikalen Untereinheit (IL-27p28, IL-12p35) und einer b-

Untereinheit Epstein-Barr-virus induced gene 3 (EBI-3) (93-95). 

IL-6, IL-11, CNTF, CLC und NP binden zunächst an spezifische, nicht signalisierende 

a-Rezeptoren, wohingegen OSM, LIF und CT-1 direkt an ihre signaltransduzierenden 

a-Rezeptoren binden (96). IL-6 und IL-11 binden jeweils an ihren spezifischen a-

Rezeptor IL-6R, bzw. IL-11R und induzieren die Rekrutierung eines gp130/gp130 

Homodimers (97,98). CNTF, CLC und NP binden an ihren spezifischen a-Rezeptor 

CNTFR und an ein LIFR/gp130 Heterodimer. CNTF kann darüber hinaus auch über 

den IL-6R und das LIFR/gp130 Heterodimer signalisieren (99-101). LIF und CT-1 

binden ohne signaltransduzierenden a-Rezeptor an ein LIFR/gp130 Heterodimer. OSM 

kann sowohl über ein LIFR/gp130 Heterodimer als auch über ein OSMR/gp130 

Heterodimer signalisieren (102,103). Im Gegensatz zu gp130 ist die Expression der 

restlichen Rezeptoren auf ausgewählte Zelltypen beschränkt. 
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Auch der IL-6R (gp80) wird nur auf bestimmten Zellen wie Hepatozyten, 

Monozyten/Makrophagen und einigen Subpopulationen der Leukozyten exprimiert 

(104,105). 

IL-6 hat eine geringe Affinität zu gp130, die jedoch durch den gebildeten IL-6/IL-6R 

Komplex deutlich verstärkt wird. Dies führt zur gp130 Homodimerisierung und 

Induktion der Signaltransduktion (106). 

Abbildung 2: Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine. Alle IL-6-Typ Zytokine nutzen gp130 (blau) als 

signaltransduzierende Rezeptoreinheit. IL-6 und IL-11 signalisieren als einzige IL-6-Typ Zytokine über ein 

gp130 Homodimer. IL-6, IL-11, CNTF, NP und CLC binden zunächst an nicht signalisierenden a-

Rezeptoren (IL-6R, IL-11R, CNTFR). 

 

1.4.2 Klassische Signaltransduktion am Beispiel von IL-6 
Zu Beginn der Signaltransduktion entsteht ein hexamerer Komplex aus jeweils zwei IL-

6 Zytokinen, zwei IL-6Ra und zwei gp130 Molekülen (107). Gp130 besitzt keine 

intrinsische Tyrosinkinaseaktivität, sondern ist intrazellulär mit den Janus-Kinasen 

JAK1, JAK2, und TYK2 assoziiert, welche durch die IL-6 vermittelte Dimerisierung des 

gp130 aktiviert werden und Tyrosinreste im zytoplasmatischen Bereich des Rezeptors 

phosphorylieren (97,108,109). Diese phosphorylierten Tyrosinreste fungieren als 

Bindungsstellen für die signal transducers and activator of transcription (STAT)-

Proteine und für die Src homology 2-domain containing phosphatase 2 (SHP2). IL-6 

vermittelt in erster Linie die Aktivierung von STAT3 über die Rekrutierung an 

Tyrosin765/767 (murin/human), Tyrosin812/814 (murin/human), Tyrosin904/905 (murin/human), Tyrosin914/915 

(murin/human) sowie in einem geringeren Maße von STAT1 über die Bindung an 

Tyrosin904/905 (murin/human), Tyrosin914/915 (murin/human). Die durch Phosphorylierung aktivierten 

STAT-Proteine dissoziieren vom gp130 Rezeptor, bilden Homo- oder Heterodimere 

und translozieren in den Zellkern, um dort als Transkriptionsfaktoren die Expression 
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von IL-6 Zielgenen zu beeinflussen. Mit der Rekrutierung der SHP2 wird außerdem die 

Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade (MAPK) induziert. 

 

Die phosphorylierte SHP2 rekrutiert das Grb2 (growth factor bound protein 2) 

Adaptermolekül, welches an den Guaninnukleotid-Austauschfaktor Sos (Son of 

sevenless) bindet. Sos katalysiert den Austausch von GDP zu GTP im kleinen G-

Protein Ras (rat sarcoma), welches die Aktivierung der MAPK ERK1/2 (extracellular 

signal-regulated kinases) vermittelt. Außerdem kann die SHP2 mittels Gab1 (Grb2-

associating binder 1) auch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) -Kaskade aktivieren, 

die ebenfalls über den JAK/STAT-Signalweg induziert werden kann (91,96,110) 

(Abb.3). 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des IL-6 Signalwegs. Die Bindung von IL-6 an den IL-6Rα 

führt zu der Homodimerisierung von gp130. Durch die Konformationsänderung wird die intrazellulär mit 

gp130 assoziierte JAK aktiviert, die Tyrosinreste an gp130 phosphoryliert und dadurch Bindungsstellen für 
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STAT1 und STAT3 schafft. Nach JAK Phosphorylierungen können sie als Heterodimer oder Homodimer in 

den Zellkern translozieren und dort an regulatorische DNA-Sequenzen der IL-6 Zielgene binden und ihre 

Expression bewirken. Zusätzlich zu STAT kann auch die SHP2 an gp130 binden und über 
Adaptermoleküle zu einer Aktivierung des MAPK-Signalwegs und des PI3K-Signalwegs führen. 

(Abkürzungen: Akt: AKR thymoma oncogene homolog, Gab1: Grb2-associated binder 1, Grb2: growth 

factor receptor-bound protein 2, MEK: MAPK mitogen- activated protein kinase/ERK Kinase, PI3K 
phosphatidylinositol-3 kinase, Ras: Rat sarcoma, Raf: Rat fibrosarcoma, SOS: son of sevenless, TF: 

Transkriptionsfaktor, Y: Tyrosin (111). (Mit freundlicher Genehmigung von Sabine Hergovits) 

1.4.3 Trans-Signal 
Zusätzlich zu dem klassischen Weg der IL-6 Signaltransduktion über die 

membranständigen IL-6Rα Rezeptorketten kann zirkulierendes IL-6 auch an eine 

lösliche Form des IL-6Rα (sIL-6Rα) binden und einen IL-6/sIL-6Ra Komplex bilden. 

Der sIL-6R und der membranständige IL-6R binden IL-6 mit einer vergleichbaren 

Affinität (112). Der IL-6/sIL-6R Komplex kann Zellen stimulieren, die zwar gp130 

exprimieren, jedoch keinen membranständigen IL-6R aufweisen. Dieser als „Trans-

signaling“ bezeichnete Vorgang (Abb. 4) erweitert durch das ubiquitär vorkommende 

gp130 das Wirkungsspektrum für das IL-6 Signal erheblich (112-115). Das klassische 

Signal über den membranständigen IL-6R scheint antiinflammatorische und 

regenerative Prozesse zu vermitteln, wohingegen durch das trans-Signal eher 

proinflammatorische Prozesse eingeleitet werden sollen (106,116). Es existiert 

ebenfalls eine lösliche Variante des gp130 Rezeptors (sgp130), der als natürlicher 

Antagonist das IL-6 trans-Signal und bei höheren Konzentrationen zusätzlich das 

klassische IL-6-Signal inhibieren kann (106,117). Die löslichen Varianten der 

Rezeptoren entstehen im Menschen durch limitierte proteolytische Spaltung (shedding) 

des membrangebundenen Rezeptors mittels Metalloproteinase ADAM17 (a disintegrin 

and metalloprotease 17) (118) sowie durch Translation von alternativ gespleißter RNA 

(119). In Mäusen wurde lediglich die proteolytische Spaltung der Rezeptoren 

beobachtet (120). 
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„shedding“ 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des klassischen IL-6 Signals und des IL-6 trans-Signals. Ist 

kein membranständiger IL-6R auf einer Zelle vorhanden, kann IL-6 mit vergleichbarer Affinität an eine 
lösliche Form des IL-6R (sIL-6R) binden. Der entstandene Komplex bindet im nächsten Schritt an 

membranständiges gp130. Da gp130 auf nahezu allen Zellen exprimiert wird, wird durch das trans-

signaling das Wirkungsspektrum für IL-6 deutlich erweitert. Eine lösliche Form von gp130 (sgp130) dient 

als natürlicher IL-6-Signal-Antagonist. Die löslichen Rezeptoren entstehen durch proteolytische Spaltung 
oder alternatives Spleißen (111). (Mit freundlicher Genehmigung von Sabine Hergovits) 

 

1.4.4 Regulationsmechanismen des IL-6 Signalwegs 
Eine überschießende Inflammation, die mit einer dauerhaften Aktivierung der IL-6- 

induzierten Signalübertragung einhergeht, kann unter anderem zu chronischen 

Entzündungen der Gelenke oder des Herzens und zu Tumorwachstum führen (121-

125). Aus diesem Grund sind physiologische Mechanismen zur Limitierung der Dauer 

und Stärke des IL-6-vermittelten Signals von großer Bedeutung. Klassische 

Regulationsmechanismen können von crosstalk-vermittelten Regulationsmechanismen 

unterschieden werden.  
 
1.4.4.1 Klassische Regulation 
Zur klassischen Regulation gehören die negativen Rückkopplungsmechanismen, die 

durch CIS-SOCS (cytokine-inducible SH2-domain-containing-protein, suppressors of 

cytokine signaling) - und PIAS (protein inhibitors of activated STATs) -Proteine 

vermittelt werden sowie die negative Regulation durch Proteintyrosinphosphatasen. Es 

sind 8 Mitglieder der CIS-SOCS Proteine bekannt (CIS, SOCS1-7), die eine zentrale 

SH2 Domäne, eine C-terminale SOCS Box und einer N-terminale KIR (kinase 
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inhibitory region) enthalten (126). Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs induziert 

die Synthese der SOCS Proteine, sodass sie als klassische negative 

Rückkopplungsproteine agieren (127,128). Für den IL-6 Signalweg sind vor allem 

SOCS1 und SOCS3 nennenswert, da sie auf unterschiedliche Weise die Regulierung 

von STAT1 und STAT3 beeinflussen. SOCS1 interagiert direkt mit den Januskinasen 

JAK1, JAK2 und Tyk2, um ihre Tyrosinkinaseaktivität zu hemmen, wohingegen SOCS3 

an Tyrosin757/759(murin/human) des gp130 Rezeptors bindet und infolgedessen den Zugang 

für STAT3 an seine Bindungsstelle verhindert (129,130) und durch Rekrutierung von 

Ubiquitinligasen die Degradation der JAKs einleiten kann (131).  

Auch die Mitglieder der PIAS-Proteine können das IL-6/JAK/STAT Signal regulieren. 

Sie werden konstitutiv exprimiert und binden an durch Zytokin aktivierte, 

phosphorylierte STAT-Faktoren. Die PIAS-Proteine regulieren die Transkription durch 

unterschiedliche Mechanismen. PIAS1 und PIAS3 interagieren beispielsweise mit 

STAT1 und STAT3 und blockieren ihre Bindung an die DNA. Durch die Rekrutierung 

von Co-Repressoren wie der Histon-Deacetylasen können weitere PIAS-Proteine die 

transkriptionelle Aktivität einiger STAT-Proteine inhibieren. Ebenso können sie als 

Proteine mit SUMO-E3-Ligase Aktivität (Small Ubiquitin-related Modifier) die 

SUMOylierung von Signalproteinen fördern und somit die Degradation der STAT-

Faktoren regulieren (132-135).  

Eine weitere Regulationsmöglichkeit des JAK/STAT-Signalwegs bietet die 

Dephosphorylierung von Proteinen durch PTPs. SHP2 erfüllt nicht nur die Aufgabe als 

Adapterprotein für die Aktivierung der MAPK Kaskade, sondern spielt zudem eine 

Rolle bei der Regulierung des JAK/STAT Signals (136). SHP2 wird ubiquitär exprimiert 

und besteht aus zwei N-terminalen SH2 Domänen, einer katalytischen Phosphatase 

Domäne (PTP), sowie einer C-terminalen Domäne mit 

Tyrosinphosphorylierungsstellen. Im inaktiven Zustand interagiert die N-terminale SH2-

Domäne mit der eigenen PTP-Domäne und macht dadurch das katalytische Zentrum 

für andere Substrate unzugänglich. Die Stimulation führt zu der Bindung an gp130 

(Y757/759 (murin/human)) über die SH2-Domänen und anschließend zur Entfaltung des 

Proteins, was den Zugang zum katalytischen Zentrum wieder ermöglicht (96,137,138).  

 
1.4.4.2 Crosstalk-vermittelte Regulation 
Während einer Entzündung werden neben IL-6 weitere proinflammatorische Zytokine 

wie TNFa und IL-1b freigesetzt. Die Wechselwirkung zwischen den Zytokinen und 

weiteren proinflammatorischen Faktoren (LPS, Zellstress) wird auch als Crosstalk-
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vermittelte Regulation bezeichnet. Die genannten Faktoren sind an der Crosstalk-

Regulation des IL-6 Signals beteiligt. Sie äußert sich beispielsweise über die 

Aktivierung der Stress-abhängigen p38-MAPK, die zur Stabilisierung der mRNA von 

SOCS3 Proteinen führt (139) und damit auf diesem Weg oder durch direkte Induktion 

ihre Expression verstärkt (140). Auch die Internalisierung des gp130 Rezeptors kann 

Crosstalk-vermittelt erfolgen. Oxidativer Stress, LPS, UV-Licht oder 

proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1b führen zur aktivierenden 

Phosphorylierung von p38, welche anschließend ihr Substrat, die MAPKAPK2 (MAPK-

aktivierte Proteinkinase 2), aktiviert. Die Serin/Threoninkinase MAPKAPK2 

phosphoryliert daraufhin gp130 an Serin780/782(murin/human). Diese Phosphorylierung und 

das vorhandene Dileucin-Motiv (murin: Leucin784, Leucin785; human: Leucin786, 

Leucin787), welches als Bindungsstelle für das Adapterprotein AP-2 dient (141-143), 

begünstigen die Aufnahme von gp130 durch Clathrin-umhüllte Vesikel und 

infolgedessen seine lysosomale Degradation (111,144,145).  

 

1.4.5  Gp130 Rezeptorstruktur 
Wie bereits beschrieben, wird gp130 ubiquitär exprimiert und bildet mindestens einen 

Bestandteil des signalisierenden Rezeptorkomplexes der IL-6-Typ Zytokine (146). Das 

translatierte Glykoprotein besteht aus 917 (murin) bzw. 918 (human) Aminosäuren und 

hat eine Molekularmasse von 130-150 kDa. Der extrazelluläre Teil des Rezeptors 

besteht N-terminal aus einer Ig-ähnlichen Domäne (D1) und fünf Fibronektin-III-Typ 

(FNIII)-ähnlichen Domänen (D2-D6) (Abb. 5). Das Zytokin-bindende Modul (ZBM) wird 

durch die Domänen D2 und D3 gebildet. D2 enthält vier konservierte Cysteinreste und 

D3 weist das für sog. Typ-I Zytokinrezeptoren charakteristische konservierte 

Tryptophan-Serin-X-Serin-Tryptophan (WSXWS) Motiv auf. D1-D3 sind für die 

Ligandenbindung essenziell, wohingegen die Transmembrandomäne und D4-D6 an 

der Signaltransduktion beteiligt sind (92,96,147). Der an die Transmembrandomäne 

anschließende, intrazelluläre Teil beinhaltet die Box1/Box2 Region, welche die 

Assoziation mit JAK1, JAK2 und TYK2 ermöglicht (148-150). Die am Rezeptor 

vorliegenden JAK sind nicht nur für die Initialisierung der Signalkaskaden 

verantwortlich, sondern spielen vielmehr auch eine Rolle für die 

Oberflächenexpression der Rezeptoren. Intrazellulär liegen auch die für die 

Signaltransduktion relevanten Tyrosinreste sowie der Serinrest780/782(murin/human) und das 

proximal dazu gelegene Dileucin Motiv, welche für die Internalisierung des Rezeptors 

bedeutsam sind (141,142,144). 
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Untersuchungen mit gp130 defizienten (gp130-/-) Mäusen zeigen, dass diese Tiere 

embryonal letal sind (E12.5). Ursache für die frühe Letalität ist ein pathologisch 

verändertes, hypoplastisches Myokard sowie eine verringerte Anzahl pluripotenter 

hämatopoetischer Vorläuferzellen in Leber und Thymus (151). Untersuchungen mit 

gp130 knockout Mäusen konnten die Notwendigkeit der Zellaktivierung über gp130 

nachweisen. Durch die postnatale Deletion des Exons 15, das für die 

Transmembrandomäne des Rezeptors kodiert, kann in einigen Zellen die 

membranständige gp130 Variante inhibiert werden, was zur Folge hat, dass die 

lösliche Variante des gp130 (sgp130) sezerniert wird. Das Fehlen der 

membranständigen Variante bewirkte gravierende hämatopoetische, immunologische, 

neuronale, kardiovaskuläre, hepatologische und pulmonale Veränderungen (111,152). 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des murinen gp130 Rezeptors. Extrazellulär besteht der 
Rezeptor aus einer Ig-ähnliche Domäne (D1) und fünf Fibronektin-Typ-III (FNIII)-Domänen (D2-D5). D2-

D3 bilden das Zytokin-bindende Modul und sind durch konservierte Cystein-Reste und das WSXWS Motiv 

charakterisiert. Kennzeichnend für die Intrazellulärregion ist eine konservierte Box1/Box2 Region, die in 
unmittelbarer Nähe zur Transmembran-Domäne (TM) liegt. Die für die Signaltransduktion relevanten 

Tyrosine sind mit Y bezeichnet. Serin S780(murin) und das Dileucin-Motiv L784/785(murin) sind für die 

Internalisierung des Rezeptors von Bedeutung (111). (Mit freundlicher Genehmigung von Sabine 
Hergovits) 
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1.4.6  Interleukin-6 
Als löslicher Mediator hat IL-6 pleiotrope Effekte auf die Immunantwort, Entzündung 

und Hämatopoese (153). IL-6 wird hauptsächlich von Monozyten/Makrophagen (154), 

B- und T-Zellen (155-157) sowie Endothelzellen (158), Fibroblasten (159) und 

Epithelzellen (160) gebildet. Die Expression von IL-6 wird sowohl durch virale und 

bakterielle Infektionen (161) als auch durch verschiedene Interleukine wie IL-3 (162), 

TNF-a, IL-1b, und IFNg induziert (111,163-165). Das translatierte IL-6 Protein umfasst 

insgesamt 212 (human)/ 211 (murin) Aminosäuren und enthält ein N-terminales 

Signalpeptid aus 24 (murin)/ 28 (human) Aminosäuren (166-168). Nach Abspaltung 

dieser Sequenz wird IL-6 als Protein mit einer Größe von ungefähr 21kDa sezerniert, 

jedoch kann durch posttranslationale Modifikationen wie N-, O-Glykosylierungen und 

serinspezifische Phosphorylierungen die reife Proteingröße zwischen 21-28 kDa 

variieren (168-170). 

In den 1980-iger Jahren wurde IL-6 zunächst als BSF2 (B-cell stimulatory factor 2) 

bezeichnet, basierend auf der Fähigkeit, die Differenzierung von aktivierten B-Zellen zu 

Antikörper produzierenden Plasmazellen zu induzieren (171-173). Das Zytokin ist 

außerdem an der Induktion der Akutphase-Reaktion beteiligt, indem in der Leber 

Akutphase-Proteine wie das C-reaktive Protein (CRP), Fibrinogen, Serumamyloid A 

und Hepcidin vermehrt synthetisiert werden (174-177). Im Knochenmark wird durch IL-

6 die Reifung von Megakaryozyten gefördert und infolgedessen die 

Thrombozytenbildung angeregt (178). 

Darüber hinaus begünstigt IL-6 zusammen mit TGF-b (transforming growth factor b) 

die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu Th17 Zellen, die vor allem mit der 

Entstehung von chronischen Entzündungen und Autoimmunerkrankungen in 

Verbindung gebracht werden. Im Gegensatz dazu wird die Differenzierung der 

regulatorischen T-Zellen (Treg) inhibiert (179,180). IL-6 fördert die Differenzierung zu 

CD4+ T-Helferzellen vom Typ2 (TH2) und inhibiert gleichzeitig die Entwicklung der Typ1 

T-Helferzellen (TH1) durch zwei unabhängige molekulare Mechanismen. Die TH2 

Differenzierung ist im Gegensatz zur TH1 Differenzierung abhängig von IL-4. IL-6 

steigert die IL-4 Produktion naiver CD4+ Zellen durch die Hochregulierung des NFAT 

(nuclear factor of activated T cells) (181,182). Die Inhibition der TH1 Entwicklung erfolgt 

durch IL-6 induzierte Hochregulierung der SOCS-1 Expression, die zur Störung der 

STAT1 Phosphorylierung, induziert durch IFN-g , führt. Die Inhibition der Rezeptor-

vermittelten IFN-g Signale durch IL-6 verhindern die Autoregulation der IFN-g 

Genexpression mittels IFN-g während der CD4+ T-Zell Aktivierung und verhindern 
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dadurch die TH1 Differenzierung (181,183). Ebenso spielt IL-6 eine entscheidende 

Rolle bei der Differenzierung von CD8+ T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen (184). 

Weiterhin fungiert IL-6 als Verbindungselement zwischen der T-Zell- und B-Zell-

Immunantwort, indem es das Überleben, die Expansion und die Reifung von B-Zellen 

und Plasmablasten fördert. Dies wird teilweise auch durch die Förderung der 

Entwicklung von follikulären T-Helferzellen unterstützt (185). Follikuläre T-Helferzellen 

befinden sich in B-Zell-Follikeln, wo sie die B-Zell Proliferation und den Immunglobin-

Klassenwechsel fördern (186). 

Aufgrund der pleiotropen Aktivität von IL-6 geht eine fehlregulierte IL-6 Produktion mit 

der Entwicklung von verschiedenen Krankheitsbildern einher. Hierzu gehören u.a. 

Tumorerkrankungen wie Lymphome, Multiples Myelom und Morbus Castleman, aber 

auch chronisch-entzündliche Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis und 

Osteoporose (187-189). Beispielsweise wird durch die Generierung des IL-6 in 

Knochenmark-Stroma-Zellen mittels des trans-signaling in synovialen Fibroblasten die 

Produktion des RANKL (Receptor Activator of NF-κB Ligand) induziert, wodurch es 

vermehrt zur Differenzierung von Osteoklasten kommt, was zu Knochenresorption und 

Osteoporose führt (190,191).  
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1.5 Ziel der Arbeit 
Die biologische Wirkung des IL-6 ist abhängig von der Dauer und Stärke des 

induzierten Signals. Die Rezeptorexpression stellt einen bedeutenden Faktor zur 

Beeinflussung des IL-6 Signals dar. Es ist bereits bekannt, dass der 

signaltransduzierende gp130 Rezeptor ubiquitär exprimiert wird, allerdings ist nur 

wenig über seine Regulation auf unterschiedlichen Zelltypen bekannt. Ziel der 

vorliegenden Arbeit ist es, das Expressionsprofil des gp130 Rezeptors auf 

unterschiedlichen B- und T-Lymphozyten-Populationen zu untersuchen und die 

Relevanz der gp130 Internalisierung für die B- und T-Zell- Differenzierung und Reifung 

zu analysieren. Da IL-6 generell eine wichtige Rolle bei der Differenzierung 

hämatopoetischer Zellen spielt, so auch bei T- und B-Zellen, wird der Einfluss der 

gp130LLAA Mutation auf die Homöostase dieser lymphoiden Zellen untersucht. Für die 

Versuche werden sowohl B- und T-Zellen und jeweilige Subpopulationen aus der Milz 

von WT Mäusen und Mäusen mit einer internalisierungsdefizienten Mutante 

(gp130LLAA) untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
 

Einmalpipetten Sarstedt, Nümbrecht 
Einmalspitzen in verschiedenen Größen Sarstedt, Nümbrecht 
1ml Einmalspritzen BD Biosciences, Heidelberg 
Cellstar® Tubes (15ml, 50ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

CountessTM cell counting chamber slide Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Deckgläschen  A. Hartenstein GmbH, Würzburg 

FACS®-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Filter-Tips Sarstedt, Nümbrecht 
Handschuhe Paul Hartmann AG, Heidenheim 
Multiwell-Zellkulturplatten (96well) Sarstedt, Nümbrecht 
Petrischalen (6cm, 10cm) Sarstedt, Nümbrecht 
Kimtech Präzisionstücher Kimberly-Clark® 

Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 

Zellsieb EASYstrainerTM (70 μM) Greiner Bio-One, Frickenhausen 
 

2.1.2 Antikörper 
2.1.2.1 Antikörper für die FACS Analyse  
 
Tabelle 1: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten FACS Antikörper für die 
Oberflächenfärbung, deren Herkunft und jeweils eingesetzte Konzentration. 

Spezifität Isotyp Klon Konzentration Hersteller 
CD16/CD32 

 

Ratte/IgG2a, λ  

 

93 1:200 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD19 APC Ratte/IgG2a, κ  eBio1D3  1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD3e APC Ratte/IgG2b, κ 17A2 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45 APC Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD95 APC Maus/IgG1, κ SA367H8 1:100 BioLegend, San Diego, USA 

CD138 APC Ratte/IgG2a, κ 281-2 1:300 BioLegend, San Diego, USA 
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CD45 APC-Cy7 Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 BD Biosciences, Heidelberg 

GL7 FITC Ratte/IgM, κ GL7 1:200 BioLegend, San Diego, USA 

CD43 FITC Ratte/IgM eBioR2/60 1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45 FITC Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD62L FITC Ratte/IgG2a, κ MEL-14 1:300 BD Biosciences, Heidelberg 

CD23 PE Ratte/IgG2a, κ B3B4 1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45PE Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD130 PE Ratte/IgG2a, κ KGP130 1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD130 PE 

Isotypkontrolle  

Ratte/IgG2a, κ eBR2a 1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD5 PE-Cy7 Ratte/IgG2a, κ 53-7.3 1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD8a PE-Cy7 Ratte/IgG2a, κ 53-6.7 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD19 PE-Cy7 Ratte/IgG2a, κ eBio1D3 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45 PE-Cy7 Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 BD Biosciences, Heidelberg 

CD21 PerCP-

Cy5.5 

Ratte/IgG2a, λ  

 

eBio4E3 

 

1:100 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD44 PerCP-

Cy5 

Ratte/IgG2b, λ  

 

IM7 

 

1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45 PerCP-
Cy5.5 

Ratte/IgG2b, κ 
 

30-F11 1:300 BioLegend, San Diego, USA 

B220 V500 Ratte/IgG2a, κ RA3-6B2 1:300 BD Biosciences, Heidelberg 

CD4 V500  Ratte/IgG2a, κ RM4-5 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 

CD45 PB Ratte/IgG2b, κ 30-F11 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M. 
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2.1.2.2 Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbung 
 
Tabelle 2: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten IHC Antikörper, deren Herkunft und 
jeweils eingesetzte Konzentration. 

Spezifität Isotyp Klon Konzentration Hersteller 
Ki-67 Rabbit SP6 1:100 Abcam, Cambridge, UK 

B220 Ratte/IgG2a, κ  RA3-6B2 1:200 BioLegend, San Diego, USA 

Anti-rabbit IgG 

Dylight488 

Goat/IgG  1:200 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Anti-rat IgG 
Dylight488 

Donkey/IgG  1:200 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

Isotypkontrolle Rabbit IgG  1:100 Santa Cruz, Dallas, USA 

Isotypkontrolle Ratte/IgG2a, κ RTK2758 1:200 BioLegend, San Diego, USA 

 

2.1.3 Geräte 
 
Automatisierter Zellzähler EVE TM NanoEnTek. Seoul, Südkorea 

BD FACS CelestaTM BD Biosciences, Heidelberg 

Blutzucker-Messgerät Bayer AG, Leverkusen 

Einkanalpipetten (1µl, 2,5µl, 10µl, 20µl, 

100µl, 200µl, 1000µl) 

Eppendorf, Hamburg 

Kühlgeräte (4°C, -20 °C) Liebherr, Bulle, Schweiz 

Mehrkanalpipetten (100µl, 200µl, 300µl) Eppendorf, Hamburg 

Mini Spin Eppendorf, Hamburg 

Reinstwassersystem, Milli-Q® Merck, Darmstadt 

Pipette (5ml, 10ml, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

pH-Sensor Mettler Toledo, Columbus, USA 

Pipetus® elektrische Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Präzisionswaage Kern & Sohn GmbH, Balingen 

Sterilbank ESCO® Envair, Emmendingen 

Schnellkochtopf Fissler, Idar-Oberstein 

Vortexer neoLab®, Heidelberg 

Wasserbad Memmert 

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 
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2.1.4 Kits 

Folgende Reaktionskits wurden gemäß den Herstellerangaben eingesetzt:  

LIVE/DEADâ Fixable Dead Cell Stain Kit Invitrogen, Carlsbad, USA 

Vector® TrueVIEW® Autofluorescence 

Quenching Kit 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

 

2.1.5 Verwendete Mausstämme 
 
C57BL/6J Im Weiteren als WT bezeichnet 

C57BL/6-TgHIl6stL784A/L785A1Hema Eigenzucht; Im Weiteren als gp130LLAA 

bezeichnet 

 

Alle Versuchstiere wurden in der lokalen Tierhaltung des Rudolf-Virchow-Zentrums 

oder im Zentrum für Experimentelle Molekulare Medizin der Universität Würzburg 

gehalten. Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen (Hell-

Dunkel-Rhythmus von 12h, Standardfutter, Wasser ad libitum). Nach Euthanasie der 

Versuchstiere mit CO2 wurden ihre Zwischenzehenreflexe überprüft. Vor der 

Organentnahme erfolgte zusätzlich eine zervikale Dislokation und eine äußerliche 

Desinfektion mit 70 prozentigem Ethanol. Das Körpergewicht und Organgewicht von 

Leber, Milz, Niere und Herz der geopferten Mäuse wurde mittels Präzisionswaage 

bestimmt. Die genetisch veränderte gp130LLAA Maus wurde erstmals in der 

Arbeitsgruppe von PD Dr. Heike Hermanns von Dr. Christine Mais und Prof. Dr. M. 

Bösl generiert. Sie weist eine Punktmutation im gp130 Rezeptor auf, bei der das 

Dileucin-Motiv (L874, L785) im zytoplasmatischen Bereich von gp130 zu Dialanin 

verändert wurde. Für die Endozytose ist das intrazelluläre Dileucin-Motiv (murin: 

Leucin784, Leucin785; human: Leucin786, Leucin787) erforderlich, da das Adapterprotein 

AP-2 an dieses Motiv bindet und dadurch den Transport mittels Clathrin-umhüllter 

Vesikel begünstigt. Aus diesem Grund geht man davon aus, dass die Internalisierung 

des gp130 Komplexes über die Clathrin-abhängige Endozytose vermittelt wird. Die 

beschriebene Punktmutation hat zur Folge, dass die veränderte Form von gp130 

resistent gegenüber der Liganden- und crosstalk-vermittelten Endozytose ist (141-

143,145). Die Integrität des knock-in wurde neben Southern Blotting und PCR auch 

durch Sequenzierung überprüft (111). 
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2.1.6 Software  
 
Facs Diva BD Biosciensces FACSDiva Software, 

Heidelberg, San Jose, USA 

FlowJo X FlowJo LLC Software, Ashland, USA 

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego, USA 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung beruht auf zwei gegensätzlich geladenen 

Komponenten. Das basische Hämalaun färbt alle sauren Zellbestandteile wie Zellkern, 

Desoxyribonukleinsäure und raues endoplasmatisches Retikulum blau. Der saure 

Farbstoff Eosin färbt hingegen basische Strukturen, zu denen das Zellplasma und 

Kollagenfasern gehören, rot. In Paraffin eingebettetes Milzgewebe wurde in einer 

Dicke von 5µM geschnitten. Um die Schnitte zu entparaffinieren, wurden diese für 45 

Min bei 70°C im Heizofen erhitzt und nachfolgend drei Mal für je 10 Min in Rotiâ-Histol 

(Roth) getaucht. Nach einem Waschschritt mit reinem Ethanol erfolgte die Inkubation in 

einer in ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe, wobei die Milzschnitte in jeder 

Glasküvette 5 Min verblieben:  

 

100% à 100% à 96% à 96% à 96% à 80% à 80% à 70% à 70% à 70% à 50% 

à 50% à Aqua dest. à Aqua dest. 

 

Erfolgte die Färbung erst am Folgetag, so wurden die Schnitte über Nacht in einer 

„feuchten Kammer“ bei 4°C gelagert.  

Die entparaffinierten Milzschnitte wurden zuerst in Mayers Hämalaunlösung (Roth) für 

5 Min gefärbt und anschließend 3 x 5 Min in „Tap water“ gewaschen.  

 

     Tap water 
     3,5g NaHCO3 

     10g MgSO4  

     1l Aqua dest.  

 

Nach 2 Min Verbleib in Aqua dest. folgte die Färbung mit Eosin, wobei pro 100 ml 

Farbstoff ein Tropfen Eisessig zugesetzt wurde. Anschließend erfolgten zwei 

Waschschritte in Tap water für jeweils 25 s. Nach je 30 s Inkubation in einer 

aufsteigenden Ethanolreihe zur Dehydrierung (70%, 96% und 100%) wurden die 

gefärbten Schnitte 3x für 1 Min in Rotiâ-Histol getaucht und abschließend mit dem 

Histo-Kit II und Deckgläschen auf dem Objektträger eingedeckt. Die histologische 

Auswertung der Schnitte erfolgte lichtmikroskopisch mit dem Keyence BZ 9000. Dabei 

wurden Okulare mit 4facher und 20facher Vergrößerung verwendet. 
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2.2.2 Immunfluoreszenzfärbung FFPE Schnitte Milz 
In Paraffin eingebettetes Milzgewebe wurde in einer Dicke von 4µm geschnitten und 

zur Deparaffinisierung 45 Min bei 70°C im Heizofen erhitzt. Anschließend verweilten 

die Schnitte 3x für jeweils 10 Min in Rotiâ-Histol. 

Die Objektträger wurden im nächsten Schritt jeweils für 5 Min in Glasküvetten einer in 

ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe getaucht: 

 

100% à 100% à 96% à 96% à 96% à 80% à 80% à 70% à 70% à 70% à 50% 

à 50% à Aqua dest. à Aqua dest. 

 

Um Antigenstrukturen für die nachfolgenden Antikörper zugänglich zu machen, folgte 

im nächsten Schritt die hitzeinduzierte Demaskierung des Formalin-fixierten und 

Paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebes. Die Fixierung mit Formalin und Verarbeitung 

mit Paraffin führt zur Verkettung von Antigenen. Antigendemaskierungs-Lösungen 

(retrieval solutions) werden eingesetzt, um die fehlende Immunreaktivität durch 

Renaturierung der Antigene wiederherzustellen.  

Für die folgenden Versuche wurden zwei unterschiedliche Antigendemaskierungs-

Lösungen verwendet. 

Für die Färbung mit Ki-67: 

 

    Vorbereitung der Lösungen für Retrieval 

    Lösung A: 

    21,01g Zitronensäure (Sigma 33114-500) 

    1l Aqua dest. aus Millipore Anlage 

 

    Lösung B: 

    29,41g tri-sodiumcitrate (Sodiumcitrate Sigma S4641) 

    1l Aqua dest. aus Millipore Anlage 

 

    Citrat Retrieval: 
    5,4ml Lösung A 

    24,6ml Lösung B 

    150µl Tween 20 

    270µl Aqua dest. aus Milipore Anlage 
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Für die Färbung mit B220: 

 

    EDTA Retrieval: 
    10mM Tris-HCl 

    1mM EDTA 

    10%Glycerol 

 

Die Milzschnitte wurden zunächst mit einem Glasschneider umrahmt, damit sich die 

Antikörperlösungen gleichmäßig auf dem begrenzten Gewebe verteilen konnten. Die 

Objektträger wurden in der vorgewärmten retrieval solution im Schnellkochtopf zum 

Kochen gebracht und verweilten im Anschluss für 5 Min (Ki-67) bzw. 10 Min (B220) in 

der jeweiligen Lösung. Bei Raumtemperatur kühlten die Objektträger für 30 Min ab und 

wurden anschließend 2x5 Min in destilliertem Wasser gewaschen. Im nächsten Schritt 

inkubierten die Schnitte für 10 Min bei Raumtemperatur in 100µl 

Permeabilisierungspuffer in einer feuchten Kammer. 

 

    Permeabilisierungspuffer:  
    10ml TBS  

    0,1g BSA 

    40µl Triton X-100 

 

Nach 5 Min waschen in TBS inkubierten die Schnitte zur Blockierung unspezifischer 

Bindungen für 30 Min in 100µl Blockingpuffer, bevor dieser langsam von den Schnitten 

abgekippt wurde. 

 

    Blockingpuffer:  
    TBS+1% BSA 

 

Zur Erstantikörperinkubation wurde der Ki-67 Antikörper 1:100 und der B220 

Antikörper 1:200 in Signal Stain Antibody® Diluent verdünnt. Die Inkubation der 

Schnitte erfolgte in 100µl Antikörperlösung, bei 4°C in einer feuchten Kammer und im 

Dunkeln über Nacht. Nach Entfernung des nicht gebundenen Anteils des primären 

Antikörpers durch zwei zehnminütige Waschschritte in TBS erfolgte die Applikation von 

jeweils 100µl Zweitantikörperlösung für 90 Min im Dunkeln. Für die K-i67 und B220 

Färbungen wurden der anti-rabbit Dylight 488 (Life Technologies A11008) Antikörper 
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und der anti-rat Dylight 488 (SA5-10026) Antikörper 1:200 in SignalStain® Antibody 

Diluent verdünnt. Auch hier wurde der nicht gebundene Anteil durch dreimaliges 

Waschen für 2 Min. entfernt und anschließend die Umgebung des Gewebes auf dem 

Objektträger mit faserfreiem Papier getrocknet. 

Der starken Autofluoreszenz des Milzgewebes wurde mithilfe des Vector®TrueVIEWTM 

Autofluorescence Quenching Kits entgegengewirkt. Die Verwendung des 

Vector®TrueVIEWTM Autofluorescence Quenching Kits erfolgte wie im Protokoll 

angegeben. Die Objektträger wurden abschließend mit dem VECTASHIELD® 

VibranceTMAntifade Mounting Medium eingedeckt und für eine Stunde im Dunkeln 

getrocknet, bevor sie zur Auswertung am Fluoreszenz Mikroskop Keyence BZ 9000 

eingelesen wurden. 

 

2.2.3 Durchflusszytometrische Analyse 
2.2.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie  
Mithilfe der FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) Analyse können verschiedene 

physikalische und molekulare Eigenschaften von Einzelzellen in Suspension simultan 

gemessen und analysiert werden. Die Zellen werden anhand ihrer Größe, Granularität 

und Expression intrazellulärer sowie membranständiger Moleküle charakterisiert. 

Biochemisch charakterisierte Antigene der Zelloberfläche werden als cluster of 

differentiation (CD) in einer internationalen Nomenklatur zusammengefasst. Durch 

hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen in einem laminaren Probenstrom 

durch Laserstrahlen mit unterschiedlichen Anregungswellen transportiert. Wird das 

einfallende Laserlicht von einem Partikel abgelenkt, entsteht Lichtstreuung. Durch die 

Richtungsänderung wird das Licht in ein Vorwärtsstreulicht (FSC, forward scatter 

channel) und ein Seitwärtsstreulicht (SSC, side scatter channel) aufgetrennt. Das 

Vorwärtsstreulicht gilt als Maß für die Lichtbeugung und ist proportional zur Zellgröße. 

Das Seitwärtsstreulicht gilt als Maß für die Lichtbrechung im rechten Winkel und 

korreliert mit der Zellgranularität und hängt damit von der Binnenstrukur einer Zelle ab. 

Zusätzlich zur Streuung wird die relative Fluoreszenzintensität gemessen. Je mehr 

Fluoreszenz-gekoppelte Antikörper auf der Zelloberfläche gebunden sind, desto mehr 

Fluoreszenz wird nach Anregung der Fluorochrome emittiert. Das 

Vorwärtsstreulichtsignal wird von Photodioden verarbeitet, wohingegen die meist 

schwächeren Seitwärtsstreulicht- und Fluoreszenzsignale von Photovervielfältiger 

Röhrchen (Photomultipliertubes) detektiert werden.  
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Die Spezifität der Detektoren für ein Fluorophor wird durch vorgeschaltete Filter 

(Bandpass-, Shortpass- und Longpassfilter) optimiert, mit deren Hilfe nur Licht eines 

spezifischen Wellenlängenbereichs den Detektor erreicht. Auf diese Weise können 

Fluorochrome mit ähnlichen Emissionsspektren getrennt voneinander detektiert 

werden. 

Die gemessenen Signale wurden durch die BD FACS Diva Software (v8.0.1.1) 

verarbeitet und gespeichert. Die Auswertung der Daten erfolgte im Anschluss mit der 

FlowJo X 10.0.7 Software (TreeStar Inc., Ashland USA).  

 

2.2.3.2 Kompensation 
Durch die Kombination von unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen können sich ihre 

Emissionsspektren überlappen (spillover), sodass jeweils Mischungen mit 

verschiedenen Anteilen von Farbstoffen in einem Kanal detektiert werden. Mittels 

Kompensation werden die Messdaten der Fluoreszenzsignale entsprechend der 

spektralen Überlappung korrigiert. Zur Einstellung des FSC und SSC sowie der 

Schwellenwerte der jeweiligen Fluoreszenzkanäle wurden zunächst ungefärbte 

Milzzellen gemessen. Kompensiert wurde mit Einzelfärbungen, bei denen 

antigenspezifische Fluorochrom-Antikörper-Konjugate verwendet wurden, mit welchen 

ein starkes Fluoreszenzsignal erwartet wurde. Hierzu eigneten sich für die 

durchflusszytometrische Analyse von Milzzellen vor allem Antikörper gegen das CD45- 

Antigen (Leukocyte Common Antigen, LCA), welches auf allen Zellen 

hämatopoetischen Ursprungs, mit Ausnahme von Erythrozyten und Thrombozyten, 

exprimiert wird (192). Zusätzlich zu den Einzelfärbungen wurden FMO (fluorescence 

minus one) Kontrollen durchgeführt. Die Kontrollfärbungen enthielten alle im 

Antikörper-Mix vorkommenden Fluorochrome mit Ausnahme des zu untersuchenden 

Antikörper-Fluorochrom-Konjugats. Die FMO Kontrolle zeigt durch den Vergleich mit 

einer ungefärbten Kontrolle und einer Gesamtfärbung die positiven Zellen für den 

jeweiligen Biomarker auf, präsentiert durch die Zellen, die außerhalb der FMO 

Kontrolle liegen. Nach dem Ende der Messungen erfolgte die automatische 

Kompensation mit Hilfe der FACS Diva Software (v8 0.1.1).  
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2.2.3.3 Ausschluss von toten Zellen und Doubletten 
Tote Zellen neigen dazu, unspezifisch an Reagenzien zu binden, sodass sie in der 

Durchflusszytometrie häufig zu falsch positiven Ergebnissen führen. Mithilfe des 

LIVE/DEADTM Fixable Dead Cell Stain Kits können tote Zellen identifiziert und ihre 

Daten zur präziseren Analyse ausgeschlossen werden. Ein reaktiver fluoreszierender 

Farbstoff durchdringt die durchlässigen Membranen von nekrotischen Zellen und 

reagiert mit freien Aminen im Zellinneren und auf der Zelloberfläche, was zu einer 

intensiven Fluoreszenzfärbung führt. Dahingegen reagieren bei den lebenden Zellen 

nur die Amine auf der Zelloberfläche, sodass die Fluoreszenzfärbung deutlich 

schwächer ist. Im Histogramm werden so zwei Peaks deutlich sichtbar.  

Passieren zwei Partikel zu dicht hintereinander den Laserstrahl (interrogation point), so 

können sie vom Durchflusszytometer häufig nicht als individuelles Ereignis oder 

einzelne Partikel unterschieden werden. Die entstandenen Doubletten unterscheiden 

sich in ihrem Spannungsimpuls von Einzelzellen durch eine größere Signalbreite 

(width) und Signalfläche (area), wohingegen die Höhe (height) des Impulses sehr 

ähnlich ist. Um die Doubletten für eine genauere Datenanalyse auszuschließen, 

wurden FSC-area (x-Achse) und FSC-height (y-Achse) im Streudiagramm (dotplot) 

gegeneinander aufgetragen und der Bereich der Einzelzellen (in Abschnitt 2.2.3.6 

dargestellt) für die weiteren Analysen ausgewählt. 

 

2.2.3.4 Isolation von Lymphozyten aus der Milz für die Durchflusszytometrie 
Nach der Entnahme der Milz wurde das Fett, welches die Milz umgibt, sorgfältig 

entfernt und anschließend das Gewicht auf einer Analysewaage bestimmt. Das 

präparierte Milzgewebe wurde zunächst in eine Kulturschale mit PBS gelegt und zur 

sofortigen Weiterverarbeitung in ein 70μm Zellsieb überführt, welches zuvor mit 2ml 

FACS Puffer befeuchtet wurde. Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis 

durchgeführt.  

 

FACS Puffer       

     PBS (pH 7,4):       

137mM NaCl,       

2,7mM KCl,       

     10mM Na2HPO4,      

     2mM KH2PO4       

     +1% FCS       
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Mithilfe eines Spritzenstempels wurde das Milzgewebe durch das feinmaschige 

Zellsieb gestrichen, um die Gewebesuspension in einem 50ml Falcon auffangen zu 

können. Zur Minimierung des Zellverlustes wurde anschließend mit weiteren 3ml FACS 

Puffer nachgespült. Die Suspension wurde zentrifugiert (5 Min, 4°C und 400 g), der 

Überstand verworfen und das entstandene Zellpellet mit 3ml Red Blood Cell Lysis 

Buffer resuspendiert, um die Erythrozyten zu lysieren und eine Zelltrennung zu 

erreichen. 

 

Red Blood Cell Lysis Buffer 
155mM NH4Cl 

10mM KHCO3 

0,1mM EDTA 

 

Nach 7 Min Inkubation bei Raumtemperatur wurden weitere 7ml FACS Puffer 

hinzugegeben und die Suspension vorsichtig mit einer Pipette gemischt. Die erneute 

Zentrifugation erfolgte (wie auch zuvor) für 5 Min bei 4°C und 400g. Die Zellen wurden 

in 10ml RPMI Medium (+1% nicht-essenzielle Aminosäuren, +1%L-Glutamin, 

+10%FCS) resuspendiert. Zur Trennung verbliebener Zellcluster wurde die 

Zellsuspension erneut mit einem 70μm Zellsieb gefiltert. Die Bestimmung der Zellzahl 

erfolgte mit dem automatisierten Zellzähler EVETM. Dafür wurde eine Verdünnung der 

Zellsuspension mit PBS vorbereitet. Zum Ausschluss toter Zellen wurde im letzten 

Verdünnungsschritt Trypan-Blau Lösung verwendet. Die Zellen wurden auf 10.000 

Zellen/µl eingestellt, indem sie in dem entsprechenden Volumen FACS Puffer 

aufgenommen wurden. 

 

2.2.3.5 Färbung von spezifischen Oberflächenmolekülen der Lymphozyten 
Für die Oberflächenfärbung der Milzzellen wurden 1x106 Zellen auf eine 96well 

Rundbodenplatte überführt und zentrifugiert (5 Min, 400g, 4°C). Die Zellen wurden in 

50μl FACS Puffer mit anti-CD16/32 (1:200) resuspendiert, um unspezifische 

Bindungen durch Fc-Rezeptoren zu verhindern und damit falsch positiven Messungen 

vorzubeugen. Der Fc- Block inkubierte für 10 Min bei 4°C. Nach dem Waschen der 

Zellen mit 100μl FACS Puffer/well wurden die Zellen in 50μl vorbereiteter 

Antikörperlösung resuspendiert und für 30 Min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im 

Anschluss wurden die Zellen einmal mit 100μl FACS Puffer/well gewaschen und für die 
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Messung erneut in 200μl FACS Puffer/well aufgenommen. Viele Antigene werden auf 

mehreren Populationen der Milzzellen exprimiert.  

Zur Immunphänotypisierung und eindeutigen Beschreibung der Zellen in dem 

entsprechenden Probenmaterial ist deshalb eine sinnvolle Kombination von 

Antikörpern notwendig. Für die Antikörperfärbungen wurden mehrere solcher 

Antikörperkombinationen in eine Antikörperlösung aus FACS-Färbepuffer (FACS 

Färbepuffer: PBS (pH 7,4), 2%mouse serum, 2%rabbit serum, 2%BSA) und PBS +1% 

FCS pipettiert (Verhältnis 1:1). Für die phänotypische Charakterisierung der 

ausgewählten B-Zell- und T-Zell-Subpopulationen wurde eine Auswahl von Markern 

bestimmt. Die untersuchten Populationen und ihre Marker werden im folgenden 

Abschnitt „Antikörper-Mischungen” vorgestellt.  

 

2.2.3.6 Antikörper-Mischungen und Auswertungsstrategien für die Analyse der 
T- und B-Zell-Populationen 

2.2.3.6.1 Follikuläre-, MZ-, T1-B-Zellen und Plasmazellen 
 

Tabelle 3: Verwendete Antikörper-Mischungen zur Analyse der Follikulären-, MZ-, T1-B-Zellen und 
Plasmazellen. 

Spezifität Fluorophor Zelltyp 
CD23 PE Reife B-Zellen, follikuläre B-Zellen, 

aktivierte Makrophagen, Eosinophile 

Granulozyten, follikuläre-dendritische 

Zellen, Thrombozyten  

CD138 APC Prä-B-Zellen, unreife B-Zellen, 

Plasmazellen 

CD19 Pe-Cy7 B-Zellen, (B-Zellmarker, human) 

B220 V500 B-Zellen, alle Entwicklungsstadien von 

pro B-Zellen bis zu reifen B-Zellen, 

aktivierte B-Zellen, (B-Zellmarker, murin) 

CD21 PerCP-Cy5.5 B-Zell-Corezeptor, Reife B-Zellen, B-

Zellen der marginalen Zone, follikuläre 

dendritische Zellen 

Live/Dead PB Identifizierung von lebenden/toten Zellen 
 



 

 

 

31 

Abbildung 6: Auswertungsstrategie zur Identifizierung der Plasmazellen und reifen B-Zellen. 
Dargestellt ist die zur Identifizierung der Plasmazellen und der follikulären B-Zellen, B-Zellen der 
marginalen Zone und T1-B-Zellen verwendete Auswertungsstrategie. Für die Analyse wurden nur lebende 

Einzelzellen berücksichtigt. B220-CD138+ Zellen wurden als Plasmazellen definiert. B220+ B-Zellen 

wurden anhand der Oberflächenmarker CD23 und CD21 in follikuläre B-Zellen, B-Zellen der marginalen 
Zone und T1-B-Zellen eingeteilt. CD21-CD23+: follikuläre B-Zellen, CD21+CD23-: B-Zellen der marginalen 

Zone und CD21-CD23-: T1-B-Zellen. 

 

2.2.3.6.2 Plasmazellen, B-Zellen und ihre CD130 Expression 
 
Tabelle 4: Verwendete Antikörper-Mischungen zur Analyse der CD130 Expression auf Plasmazellen 
und B-Zellen. 

Spezifität Fluorophor Zelltyp 
CD138 APC Prä-B-Zellen, unreifen B-Zellen, 

Plasmazellen 

CD19 PE-Cy7 B-Zellen (B-Zellmarker human) 

B220 V500 B-Zellen (alle Entwicklungsstadien von 

pro B-Zellen bis zu reifen B-Zellen, 

aktivierte B-Zellen, (B-Zellmarker, 

murin) 

CD130 PE ubiquitär 

CD130 PE  
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Isotypkontrolle 

Live/Dead PB Identifizierung von lebenden/toten 

Zellen 

 

Abbildung 7: Auswertungsstrategie zur Identifizierung der Plasmazellen und B-Zellen sowie ihrer 
CD130 Oberflächenexpression. Dargestellt ist die zur Identifizierung der Plasmazellen und B-Zellen 

sowie ihrer CD130 Oberflächenexpression verwendete Auswertungsstrategie. Die Plasmazellen wurden, 
wie bereits zuvor beschrieben, als B220-CD138+ Zellen definiert und B220+CD19+ Zellen wurden als B-

Zellen definiert. Zur Bestimmung der gp130 Oberflächenexpression wurde für beide Populationen das 

gleiche Gate gewählt, welches sowohl CD130- als auch CD130+ Zellen umfasste. Anschließend wurde die 

MFI (median fluorescence intensity) bestimmt, um die gp130 MFI Werte von unterschiedlichen 
Populationen vergleichen zu können. 

 

2.2.3.6.3 B1-Zellen 
 
Tabelle 5: Verwendete Antikörper-Mischung zur Analyse der B1-Zellen. 

Spezifität Fluorophor Zelltyp 
CD45 APC-Cy7 Leukozyten 

CD19 APC B-Zellen, (B-Zellmarker, human) 

CD23 PE Reife B-Zellen, follikuläre B-Zellen, 

aktivierte Makrophagen, Eosinophile 

Granulozyten, follikuläre-dendritische 
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Zellen, Thrombozyten 

CD43 FITC Leukozyten, außer ruhende B-Zellen 

CD5 PE-Cy7 T-, B-Zell-Subpopulationen 

Live/Dead PB Identifizierung von lebenden/toten Zellen 

 

Abbildung 8: Auswertungsstrategie zur Identifizierung der B1-Zellen. Dargestellt ist die zur 
Identifizierung der B1-Zellen verwendete Auswertungsstrategie. Für die Analyse wurden nur lebende 

CD45+ Zellen berücksichtigt. Zunächst wurde eine CD43+CD23- Zellpopulation bestimmt, die weiterhin 

anhand der Oberflächenmarker CD19 und CD5 in B1a-Zellen (CD19+CD5+) und B1b-Zellen (CD19+CD5-) 
unterteilt wurde. 

 

2.2.3.6.4 B-Zellen des Keimzentrums 
 
Tabelle 6: Verwendete Antikörper-Mischung zur Analyse der B-Zellen des Keimzentrums. 

Spezifität Fluorophor Zelltyp 
CD45 APC-Cy7 Leukozyten 

CD19 PE-Cy7 B-Zellen, (B-Zellmarker human) 

GL7 FITC Keimzentrums B-Zellen 

CD95 APC diverse 

Live/Dead PB Identifizierung von lebenden/toten Zellen 
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Abbildung 9: Auswertungsstrategie zur Identifizierung der Keimzentrums B-Zellen. Dargestellt ist 

die zur Identifizierung der Keimzentrums B-Zellen verwendete Auswertungsstrategie. Für die Analyse 

wurden nur lebende CD45+ Zellen berücksichtigt. Die CD45+CD19+ B-Zellen wurden im Weiteren auf das 
Vorkommen der Oberflächenmarker GL7 und CD95 untersucht. Diese beiden Oberflächenmarker gelten 

als charakteristisch für Keimzentrums B-Zellen. 

 

2.2.3.6.5 T-Lymphozyten und ihre CD130 Expression 
 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper-Mischung zur Analyse der T-Zellen und ihrer CD130 Expression. 

Spezifität  Fluorophor Zelltyp 
CD45 APC-Cy7 Leukozyten 

CD3 APC T-Zellen 

CD4 V500 T-Helferzellen 

CD8 PE-Cy7 Zytotoxische T-Zellen 

CD44 PerCP-Cy5 Leukozyten, Erythrozyten, Maus: 

Gedächtnismarker  

CD62L FITC B-Zellen, T-Zellen, Monozyten, NK-

Zellen, Maus: Gedächtnismarker 

CD130 PE ubiquitär  

CD130 

Isotypkontrolle 

  

Live/Dead PB Identifizierung von lebenden/toten Zellen 
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Abbildung 10: Auswertungsstrategie zur Identifizierung der T-Zellen. Dargestellt ist die zur 

Identifizierung der T-Zellen verwendete Auswertungsstrategie. Für die Analyse wurden nur lebende CD45+ 
Einzelzellen berücksichtigt. Die CD3+ Zellen wurden als T-Zellen definiert und im Weiteren in (CD3+) CD4+ 

und (CD3+) CD8+ T-Zellen unterteilt. Anschließend wurden die CD4+ und CD8+ T-Zellen anhand der 

Oberflächenmarker CD62L und CD44 jeweils in vier weitere Subpopulationen unterteilt. Q1: CD44- 
CD62L+: Naive T-Zellen (Tnaive), Q2: CD44+CD62L+: central memory T-Zellen (Tcm), Q3: CD44+CD62L-: 

effector memory T-Zellen (Tem) und Q4: CD44-CD62L- Zellpopulation. Zur Bestimmung der gp130 

Oberflächenexpression auf den unterschiedlichen T-Zellen wurde für jede der Populationen das gleiche 
Gate gewählt, welches sowohl CD130- als auch CD130+ Zellen umfasste. Anschließend wurde die MFI 

(median fluorescence intensity) bestimmt, um die gp130 MFI Werte von den unterschiedlichen 

Populationen vergleichen zu können (Vgl. Abb. 7). 

 

2.2.4 Statistik  
Die statische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism8. Die Werte 

wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung getestet. Zur Berechnung 

der Signifikanzwerte wurde der ungepaarte t-Test oder der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. Die für die Berechnung der Signifikanzwerte angewendeten Tests sind an 

entsprechender Stelle in den Abbildungsunterschriften angegeben. Als signifikant galt, 

wenn p ≤ 0.05 war.  
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3 Ergebnisse 

Relevanz der gp130 Endozytose für die Differenzierung lymphoider Zellen 
in vivo  

Daten aus vorherigen Untersuchungen deuten darauf hin, dass die crosstalk-

Regulation von gp130 einen physiologisch relevanten Mechanismus darstellt, der u.a. 

auch die Differenzierung und Aktivierung von verschiedenen Immunzellen beeinflussen 

kann (111,193). Daher wurde zunächst der Einfluss der gp130 knock-in Mutation auf 

die Homöostase von T- und B-Zell-Subpopulationen in gesunden Mäusen (steady 

state) untersucht. 

 

3.1.1 Das Körpergewicht von gp130LLAA und WT Mäusen ist vergleichbar 
Zunächst wurde untersucht, ob sich gp130LLAA Mäuse hinsichtlich ihres Körpergewichts 

von WT Mäusen unterscheiden (Abb. 10). Für die Untersuchungen wurden Tiere 

ähnlichen Alters (4-14 Monate) und gleichen Geschlechts (♂) analysiert, um die beiden 

Genotypen miteinander vergleichen zu können. 

 

Abbildung 11: gp130LLAA Mäuse zeigen keinen Unterschied im Körpergewicht gegenüber WT 
Mäusen. (A) n=3 pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp, (C) n=5 pro Genotyp, (D) n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). 

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests 

bestimmt: ns, p> 0.05.  

 

Die Analyse ergab, dass gp130LLAA Mäuse ein zu WT Mäusen vergleichbares 

Gesamtkörpergewicht aufwiesen. 

 

3.1.2 Die Gewichte von Milz, Herz, Niere und Leber von gp130LLAA und WT 
Mäusen sind vergleichbar 

Weiterhin wurde untersucht, ob sich gp130LLAA Mäuse hinsichtlich ihres Gewichts der 

Organe Milz (Abb. 12), Herz (Abb. 13), Niere (Abb. 14) und Leber (Abb. 15) von WT 
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Mäusen unterscheiden. Für die Untersuchung wurden Tiere ähnlichen Alters (4-14 

Monate) und gleichen Geschlechts (♂) analysiert, um die beiden Genotypen 

miteinander vergleichen zu können. 

 

Abbildung 12: gp130LLAA Mäuse zeigen keinen Unterschied im Gewicht der Milz gegenüber WT 
Mäusen. (A) n=3 pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp, (C) n=5 pro Genotyp, (D) n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). 

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests 

bestimmt: ns, p > 0.05. 

 

Abbildung 13: gp130LLAA Mäuse zeigen keinen Unterschied im Gewicht des Herzens gegenüber WT 
Mäusen. (A) n=3 pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp, (C) n=5 pro Genotyp, (D) n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). 
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests 

bestimmt: ns, p > 0.05. 
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Abbildung 14: gp130LLAA Mäuse zeigen in den Untersuchungsgruppen ♂, Alter ca: 4 und ca. 12 
Monate einen signifikanten Unterschied in dem Gewicht der Niere gegenüber WT Mäusen.  (A) n=3 

pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp, (C) n=5 pro Genotyp, (D) n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). Dargestellt sind 
die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests bestimmt: ns, p > 

0.05, *, p £ 0.05, **, p £ 0.001.  

 
Abbildung 15: gp130LLAA Mäuse zeigen keinen signifikanten Unterschied in dem Gewicht der Leber 
gegenüber WT Mäusen. (A) n=3 pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp. Dargestellt sind die Mittelwerte + 

SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: 

ns, p > 0.05, *, p £ 0.05. 

 

Die Analyse ergab, dass gp130LLAA Mäuse ein zu WT Mäusen vergleichbares Milz-, 

Herz-, Nieren- und Lebergewicht aufwiesen. Ein signifikant erhöhtes Gewicht wurde 

bei der Niere von männlichen, ca. 4 (Abb. 14A) und ca. 12 (Abb. 14C) Monate alten 

gp130LLAA Mäusen festgestellt.  

 
3.1.3 Die Blutglucosespiegel von gp130LLAA und WT Mäusen (nicht nüchtern) 

sind vergleichbar 
Für die Untersuchung des Blutglucosespiegels (Tiere nicht nüchtern) wurde 

unmittelbar nach Euthanasie Blut aus der Schwanzvene von Mäusen ähnlichen Alters 

(4-14 Monate) und gleichen Geschlechts (♂) entnommen (Abb. 16). 

 

Abbildung 16: gp130LLAA Mäuse zeigen vergleichbare Blutglucosespiegel gegenüber WT Mäusen. 
(A) n=3 pro Genotyp, (B) n=3 pro Genotyp, (C) n=5 pro Genotyp, (D) n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). 
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Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests 

bestimmt: ns, p > 0.05. 

 

Die Analyse zeigte, dass gp130LLAA Mäuse zu WT Mäusen vergleichbare 

Blutglucosespiegel aufwiesen. 

 

3.2 Mikroskopische Befunde  

3.2.1 H&E- Organschnitte von gp130LLAA Mäusen und WT Mäusen sind 
vergleichbar 

Im Rahmen der histologischen Begutachtung von Milz (Abb. 17), Herz (Abb.18), Niere 

(Abb. 19) und Leber (Abb. 20) mittels H&E- Färbung, zeigte sich innerhalb der beiden 

Untersuchungsgruppen (WT/gp130LLAA) ein homogenes Bild. Verglichen wurden 

Organschnitte von männlichen WT und gp130LLAA Tieren ähnlichen Alters. Zwischen 

den Tieren einer Gruppe wurden interindividuell keine histomorphologischen 

Unterschiede festgestellt. Die Tiere mit Punktmutation des gp130 Rezeptors und jene 

ohne waren auf histologischer Ebene nicht zu unterscheiden. Es ist davon 

auszugehen, dass die internalisierungsdefiziente Mutante des gp130 Rezeptors keinen 

mikroskopisch fassbaren Effekt hat. 
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Abbildung 17: Milzgewebe von WT Mäusen und gp130LLAA Mäusen zeigen in der H&E- Färbung 
vergleichbare Ergebnisse. (A-C) x4 + (G-I) x20: WT Mäuse, ♂, 9 Monate alt. (D-F) x4 + (J-L) x20: 

gp130LLAA Mäuse, ♂, 8 Monate alt. Darstellung der weißen und roten Milzpulpa. Die rote Pulpa (1) liegt 

zwischen den Follikeln der weißen Pulpa (2) und wird von einem Netz feiner Spalträume durchzogen, die 
als kleine „Risse“ erscheinen (Milzsinus). Zu sehen sind Sekundärfollikel (2) und zentralständige Arteriolen 

mit PALS im Querschnitt (3) und Längsschnitt (4).  
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Abbildung 18: Herzgewebe von WT Mäusen und gp130LLAA Mäusen zeigen in der H&E- Färbung 
vergleichbare Ergebnisse. (A-C) x4 + (G-I) x20: WT Mäuse, ♂, 6 Monate alt. (D-F) x4 + (J-L) x20: 

gp130LLAA Mäuse, ♂, 6 Monate alt. Die Muskelwand (Myokard) begrenzt die Ventrikel. Der Großteil der 

dunkelvioletten Zellkerne im Myokard gehört zu Fibroblasten (2). Die Zellkerne der Herzmuskelzellen (1) 
sind heller, größer und oft eher oval als die schmalen Zellkerne der Fibroblasten. 
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Abbildung 19: Nierengewebe von WT Mäusen und gp130LLAA Mäusen zeigen in der H&E- Färbung 
vergleichbare Ergebnisse. (A-C) x4 + (G-I) x20: WT Mäuse, ♂, 6 Monate alt, (D-F) x4 +(J-L) x20: 

gp130LLAA Mäuse, ♂, 6 Monate alt. Das Rindenlabyrinth ist durch zahlreiche Nierenkörperchen (1) 

charakterisiert. Sie bestehen aus kapillarem Gefäßknäuel (Glomerulus) und einer umgebenden Bowman-
Kapsel. Nierenkörperchen weisen einen Gefäß- und Harnpol auf. Die Kapillarschlingen gehen aus dem 

Vas afferens hervor, welches am Gefäßpol in das Nierenkörperchen eindringt und münden in das Vas 

efferens, welches das Nierenkörperchen ebenfalls am Gefäßpol verlässt. Am Harnpol beginnt das 
Tubulussystem (2) der Niere. Im Rindenlabyrinth und Nierenmark befinden sich meist quergeschnittene 

proximale, distale und intermediäre Tubuli sowie die Sammelrohre.  
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Abbildung 20: Lebergewebe von WT Mäusen und gp130LLAA Mäusen zeigen in der H.E.- Färbung 
vergleichbare Ergebnisse. (A-C) x4 + (G-I) x20: WT Mäuse, ♂, 6 Monate alt, (D-F) x4 +(J-L) x20: 

gp130LLAA Mäuse, ♂, 6 Monate alt. Das interlobuläre Bindegewebe ist bei der Maus schwach ausgebildet, 

sodass die Läppchengliederung der Leber nicht deutlich hervortritt. Im Zentrum der Leberläppchen 
befinden sich Zentralvenen (1). Die Lebersinusoide (2) und die balkenartig angeordneten Hepatozyten (3) 

verlaufen radiär zur Zentralvene. An den Stellen, wo mehrere Leberläppchen zusammentreffen, befinden 

sich die Periportalfelder (4), die die A. interlobularis, V. interlobularis und den Ductus hepaticus enthalten. 
Diese drei Strukturen werden zur Glisson-Trias zusammengefasst. 
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3.2.2 Immunhistochemische Untersuchung des FFPE Milzgewebes von 
gp130LLAA und WT Mäusen zeigt vergleichbare Ergebnisse  

Bei der immunhistologischen Untersuchung von unbehandeltem FFPE Milzgewebe 

wurde zunächst eine starke Autofluoreszenz beobachtet (Abb. 21A-C). Die 

Hintergrund- Autofluoreszenz des Milzgewebes resultiert einerseits aus den in großer 

Anzahl vorkommenden Erythrozyten und andererseits aus der Fixierung des Gewebes 

mit Formaldehyd (194). Erfolgte im Anschluss an die Immunfluoreszenzfärbung eine 

Behandlung des Milzgewebes mit dem Vector TrueVIEW Autofluorescence Quenching 

Kit, wurde eine Abnahme der grünen Autofluoreszenz beobachtet, während die DAPI 

Zellkernfärbung im blauen Kanal erhalten blieb (Abb. 21D-I) Das Milzgewebe von WT 

und gp130LLAA Mäusen wurde immunhistochemisch, wie in Abschnitt 2.2.2 

beschrieben, mit dem pan-B-Zell-Marker (murin) B220 und dem Proliferationsmarker 

Ki-67 gefärbt. Beim Vergleich der B220 Färbung des WT und gp130LLAA Milzgewebes 

wurde sowohl in der Übersichtsaufnahme (Abb. 22) als auch in den Einzelaufnahmen 

(Abb. 23) kein Unterschied festgestellt. Das Ki-67 Protein ist während allen aktiven 

Phasen des Zellzyklus vorhanden (G1, S, G2 und Mitose), wohingegen das Protein in 

ruhenden Zellen (G0-Phase) fehlt. Dies macht das Ki-67 Protein zu einem geeigneten 

Marker für die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation (195,196). In der Milz kommt es 

vor allem in den KMZ zur klonalen Expansion von antigenspezifischen Lymphozyten. 

Die Färbung mit dem Ki-67 Antikörper zeigt sowohl in WT als auch in gp130LLAA 

Milzgewebe eindeutige Ansammlungen von proliferierenden Zellen. Es wurden keine 

Unterschiede zwischen WT und gp130LLAA Milzgewebe beobachtet (Abb. 24, Abb. 25). 
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Abbildung 21: Unbehandeltes FFPE Milzgewebe weist eine starke Autofluoreszenz auf.  Komplett 

unbehandeltes FFPE Milzgewebe einer WT Maus im grünen Kanal in 4x Vergrößerung (A), 20x 

Vergrößerung (B) und mit der Überlagerung der DAPI Zellkernfärbung des blauen Kanals (C). (D-F): 
Milzgewebe der gleichen WT Maus gefärbt mit der Isotypkontrolle (RatIGg2a) für den B220 Antikörper 

unter Verwendung des VectorTrueVIEW Autofluorescence Quenching Kits. x4 (D), x20 (E), + DAPI 

Zellkernfärbung (F). (G-I): Färbung der B-Zellen mit dem B220 Antikörper unter Verwendung des 

VectorTrueVIEW Autofluorescence Quenching Kits für die gleiche WT Maus x4 (G) und x20 (H), + DAPI 
Zellkernfärbung (I).  

 

Abbildung 22: Färbung der B-Zellen mit dem B220 Antikörper in FFPE Milzgewebe von WT Maus 
und gp130LLAA Maus. Dargestellt sind Verschmelzungen einzelner Aufnahmen in 4x Vergrößerung zur 
Übersicht über die B-Zell-Färbung mit B220 in Milzgewebe von einer männlichen, 10 Monate alten WT 
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Maus (A) und einer männlichen, 10 Monate alten gp130LLAA Maus (B). Repräsentative Bilder von n=3 pro 

Genotyp. 

Abbildung 23: Die B-Zell-Färbung mit dem B220 Antikörper zeigt in WT Milzgewebe und gp130LLAA 

Milzgewebe vergleichbare Ergebnisse.  (A+B): Färbung der B-Zellen in Milzgewebe von zwei WT 

Mäusen (männlich, 10 Monate alt) mit dem B220 Antikörper in 40x Vergrößerung, (C): (B) + Überlagerung 
der DAPI Zellkernfärbung. (D+E): Färbung der B-Zellen in Milzgewebe von zwei gp130LLAA Mäusen 

männlich, 10 Monate alt) mit dem B220 Antikörper in 40x Vergrößerung, (F): (E) +Überlagerung der DAPI 

Zellkernfärbung.  

 

Abbildung 24: Färbung der proliferierenden Zellen mit dem Ki-67 Antikörper in FFPE Milzgewebe 
von WT und gp130LLAA Maus.  Dargestellt ist die Verschmelzung einzelner Aufnahmen in 4x 
Vergrößerung zur Übersicht der Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 in Milzgewebe einer männlichen, 

10 Monate alten WT Maus (A) und männlicher, gleichaltriger gp130LLAA Maus (B). Beide Schnitte wurden 

nach der Immunfluoreszenzfärbung mit dem VectorTrueVIEW Autofluorescence Quenching Kit behandelt. 
Obwohl die Anwendung strikt nach dem angegebenen Protokoll erfolgte, lässt sich in Aufnahme (A) vor 

allem am unteren Geweberand und in Aufnahme (B) im Bereich der Erythrozyten der roten Pulpa eine 
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Autofluoreszenz feststellen. Dennoch sind in beiden Aufnahmen eindeutige Proliferationszentren zu 

erkennen, die sich zwischen WT und gp130LLAA Maus nicht zu unterscheiden scheinen. 

 

Maus 1        Maus 2 

Abbildung 25: Die Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 zeigt in WT und gp130LLAA FFPE 
Milzgewebe vergleichbare Ergebnisse. (A-D): Milzgewebe von zwei männlichen, 10 Monate alten WT 

Mäusen, (E-H): Milzgewebe von zwei männlichen, 10 Monate alten gp130LLAA Mäusen. (A+E): 

Kontrollaufnahme durch ausschließliche Färbung mit dem Zweitantikörper anti-rabbit Dylight 488 (Life 

Technologies A11008). (B+F): Ki-67 Färbung der proliferierenden Zellen in 20x Vergrößerung. (C, D, G, 

H): Ki-67 Färbung in 40x Vergrößerung. 

 

3.3 Lymphozyten aus der Milz von gp130LLAA Mäusen exprimieren mehr gp130 
an der Oberfläche  

Vorherige Untersuchungen zeigten, dass die Mutation des Internalisierungsmotivs von 

gp130 zu einer erhöhten Expression des Rezeptors führt (111). Im Weiteren wurde 

überprüft, ob dieser Befund auch für Immunzellen aus der Milz von gp130LLAA Mäusen 

bestätigt werden kann. 

Für die Untersuchung der gp130 Expression auf lymphoiden Zellen wurden 

Zellsuspensionen der Milz für die T-Zell Marker CD3, CD4, CD8, CD44, CD62L und B-

Zell-/ Plasmazell- Marker B220, CD19, CD138 sowie für gp130 gefärbt und 

anschließend durchflusszytometrisch analysiert.  

CD3 ist ein Transmembranprotein der T-Lymphozyten und als Teil des T-Zell-Antigen-

Rezeptor-Komplex (TZR-CD3) an der Aktivierung der T-Lymphozyten beteiligt 

(197,198). Die aus naiven T-Zellen durch Differenzierung entstandenen Effektorzellen 

werden anhand ihrer Oberflächenproteine, wie bereits beschrieben, in CD4+ T-

Helferzellen (TH) und CD8+ zytotoxische T-Zellen eingeteilt (16). Die Fähigkeit des 

Immunsystems mit größerer Intensität auf eine Reinfektion mit demselben Pathogen zu 
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reagieren, bildet die Grundlage des immunologischen Gedächtnisses. Die 

beschleunigte Sekundärantwort ist auf die antigenabhängige Reaktivierung der 

Gedächtniszellen zurückzuführen. 

Die T-Gedächtniszellen lassen sich weiterhin in Effektor-Gedächtnis-T-Zellen (effector 

memory T cells, TEM) und in zentrale Gedächtnis-T-Zellen (central memory cells, TCM) 

einteilen (199). Gedächtniszellen werden phänotypisch durch eine hohe 

Expressionsrate von CD45RO (human) und CD44 (murin) charakterisiert. Die zentralen 

Gedächtnis-T-Zellen behalten den CCR7 Rezeptor und CD62L (L-Selektin) der naïven 

T-Zellen bei und zirkulieren durch sekundäre lymphatische Organe wie Milz und 

Lymphknoten, allerdings zunächst ohne Effektorfunktion am Infektionsherd. Sie 

können jedoch nach Antigen Stimulation leicht aktiviert werden, um sich zu Effektor-

Zellen zu entwickeln. Im Vergleich zu naïven T-Zellen haben sie eine höhere 

Sensitivität gegenüber Antigenstimulation und sind weniger abhängig von Co-

Stimulation. Effektor-Gedächtnis-T-Zellen werden phänotypisch hauptsächlich dadurch 

charakterisiert, dass sie eine geringe CD62L Expressionsrate aufweisen. Sie 

exprimieren diverse Homing-Rezeptoren, die ihnen den Eintritt in nicht lymphoides 

Gewebe ermöglichen. Sie können besonders schnell durch ihr Antigen aktiviert werden 

und erfüllen u.a. durch die Freisetzung von IFN-g eine sofortige Effektorfunktion (200-

202). Die Analyse der T-Zellen basiert auf der in Abb. 9 beispielhaft dargestellten 

Auswertungsstrategie. 

Zur Identifizierung der B-Zellen wurde der pan-B-Lymphozyten-Marker B220, eine 

Isoform von CD45, herangezogen (203) sowie CD19 als Mitglied der Immunglobin-

Superfamilie, welches während der Entwicklung auf allen pro-B-Zellen und reifen B-

Zellen exprimiert wird. CD19 ist Bestandteil des BZR-Komplexes und moduliert dessen 

Signale (204-206).  

Nach erfolgreicher Reifung und Selektion verlassen die B-Zellen die KMZ entweder als 

Gedächtnis-B-Zellen oder langlebige Plasmazellen. Die Umwandlung einer B-Zelle in 

eine Plasmazelle wird durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Der 

Transkriptionsfaktor Blimp1 (B lymphocyte- induced maturation protein 1) wird in 

aktivierten B-Zellen hochreguliert und reprimiert B-Zell-typische Faktoren wie Bcl6 und 

Pax5 (207). Als Folge der Inhibition von Pax5 kommt es zu einer Herunterregulierung 

von wichtigen Oberflächenrezeptoren der B-Zell-Identität (z.B. CD19) und zur 

Umleitung in den Plasmazellpfad (208,209). Der Oberflächenmarker CD138 wurde 

herangezogen, um die Plasmazellen mittels Durchflusszytometrie zu quantifizieren. 

CD138 ist ein Proteoglykan (Syndecan-1), welches u.a. auf der Oberfläche von frühen 
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und späten Plasmazell-Stadien exprimiert wird (210,211). Die Analyse der B-Zellen 

und Plasmazellen basiert auf der in Abb. 6 beispielhaft dargestellten 

Auswertungsstrategie. 

Um WT und gp130LLAA Tiere direkt miteinander vergleichen zu können, wurde zunächst 

für jede untersuchte Zellpopulation der Mittelwert der auf die Isotypkontrolle 

korrigierten MFI-Werte der WT Mäuse bestimmt und als 1 definiert. Nachfolgend wurde 

für jede gp130LLAA Maus der korrigierte MFI-Wert ermittelt und ins Verhältnis gesetzt. 

Abb. 26 und Abb. 27 zeigen, dass auf allen analysierten Immunzellpopulationen eine 

erhöhte gp130 Expression vorhanden ist. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die 

Mutation des Internalisierungsmotivs generell zu einer stärkeren Oberflächenpräsenz 

von gp130 in den Immunzellen der Milz führt.  

Abb. 26 und Abb. 27 zeigen außerdem, dass der Anstieg der relativen gp130 

Oberflächenexpression auf B220-CD138+ Plasmazellen und B220+CD19+ B-Zellen am 

stärksten und auf den CD3+CD8+ T-Zellen am schwächsten war. Außerdem fällt auf, 

dass es bei den CD4+ Tcm- und Tem- Zellen in der gp130LLAA heterogene 

Subpopulationen gibt. Einige Zellen sind durch die Mutation deutlich unbeeinflusster 

als andere, wodurch im Histogramm kein einheitlicher definierter Peak entsteht. 

Gp130 wird grundsätzlich auf den Zellen schwach exprimiert, was nicht an einer 

schlechten Antikörper-Affinität liegt, da bei allen Zellen der gp130LLAA ein deutlicher 

Anstieg der gp130 Expression zu sehen ist. 
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Abbildung 26: Lymphozyten aus der Milz von gp130LLAA Mäusen zeigen eine erhöhte gp130 
Oberflächenexpression. Zellen von WT und gp130LLAA Mäusen wurden für CD3, CD4, CD8, CD44, 

CD62L, B220, CD19, CD138 und gp130 gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Histogramme 

zeigen die gp130 Expression auf T-Zellen (CD3+), CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen und ihren 
Subpopulationen (Tnaive, Tcm, Tem, CD44-CD62L-) sowie auf B-Zellen (B220+CD19+) und Plasmazellen 

(B220-CD138+) von jeweils 3 WT (schwarz gefüllte Histogramme) und 3 gp130LLAA (grau gefüllte 

Histogramme) Tieren im Vergleich zur Isotypkontrolle (schwarze gestrichelte Linien). Die Zahlen innerhalb 
der Histogramme geben die MFI (median fluorescence intensitiy) -Werte von WT (schwarz), gp130LLAA 

(grau) und Isotypkontrolle (schwarz kursiv) an. Die für die Analyse verwendeten Auswertungsstrategie sind 

exemplarisch in Abb. 6 und Abb. 9 dargestellt. Die Diagramme zeigen die relative gp130 
Oberflächenexpression der einzelnen Lymphozytenpopulationen von gp130LLAA Mäusen (B-Zellen, 

Plasmazellen: n=17, T-Zellen n=9) im Vergleich zu WT Mäusen (B-Zellen, Plasmazellen: n=13, T-Zellen 

n=5). Die auf die Isotypkontrolle korrigierten MFI -Werte der WT Mäuse wurden gemittelt und als 1 
definiert (gestrichelte Linie). (Box: 25%-Quantil und 75%-Quantil; Whiskers 10%-Quantil und 90%-Quantil; 

horizontale Linie: Median; Punkte ober-/unterhalb Whiskers: Ausreißerwerte). Die Signifikanzwerte wurden 

anhand des ungepaarten t-Tests oder des Mann-Whitney-Tests bestimmt: ****, p £ 0.0001. 
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Abbildung 27: Plasmazellen aus der Milz von gp130LLAA Mäusen zeigen eine erhöhte gp130 
Oberflächenexpression gegenüber Plasmazellen aus der WT Milz. Dargestellt sind exemplarisch 

CD130- und CD130+ Plasmazellen (B220-CD138+) von 6 Monate alten WT Mäusen n=3 (oben) sowie von 

6 Monate alten gp130LLAA Mäusen n=3 (unten). Beim direkten Vergleich der WT und gp130LLAA Tiere ist 
auf der x-Achse (gp130 Fluoreszenzintensität) der gp130LLAA Tiere eine deutliche Verschiebung nach 

rechts zu erkennen. 

 

Aus vorangegangenen Untersuchungen ist bekannt, dass naïve B- und T-Zellen 

sowohl gp130 als auch den IL-6R auf ihrer Oberfläche exprimieren (111,212,213). 

Frühere Untersuchungen zeigten auch, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen sich in dem 

Expressionsniveau beider Rezeptoren unterscheiden (212,214). Entsprechend dieser 

Befunde wurde im Rahmen dieser Arbeit gp130 auf den T-Zellen und ihren 

Subpopulation nachgewiesen, während auf den B220+CD19+ B-Zellen nur ein sehr 

geringes Expressionsniveau des gp130 Rezeptors festgestellt wurde. Die Analyse der 

relativen gp130 Oberflächenexpression der gp130LLAA B-Zellen zeigte eine 20-fach 

höhere gp130 Expression im Vergleich zu den WT Kontrollen, wohingegen die 

Expression auf gp130 LLAA T-Zellen nur um das ca. 5-fache erhöht war.  
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Eine genauere Analyse der T-Zellen ergab, dass CD4+ T-Zellen deutlich mehr gp130 

als CD8+ T-Zellen aufwiesen. Die hier dargestellte fache Erhöhung ist immer relativ zu 

der initialen Expression. Da auf den B-Zellen der WT Mäuse kaum gp130 

nachgewiesen wurde, ist der relative Anstieg auf den B-Zellen der gp130LLAA Tiere 

höher. Auch absolut blieb das gp130 Level der gp130LLAA B-Zellen geringer als bei den 

T-Zellen der WT Mäuse.  

In den WT Tieren zeigten die Plasmazellen und die T-Zellen ähnliche gp130 

Expressionsspiegel.  

 

3.4 Der Einfluss der gp130LLAA Mutation auf die Homöostase von lymphoiden 
Zellen der Milz 

IL-6 ist sowohl an dem Überleben, der Expansion und Differenzierung von B-Zellen 

(156,185,215-218) als auch an dem Überleben, der Proliferation und Polarisation von 

T-Zellen beteiligt (182,185,218-222). Aus diesem Grund wurde im Folgenden 

untersucht, welchen Einfluss die Mutation von gp130 auf die Homöostase von B- und 

T-Zellen und ausgewählte Subpopulationen hat.  

Die B-Lymphozyten bilden eine heterogene Population von Zellen, deren Phänotyp, 

Ursprung, Funktion und anatomische Lokalisation sich unterscheiden. Zum einen 

resultiert die Heterogenität aus der B-Zell Differenzierung von Vorläuferzellen über 

Zellen eines mittleren Reifestadiums zu reifen Plasmazellen oder Gedächtniszellen, 

zum anderen entsteht sie durch die Präsenz von unterschiedlichen und unabhängigen 

B-Zell-Linien (223). Nur B-Zellen, die einen funktionellen und monospezifischen BZR 

auf ihrer Oberfläche aufweisen, können das Knochenmark als sog. Transitional-Zellen 

(IgMhi, IgDlo) mit dem Blutstrom in Richtung Milz verlassen (224). Die hier untersuchten 

Transitional-Zellen vom Typ1 (T1) weisen einen ((IgMhiIgDlo)CD21-) Phänotyp auf. Die 

Entwicklung der Transitional-Zellen zu reifen B-Zellen findet in der Milz statt. Reife B-

Zellen lassen sich in drei Untergruppen einteilen: follikuläre B-Zellen, B-Zellen der 

marginalen Zone, die zusammen die B2-Zellen bilden und die B1- Zellen (225,226). 

B1- Zellen werden von unreifen Stammzellen in der Pränatalperiode in der Leber 

gebildet und unterscheiden sich damit von den B2-Zellen, die im Knochenmark 

gebildet werden (227).  

Die CD19+B220+CD21-/+CD23+ follikulären B-Zellen können Thymus-abhängige 

Antigene aktivierten T-Zellen präsentieren und dadurch die T-Zell abhängige 

Immunantwort gegen Protein-Antigene vermitteln (228-230).  
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Zusammen mit den B1-Zellen sind die B-Zellen der MZ ein wichtiger Bestandteil der 

frühen Immunantwort gegen T-unabhängige Pathogene im Blut (225). Zu diesen 

Antigenen gehören beispielsweise auch bakterielle Kapsel-Polysaccharide, die durch 

multivalente Quervernetzung (cross linking) der B-Zell-Rezeptoren zur Aggregation der 

BZR-Komplexe führen und durch nachfolgende Aktivierung der Zelle eine schnelle IgM 

Antwort auslösen (231-233). Die Schnelligkeit und Intensität dieser Immunantwort 

mithilfe der IgM Antikörperproduktion macht die MZ-B-Zellen und B1-Zellen zu Zellen, 

die eine Brücke zwischen dem angeborenen und erworbenem Immunsystem bilden 

(46,56,225,234). 

Jedoch gibt es Studien, die für MZ-B-Zellen eine umfassende Rolle sowohl in der T-

unabhängigen als auch in der T-abhängigen Immunantwort beschreiben (57,235). Die 

B-Zellen der marginalen Zone sind durch einen CD19+B220+CD21hiCD23- Phänotyp 

gekennzeichnet (228-230).  

Wie in Abb. 28 zu erkennen ist, zeigte die Analyse aller untersuchten Tiere keinen 

signifikanten Frequenzunterschied zwischen den CD19+ B-Zellen der gp130LLAA Mäuse 

und denen der Kontrollmäuse. Durch die altersspezifische Analyse wurde eine 

signifikante Abnahme der B-Zellfrequenz (CD19+) in der Untersuchungsgruppe der 12 

Monate alten gp130LLAA Mäuse im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrollgruppe 

nachgewiesen (Abb. 28C). Eine Abnahme war auch für die Gesamtzellzahl zu 

beobachten (Abb. 28A). Diese Beobachtung muss allerdings relativiert werden, da in 

der älteren Untersuchungsgruppe (14 Monate) ein gegenläufiger Trend beobachtet 

wurde.  
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Abbildung 28: Gp130LLAA Mäusen zeigen einen geringen Unterschied in der Frequenz der CD19+ B-
Zellen im Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der B-Zellen in der Milz wurden 
Zellsuspensionen von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression des 

Oberflächenmarkers CD19 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil bezogen auf die CD45+ 

lebenden Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen (grau) sowie die 
absolute Zellzahl der CD45+CD19+ B-Zellen. Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: 

n=17). (B) Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD19+ B-Zellen von 12 Monate 

alten, männlichen Versuchstieren. (C) Altersspezifische Analyse des prozentualen Anteils der CD19+ B-
Zellen bezogen auf die CD45+ lebenden Einzelzellen. C.1 n=3 pro Genotyp, C.2 n=3 pro Genotyp, C.3 n=5 

pro Genotyp, C.4 n=2 (WT), n=4 (gp130LLAA). Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-

Tests bestimmt: ns, p> 0.05; *, p£ 0.05. 

 

Abb. 29A zeigt, dass die Frequenz der follikulären B-Zellen in der gp130LLAAMilz im 

Vergleich zu den Kontrollmäusen minimal, aber dennoch signifikant verringert war. Die 

altersspezifische Analyse bestätigt die Tendenz zur Frequenzabnahme in allen 

Untersuchungsgruppen, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abb. 29C). Umgekehrt 

war die Frequenz der T1 B-Zellen in der Milz der gp130LLAA Tiere im Vergleich zu den 

Kontrollmäusen im gleichen Maße signifikant erhöht (Abb. 29A). Die altersspezifische 

Analyse bestätigt die signifikant erhöhte Frequenz der gp130LLAA Tiere in der 12 

Monate alten Untersuchungsgruppe (Abb. 29D). Die B-Zellen der marginalen Zone 

zeigten in der gp130LLAA Maus keinen signifikanten Unterschied in der Frequenz 

gegenüber den Kontrollmäusen. Vergleichbare Ergebnisse waren auch für die 

Gesamtzellzahlen der drei Populationen zu beobachten.  
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Abbildung 29: Gp130LLAA Mäuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der Follikulären-, MZ- 
und T1-B-Zellen im Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der reifen B-Zellen in der Milz 

wurden Zellsuspensionen von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der 
Oberflächenmarker CD19, B220, CD23 und CD21 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von 

Follikulären-, T1- und MZ- B-Zellen bezogen auf die CD19+B220+ Einzelzellen von WT (schwarz) und 

gp130LLAA Mäusen (grau) sowie die absoluten Zellzahlen. Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, 
gp130LLAA: n=17). (B) Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der Follikulären-, T1- und 

MZ- B-Zellen von 12 Monate alten, männlichen Versuchstieren. (C) Altersspezifische Analyse des 

prozentualen Anteils der Follikulären B-Zellen, bezogen auf die B220+CD19+lebenden Einzelzellen. (D) 
Altersspezifische Analyse des prozentualen Anteils der T1 B-Zellen bezogen auf die B220+CD19+ 
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Einzelzellen. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests 

bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 

 

B1-Lymphozyten repräsentieren eine B-Zell Population, die hauptsächlich in der 

Peritoneal- und Pleurahöhle zu finden ist. In der Milz machen sie von den B-Zellen nur 

einen Anteil von etwa 5 Prozent aus. Im Gegensatz zu B2-Zellen tragen B1-Zellen kein 

CD23, aber CD43 auf ihrer Oberfläche (CD45+B220loCD23-CD43+). Weiterhin lassen 

sich die B1-Zellen anhand der Oberflächenexpression von CD5 in B1a- (CD5+) und 

B1b-(CD5-) Subpopulationen unterteilen (223,225,234,236-239). B1a-Zellen 

produzieren ebenso wie MZ-B-Zellen natürliche, polyspezifische IgM Antikörper mit 

niedriger Affinität gegenüber einem breiten Antigenspektrum und tragen damit zum 

angeborenen Immunsystem bei (225,240). B1b- Zellen sind hauptsächlich für die 

adaptive Immunantwort gegen T-unabhängige Antigene verantwortlich und erfüllen 

eine Gedächtnisfunktion (241,242). Wie in Abb. 30 zu erkennen ist, wurde in der 

gp130LLAA Milz ein signifikanter Anstieg der Frequenz der B1b-Zellen nachgewiesen. 

Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Gesamtzellzahl beobachtet. Eine genauere 

Betrachtung der Altersgruppen bestätigt den Anstieg, wenn auch ohne statistische 

Signifikanz (Abb. 30C). Weder die Frequenz der B1a-Zellen noch die Gesamtzellzahl 

zeigten in der gp130LLAA einen signifikanten Unterschied (Abb. 30A). 
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Abbildung 30: Gp130LLAA Mäuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der B1-Zellen im 
Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der B1-Zellen in der Milz wurden Zellsuspensionen von 
WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der Oberflächenmarker CD23, 

CD43, CD5 und CD19 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von B1a- und B1b-Zellen 

bezogen auf die CD23+CD43+ Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen (grau) sowie die 
absoluten Zellzahlen. Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). (B) 

Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der B1a- und B1b-Zellen von 12 Monate alten, 

männlichen Versuchstieren. (C) Altersspezifische Analyse des prozentualen Anteils der B1b-Zellen, 
bezogen auf die CD23+CD43+ lebenden Einzelzellen. Die Signifikanzwerte wurden anhand des 

ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 
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Wie bereits ausgeführt, zeichnen sich die B-Zellen des Keimzentrums durch starke 

Proliferation, somatische Hypermutation und klonale Expansion aus. Durch Isotypen-

Klassenwechsel können sie hochaffine Antikörper produzieren oder sich zu 

langlebigen Gedächtniszellen entwickeln. Der Fas (CD95) Rezeptor induziert nach 

Ligandenbindung (FasL) die Apoptose der betreffenden Zelle und spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homöostase in den peripheren 

lymphoiden Organen. CD95 wird stark auf aktivierten und Keimzentrums B-Zellen 

exprimiert (218,243), sodass er als Marker für diese Zellen herangezogen wurde. Ein 

ebenfalls weit verbreiteter Marker für Keimzentrums B-Zellen ist GL7 (244). Das Epitop 

von GL7 wurde als Neu5Ac (N-Acetylneuraminsäure) identifiziert, eine Sialinsäure, die 

Bestandteil der Glykokalyx ist und von CD22 erkannt wird (245). Die 

durchflusszytometrische Analyse der Keimzentrums B-Zellen weist auf eine geringe 

Frequenz sowohl in der WT- als auch in der gp130LLAA Milz hin. Ein Trend zur 

Erhöhung war bei den Keimzentrums B-Zellen in der gp130LLAA Milz zu beobachten, 

wenn auch keine Signifikanz erreicht wurde. Ein vergleichbares Ergebnis wurden bei 

der Gesamtzellzahl beobachtet (Abb. 31) 

 

Abbildung 31: Gp130LLAA Mäuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der Keimzentrums B-
Zellen im Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der Keimzentrums B-Zellen in der Milz 

wurden Zellsuspensionen von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der 
Oberflächenmarker CD45, CD19, CD95 und GL7 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von 

Keimzentrums B-Zellen bezogen auf die CD45+CD19+ Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA 

Mäusen (grau) sowie die absolute Zellzahl. Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: 
n=17). Die Signifikanzwerte wurden anhand des Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 0.05 (B) 

Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung Keimzentrums B-Zellen von 4 Monate alten, 

männlichen Versuchstieren. 
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Auch für die CD138+ Plasmazellen wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse ein 

niedriges Frequenzniveau in der WT und gp130LLAA Milz nachgewiesen. Ein leichter 

Anstieg der CD138+ Plasmazellen wurde in der gp130LLAA Milz festgestellt, der sich 

ebenfalls bei der Gesamtzellzahl zeigte (Abb. 32). 

 

Abbildung 32: Gp130LLAA Mäuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der Plasmazellen im 
Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der Plasmazellen in der Milz wurden Zellsuspensionen 

von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression des Oberflächenmarkers 
CD138 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Plasmazellen bezogen auf die B220- 

Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen (grau) sowie die absolute Zellzahl. Zu sehen sind 

die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten 

t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05. (B) Repräsentative FACS Analyse 

zur prozentualen Verteilung der Keimzentrums B-Zellen von 6 Monate alten, männlichen Versuchstieren. 

 

Weiterhin wurde in der Milz der gp130LLAA Maus eine Tendenz zur Frequenzabnahme 

der CD3+ T-Zellen beobachtet (Abb. 33A). Eine genauere Betrachtung zeigt, dass die 

Abnahme nicht gleichermaßen aus einem Rückgang der CD4+ und CD8+ T-Zellen 

hervorging, sondern eher auf eine signifikante Verringerung der CD8+ T-Zellen 

zurückzuführen war (Abb. 33C). Vergleichbare Ergebnisse wurden auch für die CD3+ 

und CD3+CD8+ Gesamtzellzahlen beobachtet. Die altersspezifische Analyse legt die 

Tendenz zur Frequenzabnahme in allen Untersuchungsgruppen dar und weist eine 

signifikante Reduktion der CD8+ T-Zellen in der gp130LLAA Milz von 4 und 12 Monate 

alten Tieren gegenüber gleichaltrigen Kontrollmäusen nach (Abb. 33E). Im Gegensatz 

dazu wurde für die CD3+CD4+ T-Zellen, gemessen an dem Anteil der CD3+ T-Zellen, 

eine leichter Frequenzanstieg beobachtet. Die absolute Zellzahl war jedoch auch 

verringert (Abb. 33C). 
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Abbildung 33: Gp130LLAA Tiere zeigen Unterschiede in der Frequenz der T-Zellen im Vergleich zu 
WT Mäusen. Für die Untersuchung der T-Zellen in der Milz wurden Zellsuspensionen von WT und 

gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der Oberflächenmarker CD45, CD3, CD4 

und CD8 analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von CD3+ T-Zellen bezogen auf die CD45+ 
Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen (grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: 

n=13, gp130LLAA: n=17). (B) Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD3+ T-Zellen 

von 12 Monate alten, männlichen Versuchstieren. C) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von CD4+ und 
CD8+ T-Zellen bezogen auf die CD3+ lebenden Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen 

(grau) sowie die absoluten Zellzahlen. Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). 

(D) Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD4+ und CD8+ T-Zellen von 12 
Monate alten, männlichen Versuchstieren. (E) Altersspezifische Analyse des prozentualen Anteils der 

CD8+ T-Zellen bezogen auf die CD3+ lebenden Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen 
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(grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17).  Die Signifikanzwerte wurden 

anhand des ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 

0.01; ***, p £ 0.001. 

 

Für die Analyse der hier definierten T-Zellpopulationen wurden die Marker CD4, CD8, 

CD62L sowie CD44 herangezogen. In Abb. 34A ist zu erkennen, dass die Frequenz 

der naïven CD4+ T-Zellen in der gp130LLAA Milz im Vergleich zu den Kontrollmäusen 

signifikant verringert war. In Übereinstimmung mit diesem Befund wurde eine 

Frequenzabnahme in der altersspezifischen Analyse in allen Untersuchungsgruppen 

nachgewiesen. Eine signifikante Abnahme wurde nur in der Gruppe der 4 Monate alten 

Tiere beobachtet. Beim Vergleich der jüngsten Untersuchungsgruppe (4 Monate alt) 

mit der ältesten Untersuchungsgruppe (14 Monate alt) wurde weiterhin eine Abnahme 

der naïven CD4+ Zellen in der WT- und gp130LLAA Milz beobachtet (Abb. 34C). Bei den 

CD4+ Tcm -Zellen wurde ein Trend zur Frequenzabnahme in der gp130LLAA Milz 

festgestellt, wohingegen für die CD4+ Tem - und CD4+CD44-CD62L- -Zellen ein Trend 

zum Frequenzanstieg nachgewiesen wurde. Vergleichbare Ergebnisse wurden bei den 

Gesamtzellzahlen beobachtet. 
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Abbildung 34: Gp130LLAA Mäuse zeigen Unterschiede in der Frequenz der (CD4+) T-Zell-
Subpopulationen im Vergleich zu WT Mäusen. Für die Untersuchung der CD4+ T-Zellen in der Milz 

wurden Zellsuspensionen von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der 

Oberflächenmarker CD44 und CD62L analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von CD4+ Tnaive, 

Tcm, Tem und CD44-CD62L- T-Zellen bezogen auf die CD4+ lebenden Einzelzellen von WT (schwarz) und 

gp130LLAA Mäusen (grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). (B) 

Repräsentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD4+ Tnaive, Tcm, Tem und CD44-CD62L- T-
Zellen von 4 Monate alten (1+2) und 12 Monate alten (3+4), männlichen Versuchstieren. (C) Dargestellt ist 

der prozentuale Anteil von CD4+ Tnaive bezogen auf die CD4+ lebenden Einzelzellen von WT (schwarz) und 

gp130LLAA Mäusen (grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). Die 
Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 

0.05; *, p £ 0.05. 

 

Eine genauere Analyse der CD8+ T-Zellen zeigt, dass die Frequenz der naïven CD8+ 

T-Zellen in der Milz der gp130LLAA Mäuse im Vergleich zu den Kontrollmäusen 

signifikant verringert war. Im Gegensatz dazu wurde ein signifikanter Frequenzanstieg 

der Tcm - und Tem -Zellen nachgewiesen (Abb. 35A). Die altersspezifische Analyse 

bestätigt die Tendenz zur Frequenzabnahme der naïven CD8+ T-Zellen in der 

gp130LLAA Milz in allen Untersuchungsgruppen, wenn auch ohne Signifikanz (Abb. 

35C). Ein signifikanter Anstieg der Frequenz der Tcm - und Tem -Zellen in der gp130LLAA 

Milz gegenüber der Kontrollgruppe wurde nur in der 12 Monate alten 

Untersuchungsgruppe nachgewiesen (Abb. 35 D+E). 
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Abbildung 35: Gp130LLAA Mäuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der (CD8+) T-Zell-
Subpopulationen Im Vergleich zu WT Tieren. Für die Untersuchung der CD8+ T-Zellen in der Milz 

wurden Zellsuspensionen von WT und gp130LLAA Mäusen durchflusszytometrisch auf die Expression der 
Oberflächenmarker CD44 und CD62L analysiert. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von CD8+ Tnaive, 

Tcm, Tem und CD44-CD62L- T-Zellen bezogen auf die CD8+ Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA 

Mäusen (grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17) (B) Repräsentative 
FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD8+ Tnaive, Tcm, Tem und CD44-CD62L- T-Zellen von 4 

Monate alten (1+2) und 12 Monate alten (3+4), männlichen Versuchstieren. (C) Altersspezifische Analyse 

des prozentualen Anteils von CD8+ Tnaive bezogen auf die CD8+ Einzelzellen von WT (schwarz) und 
gp130LLAA Mäusen (grau). (D) Altersspezifische Analyse des prozentualen Anteils von CD8+ Tcm bezogen 

auf die CD4+ Einzelzellen von WT (schwarz) und gp130LLAA Mäusen (grau). (E) Altersspezifische Analyse 

des prozentualen Anteils von CD8+ Tem bezogen auf die CD8+ Einzelzellen von WT (schwarz) und 

gp130LLAA Mäusen (grau). Zu sehen sind die Mittelwerte +SEM (WT: n=13, gp130LLAA: n=17). Die 
Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests oder Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 

0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine erhöhte gp130 Expression die Homöostase der 

Lymphozyten in der Milz unterschiedlich beeinflusst. Die erhöhte gp130 Expression 

fördert die Expansion von B1-Zellen, T1-B-Zellen sowie B-Zellen der MZ und führt 

umgekehrt zu einer Abnahme der follikulären B-Zellen. Die Expansion von 

Keimzentrums B-Zellen und Plasmazellen wird durch die gp130LLAA Mutation gefördert, 

auch wenn sie ein insgesamt sehr niedriges Frequenzniveau in der Milz aufweisen. 

Weiterhin führt die erhöhte gp130 Oberflächenexpression zu einer Abnahme der CD8+ 

T-Zellen. Die Frequenz der naïven CD4+ und der naïven CD8+ T-Zellen nimmt ab, 

wohingegen CD8+ central memory und effector memory T-Zellen in der gp130LLAA Milz 

vermehrt auftreten. 
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4 Diskussion  

4.1 Die gp130LLAA knockin Mauslinie zur Untersuchung der gp130 Endozytose  
Die Crosstalk- (144) und Liganden- vermittelte Endozytose (142,143) des gp130 

Rezeptors erfordert das Dileucin-Motiv (human: L786L787; murin: L784L785) in der 

zytoplasmatischen Domäne von gp130. Vorherige Studien mit Hepatozyten (144) und 

Monozyten (193) haben gezeigt, dass gp130 über einen p38/MK2-vermittelten 

Signalweg an Serin782 phosphoryliert wird, wodurch vermutlich die Bindung des 

Adapterproteins 2 (AP2) an das Dileucin-Motiv von gp130 gefördert wird 

(111,141,246). Dieses Adapterprotein ist dafür bekannt, dass es an der Clathrin-

vermittelten Endozytose beteiligt ist (247), sodass es folglich zu einer beschleunigten 

Internalisierung und Degradation des Rezeptors kommt (111). Sowohl Dittrich et al. 

(143) als auch Radtke et al. (144) konnten zeigen, dass eine Punktmutation des 

Dileucin-Motivs zu Dialanin die Endozytose von gp130 verhindert. Basierend auf 

diesen Ergebnissen wurde mittels einer knockin-Strategie eine neue Mauslinie 

generiert. Bei dieser wurde die für das beschriebene Dileucin-Motiv (L784L785) 

kodierende Basenfolge im Il6st Gen zu einer für ein Dialanin kodierenden verändert. 

Aus diesem Grund ist die Mauslinie vermutlich resistent gegenüber der Liganden- und 

Crosstalk- vermittelten Internalisierung, jedoch kann sie weiterhin durch die 

beschriebenen Regulationsmechanismen (Rekrutierung von SOCS1/SOCS3 oder 

SHP-2) beeinflusst werden (111). 

 

4.2 Probleme bei der Immunfluoreszenzfärbung von CD3 und pSTAT3 in WT 
und gp130LLAA FFPE Milzgewebe  

Mit den angewandten Auswertemethoden konnten bei den erfolgreich durchgeführten 

Färbungen mit Ki-67 und B220 keine Unterschiede zwischen murinem Milzgewebe von 

WT und gp130LLAA Tieren festgestellt werden. Eventuell wäre es sinnvoll, 

automatisierte Auswerteprogramme einzusetzen und mehr Färbungen durchzuführen, 

da die Bilder sich bezüglich der Qualität sehr stark unterschieden. Zusätzlich wurden 

im Rahmen dieser Arbeit auch Immunfluoreszenzfärbungen für CD3 und pStat3 in 

FFPE Milzgewebe durchgeführt. Trotz der Verwendung von unterschiedlichen retrieval-

Lösungen (Citrat, EDTA) und Varianz bei der Dauer der hitzeinduzierten 

Demaskierung in Schnellkochtopf, Mikrowelle und Wasserbad führte keine Methode 

zur spezifischen Färbung der genannten Antigene auf FFPE Milzgewebe. 
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Die Ursache könnte möglicherweise darin liegen, dass einige Epitope den Prozess der 

Formalin-Gewebefixierung und Paraffineinbettung nicht ohne Vernetzung überstehen 

und aus diesem Grund nicht in FFPE Gewebe detektiert werden können. Zu diesen 

Fixierungs-sensitiven Epitopen gehören auch CD4, CD8 und CD19, die deshalb häufig 

auf gefrorenem Gewebe detektiert werden (248,249). Für den Erhalt solcher Epitope 

eignet sich ein Zink-basierter Fixierungspuffer mit einem pH-Wert von 6.5-7. Feng et.al. 

haben gezeigt, dass die Fixierung von Milzgewebe mit Zink-basiertem Fixierungspuffer 

(ohne Demaskierungsschritt) zur verbesserten Detektion der CD3, CD4 und CD8 

Epitope im Vergleich zur Formalin-Fixierung (mit hitzeinduzierter Demaskierung in der 

Mikrowelle und Citrat-Retrieval) führte (248,250). Um zu verifizieren, dass der IL-

6/STAT3 Signalweg auch für die Immunzellen in der Milz eine Rolle spielt, wäre eine 

Immunfluoreszenzfärbung für pSTAT3 geeignet. Außerdem wäre es interessant 

gewesen zu untersuchen, ob sich die pSTAT3 Färbung in dem Milzgewebe der 

gp130LLAA und der WT Tiere unterscheidet. Shi et. al beschreiben eine Methode zur 

immunhistochemischen pSTAT3 Färbung in Formalin-fixiertem murinem Milzgewebe, 

bei der die Gewebeschnitte für 25 Min in einer Mikrowelle in 100mM Tris-5% Urea 

retrieval-Lösung mit einem pH-Wert von 9 erhitzt wurden (251). Vermutlich würde 

gefrorenes Milzgewebe die Detektion von pSTAT3 erleichtern (252).  

 

4.3 Die gp130LLAA Mäuse zeichnen sich durch eine erhöhte gp130 Expression 
aus  

Zunächst wurde untersucht, ob die knockin Mutation einen Einfluss auf die gp130 

Expression der gp130LLAA Mäuse hat. Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die 

durchflusszytometrische Analyse von B- und T-Lymphozyten aus der Milz gezeigt, 

dass alle untersuchten Zellpopulationen von gp130LLAA Mäusen eine im Vergleich zu 

WT Mäusen verstärkte gp130 Expression aufwiesen. Auffallend war vor allem der 

Befund, dass sich die Zunahme der relativen gp130 Oberflächenexpression nicht nur 

zwischen den B- (20,5-fach) und T-Lymphozyten (5,1-fach) unterschied, sondern auch 

zwischen den untersuchten Subpopulationen (CD4+ - 4,7-fach; Tnaive - 5-fach; Tcm - 4,4-

fach; Tem - 5,9-fach; TCD44-CD62L- - 4,2-fach; CD8+ - 3,4-fach; Tnaive - 4-fach; Tcm -2,3-fach; 

Tem - 3,2-fach , TCD44-CD62L- - 4,9-fach; CD138+ Plasmazellen - 14,3-fach). Dies könnte 

auf eine unterschiedliche Regulation auf Transkriptionsebene (mRNA Expression von 

Il6st (151)) oder auch auf Unterschiede des Rezeptor trafficking (Recycling, 

lysosomale Degradation) zurückzuführen sein (111). In Übereinstimmung mit diesen 

Ergebnissen wurde eine erhöhte relative gp130 Oberflächenexpression der CD3+-, 
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CD3+CD4+- und CD3+CD8+ T-Zellen sowie der CD19+ B-Zellen in der Milz der 

gp130LLAA bereits in der Arbeitsgruppe durch Sabine Hergovits an 8-12 Wochen alten 

Mäusen gezeigt.  

Auch im Rahmen ihrer Untersuchungen zeigten die B-Zellen ein geringes gp130 

Expressionsniveau.  

Die T-Zellen weisen basal eine hohe gp130 Expression auf, sodass im Vergleich T-

Zellen einer WT Maus absolut viel mehr gp130 exprimieren als B-Zellen einer 

gp130LLAA Maus. Die B-Zellen, mit Ausnahme der Plasmazellen, können damit effektiv 

nicht responsiv für das klassische IL-6 Signal sein, da die gp130 Fluoreszenz in den B-

Zellen gegen null geht. Für WT B-Zellen kann eine IL-6 Responsivität vermutlich nur 

durch trans-signaling ausgelöst werden. Da IL-6 als Differenzierungsfaktor für B-Zellen 

gilt, war das niedrige gp130 Expressionsniveau auf den B220+CD19+ B-Zellen ein 

unerwartetes Ergebnis. Interessant wäre zu untersuchen, ob auch auf B- Zellen in 

einem früheren Entwicklungsstadium bereits ein niedriges gp130 Expressionsniveau 

nachgewiesen werden kann. Es wurde davon ausgegangen, dass die MFI reflektiert, 

wie viel gp130 auf der Oberfläche der jeweiligen Zellen vorhanden ist. Eine mögliche 

Erklärung für die geringe gp130 Expression auf den B-Zellen wäre, dass Unterschiede 

in der Komposition der Rezeptorarchitektur gegenüber den Plasmazellen und T-Zellen 

dazu führen, dass möglicherweise der Zugang des Antikörpers zum Rezeptorkomplex 

erschwert wird. In den B220+CD19+ B-Zellen der gp130LLAA Mäuse konnten jedoch 

deutlich messbare gp130 Spiegel nachgewiesen werden.  

 

4.4 Präzisere Identifizierung von Plasmazellen erfordert möglicherweise eine 
neue Auswertungsstrategie 

Der effektiv höchste Anstieg der gp130 Expression wurde auf den B220-CD138+ 

Plasmazellen in der gp130LLAA Milz beobachtet. Da langlebige Plasmazellen in der Milz 

nur in geringer Anzahl vorhanden sind und sich hauptsächlich im Knochenmark 

befinden (253-255), wäre eine weiterführende Untersuchung von Knochenmark und 

peripherem Blut anstatt Milzgewebe denkbar, um zu untersuchen, ob sich der Effekt 

auch bei größerer Plasmazellpopulation bestätigt. Interessant wäre zu analysieren, ob 

eine erhöhte gp130 Expression auch schon auf Plasmazell-Vorläufern beobachtet 

werden kann. Plasmablasten weisen im Vergleich zu Plasmazellen eine höhere B220- 

und eine ähnliche CD138 Expression auf (211). Anhand dieser Auswertungsmethode, 

basierend auf nur zwei Oberflächenmarkern, können frühe, B220+ proliferierende 

Plasmablasten von späten, B220- nicht proliferierenden Plasmazellen vermeintlich 
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unterschieden werden. Kallies et. al entwickelten ein Blimp1 (B lymphocyte-induced 

maturation protein-1; Transkriptionsfaktor):GFP (grünes fluoreszierendes Protein) 

Maus-Reportersystem, welches durch das- wenn auch unterschiedlich starke 

Vorkommen des GFP- in allen Antikörper-sezernierenden-Zellen in vivo und in vitro 

zeigt, dass die Reifung vom Plasmablast zur langlebigen Plasmazelle im Knochenmark 

auf einem Anstieg der Blimp-1 Expression basiert (256). Unter Verwendung dieses 

Blimp1:GFP Reportersystems zeigten Pracht et. al , dass die B220lo/CD138hi 

Plasmazellpopulation im Knochenmark einen erheblichen Anteil an Blimp1- negativen 

Zellen und damit Nicht-Plasmazellen beinhaltet (257). Aus diesem Grund ist eine 

durchflusszytometrische Identifizierung der Plasmazellen und eine Differenzierung 

zwischen Plasmablasten und Plasmazellen ausschließlich anhand der hier 

verwendeten Oberflächenmarker B220 und CD138 vermutlich nicht ausreichend. Um 

dieses Problem zu lösen, entwickelten Pracht et al. eine durchflusszytometrische 

Strategie zur Unterscheidung von drei Plasmazell-Differenzierungsstadien mithilfe der 

Oberflächenmarker CD138, B220, CD19 und TACI (transmembrane activator and 

CAML interactor) (Abb. 36). TACI ist ein Oberflächenrezeptor der Tumor-Nekrose-

Faktor-Familie und bindet die Liganden APRIL (A proliferation-inducing ligand) und 

BAFF (B-cell activating factor) (209,258). Unter Verwendung des Blimp1:GFP 

Reportersystems konnte gezeigt werden, dass 98% der TACIhi/CD138hi -Population in 

Milz und Knochenmark den Blimp1:GFP Reporter produzierten, weshalb dies eine 

Identifizierung von CD138hi/TACIhi/B220hi Plasmablasten und späteren 

CD138hi/TACIhi/B220lo. Plasmazellen ermöglicht (257). Zusätzlich unterscheiden Pracht 

et.al drei verschiedene Plasmazell-Subpopulationen. Die erste Population P1 

(CD138hi/TACIhi/B220int/CD19int) beinhaltet 60-70% Ki-67+ proliferierende Zellen und 

gehört zu den Plasmablasten. Die zweite Fraktion P2 (CD138hi/TACIhi/B220lo/CD19int) 

beinhaltet deutlich weniger (9-29%) proliferierende Ki-67+ Zellen. In der dritten 

Populationen P3 mit der höchsten Blimp1 Expression (CD138hi/TACIhi/B220lo/CD19lo) 

befinden sich kaum proliferierende Ki-67+ Zellen, sodass diese Fraktion die nicht-

proliferierenden, späten Plasmazellen enthält, die vorwiegend im Knochenmark 

angereichert sind (257).  
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Eine durchflusszytometrische Analyse von WT und gp130LLAA Milzzellen anhand dieser 

Färbemethode unter zusätzlicher Verwendung des Oberflächenmarkers gp130 könnte 

eine eindeutigere Identifizierung der Plasmazellpopulationen ermöglichen und folglich 

präzisere Ergebnisse über die gp130 Expression auf diesen Zellen liefern. ASZ der 

murinen Milz werden auch durch CXCL12, den Liganden für CXCR4, angezogen 

(259). CXCL12 wird in der roten Milzpulpa, der Markschnur der Lymphknoten und im 

Knochenmarkstroma exprimiert. Eine chemotaktische Wirkung hat CXCL12 jedoch nur 

auf Plasmablasten, wohingegen Plasmazellen durch CXCL12 eine längere 

Überlebensdauer haben (88,260). Abb. 37 zeigt die Entwicklungsstadien von der 

aktivierten B-Zelle bis zur reifen Plasmazelle und führt weitere Oberflächenmarker wie 

CXCR4, MHCII und Flt3 auf, die zu einer besseren Plasmazell-Differenzierung 

herangezogen werden könnten (211,261,262).  
 

 
Abbildung 36: Ein von Pracht. et. al. entwickeltes Färbeprotokoll für die Erkennung muriner 
Antikörper-sezernierender Plasmablasten/Plasmazellen mittels Durchflusszytometrie. 
Zusammenfassung der Expression von den B-Zell-Markern CD19 (APC-Cy7) und B220 (PerCP-Cy5.5), 

dem Zellzyklus-Marker Ki-67 (APC) und des Plasmazell-Transkriptionsfaktors Blimp1 in den 

Subpopulationen P1, P2 und P3 in CD138hi/TACIhi (Brilliant Violet 421/PE) Zellen. Pracht et. al definieren 
reife Plasmazellen für dieses Färbeprotokoll als sich nicht teilende, Ig-sezernierende Zellen mit einer 

hohen Oberflächenexpression von CD138 und TACI, niedrige bis negative B220, und mittlere oder 

niedrig/negative CD19 Expression. Dargestellte Abb. Ausschnitt aus (257) Copyright Wiley-VCH GmbH. 
Reproduziert mit Erlaubnis.  
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4.5 Gp130LLAA Plasmazellen reagieren möglicherweise sensitiver auf IL-6  
Die Differenzierung naïver B-Zellen zu Plasmablasten und Plasmazellen ist essenziell 

für die Bildung protektiver Antikörper, die das Bekämpfen von Infektionen ermöglichen. 

Der IL-6/STAT3 Signalweg ist für die Differenzierung der Plasmazellen unerlässlich 

und fördert darüber hinaus auch das Überleben dieser Zellen (263,264). Die Rolle von 

IL-6 in diesem Zusammenhang wurde auch durch Untersuchungen von Brandt et al. 

und Suematsu et al. bestätigt, die durch zwei transgene Mausmodelle zeigten, dass 

eine Überproduktion von IL-6 zu Splenomegalie und Hypergammaglobulinämie führte 

(265,266). Dahingegen untersuchten Kopf et al. die Immunantwort IL-6 defizitärer 

Mäuse auf T-Zell abhängige Antigene und stellten fest, dass der Antigen-spezifische 

IgM Serumspiegel im Vergleich zu WT Kontrollmäusen unberührt blieb, wohingegen 

bei allen IgG Isotypen Veränderungen in unterschiedlichem Ausmaß auffielen (267). In 

transgenen Mäusen mit einer zytoplasmatisch verkürzten gp130 Form und folglich 

beeinträchtigtem gp130 Signal machten Kumanogoh et al. ähnliche Beobachtungen 

(268). Aufgrund der verstärkten gp130 Expression auf den hier definierten gp130LLAA 

Plasmazellen kann man vermuten, dass diese Zellen möglicherweise sensitiver auf IL-

6 reagieren und unter Entzündungsbedingungen gegebenenfalls größere Mengen 

 
Abbildung 37: Expression von Oberflächenmarkern während der Plasmazell-Entwicklung. Anhand 

der Oberflächenmarker B220, CD138, MHCII, Flt3 und CXCR4 können Zellen in unterschiedlichen 
Entwicklungsstadien der Plasmazell-Reifung identifiziert werden. Im Gegensatz zu Plasmazellen tragen B-

Zellen „membranverankerte“ Antikörper, die B-Zellrezeptoren (BZR) auf ihrer Oberfläche. Im Laufe der 

Differenzierung vergrößert sich die B-Zelle und ihr Endoplasmatisches Retikulum expandiert. Abbildung 
modifiziert nach Oracki et. al (211). Mit freundlicher Genehmigung von „John Wiley and Sons“. 
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protektiver Antikörper zur schnellen und effektiven Beseitigung von Infektionen 

sezernieren können.  

Im Falle von einer Antikörper-vermittelten Autoimmunerkrankung könnte eine erhöhte 

Sensitivität jedoch zu einer stärkeren Schädigung der Gewebe durch Autoantikörper 

führen. Demzufolge wäre es interessant, die Zusammensetzung der Ig Isotypen im 

Serum von WT und gp130LLAA Mäusen zu bestimmen und zu vergleichen. Zur 

Identifizierung der verschiedenen Ig Isotypen (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA und IgM) 

könnte ein antikörperbasiertes Nachweisverfahren, die ELISA (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay) – Methode, herangezogen werden. Hierbei werden die 

nachzuweisenden Antigene zunächst über einen Erstantikörper (coat antibody) an eine 

Mikrotiterplatte adsorptiv gebunden und angereichert. Im nächsten Schritt führt ein 

Detektionsantikörper, der an ein Enzym gekoppelt ist, zu einer Reaktion eines 

Farbstoffsubstrates, die als Nachweis für das Vorhandensein des Antigens dient. Als 

„Reporterenzym“ eignet sich beispielsweise die Meerrettichperoxidase (HRP, 

horseradish peroxidase). Mithilfe eines Photometers lässt sich die Signalstärke 

bestimmen, die wiederum Aufschluss über die Konzentration des untersuchten 

Antigens gibt. Die erhöhte gp130 Expression auf den hier definierten gp130LLAA 

Plasmazellen könnte nicht nur Einfluss auf die Antikörpersekretionsrate haben, 

sondern auch auf das Überleben der gp130LLAA Plasmazellen. Cassese et al. haben 

gezeigt, dass das Plasmazellüberleben von Faktoren und Signalen abhängig ist, die 

ihnen im Gewebe zur Verfügung gestellt werden. Eine Isolierung von Plasmazellen aus 

dem Gewebe und Versuche, sie in vitro zu kultivieren, führten zum Sterben der 

Plasmazellen, sodass man nicht von intrinsischer Langlebigkeit sprechen kann. Die 

Zugabe von IL-6 direkt nach der Plasmazell-Isolierung führte dazu, dass 70% der 

Plasmazellen bis zum dritten Tag in Kultur überlebten, wohingegen die spätere Zugabe 

von IL-6 keinen positiven Effekt mehr auf das Plasmazellüberleben hatte (88). 

Unterschiedliche Studien beschreiben zwar, dass IL-6 die terminale Differenzierung 

von B-Lymphozyten verstärkt und das Wachstum maligner Plasmazellen fördert 

(269,270), jedoch wird dabei meistens nicht differenziert, ob IL-6 als Faktor das 

Überleben, die Proliferation oder die Differenzierung fördert. Cassese et al. konnten in 

ihren Experimenten zeigen, dass IL-6 als Überlebensfaktor für reife Plasmazellen 

dient, da die Aufrechterhaltung der Plasmazellzahl nicht auf der DNA Synthese 

beruhte. Basierend auf diesen Ergebnissen analysierten Cassese et al. die Bedeutung 

von IL-6 für die Plasmazell-Homöostase in vivo. Sie stellten fest, dass in IL-6-/- Mäusen 

IL-6 zwar für eine normale Induktion, jedoch nicht zur Aufrechterhaltung der 
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Plasmazellantwort in vivo erforderlich ist. Romani et al. beobachteten in IL-6 defizitären 

Mäusen mit systemischer Candidose erhöhte Candida-spezifische IgG2a 

Antikörperspielgel im Vergleich zu IL-6 WT Kontrollmäusen (271).  

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass IL-6 nicht essenziell für das Überleben 

von Plasmazellen in vivo zu sein scheint (88,272). Ergebnisse dieser Art schließen 

jedoch nicht aus, dass IL-6 eine bedeutende Rolle bei der Unterstützung des 

Überlebens und der Proliferation von Plasmablasten spielen könnte, die die 

Voraussetzung für die Entstehung der Plasmazellen bilden. Auch aus diesem Grund 

wäre eine nachfolgende Untersuchung der gp130 Expression auf gp130LLAA 

Plasmablasten sinnvoll. Eine alternative Methode, um zu überprüfen, ob gp130LLAA 

Plasmazellen sensitiver auf IL-6 reagieren, wäre, gp130LLAA und WT Plasmazell-

Kulturen mit aufsteigender IL-6 Konzentration zu stimulieren und anschließend die 

STAT3 Tyrosinphosphorylierung (pY705) mittels Western Blot zu untersuchen. Eine 

quantitative Bestimmung der Y705-STAT3 Phosphorylierung könnte mittels 

densitometrischer Analyse erfolgen. Cassese et al. haben gezeigt, dass 

Untersuchungen an isolierten Plasmazellen für optimales Überleben der Zellen eine 

Stimulation mit einer Reihe von synergistisch wirkenden Faktoren erfordern, darunter 

auch IL-6 (88). Unklar ist, welche Auswirkungen eine sofortige IL-6 Stimulation nach 

der Plasmazell-Isolierung auf einen präzisen IL-6 Sensitivitätsvergleich zwischen WT 

und gp130LLAA Plasmazellen hätte. Um Plasmazellen von WT und gp130LLAA Mäusen 

weiterführend vergleichen zu können, wäre auch eine Analyse der Blimp-1 mRNA 

Spiegel mittels qRT-PCR (quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) 

denkbar. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass gp130LLAA 

Plasmazellen deutlich mehr gp130 auf ihrer Oberfläche exprimieren. Da IL-6 zu gp130 

nur eine geringe Affinität besitzt, bindet es zunächst an den IL-6R. Daraufhin erhöht 

sich die Affinität und es kommt zu einer Rekrutierung von gp130 an den bestehenden 

IL-6/IL-6R-Komplex (107). 

Die Expression des bindenden IL-6R auf diesen Zellen müsste noch genauer 

untersucht werden (273). Eine geringere IL-6R Expression auf den gp130LLAA 

Plasmazellen hätte eine Limitation des IL-6 Signals zur Folge und könnte einen 

Kompensationseffekt für die verstärkte gp130 Expression darstellen. Wie sich die 

fehlende gp130 Endozytose auf die Dauer des IL-6 Signals der Plasmazellen auswirkt, 

müsste in Zukunft noch untersucht werden.  
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4.6 Relevanz der gp130 Endozytose für die Homöostase lymphoider Zellen  
IL-6 spielt generell eine wichtige Rolle bei der Entwicklung hämatopoetischer Zellen 

(274). In diesem Zusammenhang entstand auch die gp130F759 knockin Mutation, bei 

der das murine Il6st Gen durch humane mutierte cDNA ersetzt wurde, sodass die 

Rekrutierung von SHP2/SOCS3 verhindert, das Ras/Raf/ERK Signal gestört und das 

STAT3 Signal verlängert wird.  

Aus Untersuchungen mit gp130F759 Mäusen war bekannt, dass ein gestörtes 

gp130/STAT3 Signal zu Splenomegalie und Lymphadenopathie führt. Darüber hinaus 

konnten Ohtani et al. in den vergrößerten lymphatischen Organen einen Anstieg von 

CD3+ T-Zellen (CD4+und CD8+), B-Zellen sowie myeloider Zellen feststellen (275). 

Entgegen dieser Beobachtungen wurden bei gp130LLAA Mäusen keine signifikanten 

Veränderungen beim Gewicht der untersuchten Organe Milz, Leber, Niere und Herz 

nachgewiesen. Bei der durchflusszytometrischen Analyse von verschiedenen 

Immunzellpopulationen konnten allerdings Veränderungen bei der Zellzusammen-

setzung von WT und gp130LLAA Tieren nachgewiesen werden. IL-6 spielt eine wichtige 

Rolle für das Überleben, die Expansion und die Differenzierung von B-Zellen in 

Antikörper-produzierende Plasmazellen (185,276). Wider Erwarten konnte in der Milz 

von gp130LLAA Mäusen kein Trend zur Zunahme von CD19+ B-Zellen nachgewiesen 

werden. CD19 wird sowohl auf naïven B-Zellen als auch auf differenzierten 

Plasmazellen exprimiert (277,278), sodass dieser Marker für die B-Zell-Identifizierung 

herangezogen werden kann. Der größte Anstieg der gp130 Expression wurde beim 

Vergleich von WT und gp130LLAA B220+CD19+ B-Zellen nachgewiesen. Diese 

Beobachtung muss allerdings, wie bereits beschrieben, relativiert werden, da die 

gp130 Fluoreszenz auf diesen Zellen in WT Mäusen effektiv gegen null geht. Aus 

diesem Grund ist davon auszugehen, dass B-Zellen für das klassische IL-6 Signal 

nicht responsiv sind. Der größte effektive Anstieg der gp130 Expression wurde beim 

Vergleich von WT und gp130LLAA Mäusen auf Plasmazellen festgestellt, deren 

Frequenz in der Milz von gp130LLAA Mäusen einen Trend zum Anstieg zeigte. Diese 

Beobachtung müsste durch Untersuchungen an einem größeren Stichprobenumfang 

verifiziert werden. Interessant wäre zu überprüfen, ob ein verstärktes IL-6 Signal als 

Ursache in Frage käme, da die gesteigerte gp130 Expression auf den Plasmazellen 

der gp130LLAA Mäusen zu einer erhöhten Responsivität und beschleunigter 

Differenzierung geführt haben könnte. Außerdem wurde eine signifikante Zunahme der 

T1-B-Zellen in der gp130LLAA Milz nachgewiesen, wohingegen die follikulären B-Zellen 

in der Milz dieser Tiere signifikant verringert waren. Auch bei den B1a- sowie B1b-
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Zellen wurde ein Anstieg in der gp130LLAA Milz nachgewiesen. Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass die gp130 Expression und seine Regulation die Homöostase 

der verschiedenen B-Zellpopulationen auf unterschiedliche Art und Weise beeinflussen 

kann.  

Aus diesem Grund wäre eine weiterführende Untersuchung der gp130- sowie IL-6R 

Expression auf den verschiedenen Reifungsstadien der B-Zellen sinnvoll. 

Auch bei den CD45+CD19+GL7+CD95+ B-Zellen des Keimzentrums wurde in der 

gp130LLAA Milz ein Frequenzanstieg nachgewiesen. Untersuchungen von Kopf et al. an 

IL-6 defizitären Mäusen haben gezeigt, dass die Keimzentrumsreaktionen auch unter 

diesen Bedingungen in Lymphknoten stattfinden können. Allerdings wurde mittels 

morphometrischer Analyse von immunhistochemischen Färbungen nachgewiesen, 

dass die Durchschnittsgröße der Keimzentren der IL-6 defizitären Mäuse deutlich 

kleiner war als jene der WT Kontrollmäuse. Eine weitere Beobachtung war, dass die in 

vitro Zugabe von IL-6 zu IL-6 defizitären Keimzentrumszellen sowohl die Proliferation 

der Keimzentrumszellen als auch die Antikörperproduktion förderte (267). Es ist 

bekannt, dass Keimzentrums B-Zellen IL-6 Rezeptoren exprimieren, aber im 

Gegensatz zu anderen B-Zellen kein IL-6 produzieren können. Der Wandel von der 

autokrinen (z.B naïve B-Zellen) zur parakrinen IL-6 Antwort der Keimzentrums B-Zellen 

könnte zur verbesserten Kontrolle des B-Zell Wachstums und der Differenzierung 

während der Keimzentrumsreaktion dienen (279). Diese Beobachtungen lassen darauf 

schließen, dass IL-6 direkt über IL-6R und gp130 auf die Keimzentrums B-Zellen wirkt. 

Für die Induktion von Keimzentren und die Regulierung der im Keimzentrum 

ablaufenden Reifungsprozesse sind die follikulären T-Helferzellen (TFH) spezialisiert 

(280,281). IL-6 gilt als starker Induktor der murinen TFH Differenzierung (282-284), 

sodass eine genauere Untersuchung der IL-6R und gp130 Expression von TFH Zellen 

in der WT und gp130LLAA Milz Aufschluss darüber geben könnte, ob diese Zellen in der 

gp130LLAA Milz möglicherweise sensitiver auf das IL-6 Signal reagieren und damit 

indirekt die Differenzierung zu Keimzentrums B-Zellen fördern können. 

IL-6 kann die Homöostase von T-Zellen sowohl direkt als auch indirekt beeinflussen. 

Hong et al. haben eine IL-6 transgene (IL-6Tg) Mauslinie entwickelt, in der die 

Überexpression von IL-6 nicht zur B-Zell Hyperaktivierung und Plasmazytose führt, da 

diesen Mäusen die schwere Immunglobulinkette (IgHKO) fehlt und sie somit B-Zell 

defizitär sind (285). Ihre Untersuchungen zeigen, dass das IL-6 Signal die Expression 

von anti-apoptotischen Zielgenen (Mcl1) in T-Zellen induziert und die Expression von 

pro-metabolischen Zielgenen (Pim1, Pim2) in T-Zellen hochreguliert, wodurch das 
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Überleben der T-Zellen gefördert, ihre Zusammensetzung in den peripheren Organen 

aber nicht verändert wird (222,286). Die T-Zellen in den IgHKOIL6Tg Mäusen behalten 

nach einem IL-6 Signal den naïven Phänotyp bei und exprimieren keine Aktivierungs- 

/Gedächtnismarker, sodass der beobachtete Anstieg der T-Zellen eher auf das 

verbesserte Überleben der T-Zellen als auf die Expansion aktivierter T-Zellen 

zurückgeführt wurde (222). 

Entgegen dieser Beobachtungen wurde in der gp130LLAA Milz eine signifikant 

verringerte Frequenz der naïven T-Zellen (CD4+, CD8+) und eine signifikant erhöhte 

Frequenz der CD8+ Tcm und Tem Zellen nachgewiesen. Hong et al. gehen davon aus, 

dass die Immunpathologie transgener IL-6 Mäuse B-Zell-abhängig ist und eine IL-6 

Überexpression keinen direkten stimulierenden Effekt auf die T-Zellen hat (222). Da IL-

6 die Aktivierung von B- und T-Zellen induziert, ist es möglich, dass auch die 

veränderte Frequenz der naïven T-Zellen und CD8+ Tcm und Tem in der gp130LLAA Milz 

nicht nur ein durch IL-6 und gp130 vermittelter Effekt auf die T-Zellen ist, sondern 

vielmehr auch durch B-Zell abhängige Faktoren ausgelöst wurde, die die T-Zell 

Aktivierung in der gp130LLAA Milz fördern. In einer vorherigen Untersuchung der 

eigenen Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass die CD4+ und CD8+ T-Zellen von 

gp130LLAA Tieren signifikant weniger IL-6R exprimierten als T-Zellen von WT Tieren 

(111). Es ist bekannt, dass die Aktivierung des TZR und Reifung von bestimmten 

Effektor-T-Zellen mit einem Verlust des IL-6R verbunden ist (111,212,221,287). Der 

Verlust der IL-6R Expression auf aktivierten T-Zellen könnte zur Folge haben, dass 

diese Zellen in der gp130LLAA Milz eine erhöhte IL-6 Responsivität über das IL-6 trans-

Signal erlangen. Diese Vermutung könnte dadurch gestützt werden, dass der größte 

Anstieg der relativen gp130 Oberflächenexpression im Vergleich zur WT Kontrolle 

innerhalb der untersuchten T-Zellen in der gp130LLAA Milz bei der CD4+ Tem Population 

nachgewiesen wurde. Nach den Beobachtungen von Jones et al. scheint sich das 

klassische IL-6 Signal über den membrangebundenen IL-6R auf die naïven T-Zellen 

und Tcm Zellen zu beschränken (287). Unklar bleibt weiterhin, warum sich die Frequenz 

der naïven T-Zellen in der gp130LLAA Milz verringert und die der CD8+ Tcm signifikant 

erhöht. Aus diesem Grund wäre es sinnvoll zu untersuchen, ob sich das IL-6R 

Expressionsniveau auf diesen Zellen möglicherweise unterscheidet.  

Weitere Studien deuten darauf hin, dass IL-6 einen supprimierenden Effekt auf die 

Differenzierung von CD4+ Foxp3+ Treg Zellen hat, eine Rolle bei der Generierung der 

TH17 Zellen spielt (179) und außerdem die Produktion von IL-7, welches auch die naïve 

CD4+ T-Zellproliferation fördert, in nicht-hämatopoetischen Zellen induziert (288-290). 
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Park et al. zeigten, dass IL-6 die IL-7R Expression in vitro unterdrückt (291). In 

Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen wiesen Hong et al. eine Herunterregulierung 

der IL-7R Expression durch IL-6 auch in vivo nach. Dies könnte einen wichtigen 

Mechanismus darstellen, um zu verhindern, dass Zellen, die auf ein IL-6 Signal 

reagieren können, ein redundantes überlebensförderndes Signal durch IL-7 erhalten. 

IL-7 könnte allerdings einen größeren anti-apoptotischen Effekt als IL-6 haben, da nur 

IL-7 die Bcl2 mRNA Expression induziert (222). 

Es besteht die Möglichkeit, dass die gp130 Überexpression auf den gp130LLAA naïven 

T-Zellen ebenfalls einen supprimierenden Effekt auf die IL-7R Expression hat und 

infolgedessen fehlende überlebensfördernde Signale, wie die Induktion der Bcl-2 

Expression, zu einer Frequenzabnahme der naïven T-Zellen führt (292).  

Interessant ist jedoch, dass in der gp130LLAA Milz die Frequenz der CD3+ T-Zellen 

abnimmt. Bei genauerem Betrachten der CD4+ und CD8+ Zellen ist die Abnahme auf 

die signifikante Verringerung der CD8+ T-Zellen zurückzuführen. Dieser Befund lässt 

vermuten, dass sich eine fehlende gp130 Endozytose ungünstiger auf die Proliferation 

der CD8+ T-Zellen als auf die der CD4+ T-Zellen auswirkt. Zudem könnte ein 

Zusammenhang zu der nachgewiesenen relativen gp130 Oberflächenexpression 

bestehen, die auf den CD4+ T-Zellen deutlich höher als bei den CD8+ T-Zellen der 

gp130LLAA Milz war. Bei der Analyse der untersuchten Subpopulationen hat es 

außerdem den Anschein, dass sich die fehlende gp130 Endozytose günstiger auf die 

Differenzierung der CD4+ und CD8+ Tcm und Tem Zellen auswirkt als auf die Proliferation 

der CD4+ und CD8+ naïven T-Zellen. Im Menschen gibt es eine interessante Mutante, 

bei der sowohl das gp130 Endozytosemotiv als auch alle vier STAT3-rekrutierenden 

Tyrosinreste fehlen. Bei der Analyse von CD4+ und CD8+ naïven, central memory und 

effector memory T-Zellen wurden genau reziproke Ergebnisse erzielt (293). Aufgrund 

der Mutation kann gp130 keine STAT Signalwege aktivieren, was zu einem Anstieg der 

naïven T-Zellen führt. Wenn nur das Dileucin Motiv fehlt (gp130LLAA), scheint der 

Einfluss auf die Signalwege verstärkt zu sein, sodass die Frequenz der naïven T-Zellen 

sinkt und die der Tcm und Tem steigt. 

Die hier nachgewiesenen Frequenzen von B-Zellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen in der 

Milz wurden in ähnlichem Frequenzverhältnis zueinander auch in anderen Studien 

beobachtet (294,295). 

Zusammengefasst legen diese Ergebnisse dar, dass eine fehlende gp130 Endozytose 

die Homöostase von B- und T-Zellpopulationen bereits in gesunden Tieren auf 

verschiedene Art und Weise und in unterschiedlichem Ausmaß beeinflussen kann. Es 
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sind jedoch weiterführende Experimente notwendig, um zu ergründen, welche der 

diskutierten Faktoren für die veränderte Zellzusammensetzung in der Milz der 

gp130LLAA Tiere verantwortlich sind. Die Untersuchungen sollten noch weitere 

Zellpopulationen einschließen, für deren Homöostase IL-6 und seine 

signaltransduzierende Rezeptoreinheit gp130 eine Rolle spielen (z.B. TH17 Zellen). 

Zusätzlich zur Untersuchung der gp130 und IL-6R Rezeptorexpression auf den 

unterschiedlichen Immunzellen in der WT und gp130LLAA Maus wäre es sinnvoll zu 

analysieren, ob die Expressionsunterschiede auch veränderte IL-6 Signale für die 

Zellen zur Folge haben. Ein Untersuchungsindikator hierfür wäre die IL-6 induzierte 

STAT3 Phosphorylierung, die mithilfe intrazellulärer Färbung der Phosphoproteine und 

anschließender Durchflusszytometrie nachgewiesen werden könnte (296). Darüber 

hinaus ist zu klären, welche Relevanz die veränderte Zellzusammensetzung bei dem 

Verlauf einer IL-6 assoziierten Krankheit oder einer Infektion hat.  

4.7 Die Rolle des Geschlechts bei der gp130 Rezeptorexpression  
Abb. 38 (A-E) zeigt CD130 MFI Werte von unterschiedlichen Immunzellen in der WT- 

und gp130LLAA Milz. Beim Vergleich der CD130 MFI Werte zwischen 

männlichen/weiblichen WT Tieren und männlichen/weiblichen gp130LLAA Tieren 

ähnlichen Alters fällt auf, dass die gp130 Expression auf allen untersuchten 

Immunzellen der weiblichen gp130LLAA Milz deutlich niedriger war als auf 

vergleichbaren Immunzellen der männlichen gp130LLLAA Milz. Einen Trend zu 

geringerer Expression gibt es bereits auf den Immunzellen der weiblichen WT Milz. 

Dieser könnte sich möglicherweise durch die Punktmutation verstärkt darstellen. Je 

nach Immunzellpopulation wurden unterschiedlich starke Geschlechtsunterschiede bei 

der gp130 Expression festgestellt. Signifikante Geschlechtsunterschiede der gp130 

MFI wurden auf CD8+ T-Zellen (Abb. 40C), B220+ (Abb. 40D) und auf B220-CD138+ 

Plasmazellen (Abb. 40E) der gp130LLAA Milz nachgewiesen. Zhou et al. zeigten an 

Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC, human umbilical vein 

endothelial cells), dass Östrogen die gp130 Expression auf diesen Zellen 

herunterreguliert, indem es ADAM10 und ADAM17 durch den Östrogenrezeptor 

reguliert (297). Ob die höhere Östrogenkonzentration in den weiblichen Tieren zu einer 

verringerten gp130 Expression auf Immunzellen führt, ist unklar.  

Vorläufige Daten bei der Analyse des CD4+/CD8+ Verhältnisses deuten darauf hin, 

dass sich die fehlende gp130 Endozytose auch in der Milz der weiblichen Tiere 

günstiger auf die Proliferation der CD4+ T-Zellen auswirkt (Abb. 39A). Bei der Analyse 

der untersuchten CD4+ T-Zell-Subpopulationen fiel auf, dass sowohl die weiblichen WT 
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als auch die weiblichen gp130LLAA Tiere eine geringere Frequenz der naïven T-Zellen 

(Abb. 39B) sowie der CD44-CD62L- Zellpopulation (Abb. 39E) aufwiesen, wohingegen 

die Frequenz der central memory (Abb. 39C) und effector memory (Abb. 39D) T-Zellen 

in der Milz der Weibchen beider Gruppen erhöht war. Für die CD8+ naïven T-Zellen 

wurde in der gp130LLAA Milz der weiblichen Tiere eine signifikante Verringerung im 

Vergleich zu der WT Milz festgestellt (Abb. 39F) und für die CD44-CD62L- 

Zellpopulation ein signifikanter Anstieg beobachtet (Abb. 39I). Obwohl sich das 

Frequenzniveau der einzelnen Zellpopulationen zwischen den weiblichen und 

männlichen Tieren unterschied, wurde beim Vergleich von weiblichen WT und 

gp130LLAA Tieren eine zu den männlichen Tieren vergleichbare Tendenz zur 

Frequenzabnahme/-zunahme von einigen der untersuchten T-Zell-Subpopulationen 

festgestellt (Abb. 39B,C,D,F,H).  

Weiterführende Untersuchungen sind notwendig, um zu analysieren, ob die fehlende 

gp130 Endozytose zu geschlechtsspezifischen Unterschieden bei der Homöostase von 

B- und T-Zellen führt. 
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Abbildung 38: Weibliche Tiere zeigen Unterschiede in der gp130 Expression auf Immunzellen der 
Milz im Vergleich zu männlichen Tieren.Abgebildet sind die korrigierten CD130 MFI Werte auf 
verschiedenen Immunzellen der Milz. Vergleich der CD130 MFI Werte zwischen WT (m. u. w.) und 

gp130LLAA (m. u. w). (A-E) WT (m) n=2, WT (w) n=4, gp130LLAA (m) n= 6, gp130LLAA (w) n= 4. Dargestellt 

sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests bestimmt: ns, p 

> 0.05; *, p £ 0.05. 
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Untersuchungen von Wang et al. haben gezeigt, dass die gp130 Expression auf T-

Zellen der Milz von älteren Mäusen herunterreguliert wird. Da in diesen Tieren erhöhte 

IL-6 und sIL-6R Serumspiegel festgestellt wurden, könnte die Herunterregulierung der 

gp130 Expression eine Reaktion auf die kontinuierliche gp130 Aktivierung durch 

 

 
Abbildung 39: Weibliche Tiere zeigen Unterschiede in der Frequenz von T-Zell-Subpopulationen im 
Vergleich zu männlichen Tieren. (A-I) WT (m) n=5, WT (w) n=4, gp130LLAA (m) n=5, gp130LLAA (w) n= 4. 

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten t-Tests oder 

Mann-Whitney-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 
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erhöhte IL-6 Serumspiegel sein (214). Im Folgenden wurde untersucht, ob sich diese 

Beobachtung auch für die gp130LLAA Tiere bestätigt.  

In Abb. 40A ist zu erkennen, dass die CD130 MFI auf den CD3+ T-Zellen in der Milz der 

19 Monate alten Tiere im Vergleich zu der auf den CD3+ T-Zellen der 12 Monate alten 

Tiere signifikant verringert war. Für diese Reduktion ist wohl nicht die Endozytose 

verantwortlich, sondern es greifen Mechanismen, die auch in der gp130LLAA Maus 

erhalten sind. Bei der Analyse der CD130 MFI auf den CD4+ (Abb. 40B) und CD8+ 

(Abb. 40C) T-Zellen fällt auf, dass die Abnahme der CD130 MFI auf den CD4+ Zellen in 

der Milz der 19 Monate alten Tiere stärker war als jene auf den CD8+ Zellen. 

Interessanterweise wurde keine deutliche Veränderung der CD130 MFI beim Vergleich 

von B220+ B-Zellen aus der Milz der 12 Monate alten und 19 Monate alten Tiere 

festgestellt (Abb. 40D). Entgegen der Erwartungen wurde auf B220-CD138+ 

Plasmazellen aus der Milz der älteren Mäuse ein signifikanter Anstieg der CD130 MFI 

im Vergleich zu den jüngeren Mäusen festgestellt. Weiterführende Untersuchungen mit 

einem größeren gp130LLAA Stichprobenumfang und dem Vergleich zwischen jüngeren 

und älteren WT Mäusen könnten zeigen, ob es sich hierbei um einen gp130LLAA-Effekt 

handelt.  
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Es ist bekannt, dass der Thymus junger Tiere jeden Tag eine große Anzahl naïver 

CD4+ T-Zellen generiert, die die Mehrheit der CD4+ T-Zellen in der Peripherie bilden. 

Im Alter führt die Thymusinvolution zu einer reduzierten Generierung von naïven T-

Zellen, sodass in der Peripherie eine Verschiebung entsteht, da der größte Anteil der 

CD4+ T-Zellen nun aus akkumulierten Gedächtniszellen besteht (298-300). Man könnte 

untersuchen, wie sich die fehlende gp130 Endozytose in den gp130LLAA Tieren auf die 

Homöostase der B- und T-Zellen von älteren Tieren im Vergleich zu der Homöostase 

von älteren WT Tieren auswirkt. Vorläufige Daten von T-Zellen aus der Milz von 12 

Monate alten und 19 Monate alten weiblichen gp130LLAA Mäusen zeigen ein kleineres 

CD4+/CD8+ Verhältnis in der deutlich älteren Untersuchungsgruppe (Abb.43 A). 

Außerdem wurde eine signifikante Verringerung der CD4+ und CD8+ naïven T-Zellen in 

der Milz der 19 Monate alten Mäuse nachgewiesen (Abb.43 B+F). Die Frequenz der 

central memory T-Zellen war in der älteren Gruppe signifikant verringert (Abb.43 C+G), 

 
Abbildung 40: Ältere gp130LLAA Tiere zeigen gegenüber jüngeren gp130LLAA Tieren Veränderungen 
der CD130 MFI Werte auf verschiedenen Immunzellen der Milz. (A-E) gp130LLAA (12 Monate) n= 5, 
gp130LLAA (19 Monate) n=3. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand 

des ungepaarten t-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 
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wohingegen die Frequenz der CD8+ effector memory T-Zellen einen signifikanten 

Anstieg zeigte (Abb. 43H). Die Frequenz der CD4+ und CD8+ CD44-CD62L- T-

Zellpopulation war in der Milz der älteren Tiere deutlich erhöht (Abb. 43 E+I). Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass sich die Zusammensetzung der T-Zellen auch 

in älteren gp130LLAA Tieren verändert. In älteren Mäusen wurde außerdem eine 

verringerte Antikörperantwort beobachtet, die im Zusammenhang mit reduzierter 

Keimzentrumsbildung, somatischer Hypermutation und Produktion von hochaffinen 

Antikörpern steht (301,302). Vorläufige Daten deuten darauf hin, dass die gp130 

Expression auf den Plasmazellen der gp130LLAA Milz im Gegensatz zu der gp130 

Expression auf T-Zellen im Alter zunimmt. Sollten die gp130LLAA Plasmazellen 

sensitiver auf IL-6 reagieren können, wäre es möglich, dass gp130LLAA Tiere deutlich 

mehr Ak produzieren können und damit zu einer verbesserten Immunantwort beitragen 

könnten. Unklar ist jedoch weiterhin, wie genau sich die fehlende gp130 Endozytose 

auf die Homöostase der B- und T-Zellen von älteren Tieren auswirkt, da zur 

Beantwortung dieser Frage weiterführende Untersuchungen an einem größeren 

Stichprobenumfang und Vergleiche zwischen älteren WT und gp130LLAA Mäusen 

notwendig wären.  
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Abbildung 41: Ältere gp130LLAA Mäuse zeigen gegenüber jüngeren gp130LLAA Mäusen Unterschiede 
in der Frequenz der T-Zell-Subpopulationen in der Milz. (A-I) gp130LLAA (12 Monate) n=5, gp130LLAA 

(19 Monate) n= 3. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des 

ungepaarten t-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p £ 0.05; **, p £ 0.01. 
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4.8 Ausblick 
Die vorliegende Arbeit hat einen ersten Überblick über die gp130 Expression auf 

verschiedenen Lymphozytenpopulationen in der Milz gegeben. 

Durchflusszytometrische Analysen von Zellsuspensionen aus der Milz von WT Mäusen 

und gp130LLAA Mäusen konnten zeigen, dass die internalisierungsdefiziente Mutante 

die Frequenz von B- und T-Zell-Subpopulationen unterschiedlich beeinflusst. Um der 

Frage nachzugehen, ob die gesteigerte gp130 Expression auf einigen Zellen 

möglicherweise zu einer erhöhten IL-6 Responsivität führt, sind weiterführende 

Untersuchungen notwendig, die neben der gp130 Expression auch das 

Expressionsniveau des IL-6R auf verschiedenen Immunzellen bestimmen sollten. 

Biochemische Analysen von Zelllysaten mittels Western Blot und weitere 

immunhistochemischen Färbungen von WT und gp130LLAA Milzgewebe werden 

wichtige Informationen liefern, um die Rolle der gp130 Endozytose für die B- und T-

Zell-Differenzierung genauer zu definieren. Die Detektion von STAT3/pSTAT3 wäre 

von besonderem Interesse, da der Transkriptionsfaktor über den IL-6/JAK/STAT 

Signalweg am Immunsystem beteiligt ist und bei der Differenzierung und Proliferation 

eine Rolle spielt. Darüber hinaus ist zu klären, welche Relevanz die beobachtete 

veränderte Zellzusammensetzung in der Milz der gp130LLAA Mäuse bei dem Verlauf 

einer IL-6 assoziierten Krankheit oder einer Infektion hat.  

 

  



 

 

 

88 

5 Zusammenfassung 

Die Interleukin-6-Typ Zytokine haben pleiotrope Eigenschaften und sind an vielen 

biologischen Prozessen beteiligt. IL-6 spielt eine wichtige Rolle bei der Initialisierung 

von Entzündungsreaktionen des Organismus und bei damit einhergehenden 

immunologischen Prozessen. Darüber hinaus beeinflusst IL-6 die Differenzierung und 

das Zellwachstum einer Vielzahl verschiedener Zelltypen. Alle IL-6-Typ Zytokine 

vermitteln ihre biologische Wirkung über einen multimeren Rezeptorkomplex, der aus 

mindestens einer Einheit des signaltransduzierenden Glykoproteins gp130 besteht. Für 

IL-6 weist der Rezeptor einen hexamerenen Aufbau auf, der aus je zwei Molekülen IL-

6, des IL-6 α-Rezeptors (IL-6R) und des gp130 besteht. Die IL-6-Typ Zytokine 

vermitteln ihre Wirkung über die Induktion des JAK/STAT (Januskinase/signal 

transducer and activator of transcription), MAPK (mitogenaktivierte Proteinkinase) und 

PI3K/Akt (Phosphoinositid-3-Kinasen/AKR thymoma oncogene homolog) Signalwegs. 

Physiologische Regulationsmechanismen der Signalwege sind notwendig, um die 

Entstehung von chronischen Entzündungen und Tumorwachstum durch kontinuierliche 

Aktivierung der Signalkaskaden zu verhindern. Tyrosinphosphatasen und Proteine der 

SOCS (suppressors of cytokine signaling) - Familie fungieren als inhibierende, 

klassische Rückkopplungsmechanismen. Neben diesen stellt auch die 

Rezeptorinternalisierung einen wichtigen Mechanismus dar, um das IL-6 Signal zu 

regulieren.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die gp130 Expression auf verschiedenen 

Lymphozyten in der Milz untersucht und der Frage nachgegangen, wie sich die 

Mutation des gp130 Endozytosemotivs (Leucin784, Leucin785 mutiert zu Dialanin; 

gp130LLAA) auf die Homöostase von B- und T-Zell-Subpopulationen auswirkt. Hierzu 

wurden Zellsuspensionen aus der Milz von WT und gp130LLAA Mäusen 

durchflusszytometrisch untersucht. In der gp130LLAA Untersuchungsgruppe wurde auf 

der Oberfläche von allen untersuchten Immunzellen der Milz mehr gp130 

nachgewiesen. Zudem wurde in der gp130LLAA Milz bei den B-Zellen der marginalen 

Zone, Transitional-B-Zellen (Typ1), B1-Zellen, B-Zellen des Keimzentrums und 

Plasmazellen ein Anstieg der Frequenz nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde bei 

den follikulären B-Zellen eine Frequenzabnahme beobachtet. Außerdem wurde eine 

Abnahme in der Frequenz von CD8+ T-Zellen nachgewiesen. Darüber hinaus wurde 

eine Frequenzabnahme bei den CD4+ und CD8+ naiven T-Zellen beobachtet, 
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wohingegen CD8+ central memory (Tcm) und effector memory (Tem) T-Zellen eine 

erhöhte Frequenz aufwiesen.  

Unklar ist weiterhin, welche Relevanz die veränderte Zellzusammensetzung in der Milz 

der gp130LLAA Mäuse bei einer Infektion hat und wie sich die erhöhte gp130 Expression 

auf den untersuchten Immunzellen der gp130LLAA Mäuse auf den Verlauf einer IL-6-

assoziierten Krankheit auswirkt.  
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Abb.  Abbildung 

Ag  Antigen 

Ak  Antikörper 

AP2  Adapterprotein 2 

APC  Allophycocyanin 

APZ  Antigenpräsentierende Zellen 

Aqua dest. Aqua destillata 

BCSF-2 B-cell stimulatory factor 2 

Blimp1  B lymphocyte-induced maturation protein-1 

BSA  bovines Serumalbumin 

BZR  B-Zell-Rezeptor 

CD  cluster of differentiation 

CLC  cardiotrophin-like cytokine 

CNTF  ciliary neutrophic factor 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

CT-1  cardiotrophin-1 

CY  Cyanin  

DAPI  4¢,6-Diamidin-2-phenylindol  

DZ  dendritische Zellen 

EDTA  Etylendiamintetraessigsäure 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

ERK  extracellular signal-regulated kinase 

FACS  fluorescence activated cell sorting 

FCS  fetal calf serum 

FDZ  follikuläre dendritische Zellen 

FFPE  Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet 

FITC  Fluorescein-Isothiocyanat 

FMO  fluorescence minus one 

g  Gramm 



 

 

 

Gab  Grb-2-associated-binder 

GFP  Grün fluoreszierendes Protein 

gp80  Glykoprotein 80 

gp130  Glykoprotein 160 

GRK2  guanine nucleotide-binding protein-coupled receptor kinase-2 

h  Stunde (engl. hour) 

h  human  

HRP  horseradish peroxidase  

Ig  Immunglobulin  

IFNγ  Interferon gamma  

IL  Interleukin  

Jak  Januskinase 

kDa  Kilodalton 

ki  knock-in 

KMZ  Keimzentrum 

l  Liter 

LIF  leukemia inhibitor factor 

LLAA  Leucin, Leucin à Alanin, Alanin 

LPS  Lipopolysaccharid 

m  männlich 

MAP  mitogen-activated protein kinase 

MEK  MAPK/ERK Kinase  

MFI  median fluorescence intensity 

mg  Milligramm  

MHC  major histocompatibility complex 

Min  Minute 

MK2  MAPK-activated kinase 2 

ml  Milliliter 

mM  Milimolar 

MMM  Metallophile Makrophagen der Marginalen Zone 

mRNA  messenger ribonucleic acid  

MZ  Marginale Zone 

MZM  Marginale Zone- Makrophagen 

NFκB  nuclear factor κB 

NK  natürliche Killerzelllen 



 

 

 

NP  neuropoetin 

OSM  oncostatin M 

p  Signifikanzwert (engl. probability-value)  

p38  Stress-aktivierte Proteinkinase 39kDa 

PAMP  Pathogen Associated Molecular Patterns 

PALS  Periarterielle Lymphozytenscheide 

PB  Pacific Blue  

PBS  phosphate-bufffered solution 

PE  Phycoerythrin 

PerCP  Peridinin-Chlorophyll  

pH   negativ-dekadischer Logarithmus d. Protonenkonzentration  

PI3K  Phosphoinositid-3 -Kinase 

PRR  pattern recognition receptor  

PTP  Proteintyrosinphosphatasen 

pY  Phospho-Tyrosin 

R  Rezeptor 

Ras  rat sarcoma 

rcf  relative centrifugal force 

RNA  ribonucleic acid  

RPMI  Roswell Park Memorial Institute Medium 

RT-PCR reverse transcription PCR 

SEM  standard error of mean 

Ser (S)  Serin 

SHP  Small heterodimer partner 

SOCS  supressor of cytokine signaling 

Sos  son of sevenless 

S1P  spingosine-1-phosphate      

SUMO  small ubiquitin-related modifier  

STAT1  Signal Transducer and Activator of Transcription   

TACI  transmembrane activator and CAML interactor 

T1-Zelle Transitional-Zelle vom Typ1  

TBS  Tris-buffered saline  

Tcm  central memory T-Zelle 

Tem  effector memory T-Zelle 

TGFβ  transforming growth factor-beta  



 

 

 

TH-Zelle T-Helferzelle 

TLR  Toll-like receptor 

Tnaive  naive T-Zelle 

Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  

Treg  regulatorische T-Zelle 

Tyr (Y)  Tyrosin 

TZR  T-Zell-Rezeptor 

UV  ultraviolett 

w  weiblich 

WT  Wildtyp 
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