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1. Einleitung 

1.1. Rheumatoide Arthritis 

1.1.1. Definition und Epidemiologie 

Bei der RA handelt es sich um eine häufige Autoimmunerkrankung, die mit fortschreitender 

Invalidität, systemischen Komplikationen, frühem Tod und sozioökonomischen Kosten 

verbunden ist. (1) 

Die Inzidenz der RA wird in Bevölkerungsstudien mit insgesamt 0,1-0,5‰ angegeben. Die 

Inzidenz steigt mit dem Alter an, wobei der Erkrankungsgipfel bei Männern später liegt als bei 

Frauen. Die Prävalenz der RA wird international und auch in Deutschland mit etwa 0,8% der 

erwachsenen Bevölkerung angenommen. Frauen sind etwa 3-mal häufiger betroffen als 

Männer. (2) 

Die RA ist eine chronische Erkrankung, die eine erhebliche Belastung für das Individuum und 

die Gesellschaft darstellt. (3) Es entsteht eine sozioökonomische Last, die, neben den direkten 

medizinischen Kosten, eine Konsequenz funktioneller Einschränkung, Minderung der 

Erwerbsfähigkeit und reduzierter gesellschaftlicher Teilnahme ist. (3) 

 

1.1.2. Pathophysiologie 

Patienten mit RA weisen zumeist eine Kombination von epigenetischen Markern auf, die als 

genetischer High-Risk Background gewertet werden können. Durch zufällige Umwelteinflüsse 

wird zumeist eine Ereignisfolge losgetreten, die Synovitis und im weiteren Verlauf eine 

chronische, destruktive Arthritis hervorruft. (4) 

Dabei ist die RA auch mit Rauchen und anderen Formen von bronchialem Stress in der 

Anamnese assoziiert, besonders erhöht ist dabei das Risiko, eine seropositive RA zu 

entwickeln. (5) Andere mögliche Umwelteinflüsse, die zum Entstehen oder nicht Entstehen 

einer RA beitragen können, sind Alkohol- und Koffeinkonsum, Vitamin-D Status, Gebrauch 

oraler Kontrazeptiva und niedriger sozioökonomischer Status. Allerdings ist hier die 

Assoziation deutlich schwächer. (6) 

Die exakte Ätiologie der Erkrankung ist noch nicht vollständig bekannt, es scheinen jedoch T-

Zellen, B-Zellen und pro-inflammatorische Zytokine eine entscheidende Rolle zu spielen. (7)  



 

9 

 

 

1.1.3.1 Synovitis 

Synovitis ist ein zentraler Bestandteil der Pathophysiologie der RA. Histologisch zeigen sich 

deutliche Angiogenese, zelluläre Hyperplasie und Einwanderung inflammatorischer 

Leukozyten. (8) Die Einwanderung der entzündlichen Zellen wird möglich gemacht durch die 

Aktivierung der synovialen Mikrogefäße, was wiederum die Expression von 

Adhäsionsmolekülen und Chemokinen erhöht. (1) Deshalb ist Neoangiogenese ein 

charakteristisches Merkmal der frühen und etablierten Synovitis. Sie wird durch lokal 

hypoxische Bedingungen und Zytokine induziert. (9) Diese Veränderungen in Kombination mit 

einer grundlegenden Reorganisation der synovialen Architektur und lokaler Fibroblasten 

Aktivierung erlauben die Ausbildung von entzündlicher Synovia. (1) Die Veränderungen in der 

Synovia variieren je nach Krankheitsfortschritt. (8) 

In Studien an Rhesusaffen wurde festgestellt, dass eine asymptomatische Synovitis vor der 

klinisch manifesten Arthritis vorhanden ist. (10) Deshalb ist die Diagnose der präklinischen RA 

in den Fokus gerückt, mit dem Ziel, eine präventive Therapie zu ermöglichen. (3) 

 

1.1.3.2 Zelluläre Immunantwort 

Die spezifischen genetischen Risikofaktoren der RA und das Vorhandensein von 

Autoantikörpern legen nahe, dass die adaptive Immunität im Zentrum der Pathogenese der 

frühen Erkrankung steht. T-Zellen sind zwar in der Synovia reichlich vorhanden, ihre Rolle 

wird aber noch schlecht verstanden. (1)  

Das Synovium bei Patienten mit RA enthält auch viele myeloische Zellen und pDCs, die über 

verschiedene Mechanismen T-Zellen aktivieren können. Makrophagen und Dendritische Zellen 

stellen über verschiedene Wachstumsfaktoren und Interleukine ein Milieu her, das die T-Zell 

Homöostase in Richtung Inflammation verschiebt. B-Zellen finden sich hauptsächlich in T-

Zell-B-Zell-Aggregaten. (1) Die pathogene Rolle der B-Zellen wird durch die Wirksamkeit von 

Rituximab bei Patienten mit RA bestätigt. (11) 

Man findet auch Makrophagen, Mastzellen und NK-Zellen in der Synovia, Neutrophile 

Granulozyten findet man hauptsächlich in der Synovialflüssigkeit. (1) 
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1.1.3.3 Zytokine 

Zytokine sind kleine, lösliche Proteine, die als Mediatoren der interzellulären Kommunikation 

zwischen Zellen, die an Immunreaktion beteiligt sind, dienen. Sie beeinflussen Zellteilung, 

Zelldifferenzierung und Chemotaxis und können grob in proinflammatorisch und 

antiinflammatorisch eingeteilt werden. (8) 

Das entzündliche Milieu im synovialen Kompartment wird von einem komplexen Zytokin- und 

Chemokinnetzwerk reguliert. (3) TNF, IL-6 und GM-CSF scheinen besonders wichtig für den 

inflammatorischen Prozess zu sein. (12) Außerdem scheint IL-3 eine wichtige Rolle, speziell 

in der Frühphase der RA zu spielen. Dies konnte anhand des Mausmodells der kollagen-

induzierten Arthritis (CIA) gezeigt werden. Die Hochregulation von IL-3 kommt dabei vor der 

Hochregulation der klassischen proinflammatorischen Zytokine im Synovium. Eine Blockade 

von IL-3 im Mausmodell reduzierte die Infiltration von Immunzellen, die Expression 

proinflammatorischer Zytokine, die Bildung von Autoantikörpern, Arthritis und 

Gelenkzerstörung. (13) 

 

1.1.4 Klinik 

Die RA zeigt eine große Bandbreite an klinischen Präsentationen. Der Erkrankungsbeginn ist 

meist heimtückisch und es können mehrere Monate vergehen, bevor die Diagnose gesichert ist. 

Die Hauptsymptome sind Schmerz, Steifigkeit und Schwellung vor allem der peripheren, 

kleinen Gelenke. Der Gelenkbefall ist im Verlauf meist symmetrisch ausgeprägt und es kommt 

über die Zeit zu irreversiblen Gelenkschäden mit entsprechenden Deformitäten. Dazu kommen 

Allgemeinsymptome wie Schwächegefühl, Fatigue, Fieber, Gewichtsverlust und Depressionen. 

Der klinische Verlauf ist sehr variabel, von milder, selbst-limitierender Arthritis bis zu rasch 

progressiver Multisysteminflammation. (8) 

Die RA betrifft primär die Gelenke, sollte aber als Syndrom gesehen werden, das extraartikuläre 

Manifestationen (wie Rheumaknoten, Lungenbeteiligung, Vaskulitis, Augenbeteiligung) und 

systemische Komorbiditäten beinhaltet. (3) 

 



 

11 

 

1.1.5 Diagnostik 

Eine frühe Diagnose ist der Schlüssel zum idealen therapeutischen Erfolg, speziell bei Patienten 

mit Risikofaktoren für ein schlechtes Outcome wie hohe Krankheitsaktivität, Vorhandensein 

von Autoantikörpern und frühem Gelenkschaden. (3) 

Die Diagnostik setzt sich grundlegend zusammen aus klinischer Untersuchung, 

Labordiagnostik (Autoantikörper, Entzündungsparameter) und bildgebender Diagnostik. 

Letztere dient hauptsächlich der Beurteilung von Gelenkschäden und deren Fortschritt. (14) 

 

1.1.5.1 Labordiagnostik 

Patienten mit RA weisen häufig bei bestehender Krankheitsaktivität eine Erhöhung von Akute-

Phase-Proteinen wie CRP oder/und eine Erhöhung der BSG auf. Diese sind jedoch unspezifisch 

und können beispielswiese auch bei akuten Entzündungen erhöht sein. (15) 

Deutlich spezifischer ist vielmehr die Bestimmung sogenannter Autoantikörper. So weist etwa 

die Hälfte der Patienten mit RA bereits einige Jahre vor Symptombeginn spezifische 

serologische Auffälligkeiten (Autoantikörper) auf. (16) 

50-80% der Patienten mit RA sind Rheumafaktor (RF) positiv, haben ACPA oder beides. (14) 

Die meisten, aber nicht alle, ACPA-positiven Patienten haben auch eine klinisch manifeste RA. 

ACPA scheint jedoch spezifischer und sensitiver für die Diagnose zu sein als das 

Vorhandensein von Rheumafaktor, außerdem scheint es schwere Verläufe wie progressive 

Gelenksdestruktion besser vorherzusagen. (17) Patienten mit Autoantikörpern sind schwerer 

betroffen, was sich in der radiologischen Bildgebung zeigt. Die Prävalenz von Antikörpern 

steigt über die Zeit und ist am höchsten im Jahr vor Symptombeginn. (16) Unter effektiver 

DMARD-Therapie sinken die Konzentrationen von RF und ACPA. Eine Reduktion der 

Autoantikörper korreliert mit einer Reduktion der Krankheitsaktivität. RF sinkt rascher ab und 

erreicht sogar teilweise eine Serokonversion zu RF-Negativität, was bei ACPA kaum passiert. 

(18) 

Bei Patienten mit langjähriger Symptomdauer und typischer klinischer Gelenkbeteiligung sind 

jedoch weder Akute-Phase-Reaktion noch serologische Marker ausschlaggebend für die 

Diagnose der RA. (15) 
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1.1.5.2 Klassifikationskriterien 

Es gibt keine diagnostischen Kriterien für die RA. Der typische Patient stellt sich vor mit seit 

kurzem schmerzhaften und geschwollenen Gelenken, Morgensteifigkeit und 

Laborwertveränderungen wie erhöhtes CRP oder beschleunigte BSG. Leider ist diese 

Präsentation nicht spezifisch für die RA. Man muss auch an andere Gründe für Arthritiden 

denken, wie zum Beispiel eine reaktive Arthritis, Osteoarthritis, Psoriasisarthritis, infektiöse 

Arthritis (viral/bakteriell, im Speziellen auch Borreliose), oder seltenere 

Autoimmunerkrankungen wie Kollagenosen. Bei vielen Patienten kann bei der Erstvorstellung 

noch keine spezifische Diagnose gestellt werden. (3)  

Es gibt allerdings Klassifikationskriterien für die RA, wobei die Klassifikation nicht synonym 

zur Diagnosestellung betrachtet werden kann. Eine Diagnose soll auf dem Level des 

individuellen Patienten korrekt sein, Klassifikation soll homogene Populationen zu 

Studienzwecken schaffen, kann aber genutzt werden, um die Diagnose zu unterstützen. Dazu 

werden die von ACR und EULAR erstellten Klassifikationskriterien von 2010 herangezogen. 

(3) 

Um einen Patienten als mit oder ohne RA zu klassifizieren, braucht es eine fortbestehende 

Symptomdauer, eine gründliche Gelenksuntersuchung und mindestens einen serologischen 

Test (RF oder ACPA) und einen Wert für eine Akute-Phase-Reaktion (BSG oder CRP). (15) 

Zielpopulation zur Anwendung der Klassifikationskriterien sind Patienten, 

1.) die mindestens ein Gelenk mit eindeutiger Synovitis (Schwellung) haben. 

2.) deren Synovitis nicht von einer anderen Erkrankung besser erklärt wird. (15) 
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 Score 

Gruppe A – geschwollene Gelenke 

1 großes Gelenk 0 

2-10 große Gelenke 1 

1-3 kleine Gelenke (mit oder ohne betroffene große Gelenke) 2 

4-10 kleine Gelenke (mit oder ohne betroffene große Gelenke) 3 

>10 Gelenke (mindestens ein kleines Gelenk) 5 

Gruppe B - Serologie 

RF und ACPA negativ 0 

RF oder ACPA niedrig positiv 2 

RF oder ACPA hoch positiv 3 

Gruppe C – Akute-Phase-Reaktion 

CRP und BSG normal 0 

CRP oder BSG abnormal 1 

Gruppe D - Symptomdauer 

Symptomdauer < 6 Wochen 0 

Symptomdauer ≥6 Wochen 1 

Tabelle 1: Klassifikationskriterien der RA nach ACR/EULAR 2010 (15) 

Bei den "kleinen Gelenken" handelt es sich um Zehengrundgelenke II - IV, 

Fingermittelgelenke, Fingergrundgelenke, Interphalangealgelenk des Daumens und 

Handgelenk. (15) 



 

14 

 

Es braucht einen Score von mindestens 6/10, um bei einem Patienten eindeutig eine RA 

klassifizieren zu können. Obwohl man Patienten mit einem Score von weniger als 6/10 nicht 

als von RA betroffen klassifizieren kann, kann deren Status reevaluiert werden und die Kriterien 

können kumulativ über Zeit erfüllt werden. (15) 

 

1.1.5.3 Aktivitätsbestimmung 

Vom ACR wurden 6 verschiedene Methoden, die Krankheitsaktivität zu bestimmen, 

vorgeschlagen. Der Clinical Disease Activity Index (CDAI), die Patient Activity Scale (PAS), 

die Patient Activity Scale II (PAS-II), der Routine Assessment of Patient Index Data 3 

(RAPID3), der Simplified Disease Activity Index (SDAI) und der Disease Activity Score in 28 

joints (DAS28). (19) Letzterer wird im Folgenden genauer besprochen, weil in dieser Arbeit 

die Patienten nach diesem Kriterium zugeordnet wurden. 

Der DAS28 ist ein Aktivitätsscore (DAS = disease activity score), der den Status von 28 

Gelenken (Anzahl der schmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenke), die globale Gesundheit 

des Patienten und entweder BSG (in mm) oder CRP (in mg/dl) in einer komplexen Gleichung 

verwendet. (20) 

Die sich ergebenden Zahlenwerte werden folgendermaßen interpretiert: 

Bewertung: Remission Niedrige 

Krankheitsaktivität 

Moderate 

Krankheitsaktivität 

Hohe 

Krankheitsaktivität 

Zahlenwert 

DAS28: 

< 2,6 ≥ 2,6 bis < 3,2  ≥ 3,2 bis < 5,1 ≥ 5,1 

Tabelle 2: Interpretation DAS28 – Werte (3) 
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1.1.6 Therapie 

Die Therapie der RA hat zum Ziel, strukturellen Veränderungen vorzubeugen oder sie 

aufzuhalten und dadurch Invalidität vorzubeugen oder rückgängig zu machen. (3) 

Die pharmakologische Herangehensweise bei der Behandlung von RA ist traditionell eine 

Mischung aus NSAR wie Aspirin und Ibuprofen, Analgetika, Glukokortikoiden und DMARDs. 

(7) Dabei sind die sogenannten DMARDs die Schlüsseltherapeutika. Sie reduzieren Synovitis 

und systemische Inflammation und verbessern die Funktion. (14) Es wird zwischen 

synthetischen und biologischen DMARDs unterschieden. Die synthetischen DMARDs können 

noch in konventionell-synthetisch (csDMARDs) und targeted-synthetisch (tsDMARD) 

unterschieden werden. (3) 

NSAR reduzieren zwar den Schmerz und die Steifigkeit und verbessern die Funktion, sie 

verhindern aber nicht den Gelenkschaden und gelten somit nicht als DMARDs. (3) 

Glukokortikoide führen zu einem schnellen symptomatischen und krankheitsverändernden 

Effekt, sind aber mit schwerwiegenden Langzeitnebenwirkungen assoziiert. (21)  

Seit 2013 wird empfohlen, bei der Therapie nach der sogenannten Treat-to-target Strategie 

vorzugehen. Dabei ist das Therapieziel eine Remission oder eine niedrige Krankheitsaktivität 

(DAS28 ≤ 2,6). Es wird empfohlen, mit einer Kombination aus csDMARD und 

Glukokortikoiden zu beginnen und die Situation zu reevaluieren, wenn das Therapieziel nach 

6 Monaten nicht erreicht wird. (22) 

 

1.1.6.1 csDMARDs 

Bei den csDMARDs handelt es sich um MTX, Sulfasalazin, Leflunomid und 

Hydroxychloroquin oder Chloroquin. (3) Sie entfalten ihre Wirkung langsam, bremsen den 

inflammatorischen Prozess, verhindern Gelenkschäden und erhalten Gelenkstruktur und -

funktion. (23) 

MTX bleibt das meist genützte csDMARD zur Behandlung der RA, wegen seiner niedrigen 

Kosten, der Langzeit-Effektivität und dem akzeptablen Sicherheitsprofil. (7) Man sollte die 

Patienten jedoch wegen potenzieller Nebenwirkungen der Therapie mit MTX kontrollieren 

(z.B.: Erhöhung der Transaminasen, Alopezie, orale Ulzerationen, Zytopenien und interstitielle 

Pneumonie). (24) 
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Sulfasalazin kann bei einer Kontraindikation Unverträglichkeit gegen MTX eingesetzt werden. 

(25) Sulfasalazin ist ähnlich effizient wie MTX (allerdings wurde in der zitierten Studie eine 

vergleichsweise niedrige Dosis MTX verwendet). (26) 

Auch Leflunomid ist eine Therapieoption, die Methotrexat in der RA-Therapie effektiv ersetzt, 

wenn MTX nicht vertragen wird und die erste Wahl, wenn MTX kontraindiziert ist. (27) 

Die Antimalariamittel Hydroxychloroquin und Chloroquin haben nur einen sehr schwachen 

protektiven Effekt auf die Gelenkstruktur. (28) 

Davon abzugrenzen ist Tofacitinib als tsDMARD. Tofacitinib wirkt über Inhibierung der 

Januskinasen. Inhibierung der JAK stört die Signaltransduktion und dadurch die 

Zellaktivierung durch IL-6, GM-CSF, Interferone und andere Zytokine. (29) Es ist seit 2017 in 

der EU zugelassen. (30) In jüngster Zeit wurden mehrere weitere JAK-Inhibitoren entwickelt 

und für die RA zugelassen. 

 

1.1.6.2 bDMARDs 

Die im Moment zugelassenen bDMARDs lassen sich in vier Gruppen einteilen: Anti-TNF 

(Adalimumab, Certolizumab, Etanercept, Golimumab, Infliximab), IL-6-Rezeptor-Block 

(Tocilizumab), T-Zell-Co-Stimulations-Blockade (Abatacept) und B-Zell Depletion 

(Rituximab). (31) Trotz der unterschiedlichen Wirkmechanismen zeigen alle bDMARDs eine 

ähnliche Wirksamkeit. Eine Kombinationstherapie von bDMARDs mit csDMARDs ist der 

Monotherapie mit bDMARDs überlegen. (31) Das suggeriert, dass alle bDMARDs wirken, 

indem sie mit einer gemeinsamen Endstrecke, der Produktion proinflammatorischer Zytokine, 

interferieren. (32) 

Folgende Therapieansätze wurden versucht ohne eine Verbesserung des Outcomes zu erzielen: 

IL-1, IL-12, IL-17, IL-20, IL-21, IL-23, anti-CD4, anti-BAFF und Inhibitoren von p38-MAPK 

und SYK. (3) 

Das Hauptproblem bei der Behandlung mit bDMARDs liegt im Infektionsrisiko. (25) 
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1.1.7 Prognose 

Unkontrollierte aktive RA verursacht Gelenkschäden, Invalidität, reduzierte Lebensqualität, 

und kardiovaskuläre und andere Komorbiditäten. (14) Außerdem führt die RA nach wie vor 

häufig zu Erwerbsminderung. (33) 

Falls die Entzündung unter Therapie rasch zurückgeht, kann Schaden oder die Progression von 

Schaden verhindert werden, und physische Funktion kann ohne Folgeschäden maximal 

verbessert werden. Jedoch sprechen viele Patienten über die Zeit schlechter auf die Therapie 

an. (3) Außerdem versagen die aktuellen konventionellen und biologischen DMARDs 

manchmal oder führen nur zu teilweisem Ansprechen. Verlässliche Biomarker für Prognose, 

therapeutisches Ansprechen und Toxizität fehlen. (1) 

Ein Großteil der Todesfälle sind auf kardiovaskuläre und pulmonale Komplikationen 

zurückzuführen. Die höhere Mortalität geht aber nicht nur darauf zurück, sondern auch auf 

andere Störungen, wie respiratorische, hämatologische/hämatopoietische Störungen, 

Infektionserkrankungen und urogenitale und gastrointestinale Störungen. (34) 

 

1.2 Interleukin-3 

1.2.1 Struktur von IL-3 und seinem Rezeptor 

IL-3 wird auch Multi-CSF genannt und ist ein Monomer, das aus 133 Aminosäuren besteht. 

(35,36) 

Die Rezeptoren für GM-CSF, IL-3 und IL-5 haben beim Menschen die gleiche β-Untereinheit 

(CD131 oder βc). Es sind also heterodimere Rezeptoren mit einer gemeinsamen Kette. Die für 

jedes Zytokin einzigartige α-Untereinheit (bei IL-3 CD123) bindet an das Zytokin, die β-

Untereinheit bindet nicht oder nur schwach, spielt jedoch bei der Signaltransduktion eine 

wichtige Rolle. (36,37) 

 

1.2.2 IL-3 Produktion und IL-3-Rezeptor Expression 

CD4+ T-Zellen gelten als Hauptquelle von IL-3 (13,38). IL-3 kann jedoch auch produziert 

werden von CD-8+ T-Zellen (39), Thymusepithelzellen (40), B-Zellen (im Sepsismodell) (41) 

und Basophilen Granulozyten (bei IgE-abhängiger Aktivierung). (42) 
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CD123 wird von vielen verschiedenen CD34+ hämatopoietischen Stammzellen exprimiert. 

(43) Unter den peripheren Zellen des menschlichen Blutes findet man unter pDCs und 

Basophilen Granulozyten eine starke IL-3-Rezeptor Expression und eine niedrigere oder 

variable Expression auf Monozyten, Eosinophilen Granulozyten und B-Zellen. Außerdem wird 

der IL-3-Rezeptor stark auf aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen und B-Zellen exprimiert. 

(44) 

 

1.2.3 Wirkung von IL-3 

IL-3 wirkt sowohl als hämatopoietisches als auch als pro-inflammatorisches Zytokin auf 

verschiedene Zelltypen.  

Es fördert die Proliferation und Differenzierung von Zellen der myeloischen Reihe 

(Megakaryozyten, eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten, Monozyten, neutrophile 

Granulozyten und Erythrozyten-Vorläuferzellen). (45) Jedoch spielt es für die basale 

Hämatopoiese keine Rolle. So weisen beispielsweise IL-3 knock-out-Mäuse eine ungestörte 

basale Hämatopoiese auf.  (41,46,47) 

Jedoch scheint bei einigen Leukämien wie AML und CML IL-3 als Wachstumsfaktor zu 

fungieren, da es bei diesen Erkrankungen auf den malignen Zellen zu einer massiven 

Überexpression der alpha-Kette des IL-3-Rezeptors (CD123) kommt. (48)  

pDCs können sich unter dem Einfluss von IL-3 aus Monozyten entwickeln. In der Kultur sind 

ihr Überleben und ihre Proliferation von IL-3 abhängig. (49) Zudem führt die Stimulation mit 

IL-3 zur Ausschüttung von TNF-α und IFNα aus pDCs (50). 

Stimulation mit IL-3 führt bei Basophilen Granulozyten zu einer massiven Freisetzung von 

Histamin, IL-4, Leukotrien C4, IL-6 und IL-13. Zudem verlängert IL-3 auch maßgeblich die 

Lebensdauer basophiler Granulozyten. (13,51–53)  

Bei aktivierten T- und B-Zellen verbessert es Proliferation und Überleben, steigert die 

Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine und vermindert die Ausschüttung von 

antiinflammatorischem IL-10 durch B-Zellen. (44) 

In den letzten Jahren konnte zudem gezeigt werden, dass IL-3 als pro-inflammatorisches 

Zytokin eine Schlüsselrolle in der Entstehung und dem Progress verschiedener 

Autoimmunerkrankungen spielt. So konnte in verschiedenen Tiermodellen wie beispielsweise  
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der kollagen-induzierten Arthritis (CIA) (13), der experimentellen autoimmunen Enzephalitis 

(EAE) (54) und der MRL/lpr Lupus Nephritis (55) gezeigt werden, dass die Administration von 

IL-3 zu einem früheren und aggravierten Krankheitsbild führt, während die Hemmung von IL-

3 zu einer deutlichen Besserung der Erkrankung führte.  

In einem Sepsismodell konnte anhand von IL-3 knock-out Mäusen zudem gezeigt werden, dass 

IL-3 als frühes Zytokin für die Entstehung der Zytokinkaskade der Sepsis bzw. eines 

Zytokinsturms notwendig ist. So wiesen die IL-3 knock-out Mäuse nach Induktion der Sepsis 

deutlich reduzierte pro-inflammatorische Zytokinspiegel auf und überlebten hochsignifikant 

besser im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. (41) 

 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Obwohl in den letzten Jahren viele neue Behandlungsmöglichkeiten der RA zugelassen 

wurden, ist die Erkrankung bei einem Teil der Patienten nur ungenügend behandelbar. Volle 

oder bleibende Remission ist nicht typisch und kann normalerweise nicht ohne kontinuierliche 

Behandlung erreicht werden. (3) 

Im Tiermodell der CIA konnte bereits gezeigt werden, dass IL-3 vor allem in der Frühphase der 

Erkrankung eine Auswirkung auf die Progression hat, wobei durch die Blockade von IL-3 eine 

deutliche Minderung der Schwere der Erkrankung erreicht werden konnte. (13) 

Zielsetzung dieser Arbeit war es, dies nun translational beim Menschen weiter zu untersuchen. 

So sollte die Eignung von IL-3 als neuem therapeutischen Ziel bei RA und eventuell auch sein 

Wert als diagnostischer Marker geklärt werden.  

Dabei wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht ob sich die Zellen von Patienten mit RA im 

Unterschied zu gesunden Kontrollen in ihrer Produktion von IL-3 (im Hinblick auf Quelle und 

produzierter Menge nach Aktivierung) und/oder der IL-3-Rezeptor Expression unterscheiden. 

Ein weiteres Ziel war es mit Hilfe von Stimulationsassays herauszufinden, ob RA Patienten 

gegebenenfalls auch sensibler oder weniger sensibel auf sezerniertes IL-3 reagieren.  
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2 Materialien und Methoden 

2.2 Laborgeräte und -materialien 

2.2.1 Geräte 

Laborgerät Bezugsquelle 

Brutschränke  Thermo Fisher Scientific, Dreieich; Heraeus, 

Hanau 

Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg 

Durchlichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 

Eismaschine  Ziegra, Isernhagen 

Kryobox „Mr. Frosty“ Thermo Fisher Scientific, Dreieich bzw. 

Biocision, Kalifornien, USA 

Mehrkanalpipetten „Transferpette“ (5-50µl, 

2-200µl) 

Brand, Wertheim 

Microplate Reader „Infinite M200 PRO” Tecan, Männedorf, Schweiz 

Microplate Washer „Wellwash 4 Mk 2“ Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Pipetten “Pipetman” (P10, P20, P100, P200, 

P1000) 

Gilson, Limburg-Offheim 

Pipette „Multipette plus“  Sigma Aldrich, Taufkirchen  

Pipettierhilfe „Accu-jet pro“  Brand, Wertheim 

Pipettierhilfe „Pipetus“ Hirschmann, Eberstadt 

Schüttelgerät „REAX 2000“ Heidolph, Schwabach 
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Schüttelgerät „Vortex Genie 2“  Scientific Industries, New York, USA  

Sterilbank Jouan MSC 12  Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Stickstofftank German Cryo, Jüchen 

Vakuumpumpe KNF Neuberger GmbH, Freiburg 

Wasseraufbereitungsanlage Millipore, Eschborn 

Wasserbad GFL, München 

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R) Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge (Megafuge 16R) Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Tabelle 3: Verwendete Geräte 

 

2.2.2 Glas- und Plastikware 

Glas- und Plastikware Bezugsquelle 

Abdeckfolie für Mikrotestplatten Roth, Karlsruhe 

Combitips 0,5ml Eppendorf, Hamburg 

ELISA-Platte F96 Maxisorp Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Kryoröhrchen (1ml)  Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Kryoröhrchen CryoPure (1ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrotester Rundbodenplatte 96-Well Sarstedt, Nümbrecht 

Neubauer Zell-Zählkammer C-Chip Kisker Biotech, Steinfurt 

Pasteurpipetten ohne Wattestopfen Roth, Karlsruhe 
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Petrischale BD Biosciences, Heidelberg 

Pipettenspitzen (10μl, 20µl, 100µl, 200μl, 

1000μl) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen mit Filter (10µl, 20µl, 100μl, 

200μl, 1000μl) 

Eppendorf, Hamburg 

Pipettieraufsätze für „Multipette plus“ Eppendorf, Hamburg 

Polystyrolröhrchen für Durchflusszytometrie 

(5ml)  

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich 

Reaktionsgefäße (0,5ml; 1,5ml; 2,0ml; 

5,0ml)  

Sarstedt, Nümbrecht 

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml, 

50ml)  

Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturplatten „Cellstar“ Rundboden 96-

Well  

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zentrifugenröhren (15ml, 50ml)  Sarstedt, Nümbrecht 

Tabelle 4: Glas- und Plastikware 

 

2.2.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer 

Chemikalien Bezugsquelle 

AccuCheck Counting Beads für 

Durchflusszytometrie 

Life Technologies, Carlsbad, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma Aldrich, Taufkirchen 
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Cell Stimulation Cocktail (plus protein 

transport inhibitors) 

eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Cytofix/Cytoperm BD Biosciences, Heidelberg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

(Phosphat gepufferte Kochsalzlösung) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

FACS Lysing Solution, FACS Clean, FACS 

Flow 

BD Biosciences, Heidelberg 

Ficoll-Paque TM PLUS GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 

Schweden 

Permwash (Intracellular Staining Permwash 

Buffer) 

BioLegend, San Diego, USA 

Schwefelsäure (H2SO4) Roth, Karlsruhe 

Tetramethylbenzidin (TMB Substrate Set) BioLegend, San Diego, USA 

Trypanblau-Lösung Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Tween 20 Merck Millipore, Darmstadt 

Tabelle 5: Chemikalien, Reagenzien, Puffer 

 

2.2.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzusätze 

Zellkulturmedien und -zusätze Bezugsquelle 

Fetales Kälberserum (hitzeinaktiviert 1h bei 

56 ˚C) 

PAA, Cölbe 
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L-Glutamin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

1640 Medium 

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Tabelle 6: Zellkulturmedien und -zusätze 

 

2.2.5 Zusammensetzung der Zellkulturmedien  

Zellkulturmedium Inhaltsstoffe 

Einfriermedium für PBMCs  50 ml iFCS, 20 % DMSO (10 ml)  

Standardmedium für PBMCs 500 ml RPMI Medium 1640, 10 % iFCS (50 

ml)  

Kulturmedium für PBMCs (h-Medium) 500 ml RPMI Medium 1640, 10 % iFCS (50 

ml), 5 ml Penicillin/Streptomycin-

Stammlösung, 5 ml L-Glutamin  

Tabelle 7: Zusammensetzung der Zellkulturmedien 

 

2.2.6 Antikörper für die extrazelluläre Durchflusszytometrie 

Antikörper 

 

Konjugat Klon Bezugsquelle Eingesetzte 

Konzentration 

CD3 APC-Cy7 SK7 eBioscience, Inc., 

San Diego, USA 

1:100 bzw. 

1:40 
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CD4 V500  RPA-T4 BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:100 

CD4 APC RPA-T4 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:20 

CD8 PE-Cy7 SK1 eBioscience, Inc., 

San Diego, USA 

1:100 

CD8 PerCP Cy5.5 RPA-T8 eBioscience, Inc., 

San Diego, USA 

1:20 

CD11b PE-Cy7 M1/70 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:100 

CD14 V500 MƟPg BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:100 

CD16 Pacific Blue 3G8 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:100 

CD19 eFluor450 HIB19 eBioscience, Inc., 

San Diego, USA 

1:100 

CD116 FITC 4H1 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:40 

CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:20 

CD131 PE 1C1 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:100 

CD193 APC-Cy7 5E8 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:40 
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CD304 APC 12C2 BioLegend, San 

Diego, USA 

1:40 

HLA-DR II APC G-46-6 BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:100 

Tabelle 8: Antikörper für die extrazelluläre Durchflusszytometrie 

 

2.2.7 Antikörper für die intrazelluläre Durchflusszytometrie 

Antikörper Konjugat Klon Bezugsquelle Eingesetzte 

Konzentration 

IFN-γ FITC 4S.B3e eBioscience, Inc., San 

Diego, USA 

1:20 

IL-2 PE-Cy7 MQ1-17H12 eBioscience, Inc., San 

Diego, USA 

1:20 

IL-3 PE Anti-IL-3 AK AG Mack, Regensburg 1:20 

Tabelle 9: Antikörper für die intrazelluläre Durchflusszytometrie 

 

2.2.8 Zytokine, Antikörper, Enzyme 

Zytokin/Antikörper/Enzym Bezugsquelle 

Coat Anti-IL-3 Antikörper AG Mack, Regensburg 

Anti- Human CD3 (Klon OKT3) eBioscience, Inc., San Diego, USA 

ChromPure Mouse IgG, whole molecule Jackson Immuno Research, Suffolk, UK 

Detection Anti-IL-3-HRP Antikörper  AG Mack, Regensburg 
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Mouse IgG1κ isotype control (Klon MOPC-

21) 

BioXCell, West-Lebanon, USA 

Rekombinantes human GM-CSF Peprotech, Hamburg 

Rekombinantes human IL-3 BioLegend, San Diego, USA 

Tabelle 10: Zytokine, Antikörper, Enzyme 

 

2.2.9 IL-3 ELISA 

Lösung Inhaltsstoffe 

Block- und Verdünnungspuffer 1 % BSA in PBS 

Coating-Puffer 1 x PBS 

Entwicklungslösung TMB Substrate Set  

Stopplösung 12,5% H2SO4 (Schwefelsäure) 

Waschpuffer 0,05% Tween 20 in PBS 

10x PBS (für Waschpuffer 1:10 verdünnt) 
11,5 g Na2HPO4, 80g NaCl, 2 g KH2PO4, 

2 g KCl  

Tabelle 11: Materialien für den IL-3 ELISA 

 

2.2.10 ELISA Sets 

Antikörper Hersteller 

Human DuoSet ELISA für IL-6 R&D, Minneapolis, USA 

Human DuoSet ELISA für GM-CSF R&D, Minneapolis, USA 

Tabelle 12: ELISA Sets 
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2.2.11 ELISA allgemein 

Lösung Inhaltsstoffe 

Block- und Verdünnungspuffer 1 % BSA in PBS 

Coating-Antikörper Coat Anti-IL-3 Ak (10µg/ml) 

Coating-Puffer 1 x PBS 

Detektions-Antikörper Detection Anti-IL-3-HRP Ak (400ng/ml) 

Entwicklungslösung TMB Substrate Set  

Stopplösung 12,5% H2SO4 (Schwefelsäure) 

Waschpuffer 0,05% Tween 20 in PBS 

10x PBS (für Waschpuffer 1:10 verdünnt) 
11,5 g Na2HPO4, 80g NaCl, 2 g KH2PO4, 

2 g KCl  

Tabelle 13: ELISA allgemein 

 

2.2.12 Analyse- und Bearbeitungsprogramme 

Programm Bezugsquelle 

FACS Diva Version 8.0.1. BD Biosciences, Heidelberg 

Microplate Reader Software i-control TM Tecan, Männedorf, Schweiz 

Microsoft Excel Microsoft, Redmont, USA 

Microsoft Word Microsoft, Redmont, USA 

Tabelle 14: Analyse- und Bearbeitungsprogramme 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Patientenrekrutierung und Gewinnung des Probenmaterials 

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte im Zeitraum von November 2017 bis April 2018 in der 

Klinik und Poliklinik für Rheumatologie/klinische Immunologie des Asklepios 

Fachkrankenhauses Bad Abbach. Patienten mit der gesicherten Diagnose einer rheumatoiden 

Arthritis wurden ausführlich über die Studie und die zugehörige Untersuchung (Blutentnahme, 

Datenzugriff) aufgeklärt, es wurde auch diesbezüglich Informationsmaterial ausgehändigt. 

Nach Einholung des schriftlichen Einverständnisses wurden im Rahmen der Routine-

Blutentnahme je ein Röhrchen EDTA- (6ml) und ein Röhrchen Heparin-Blut (2ml) zu den 

Studienzwecken abgenommen. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte immer noch am selben 

Tag und unter einer Sterilbank. 

Patienten, die während des Zeitraums der Rekrutierung mehrfach in der Klinik vorstellig 

wurden, wurden als zwei getrennte Patienten gewertet, weil zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

von einer unterschiedlichen Krankheitsaktivität auszugehen ist. 

Ausschlusskriterien waren zusätzliche andere Autoimmunerkrankungen (wie z.B.: CED, SLE, 

Hashimoto-Thyreoiditis), Störungen des weißen Blutbilds (wie z.B.: Leukämien, Basophilie) 

oder ein akuter Infekt. 

So wurden insgesamt 130 Patienten akquiriert, davon 90 Frauen und 40 Männer mit einem 

durchschnittlichen Alter von 62 Jahren. 

Außerdem wurden im Zeitraum von Januar 2018 bis Mai 2018 Blutproben von insgesamt 42 

gesunden Kontrollen gesammelt, davon 24 Frauen und 18 Männer mit einem durchschnittlichen 

Alter von 45 Jahren. 
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2.2.2 Plasmagewinnung 

Blutplasma erhält man durch Zentrifugieren von ungerinnbar gemachtem Blut. Blutplasma 

besteht zu 90% aus Wasser und zu 10% aus gelösten Substanzen. Von den festen Substanzen 

machen die Proteine ca. 2/3 aus, der Rest sind niedermolekulare Stoffe und Elektrolyte. (56) 

Hier wurden 1,5ml EDTA Blut in Eppendorf-Cups bei 2500rpm bei 4°C für 15 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, auf 4 Cups à 200μl aliquotiert und bei -20°C 

weggefroren. Dadurch können Laborparameter nachbestimmt werden, wenn dies nötig ist. 

 

2.2.3 Gewinnung von PBMCs aus Vollblut mittels 

Dichtegradientenzentrifugation und anschließendes Einfrieren 

Periphere mononukleäre Blutzellen lassen sich durch eine Ficoll-Hypaque®-Zentrifugation aus 

Vollblut isolieren. Dabei wird verdünntes, gerinnungsunfähig gemachtes Blut über Ficoll-

Hypaque® geschichtet und zentrifugiert. Rote Blutkörperchen und polymorphkernige 

Leukozyten oder Granulozyten besitzen eine höhere Dichte und passieren die Ficoll-

Hypaque®-Schicht, während mononukleäre Zellen (Lymphozyten und einige Monozyten) 

darüber eine Bande bilden. (36) 

Hier wurde dem EDTA-Röhrchen erst 1,5ml für die Plasmagewinnung und 2x100μl für die 

extrazelluläre FACS-Färbung entnommen, und das restliche EDTA-Blut in einem 50ml Falcon 

mit 10ml sterilem PBS verdünnt. 

In einem frischen 50ml Falcon wurden 10ml Ficoll®-Lösung vorgelegt, dann wurde diese 

vorsichtig mit dem EDTA-Blut-PBS-Gemisch überschichtet. Danach erfolgte eine 

Zentrifugation 21°C und 1500rpm für 20 min und ohne abrupte Beschleunigung oder 

Bremsung. 
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Abbildung 1: Ficoll-Hypaque® Dichtegradientenzentrifugation, Zustand vor und nach Zentrifugation 

Das sich obenauf befindliche Gemisch aus Plasma und PBS wurde daraufhin bis auf einen 

Zentimeter abgesaugt und anschließend wurde der weiße Ring der Interphase abgenommen und 

in ein neues 50ml Falcon überführt. Dieses wurde nochmal mit PBS aufgefüllt und bei 4°C und 

1500rpm für 7 min zentrifugiert, um Reste von Plasma auszuwaschen. 

Danach wurde erneut der Überstand abgesaugt und das resultierende Zellpellet in 2,5ml 

Nährmedium (2,5ml RPMI 1640 Medium + 10%FCS) resuspendiert. Nach Zugabe von 2,5ml 

Einfriermedium (FCS + 20% DMSO) wurden die Zellen in Aliquots à 1ml auf Kryoröhrchen 

verteilt und in Kryoboxen mit einer Abkühlrate von 1°/Stunde bei -80°C, um die Bildung von 

Eiskristallen zu vermeiden, weggefroren. Die Kryoröhrchen wurden innerhalb von 3 Tagen in 

den Stickstofftank überführt. 

 

2.2.4 Auftauen der Zellen und Zellzahlbestimmung 

Die via Ficoll®-Hypaque gewonnenen PBMCs wurden zu einem späteren Zeitpunkt wieder 

aufgetaut, um damit eine Zellkultur anzusetzen und eine intrazelluläre Färbung für die 

Durchflusszytometrie durchzuführen. Dazu wurden die Kryoröhrchen aus dem Stickstofftank 

entnommen und in einem Wasserbad für 2-4 Minuten aufgetaut. Anschließend wurde der Inhalt 

der Röhrchen in ein 15ml Falcon mit RPMI 1640 Medium + 10%FCS, das zuvor erwärmt 
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worden war, überführt. Diese wurden dann bei 4°C und 1800rpm für 7 Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 250μl hMedium (= RPMI 1640 Medium 

+ 10%FCS + Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin) resuspendiert. 

Im Anschluss wurden 10μl der Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung abgenommen und mit 

90μl RPMI 1640+10%FCS verdünnt (≙ 1:10 Verdünnung) und das 15ml Falcon 

anschließend auf Eis gestellt. 

Zur Differenzierung zwischen toten und vitalen Zellen wurde Trypanblau verwendet. 

Tote Zellen färben sich durch ihre gestörte Membranpermeabilität blau, während vitale 

Zellen hell bleiben. Für die Färbung wurden 10µl der 1:10 verdünnten Zellsuspension mit 

10µl einer 0,1%-igen Trypanblaulösung gemischt. Von dieser Mischung wurden 10µl in 

eine Neubauer Zell-Zählkammer gegeben. Von den vier Quadranten wurden zwei 

repräsentative ausgewählt und die ungefärbten Zellen darin gezählt. Der erhaltene Wert 

wurde gemittelt und in folgende Formel eingesetzt: 

Zellzahl/250µl = MW Zellzahl * 104  * 20 * 0,25 

Dabei ist der Kammerfaktor 104, 20 der Verdünnungsfaktor und 0,25ml das gesuchte 

Volumen. 

 

2.2.5 Zellkultur 

Nach dem Zählen wurde berechnet, wie viel hMedium man den ursprünglichen 250µl 

Zellsuspension zusetzen muss, um eine Konzentration von 500.000 Zellen pro 100µl zu 

erreichen: 

• Zellzahl/250µl * 100 = Konzentration/100µl 

• Konzentration/100µl: Zielkonzentration/100 = Verdünnungsfaktor 

• Verdünnungsfaktor * Restvolumen = Zielvolumen 

• Zielvolumen – Restvolumen = zuzusetzendes Volumen 
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Zusammenfassend:  

 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
250

∗ 100

500.000
1

∗ 250 − 250 = 𝑧𝑢𝑧𝑢𝑠𝑒𝑡𝑧𝑒𝑛𝑑𝑒𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 

 

Das errechnete Volumen an hMedium wurde zugegeben, danach wurden 2 Mal 500.000 Zellen 

für die intrazelluläre Färbung der Durchflusszytometrie abgezweigt. Der Rest wurde auf einer 

96-Well Platte in Aliquots à 100µl = 500.000 Zellen ausplattiert. Danach wurde zu jedem 

Aliquot 100µl anti-CD3 (5µg/ml) hinzugefügt. Die äußerste Reihe um die Proben herum wurde 

mit sterilem PBS befüllt, um ein Austrocknen der Wells zu verhindern. Die Kultivierung 

erfolgte für 3 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. 

Der Komplex aus T-Zell-Rezeptor (TCR) und CD3 ist wichtig für die Differenzierung, das 

Überleben und die Funktion von T-Zellen. Zudem führt eine Stimulation des Rezeptors zu einer 

Aktivierung der T-Zellen. (57)  

Nach 3 Tagen wurden 180µl Überstand pro Well abgenommen, in 0,5µl Reaktionsgefäße 

überführt und bei -20°C weggefroren, um sie zu einem späteren Zeitpunkt für ELISAs (siehe 

2.2.8) zu verwenden. 

 

2.2.6 Durchflusszytometrie 

Zur Analyse der Leukozyten wurde eine durchflusszytometrische Untersuchung mit dem 

FACS-Gerät eingesetzt. 

Bei einem Durchflusszytometer werden Fluoreszenzen und Zellencharakteristika gemessen. 

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass Zelltypen anhand ihrer Größe, Struktur, 

Oberflächeneigenschaften und auch intrazellulären Zusammensetzung unterschieden werden 

können. (58) 

Man setzt auch auf die Markierung der Zellen mit Antikörpern, die gegen bestimmte 

intrazelluläre Strukturen gerichtet sind. Diese Antikörper sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelt. Die Messung der Zellen im Durchflusszytometer beruht darauf, dass die so 

markierten Zellen von einem Laserstrahl erfasst werden. Dadurch kommt es zu 
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Lichtstreuungen, sowie zu einer Anregung der gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe, die 

daraufhin Licht einer bestimmten Wellenlänge emittieren. (58) 

Außerdem lässt sich eine Aussage über die Größe (Forwardscatter = FSC) der Zelle und deren 

Granularität (mittels Sidescatter = SSC) treffen. (58) 

 

2.2.6.1 Extrazelluläre Färbung 

Am Tag der Probengewinnung wurden pro Patienten je zwei extrazelluläre 

durchflusszytometrische Färbungen durchgeführt. Dazu wurden je zwei Mal 100µl EDTA-Blut 

verwendet und mit je 20µl eines Antikörper Mastermix versetzt. 

Die erste Färbung sollte hauptsächlich zur Differenzierung von Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten dienen. Für die erste Färbung wurden folgende Antikörper in folgenden 

Verdünnungen eingesetzt: 

Antikörper + Farbe Verdünnung 

CD116 FITC 1:40 

CD123 PerCP 1:20 

CD131 PE 1:100 

CD304 APC 1:25 

CD11b PE-Cy7 1:100 

CD193 APC-Cy7 1:40 

CD16 Pacific Blue 1:100 

CD14 AmCyan 1:100 

Tabelle 15: Extrazelluläre Färbung 1 
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Die zweite Färbung sollte hauptsächlich zu Differenzierung von B- und T-Lymphozyten 

dienen. Für die zweite Färbung wurden folgende Antikörper in folgenden Verdünnungen 

eingesetzt: 

Antikörper + Farbe Verdünnung 

CD116 FITC 1:40 

CD123 PerCP 1:20 

CD131 PE 1:100 

HLA-DR II APC 1:100 

CD8 PE-Cy7 1:100 

CD3 APC-Cy7 1:100 

CD19 Pacific Blue 1:100 

CD4 AmCyan 1:100 

Tabelle 16: Extrazelluläre Färbung 2 

Die Verdünnungen beziehen sich jeweils auf das Endvolumen von 120µl. Als 

Ausgleichsvolumen im Mastermix wurde 0,9%NaCl-Lösung eingesetzt. 

Nach Hinzufügen des Mastermixes wurden die Proben für 20 Minuten im Kühlschrank 

inkubiert (dunkel, 4°C). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Färbung mit 4ml kalter 

0,9%NaCl gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 1600rpm für 7 Minuten. Durch 

diesen Waschschritt werden ungebundene Antikörper entfernt. Der resultierende Überstand 

wurde abgesaugt, die Zellen gründlich geschüttelt und anschließend mit 1ml FACS-Lysing-

Solution versetzt und damit für 10 Minuten inkubiert. FACS-Lysing-Solution wird bei 

Vollblutproben eingesetzt, um die enthaltenen Erythrozyten zu lysieren und damit eine bessere 

Analyse der diversen Leukozyten zu ermöglichen. Nach Ablauf der 10 Minuten wird die Probe 

nochmals mit 3ml kalter 0,9%NaCl-Lösung gewaschen und zentrifugiert (4°C, 1600rpm, 7 

Minuten). Anschließend wurde der Überstand so abgesaugt, dass ein annähernd gleiches 

Restvolumen in den FACS-Röhrchen verblieb.  
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Um genaue Zellzahlbestimmungen zu ermöglichen, wurden noch 20µl Counting Beads 

hinzugefügt. Dadurch, dass die Konzentration und das eingesetzte Volumen der Counting 

Beads und das ursprüngliche Probenvolumen bekannt sind, können aus den aufgenommenen 

Beads Rückschlüsse über die tatsächliche Zellkonzentration in der Probe gemacht werden. (59) 

 

2.2.6.2 Intrazelluläre Färbung 

Gefärbt wurden pro Probanden die 2 Mal 500.000 aufgetauten PBMCs, die vor der Zellkultur 

abgezweigt wurden. Diese wurden in einer 96-Loch Rundbodenplatte ausplattiert. Die 

Zellkonzentration betrug 500.000/100µl, entsprechend wurden 100µl der Zellsuspension 

eingesetzt und danach 100µl hMedium plus Cell Stimulation Cocktail hinzugefügt. Der Cell 

Stimulation Cocktail wurde in einer Konzentration von 1:500 im Endvolumen, das heißt auf 

200µl eingesetzt. 

Der Cell Stimulation Cocktail ist eine Mischung von Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), 

Ionomycin, Brefeldin A und Monesin. PMA und Ionomycin induzieren die Aktivierung 

verschiedener Zellen, damit diese Zytokine produzieren. Brefeldin A und Monesin resultieren 

in der Akkumulation der sekretierten Proteine im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im 

Golgi-Apparat. (60) Dies erleichtert die Detektion der produzierten Zytokine. 

Es folgte eine Inkubation im Brutschrank für 3 Stunden bei 37°C und 5%CO2. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurde die Platte bei 4°C und 2500rpm für 4 Minuten zentrifugiert und die Platte 

ausgeschüttet. Es folgte ein Waschschritt mit 200µl PBS und eine neuerliche Zentrifugation 

unter den oben angegebenen Spezifikationen. Danach wurden 10µl mouse IgG in PBS 

(100µg/ml) hinzugefügt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Das 

mouse IgG dient der Blockade unspezifischer Fc-Bindungsstellen. Daraufhin wurden die Zellen 

erst extrazellulär gefärbt, um später eine Differenzierung der Zelltypen zu ermöglichen. Dafür 

wurden 10µl des folgenden Mastermix hinzugegeben, die Verdünnungen beziehen sich auf das 

Endvolumen im Well, 20µl. Ausgleichsvolumen war wieder 0,9%NaCl-Lösung. 
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Antikörper + Farbe Verdünnung 

CD3 APC-Cy7 1:40 

CD8 PerCP Cy5.5 1:20 

CD4 APC 1:20 

Tabelle 17: Extrazelluläre Färbung PBMCs 

Nach 20 Minuten Inkubationszeit im Kühlschrank (4°C, dunkel) folgte ein Waschschritt mit 

200µl PBS und Zentrifugation wie oben angegeben. Anschließend werden die Zellen für 20min 

im Kühlschrank mit 150µl/Well Cytofix/Cytoperm inkubiert. Das sorgt für die 

Permeabilisation der Zellmembran, damit die Antikörper für die intrazelluläre Färbung ins 

Zellinnere gelangen können. Es erfolgten zwei Waschschritte mit kaltem Permwash, einmal mit 

50µl, dann mit 200µl. Permwash sorgt dafür, dass die Permeabilität der Zellwand erhalten 

bleibt. Das Permwash wurde im Voraus 1:10 mit deionisiertem Wasser verdünnt.  

Es folgte ein neuerlicher Fc-Block mit 10µl mouse IgG (100µg/ml) in Permwash, für 10 

Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Dann wurden zwei Mastermixe für die intrazelluläre 

Färbung angesetzt und zugegeben (die Verdünnung bezieht sich auf das Endvolumen von 

20µl/Well), als Ausgleichsvolumen wurde dafür Permwash verwendet. Die beiden Mastermixe 

unterscheiden sich nur darin, ob Anti-IL-3 oder mouse IgG1κ verwendet wurde. 

Antikörper + Farbe Verdünnung 

IL-2 PE 1:20 

IFN-γ FITC 1:20 

Anti-IL-3 PE  

beziehungsweise 

Isotyp mouse IgG1κ PE 

5µg/ml 

 

1:40 

Tabelle 18: Intrazelluläre Färbung PBMCs 

Anti-IL-3 PE dient der Färbung von IL-3, mouse IgG1κ der Isotypen-Kontrollfärbung. 
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Es folgten zwei weitere Waschschritte mit Permwash, einmal mit 150µl, einmal mit 200µl, 

dann wurde alles in 70µl Permwash resuspendiert, in Polystyrolröhrchen überführt und 

durchflusszytometrisch aufgenommen.  

 

2.2.7 Stimulation von Vollblut 

Die Auswirkung unterschiedlicher Stimulanzien auf die Produktion und Expression von IL-3 

und seinem Rezeptor (und anderen Zytokinen) sollte auch untersucht werden. Dafür wurden je 

100µl Heparin-Vollblut mit 200µl RPMI-1640-Medium + dem jeweiligen Stimulans versetzt. 

Es wurden pro Patient 6 Mal 100µl nach folgendem Schema eingesetzt: 

Stimulans Konzentration in RPMI-1640 Medium 

Negativkontrolle, angesetzt als Doppelwert Kein Stimulans 

hIL-3 3ng/ml 

hGM-CSF 3ng/ml 

Anti-CD3 coat Coat mit 300µl, 5µg/ml 

Tabelle 19: Stimulanzien mit Konzentration 

Der Anti-CD3 Coat wurde mit 5µg/ml Anti-CD3 in PBS für 4 Stunden bei 37°C, 5%CO2 im 

Brutschrank durchgeführt. Dem RPMI-Medium war entsprechend einmal nichts Weiteres 

zugesetzt, als Negativkontrolle für die IL-3 Produktion.  

Die Proben wurden mit Parafilm abgedeckt und für 24 Stunden bei 37°C, 5% CO2 im 

Brutschrank inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 130µl Überstand abgenommen, auf eine 96-Loch 

Rundbodenplatte überführt und bei -20°C weggefroren, um zu einem späteren Zeitpunkt damit 

Zytokin-ELISAs durchzuführen.  

Die restliche Probe wurde anschließend extrazellulär gefärbt und durchflusszytometrisch 

analysiert. Dafür wurden 35µl Mastermix zugegeben. Die Verdünnungen beziehen sich auf das 

Endvolumen von 205µl, als Ausgleichsvolumen wurde wieder 0,9% NaCl-Lösung eingesetzt. 

Der Mastermix war eine leicht modifizierte Variante von Färbung 1.  



 

39 

 

Antikörper + Farbe Verdünnung 

CD116 FITC 1:40 

CD123 PerCP 1:20 

CD131 PE 1:100 

CD304 APC 1:40 

CD11b PE-Cy7 1:100 

CD193 APC-Cy7 1:40 

CD16 Pacific Blue 1:100 

CD14 AmCyan 1:100 

Tabelle 20: modifizierte extrazelluläre Färbung 1 

Für die restliche Färbung wurde genauso verfahren wie bei der extrazellulären Färbung der 

nicht stimulierten Vollblut Proben (siehe 2.2.6.1). 

 

2.2.8 ELISA 

Mittels ELISA kann man Antigene nachweisen und quantifizieren. Hier wurde ein sogenannter 

Sandwich-Assay durchgeführt.  

Für einen Sandwich-ELISA benötigt man einen Fänger, der das Antigen aus der Probe 

herausfischt. Dieser Antikörper ist an einer festen Phase adsorbiert. Dann erfolgt die Zugabe 

des Antigens. Die Markierung des Antigens erreicht man durch Zugabe des 

Detektionsantikörpers. Man erhält einen Komplex aus Antikörper-Antigen-Antikörper → 

Sandwich-Assay. Der Detektionsantikörper ist entweder direkt mit einem Enzym versehen, 

oder wird in einem Zwischenschritt mit dem Enzym versehen. Dieses Enzym setzt anschließend 

ein Substrat um und anhand des Substratumsatzes kann die Antigenkonzentration bestimmt 

werden. Die Messung erfolgt fotometrisch. (58) 
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Folgende ELISAs wurden durchgeführt: 

Probenursprung ELISA 

Zellkultur (siehe 2.2.5) IL-3, IL-6, GM-CSF 

Stimulation mit Anti-CD3 IL-3, IL-6, GM-CSF 

Tabelle 21: eingesetzte ELISAs 

Hier wurden am Vortag 96-well ELISA-Platten über Nacht mit dem Capture Antibody laut 

Product data sheet für die ELISA-Sets oder mit Capture Anti-IL-3 (10µg/ml), beides in PBS 

verdünnt, gecoated. Am nächsten Morgen folgten 3 Waschgänge mit Waschpuffer (1* PBS + 

0,05% Tween), nach dem dritten Mal wurden die Platten gründlich trocken geklopft, um 

Verdünnungsfehler zu vermeiden. Jeder folgende Waschgang wurde in 3 Schritten und mit 

Trockenklopfen durchgeführt. Danach wurden die Wells mit 1%BSA in PBS mit 200µl/Well 

für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Das Abblocken freier, unspezifischer 

Proteinbindestellen ist ein essenzieller Schritt beim ELISA. (58) 

Während dieser Zeit wurden die Proben verdünnt und eine doppelte Standard-

Verdünnungsreihe angelegt. Die Standards mit bekannter Konzentration dienen der späteren 

Quantifikation der Antigenkonzentration in den Proben. 

Nach Ablauf des Blockens werden die Platten erneut 3-mal gewaschen und trocken geklopft. 

Danach folgt die Inkubation der Proben und der Standards mit 60µl/Well für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur. Nach einem weiterem Waschschritt erfolgt die Zugabe des Detection 

Antibodys mit 60µl/Well und einer Inkubationszeit von 1 Stunde. Weil der Detection-

Antikörper des IL-3 ELISAs bereits mit HRP gekoppelt ist, findet die Inkubation für den IL-3 

ELISA bei Raumtemperatur im Dunkeln statt und beträgt 1,5 Stunden.  

Bei den kommerziellen ELISAs erfolgte nach ein Stunde Probeninkubation ein erneuter 

Waschgang und die anschließende Zugabe von 60µl/Well Streptavidin-HRP B (1:40 verdünnt). 

Die Inkubation erfolgte für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. 

Anschließend wurden alle Platten erneut 3 Mal gewaschen, trocken geklopft und es wurden 

100µl/Well TMB Substrate Solution zugesetzt und für 20 Minuten bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Dabei wird das TMB durch die HRP umgesetzt, was sich an einem 
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Farbumschlag auf blau bemerkbar macht, der mit der vorhandenen Menge des gebundenen 

HRP korreliert. 

Nach 20 Minuten wurde die Reaktion mit 12,5% H2SO4 100µl/Well abgestoppt. Das Blau 

färbte sich dadurch gelb. Es folgte ein Ablesen bei 450nm, Referenzwellenlänge 540nm. 

Alle Verdünnungen außer der der Capture-Antibodys erfolgte in Reagent Diluent (1% BSA in 

PBS). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Basischarakteristika 

An der Studie waren insgesamt 130 Patienten mit einer diagnostizierten RA und 42 gesunde 

Kontrollen beteiligt. Die Patienten wurden nach ihrem DAS28-CRP Wert nochmals in zwei 

Gruppen eingeteilt. DAS28-CRP < 2,6 entspricht dabei niedriger bis keiner Krankheitsaktivität, 

DAS28-CRP ≥ 2,6 entspricht einer aktiven Erkrankung. Die Basischarakteristika der Patienten 

sind in Tabelle 22 dargestellt. 

 Gesunde 

Kontrollen 

(n=42) 

RA 

DAS28-CRP < 2.6 

(n=78) 

RA 

DAS28-CRP ≥ 2.6 

(n=52) 

Demografische Daten: 

Mittleres Alter (Jahre) 45 62 62 

Frauen n (%)  24 (57 %) 56 (72 %) 34 (65 %) 

Mittlere Erkrankungsdauer 

(Monate) 

- 158.8 136.1 

Symptome: 

Mittlere Anzahl schmerzhafter 

Gelenke 

- 0.0 5.4 *** 

Mittlere Anzahl geschwollener 

Gelenke 

- 0.1 3.4 *** 

Laborwerte: 

CRP mg/l   4.1 13.7 *** 

BSG 1 h / 2 h  10.8 / 22.9 24.8 / 43.3 *** 
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Steroide: 

Steroide (%) - 29.5 % 59.6 % *** 

Steroide mg/Tag - 1.2 7.5 *** 

Biologicals: 

TNF Inhibitoren (%)  14.1 % 15.4 % 

IL-6 Antagonisten (%) - 10.3 % 0 % ** 

JAK Inhibitoren - 0 % 1.9 % * 

Rituximab - 23.1 % 11.5 % * 

Abatacept - 3.8 % 7.7 % 

DMARDs: 

MTX - 69.2 % 78.8 % 

Sulfasalazin - 7.7 % 5.8 % 

Tabelle 22: Demografische und klinische Basischarakteristika. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, sowie inaktiven und 

aktiven RA Patienten unterschieden. Die beiden Untergruppen von Patienten mit RA wurden mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. 

DAS28-CRP 2,6 festgelegt. Zur statistischen Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, 

mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 

Passend zu den bekannten demografischen Daten war ein Großteil der RA-Patienten Frauen 

(2). Ein statistisch hoch-signifikanter Unterschied zeigte sich in den beiden Gruppen der 

Patienten bei der Anzahl der schmerzhaften und geschwollenen Gelenke (0 bzw. 0,1 gegenüber 

5,4 bzw. 3,4), bei den Entzündungsparametern CRP und BSG und bei der Frequenz und Dosis 

an täglichen Steroidhormonen (beides bei der aktiven Gruppe deutlich höher). Ebenfalls ein 

signifikanter Unterschied zeigte sich bei den Biologika: JAK-Inhibitoren wurden von Patienten 

mit aktiver RA häufiger eingenommen, IL-6 Antagonisten und RTX kam hingegen bei ihnen 

seltener zum Einsatz. 
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3.2 Analyse der Zellpopulationen und exprimierter Oberflächenmarker im 

nicht-behandelten Vollblut 

Es wurde durchflusszytometrisch die Expressionsstärke von CD131 (entspricht der 

gemeinsamen βc-Kette des IL-3-Rezeptors) auf basophilen Granulozyten im frischen Vollblut 

untersucht. CD131 wird in Anwesenheit von IL-3 herunterreguliert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 2a.) zeigt sich, dass die mittlere Anzahl der basophilen Granulozyten bei den Kontrollen 

signifikant niedriger ist als bei den beiden Gruppen der Patienten mit diagnostizierter RA. Es 

zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen RA Patienten mit inaktiver bzw. 

aktiver Erkrankung. 

Abbildung 2: a.) Absolute Anzahl Basophiler Granulozyten im Vollblut; b.) CD131 Expression auf Basophilen Granulozyten 

im Vollblut. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung 

der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine 

Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen Berechnung wurde ein Brown-Forsythe and Welch ANOVA Test 

eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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In Abb. 2b.) zeigt sich ein signifikanter Unterschied bei der Expression von CD131 zwischen 

den gesunden Kontrollen und den Patienten mit inaktiver RA. Bei Letzteren zeigt sich eine 

leicht reduzierte Rezeptorexpression. 

 

3.2.1 Neutrophile Granulozyten 

Zudem wurde die Expression von CD11b auf Neutrophilen Granulozyten und auf Monozyten 

untersucht. CD11b ist ein Aktivierungsmarker von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, 

der bei Aktivierung der Zellen durch verschiedene Zytokine wie beispielsweise IL-3 

hochreguliert wird. (61) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: a.) Absolute Anzahl neutrophiler Granulozyten in Vollblut. b.) CD11b Expression auf neutrophilen Granulozyten 

im Vollblut. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung 

der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine 

Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen Berechnung wurde ein Brown-Forsythe and Welch ANOVA Test 

eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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In Abb. 3a.) zeigt sich ein hoch signifikanter Unterschied bei der Anzahl der Neutrophilen 

Granulozyten zwischen den gesunden Kontrollen und den Patienten mit inaktiver RA. Es 

kommt in etwa zu einer Verdopplung der Zellzahl. Zwischen gesunden Kontrollen und 

Patienten mit aktiver RA besteht sogar ein höchst signifikanter Unterschied (p<0,0001) bei 

mehr als einer Verdopplung der mittleren Zellzahl. 

In Abb. 3b.) zeigt sich von gesunden Kontrollen zu nicht-aktiven RA-Patienten ein hoch-

signifikanter und zu aktiven RA-Patienten ein signifikanter Unterschied in der 

Fluoreszenzintensität von CD11b. Diese ist bei beiden Patientengruppen im Vergleich zu den 

Kontrollen erhöht. 
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3.2.2 Klassische Monozyten 

Ähnlich wie bei den Neutrophilen Granulozyten wurde auch die Expression von CD11b auf 

klassischen Monozyten untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4a.) zeigt, dass die Monozytenzahlen bei beiden Patientengruppen hoch signifikant 

gegenüber den gesunden Kontrollen erhöht sind.  

Abb. 4b.) zeigt einen leichten Trend zu einer erhöhten CD11b Expression auf klassischen 

Monozyten bei RA Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. 

 

Abbildung 4: a.) Absolute Anzahl Klassischer Monozyten im Vollblut; b.) CD11b Expression auf klassischen Monozyten im 

Vollblut. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der 

RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, 

Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen Berechnung wurde ein Brown-Forsythe and Welch ANOVA Test 

eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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3.2.3 CD16+ Monozyten 

Neben den klassischen Monozyten, denen vor allem eine wichtige Rolle in der Inflammation 

zugeschrieben wird, wurden auch die Gesamtzahl der CD16+ Monozyten und deren CD11b 

Expression untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5a.) zeigt, dass die Anzahl der CD16+ Monozyten bei den nicht-aktiven RA-Patienten am 

höchsten ist. Hierbei ist der Unterschied zwischen den gesunden Kontrollen und den Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA signifikant.  

Wie in Abb. 5b.) dargestellt, fand sich eine signifikant erhöhte Expression von CD11b bei den 

RA Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. 

Abbildung 5: a.) Absolute Anzahl CD16+Monozyten im Vollblut. b.) CD11b Expression auf CD16+ Monozyten im Vollblut. Es 

wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten 

in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken 

repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, 

mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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3.3 Basale IL-3 Produktion und Sensibilität von Responderzellen auf IL-3 

Um herauszufinden, ob RA Patienten eine erhöhte basale IL-3 Produktion aufweisen, wurde 

heparinisiertes Vollblut für 24 Stunden mit Medium inkubiert.  

Da IL-3 konzentrationsabhängig zu einer Downregulation von CD131 auf Basophilen 

Granulozyten und pDCs führt, wurde die Expression von CD131 auf diesen Zellen 

durchflusszytometrisch bestimmt.  

Zudem wurde das Vollblut auch mit anti-CD3 für 24 Stunden inkubiert. CD-3 ist ein Antigen 

auf der Oberfläche von T-Zellen. (36) Eine Inkubation mit Anti-CD3 führt zu einer maximalen 

Aktivierung der T-Zellen mit Ausschüttung aller damit verbundenen Zytokine.  

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 6a.) zeigt sich, dass es bei einer Zugabe von reinem Medium, also ohne Stimulation, 

nach 24 Stunden zu einer statistisch hoch signifikanten Runterregulation von CD131 auf 

basophilen Granulozyten bei Patienten mit aktiver RA gegenüber gesunden Kontrollen kam. 

Weiters zeigt sich, dass es nach maximaler T-Zell-Stimulierung mit Anti-CD3 keinen 

Unterschied in der Expression von CD131 auf basophilen Granulozyten zwischen den drei 

Gruppen gab. 

Abbildung 6: a.) CD131 Expression auf basophilen Granulozyten nach 24 Stunden Inkubation mit Medium und Anti-CD3. b.) 

CD131 Expression auf pDCs nach 24 Stunden Inkubation mit Medium und Anti-CD3. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, 

Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels 

DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur 

statistischen Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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In Abb. 6b.) zeigt sich nach Zugabe von reinem Medium in der Fluoreszenzaktivität von CD131 

auf pDCs ein statistisch höchst signifikanter Unterschied jeweils von den gesunden Kontrollen 

und den Patienten mit inaktiver RA zu den Patienten mit aktiver RA. Auch hier zeigt sich nach 

T-Zell-Stimulierung mit Anti-CD3 kein Unterschied in der Expression von CD131 auf pDCs 

zwischen den drei Gruppen. 

In einem weiteren Ansatz wurde das Blut zusätzlich mit rekombinantem humanen IL-3 bzw. 

rekombinanten humanen GM-CSF inkubiert. Hiermit sollte untersucht werden, ob die 

Responderzellen (z.B. basophile Granulozyten, pDCs) von RA Patienten anders auf eine 

Stimulation reagieren als Zellen von gesunden Probanden. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7a.) zeigt wie Abb. 6a.), dass es bei einer Zugabe von reinem Medium, also ohne 

Stimulation, nach 24 Stunden zu einer statistisch hoch signifikanten Runterregulation von 

CD131 auf basophilen Granulozyten bei Patienten mit aktiver RA gegenüber gesunden 

Kontrollen kam. Es zeigt sich kein Unterschied in der Expression von CD131 auf basophilen 

Granulozyten als Reaktion auf IL-3 und GM-CSF zwischen den drei Gruppen. 

Abb. 7b.) zeigt wie Abb. 6b.) nach Zugabe von reinem Medium in der Fluoreszenzaktivität von 

CD131 auf pDCs einen statistisch höchst signifikanter Unterschied, jeweils von den gesunden 

Abbildung 7: a.) CD131 Expression auf basophilen Granulozyten nach 24 Stunden Inkubation mit Medium, IL-3 und GM-CSF. 

b.) CD131 Expression auf pDCs nach 24 Stunden Inkubation mit Medium, IL-3 und GM-CSF. Es wurde zwischen gesunden 

Kontrollen, Patienten mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte 

mittels DAS28-CRP <2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur 

statistischen Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Kontrollen und den Patienten mit inaktiver RA zu den Patienten mit aktiver RA. Auch hier zeigt 

sich kein Unterschied zwischen den drei Gruppen bei der Expression von CD131 auf pDCs in 

der Reaktion auf IL-3 oder GM-CSF. 

 

3.4 Untersuchung der Quellen von IL-3, IL-2 und IFN-γ 

CD4+ T-Zellen gelten normalerweise als die Hauptquelle von IL-3. (36) Um herauszufinden, 

ob dies auch bei Patienten mit RA der Fall ist, wurden PBMCs intrazellulär für IL-3 und weitere 

Zytokine gefärbt. 

 

3.4.1 CD4+ T-Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: IL-3 positive CD4+ T-Zellen in Prozent der CD4+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Wie in Abb. 8 dargestellt finden sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von 

IL-3 bei CD4+ T-Zellen von RA Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9 zeigt, dass IL-2 bei RA Patienten von einem deutlich höheren Anteil der CD4+ T-Zellen 

produziert wird als bei den gesunden Kontrollen. Zwischen inaktiven und aktiven RA Patienten 

fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. 

Abbildung 9: IL-2 positive CD4+ T-Zellen in Prozent der CD4+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Wie in Abb. 10 dargestellt, findet sich kein Unterschied in der Expression von IFN-γ durch 

CD4+ T-Zellen zwischen den drei untersuchten Gruppen. 

 

Abbildung 10: IFNγ  positive CD4+ T-Zellen in Prozent der CD4+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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3.4.2 CD8+ T-Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 11 zeigt eine höchst signifikante Zunahme der IL-3 Expression von CD8+ T-Zellen bei 

RA Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. So kommt es bei den aktiven RA 

Patienten zu einer ca. 10fach höheren IL-3 Expression als bei den gesunden Kontrollen. Aber 

auch zwischen den inaktiven und aktiven RA Patienten findet sich eine signifikante Zunahme 

der IL-3 Expression bei höherer Krankheitsaktivität. 

Abbildung 11: IL-3 positive CD8+ T-Zellen in Prozent der CD8+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Wie in Abb. 12 dargestellt, kommt es annähernd zu einer Verdreifachung des Anteils der IL-2 

exprimierenden CD8+ T-Zellen bei RA Patienten gegenüber den gesunden Kontrollen. 

Allerdings findet sich kein Unterschied in der IL-2 Expression zwischen inaktiven und aktiven 

RA Patienten. 

Abbildung 12: IL-2 positive CD8+ T-Zellen in Prozent der CD8+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Abb. 13 zeigt eine deutliche Zunahme des Anteils IFN-γ produzierender CD8+ T-Zellen bei 

Patienten mit diagnostizierter RA gegenüber den gesunden Kontrollen. Allerdings findet sich 

auch hier kein signifikanter Unterschied in der IFN-γ Expression zwischen inaktiven und 

aktiven RA Patienten. 

  

Abbildung 13: IFNγ positive CD8+ T-Zellen in Prozent der CD8+ T-Zellen. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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3.5 IL-3 Produktion in der Zellkultur 

Nachdem mittels intrazellulärer Färbung vor allem die CD8+ T-Zellen als Hauptquelle der IL-

3 Produktion bei RA Patienten identifiziert werden konnte, sollte nun auch die Höhe der IL-3 

Produktion näher untersucht werden. Hierfür wurden 500.000 PBMCs/well für 3 Tage mit 

löslichem anti-CD3 bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Durch die Stimulation mit anti-CD3 

wurde, ähnlich wie in den vorher beschriebenen Vollblutassays, eine Stimulation der 

vorhandenen T-Zellen durchgeführt, woraufhin es zu einer Ausschüttung einer Vielzahl von 

Zytokinen kommt. (36) Anschließend wurden im Überstand die Konzentrationen von IL-3, 

GM-CSF und IL-6 mittels ELISA bestimmt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14 zeigt, dass aktive RA Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine 3fach höhere 

IL-3 Freisetzung aufweisen. Aber auch inaktive RA Patienten weisen bereits eine signifikant 

Abbildung 14: IL-3 Produktion von anti-CD3 stimulierten PBMCs. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit 

inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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höhere IL-3 Freisetzung auf als die gesunden Kontrollen. Zwischen den inaktiven und aktiven 

RA Patienten fand sich lediglich ein Trend zu einer erhöhten IL-3 Freisetzung bei erhöhter 

Krankheitsaktivität. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 15 zeigt sich, dass die stimulierten PBMCs der Patienten mit diagnostizierter RA knapp 

doppelt so viel GM-CSF produzierten wie die der gesunden Kontrollen. Die beiden 

Patientengruppen liegen in etwa gleich auf. Der Unterschied der gesunden Kontrollen zu den 

Patienten mit inaktiver RA ist höchst signifikant, der zu den Patienten mit aktiver RA 

signifikant. 

Abbildung 15: GM-CSF Produktion von anti-CD3 stimulierten PBMCs. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten 

mit inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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Es findet sich kein signifikanten Unterschied in der Produktion von IL-6 zwischen allen drei 

Gruppen, wie in Abb. 16 dargestellt. 

  

Abbildung 16: IL-6 Produktion von anti-CD3 stimulierten PBMCs. Es wurde zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit 

inaktiver und aktiver RA unterschieden. Die Einteilung der RA Patienten in aktiv und inaktiv erfolgte mittels DAS28-CRP 

<2,6 bzw. DAS28-CRP 2,6. Jeder Punkt steht für eine Probe, Balken repräsentiert den Mittelwert. Zur statistischen 

Berechnung wurde ein One-way ANOVA mit Bonferroni Post-Test eingesetzt, mit folgenden Signifikanzwerten: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
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4 Diskussion 

4.1 Höhere Anzahl von Basophilen und Neutrophilen Granulozyten, 

klassischen und CD16+ Monozyten 

IL-3 verstärkt die proinflammatorischen Eigenschaften basophiler Granulozyten und sorgt für 

ihre Differenzierung und Proliferation. Außerdem wird es von diesen auch selbst produziert 

und sogleich im Sinne einer autokrinen Aktivität wieder gebunden. (13,42) Basophile 

Granulozyten exprimieren den IL-3-Rezeptor stark, aber nur geringe Mengen des GM-CSF- 

und IL-5-Rezeptors, die auch CD131 zur Signaltransduktion nutzen. (62) Deshalb ist IL-3 

hauptverantwortlich dafür, dass CD131 auf Basophilen Granulozyten herunterreguliert wird. 

(61) Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Anzahl basophiler Granulozyten erhöht ist als 

auch, dass sie bei Patienten mit RA weniger CD131 als die der gesunden Kontrollen 

exprimieren. Das ist ein indirekter Hinweis darauf, dass mehr IL-3 vorhanden sein muss. Die 

Herunterregulation des Rezeptors kann in diesem Zusammenhang als gegenregulatorische 

Maßnahme gedeutet werden. 

Neutrophile Granulozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Initiierung einer 

inflammatorischen Reaktion und bei der Progression der rheumatoiden Arthritis. 

Inflammatorische Neutrophile Granulozyten produzieren mehrere Zytokine und beeinflussen 

andere Immunzellen und halten damit die inflammatorischen Bedingungen der RA aufrecht. 

(63)  Sie reagieren auf eine Vielzahl von T-Zell-Zytokinen (unter anderem IL-3, GM-CSF, 

TNF-α) mit einer Hochregulierung von CD11b. (61) In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass Patienten mit RA eine höhere Zahl an zirkulierenden Neutrophilen Granulozyten 

aufweisen, auf denen außerdem CD11b im Vergleich zu den gesunden Kontrollen hochreguliert 

ist. Die erhöhte Zellzahl ist ein Hinweis auf die allgemeine entzündliche Lage im Organismus, 

wobei die erhöhte Expression von CD11b zudem ein indirekter Hinweis auf erhöhte T-Zell 

Aktivität sein kann. 

Monozyten werden unterteilt in die zwei Hauptgruppen CD14++CD16- und CD14+CD16+. 

CD14++CD16- Monozyten gelten als „klassische Monozyten“ und CD14+CD16+ Monozyten 

werden als homöostatisch beschrieben. (64) Bei Patienten mit RA wurden deutlich erhöhte 

Zahlen von CD14+CD16+ Monozyten und klassischen Monozyten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen gefunden. (65,66) Monozyten von Patienten mit RA zeigten außerdem in Studien 

erhöhte Aktivitätsmarker, die in Verbindung zur Zelladhäsion stehen, vor allem CD11b. (67) 
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In dieser Arbeit konnten die höheren Zellzahlen beider Monozytenpopulationen im Vergleich 

zu den gesunden Kontrollen bestätigt werden. Es fand sich zudem eine signifikant erhöhte 

Expression von CD11b auf den CD14+CD16+ Monozyten von RA Patienten gegenüber den 

gesunden Kontrollen. Bei den klassischen Monozyten fand sich ebenfalls ein Trend zu einer 

vermehrten CD11b Expression bei RA Patienten, der allerdings nicht statistisch signifikant war. 

Beide Erkenntnisse sind Hinweise auf die inflammatorische Lage bei Patienten mit RA. 

 

4.2 Höhere basale IL-3 Produktion bei gleicher Empfindlichkeit auf IL-3 

IL-3 wird hochspezifisch über den IL-3-Rezeptor gebunden. Dieser besteht aus einer alpha-

Kette (CD123), die spezifisch für IL-3 ist, sowie einer beta-Kette (CD131), über die die 

Signaltransduktion erfolgt. Diese beta-Kette teilt der IL-3-Rezeptor sowohl mit dem IL-5- als 

auch dem GM-CSF-Rezeptor. (36) Bei Aktivierung der alpha-Kette des jeweiligen Rezeptors 

erfolgt eine Herunterregulation seiner Beta-Kette auf verschiedenen Zellpopulationen. Je 

nachdem ob eine bestimmte Zellpopulation neben dem IL-3-Rezeptor auch den IL-5-Rezeptor 

oder GM-CSF-Rezeptor aufweist, ist diese Downregulation der CD131 Expression somit mehr 

oder weniger spezifisch für das Vorhandensein von IL-3. 

pDCs exprimieren beispielsweise sowohl IL-3- als auch GM-CSF-Rezeptoren. Deshalb tragen 

beide Zytokine dazu bei, dass die Expression von CD131 auf pDCs herunterreguliert wird. (61) 

Auch GM-CSF wird unter anderem von aktivierten T-Zellen produziert. (36) 

Basophile Granulozyten hingegen weisen hauptsächlich den IL-3-Rezeptor auf (62) und 

reagieren somit auf das Vorhandensein von IL-3 spezifischer mit einer Downregulation der 

CD131 Expression. 

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass CD131 auf Basophilen Granulozyten und auf 

pDCs nach 24 Stunden Inkubation ohne Zusatz weiterer Stimulanzien herunterreguliert wird. 

Bei pDCs ist der Unterschied auch zwischen den beiden Patientengruppen signifikant. Das 

spricht für eine erhöhte basale Freisetzung von IL-3 und im Fall der pDCs eventuell auch von 

GM-CSF. Die Quelle des IL-3 sind wahrscheinlich autoproliferierte oder basal stärker 

aktivierte T-Zellen. Bei maximaler T-Zell Stimulation durch anti-CD3 zeigte sich kein 

Unterschied zwischen den Gruppen, weil dabei in allen Proben von den T-Zellen maximal viel 

IL-3 freigesetzt wird. Im Folgenden wurden noch Vollblutproben mit definierten Mengen an 

IL-3 und GM-CSF versetzt, um zu klären, ob die Basophilen Granulozyten und die pDCs von 
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Patienten mit RA empfindlicher auf diese Zytokine reagieren. Das Ergebnis zeigte, dass sich 

die Reaktion der beiden Zellarten zwischen den gesunden Kontrollen und den Patienten nicht 

unterscheidet. 

 

4.3 Untergeordnete Rolle der CD4+ T-Zellen als Ursprung von IL-3 

Traditionell gelten CD4+ T-Zellen als Hauptquelle von IL-3. (13,38) In der Studie zur Rolle 

von IL-3 in der frühen CIA konnte festgestellt werden, dass die Expression von IL-3 durch CD-

4+ T-Zellen unter anderem abhängt von den gleichzeitig in der Kultur vorhandenen Zellen. So 

war die Produktion von IL-3 mit B-Zellen als akzessorischen Zellen niedrig, während diese 

deutlich höher ausfiel, wenn CD11b+ Monozyten als akzessorische Zellen eingesetzt wurden. 

Die Aktivierung der T-Zellen erfolgte, wie in dieser Studie, mit anti-CD3. (13)  

In unserer Studie wurden humane PBMCs verwendet, das heißt, in der Probe waren sowohl B-

Zellen als auch Monozyten vorhanden. Es konnte jedoch keine erhöhte Expression von IL-3 

durch CD4+ T-Zellen bei Patienten mit RA gegenüber gesunden Kontrollen festgestellt werden. 

Daraus lässt sich schließen, dass CD4+ T-Zellen bei der Produktion von IL-3 bei Patienten mit 

RA eine untergeordnete Rolle spielen. 

CD4+ T-Zellen gelten zudem auch als Hauptproduzenten von IL-2. Dies ist ein autokriner 

Wachstumsfaktor, der T-Zell Aktivierung und Proliferation fördert. (68) IL-2 aktiviert auch 

regulatorische T-Helferzellen. Diese verhindern und kontrollieren in einem gesunden 

Organismus Inflammation. In einer klinischen Studie wurde gezeigt, dass die IL-2 Spiegel im 

Serum mit dem radiologischen Schädigungsgrad korrelieren. In der gleichen Studie zeigte sich 

auch, dass die IL-2 Spiegel bei Patienten mit aktiver RA, wenn auch nicht signifikant, etwas 

niedriger sind als bei Patienten mit inaktiver RA. (69) Diese Ergebnisse konnten indirekt in 

dieser Arbeit belegt werden: CD4+ T-Zellen von Patienten mit RA exprimieren mehr IL-2 als 

von gesunden Kontrollen, der Anteil IL-2 positiver Zellen sinkt jedoch leicht mit höherer 

Krankheitsaktivität. 

Bei IFN-γ zeigte sich kein Unterschied im Anteil der exprimierenden CD4+ T-Zellen zwischen 

den Gruppen. 
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4.4 CD8+ T-Zellen als Ursprung von Zytokinen 

Bisher wurden in nur einer Studie mit Patienten mit nicht-IgE-vermittelter Hypereosinophilie 

CD8+ T-Zellen als Quelle von IL-3 beschrieben, wobei auch in dieser Studie CD4+ T-Zellen als 

Hauptquelle von IL-3 galten. Die eingesetzte Methode war auch hier eine intrazelluläre Färbung 

mit anschließender durchflusszytometrischer Analyse. (39)  

Unsere Ergebnisse zeigen, dass CD8+ T-Zellen die Hauptquelle von IL-3 bei Patienten mit RA 

sind. Der Anteil IL-3 positiver CD8+ T-Zellen steigt, wenn auch nicht statistisch signifikant, 

mit der Krankheitsaktivität. Nachdem in der PBMC Kultur bei Patienten mit RA mehr IL-3 

produziert wurde (siehe 4.5), ist davon auszugehen, dass dieses IL-3 großteils von CD8+ T-

Zellen produziert wurde. 

Die Ergebnisse zu IL-2 waren analog zu denen bei den CD4+ T-Zellen: Die Zellen von Patienten 

mit RA sind zu einem höheren Anteil IL-2 positiv als die gesunder Kontrollen. Der Anteil sinkt 

wieder, jedoch nicht signifikant, mit zunehmender Krankheitsaktivität. Beides spricht für eine 

Dysregulation der T-Zellen bei RA. 

IFN-γ ist ein Zytokin aus der Interferonfamilie, das von CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und 

NK-Zellen produziert wird. (36) IFN-γ aktiviert Monozyten und Makrophagen und steigert die 

Proliferation von Osteoklasten, was zu Gelenkschaden bei RA führt. (70) IFN-γ spielt viele 

Rollen bei der Pathogenese der RA, unter anderem bei der Inflammation der Synovia, der 

Autoimmunität gegen citrullinierte Proteine und periartikulärem und systemischem 

Knochenverlust. (71) Im Synovium von Patienten mit RA sind CD8+ T-Zellen die dominante 

Quelle von IFN-γ. (72) Auch in dieser Arbeit sind die CD8+ T-Zellen von Patienten mit RA 

häufiger IFN-γ positiv. Dieser Zusammenhang konnte bei CD4+ T-Zellen nicht nachgewiesen 

werden. 

 

4.5 Erhöhte Produktion von IL-3 und GM-CSF bei Patienten mit RA 

Im Mausmodell der CIA wurde gezeigt, dass IL-3 in der Frühphase der Erkrankung ein 

wichtiger Verlaufs-beschleunigender Faktor ist. Eine Blockade in dieser Phase reduzierte die 

klinischen und histologischen Zeichen von Arthritis. Hier wurde die These aufgestellt, dass IL-

3 die frühe Arthritis verschlimmert, indem es große Mengen an basophilen Granulozyten 

generiert und für deren Aktivierung sorgt. (13)  
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Bei Patienten mit Sepsis konnte zudem beobachtet werden, dass Patienten, die in den ersten 24 

Stunden erhöhte IL-3 Spiegel aufweisen eine schlechtere Prognose haben. Es wurde in dem 

Zusammenhang die These aufgestellt, dass IL-3 indirekt den Zytokinsturm auslöst, indem es 

große Zellpools generiert, die bei Kontakt mit bakteriellen Antigenen große Mengen Zytokine 

freisetzten. (41)  

Im Rahmen meiner Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass die PBMCs von Patienten mit 

RA mehr IL-3 produzieren als die von gesunden Kontrollen. Die Zellen von Patienten mit 

aktiver RA produzieren, wenn auch nicht signifikant, mehr IL-3 als die von Patienten mit 

inaktiver RA. Die Aktivität der RA korreliert also mit einer höheren IL-3 Produktion im Fall 

der T-Zell Aktivierung. Daraus kann man schließen, dass IL-3 wahrscheinlich eine Rolle in der 

Pathogenese der RA spielt. In Zusammenschau mit den anderen Ergebnissen unterstreicht diese 

Arbeit die These, dass IL-3 über eine Vermehrung und Aktivierung bestimmter 

Zellpopulationen zum Krankheitsgeschehen beiträgt. 

GM-CSF gehört mit IL-3 und IL-5 zu einer Zytokinfamilie, die sich auch den gleichen β-Anteil 

ihres Rezeptor (CD131) teilen. (36) Es handelt sich um einen hämatopoietischen 

Wachstumsfaktor, der vor allem von T-Zellen und Stromazellen produziert wird. (73) Im 

Plasma und in der Synovia von Patienten mit RA wurden erhöhte Werte von GM-CSF 

festgestellt. (70,74–76) In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass von den PBMCs unter 

maximaler T-Zell Aktivierung bei Proben von Patienten mit RA mehr GM-CSF produziert wird 

als bei gesunden Probanden. Wie unter 4.2 beschrieben, kann eine erhöhte Produktion von GM-

CSF auf pDCs CD131 herunterregulieren. Somit ist die Herunterregulation von CD131 auf 

pDCs kein spezifischer Marker für ein erhöhtes Vorhandensein von IL-3. 

IL-6 ist an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt wie beispielsweise der 

Immunantwort, Inflammation und Knochenstoffwechsel und es spielt auch eine Rolle bei der 

Pathogenese der RA (70) Ein therapeutischer anti-IL-6-Rezeptor Antikörper wurde für die 

Behandlung der RA 2008 erstmals zugelassen. Diese Behandlung zeigt eine hohe Effektivität. 

(70,77) Verschiedene Zellarten können IL-6 produzieren, darunter Monozyten, T-

Lymphozyten, Fibroblasten und Endothelzellen. In der Synovia von Patienten mit RA wird IL-

6 von synovialen Fibroblasten und B-Zellen in der Synovia sezerniert. (72) In dieser Studie 

wurde interessanterweise kein Unterschied in der T-Zell Produktion von IL-6 bei Patienten mit 

RA gegenüber den gesunden Kontrollen festgestellt. Das ist wahrscheinlich darauf 

zurückzuführen, dass die Hauptquelle von IL-6 bei Patienten mit RA synoviale Fibroblasten 
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und B-Zellen sind, die Zellkultur in dieser Studie aber unter T-Zell Aktivierung durchgeführt 

wurde. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Ziel dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob sich Leukozyten im peripheren Blut von Patienten 

mit RA im Unterschied zu gesunden Probanden in ihrer Produktion von IL-3 und der 

Expression des IL-3-Rezeptors unterscheiden.  

Dafür wurden die verschiedenen Zellpopulationen im frischen Vollblut sowie in 

Vollblutkulturen durchflusszytometrisch sowohl quantitativ als auch hinsichtlich der Stärke der 

Expression verschiedener Aktivierungsmarker untersucht. Zudem wurden PBMCs isoliert und 

mittels intrazellulärer Färbung auf die Expression verschiedener Zytokine 

durchflusszytometrisch untersucht. Neben dem intrazellulärem Zytokinnachweis erfolgte auch 

eine Kultivierung der PBMCs und die Analyse der Überstände auf produzierte Zytokine. 

In der Immunophänotypisierung des frischen Vollblutes zeigte sich, dass bei Patienten mit RA 

mehr basophile und neutrophile Granulozyten, klassische und CD16+ Monozyten vorhanden 

waren als bei gesunden Probanden. Die basophilen Granulozyten exprimierten bei den 

Patienten mit RA deutlich weniger CD131, was möglicherweise auf das Vorhandensein einer 

erhöhten IL-3 Konzentration hinweist. Auch wiesen die RA Patienten eine signifikant höhere 

Expression des Aktivierungsmarkers CD11b sowohl auf den neutrophilen Granulozyten als 

auch den CD16+ Monozyten auf. 

In der Vollblutkultur zeigte sich nach 24 Stunden bereits ohne Stimulation eine signifikante 

Herunterregulierung der CD131 Expression auf Basophilen Granulozyten und pDCs. Dies 

spricht möglicherweise ebenfalls für eine erhöhte basale IL-3 Produktion bei RA Patienten im 

Vergleich zu den gesunden Kontrollen. 

In den Überständen der Zellkultur aus PBMCs zeigte sich eine erhöhte Produktion von IL-3 bei 

den Proben von RA Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Aus der 

durchflusszytometrischen Untersuchung mit intrazellulärer Färbung konnten zudem die CD8+ 

T-Zellen als Hauptquelle der IL-3 Produktion bei RA Patienten identifiziert werden.  

Auch die Expression von IL-2 und IFN-γ und die Produktion von GM-CSF und IL-6 wurden 

untersucht, wobei großteils bereits bestehende Erkenntnisse bestätigt werden konnten. 

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-3 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der 

RA spielt und einen interessanten Angriffspunkt für neue Therapien darstellen könnte. Zudem 

könnte IL-3 auch als potenzieller prognostischer Marker bei der RA eingesetzt werden.  
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