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1.  Einleitung  
 

1.1 Immunsystem  
 
Das Immunsystem ist ein seit über Millionen von Jahren entstandenes Abwehrsystem 

des Körpers zum Schutz vor Erregern sowie vor entarteten körpereigenen Zellen. Die 

Zellen des Immunsystems erkennen die Fremdkörper anhand von bestimmten 

Proteinmustern, sogenannten Antigenen.  

 

Das Immunsystem kann in ein angeborenes (nicht-adaptives oder unspezifisches) und 

ein erworbenes (adaptives oder spezifisches) System unterteilt werden. Beide Teile des 

Systems sind aus einem zellulären Anteil und einem humoralen Anteil aufgebaut und 

über komplexe Mechanismen eng miteinander verknüpft, weshalb eine strikte 

Trennung schwer ist.  

 

Die Immunzellen des Abwehrsystems sind Leukozyten. Sie zeichnen sich durch 

bestimmte Oberflächenmoleküle aus. Um diese Oberflächenproteine besser 

identifizieren zu können und die Zellen besser definieren und untereinander 

unterscheiden zu können, wurde die Nomenklatur Cluster of differentation (CD) 

eingeführt (1,2). Jedes membrangebundene Protein erhält bei dieser Nomenklatur das 

Präfix CD sowie eine Nummer. Somit lassen sich die Zellen sowie ihre Unterklassen 

unterscheiden. Außerdem kann anhand der CD-Moleküle auch der Entwicklungsstand 

einer Zelle erkannt werden. Im Falle des Vorhandenseins eines CD-Moleküls wird dieses 

mit einem hochgestellten Plus markiert, im Falle des Nichtvorhandenseins mit einem 

hochgestellten Minus. So zum Beispiel besitzen zytotoxische T-Zellen die Kennzeichnung 

CD4-/CD8+-T-Zellen.  

Das angeborene, unspezifische Immunsystem besteht aus allgemeinen 

Abwehrmechanismen, um eingedrungene Fremdkörper abzuwehren, bis das spezifische 

Immunsystem arbeitet. Es ist demnach immer verfügbar, wirkt schnell und unabhängig 

von der Art des Antigens. Ihm zugehörig sind physikalische Barrieren, das 
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Komplementsystem und spezielle Abwehrzellen. Zu den Abwehrzellen gehören 

Makrophagen, Granulozyten, natürliche Killerzellen sowie dendritische Zellen und 

Mastzellen. Diese erkennen auf eingedrungenen Pathogenen unspezifisch mithilfe 

bestimmter Rezeptoren, den Pattern Recognition Rezeptors (PRR) (3,4), bestimmte 

Oberflächenmuster sogenannte Pathogen-Associated Molecular Pattern, kurz PAMPS 

(5,6). Nach Erkennung der Pathogene durch die Abwehrzellen der angeborenen 

Immunabwehr, phagozitieren diese die Pathogene, töten sie direkt ab und/oder 

sezernieren bestimmte Zytokine und Chemokine. Beim erstmaligen Kontakt mit dem 

Pathogen beginnt also sofort eine Immunreaktion und Eliminierung des Pathogens, da 

für die angeborene Immunabwehr aufgrund der typischen und unveränderten 

molekularen Muster (PAMPS) keine spezifischen Rezeptoren (z.B. T-Zell-Rezeptoren) 

angepasst werden müssen. Die meisten Abwehrzellen können über sogenannte 

Haupthistokompatibilitätskomplex Moleküle, engl. major histocompatibility complex 

(MHC), die auf jeder kernhaltigen körpereigenen Zelle vorhanden sind, zwischen fremd 

und eigen unterscheiden. Es gibt zwei Formen der MHC-Proteine; MHC-Klasse-I- und 

MHC-Klasse-II. Die Präsentation der Antigene von Krankheitserregern durch die 

Abwehrzellen erfolgt meistens über diese Proteine. Die Abwehrzellen spielen demnach 

nicht nur für die angeborene Abwehr eine wichtige Rolle, in dem sie die Pathogene 

unspezifisch „bekämpfen“, sondern auch für die Aktivierung der erworbenen Abwehr 

durch Antigenpräsentation und Aktivierung durch sezernierte Botenstoffe (Zytokine und 

Chemokine). Die meisten der genannten Zellen der angeborenen Abwehr präsentieren 

Anteile der phagozitierten Erreger nach außen (über MHC) und können so andere Zellen 

aktivieren. Diese Zellen werden auch als Antigenpräsentierende Zellen (APZ) bezeichnet. 

Auch B-Lymphozyten, die zum adaptiven System gehören, dienen als 

Antigenpräsentierende Zellen. Die APZ können so zum einen naive T- und B-

Lymphozyten im Knochenmark bzw. Thymus aktivieren zum anderen stimulieren sie 

Zellen des adaptiven Immunsystems, um spezifisch gegen die Pathogene zu wirken.  

Im humanen System werden die genannten MHC-Moleküle als Leukozytenantigene, 

abgekürzt HLA, bezeichnet. Das erworbene, spezifische Immunsystem hingegen muss 

sich erst im Laufe des Lebens entwickeln. Zu diesem System gehören B- und T-
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Lymphozyten, die produzierten Antikörper sowie Makrophagen.  Im Gegensatz zum 

erworbenen Immunsystem besitzt das adaptive Immunsystem die Fähigkeit zur 

Gedächtnisbildung. Dadurch wird bei erneuter Exposition mit dem gleichen Antigen eine 

effizientere und schneller eintretende Reaktion des Immunsystems induziert. Wichtig 

für das erworbene Immunsystem sind Lymphozyten. Zu ihnen gehören vier Zelltypen: B-

Lymphozyten, ab T-Lymphozyten, gd T-Lymphozyten und natürliche Killerzellen, wobei 

natürliche Killerzellen hauptsächlich in der angeborenen Immunantwort und gd T- Zellen 

für beide Abwehrsysteme eine wichtigere Rolle spielen. Sie stellen demnach eine 

Schnittstelle zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem dar. Die 

Lymphozyten erkennen hoch spezifische Oberflächenmerkmale auf Fremdkörpern oder 

einer entarteten Zelle, in den meisten Fällen nach Präsentation über MHC-Antigen-

Komplexe und wehren demnach spezifisch ab. Wie oben beschrieben, werden T- und B-

Zellen über antigenpräsentierende Zellen aktiviert und reagieren mit einer klonalen 

Expansion auf das spezifische Antigen. Eine wichtige und immer mehr in Vordergrund 

tretende Rolle im Immunsystem nehmen die gd T-Zellen ein. Aufgrund ihrer Stellung im 

Immunsystem als Schnittstelle beider Systeme, ihrer unterschiedlichen nicht MHC-

Antigen-Komplex abhängigen Aktivierung und ihrer besonderen Aufgaben, erhalten 

diese Zellen immer mehr Beachtung und Interesse für mögliche Immuntherapien.  

 
Abbildung 1: Darstellung der unterschiedlichen Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems.   
Modifiziert nach Glen Darnoff (7). 
 

ab- 
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1.2 T-Lymphozyten 
 
T-Lymphozyten können abhängig ihres exprimierten T-Zell-Rezeptors (TZR) in ab oder 

gd T-Zellen unterteilt werden. Sie spielen, wie andere Immunzellen, eine wichtige Rolle 

in der Immunabwehr, zum einen in der Eliminierung körperfremder oder entarteter 

körpereigener Zellen, zum anderen in der Regulation der humoralen Immunantwort.  

T-Lymphozyten entstammen aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks. Hier 

entwickeln sich die Stammzellen zu sogenannten Progenitorzellen oder Pro-T-Zellen und 

besiedeln zur weiteren Ausdifferenzierung den Thymus. Im Thymus verlieren die 

Progenitorzellen das Potential sich zu B-Lymphozyten oder Natürlichen Killerzellen zu 

entwickeln. Die Vorläuferzellen im Thymus werden auch als Thymozyten bezeichnet. 

Abhängig entlang welchem Signalweg sich die Thymozyten bewegen, finden im Thymus 

unterschiedliche Differenzierungsstadien und Reifungsprozesse statt, die zur 

Entwicklung von naiven T-Zellen führen. So gehen, je nach Signalweg, entweder gd oder 

ab T-Zellen hervor (8,9). Während der Reifung im Thymus findet die Ausbildung des 

antigenerkennenden T-Zell-Rezeptors, sowie die Entwicklung der typischen 

Oberflächenmoleküle statt. Anhand des Signalmoleküls CD3 und der Moleküle CD4 und 

CD8 können die T-Lymphozyten charakterisiert werden. Im Verlauf ihrer Entwicklung 

ändern sich diese Oberflächenmoleküle. Zu Beginn, als sogenannte Progenitorzellen, 

sind sie negativ für CD4 und CD8 und werden auch als „Doppelt Negativ“  

(DN, CD4-CD8-) bezeichnet.  

Abhängig davon welcher TZR an der Oberfläche der Thymozyten ausgebildet wird (ab 

oder gd) unterscheiden sich die Reifungsprozesse bis zur Entwicklung der naiven T- 

Zellen. Bei dem antigenerkennenden TZR handelt es sich um ein Protein-Heterodimer, 

bei dem entweder eine a- mit einer b-Kette oder eine g- mit einer d-Kette kombiniert 

werden. Dieser entsteht durch somatische Rekombination (V-(D)-J-Rekombination) 

(10). Hierbei handelt es sich um einen genetischen Umlagerungsprozess an der DNA, der 

für die Variabilität der T-Zell-Rezeptoren und den von den B-Zellen gebildeten 
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Antikörper sorgt. So wird die Erkennung einer Vielzahl von Antigenen ermöglicht. Beide 

T-Zellrezeptorarten sind mit dem CD3-Komplex assoziiert.  

Bei der Entstehung der gd T-Zellen werden beide Ketten des Heterodimers im DN 

Stadium beginnend hergestellt, bei den ab T-Zellen hingegen wird zunächst die b-Kette 

und anschließend die a-Kette ausgebildet. Die gd T-Zellen verbleiben im Gegensatz zu 

den ab T-Zellen im DN Stadium und durchlaufen nicht, wie diese, das doppelt positive 

Reifestadium (DP), bei dem die Oberflächenmoleküle CD4 und CD8 beide auf der 

Zelloberfläche der ab T-Zellen exprimiert werden (11). Demnach finden vom doppelt 

negativen (DN) Stadium ausgehend unterschiedliche Signalwege statt (12). 

Die weiteren Reifungsprozesse der ab T-Zellen unterliegen einer strengen Kontrolle. 

Eine wichtige Voraussetzung ist die Interaktion mit den MHC-Molekülen der 

Thymuszellen (positive Selektion) und die Aufspaltung in zwei „einfach positive“ 

Populationen, entweder CD4+ oder CD8+ Thymozyten. Um Autoimmunitäten zu 

verhindern, kommt es zur Apoptose von ca. 98% der unreifen Lymphozyten, deren TZR 

mit hoher Affinität gegen körpereigene Antigene gerichtet ist (negative Selektion) 

(13,14). Das Ergebnis nach durchlaufener Differenzierung sind selbsttolerante CD4+ T-

Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen.  gd T-Zellen überspringen dieses DP 

Reifestadium und haben ihren TZR bereits gegen Ende des DN Stadiums komplett 

ausgebildet. 

 

1.3 ab T-Lymphozyten  
 
Zum größten Teil des peripheren T-Zell Pools gehören die ab T-Lymphozyten. Sie sind 

Vermittler des adaptiven Immunsystems und reagieren mit klonaler Expansion 

spezifisch auf durch APZ präsentierte Antigene. ab T-Lymphozyten erkennen Antigene 

in Form kurzer, prozessierter Peptide, die an MHC-Klasse I- oder Klasse II-Moleküle 

gebunden sind (15). Sie sind demnach im Gegensatz zu den gd T-Zellen, auf die später 

näher eingegangen wird, MHC abhängig und benötigen zur Aktivierung eine 

Antigenprozessierung und MHC-Komplex-Präsentation (16,17). MHC-Klasse I- Liganden 

warnen das Immunsystem vor aktiven intrazellulären Infektionen und zielen auf die 
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Zerstörung infizierter Zellen ab. MHC-Klasse II-Liganden dienen der Bekämpfung 

extrazellulärer Infektionen. Entsprechend dieser Dichotomie bestehen reife ab T-Zellen 

aus zwei Linien, deren Antigenerkennung sich entweder auf MHC-Klasse I oder MHC-

Klasse II assoziierte Peptide konzentriert und deren Effektorfunktion auf dieses 

Erkennungsmuster abgestimmt ist. Diese Untergruppen werden anhand ihrer 

Oberflächenexpression von sogenannten Co-Rezeptoren definiert (18,19). Es handelt 

sich bei diesen Co-Rezeptoren um die CD4- oder CD8- Oberflächenmoleküle, die 

kooperativ zusammen mit dem TZR einer T-Zelle MHC-Klasse I- bzw. Klasse II-Liganden 

erkennen. Somit haben diese Co-Rezeptoren eine Bindungseigenschaft, die mit der des 

jeweiligen TZRs übereinstimmt. Je nach Oberflächenmolekül und dementsprechend 

auch deren Effektorfunktion werden die Zellen als Helfer- oder regulatorische CD4+ T-

Zellen oder zytotoxische CD8+ T-Zellen bezeichnet. CD4+ T-Zellen setzen in erster Linie 

Zytokine frei und stimulieren dadurch andere Immunzellen, wie Makrophagen, 

Granulozyten und B-Lymphozyten, zytotoxische CD8+ T-Zellen töten Zielzellen direkt ab. 

Die Aufrechterhaltung der richtigen Anzahl und des richtigen Verhältnisses von CD4+ 

und CD8+ T-Zellen ist für eine optimale Immunabwehr unerlässlich.  

 

1.4 gd T-Lymphozyten 
 
gd T-Lymphozyten sind CD3+ T Zellen, die einen charakteristischen T-Zell-Rezeptor (TZR) 

besitzen, der aus einer g-Kette und einer d-Kette zusammengesetzt ist. Der gd T-Zell-

Rezeptor wurde 1986 identifiziert und erstmals als zweite Form des TZR, neben dem ab 

TZR, beschrieben (20).  

gd T-Lymphozyten stellen beim Menschen, im Gegensatz zu den ab T-Lymphozyten, 

eine viel seltenere Gruppe des T-Zellpools dar. Trotz einiger Gemeinsamkeiten mit den 

ab-Zellen, wie beispielsweise die Regulation der Immunantwort, die Zytotoxizität oder 

Sekretion von Zytokinen bestehen interessante Unterschiede zwischen diesen beiden 

Zellpopulationen. Beim erwachsenen, gesunden Menschen machen gd T-Zellen 

zwischen 1-5% der im Blut zirkulierenden T-Zellen aus (21). Im Vergleich dazu finden sich 

an Grenzflächen wie Haut oder Darmschleimhaut hingegen deutlich mehr gd T-Zellen. 
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So gehören ungefähr 20% der intraepithelialen T-Zellen der Darmschleimhaut zu den  gd 

T-Zellen (22).  

Beim Menschen ist es möglich gd T-Zellen, je nach Zusammensetzung ihres TZR, in 

Subgruppen zu unterteilen. Es werden Vd2 und Non-Vd2 T-Zellen unterschieden. Die 

größte dieser peripheren γδ T-Zell-Subgruppe trägt einen heterodimeren TZR, der aus 

einer Vd2-Kette besteht und an eine Vg9-Kette gekoppelt ist (23–25). Diese Subgruppe 

stellt im menschlichen peripheren Blut mit über 80% der gesamten gd T-Zellen die 

Mehrheit dar (21,26,27). Trotz theoretisch hoher kombinatorischer Vielfalt (28), paart 

sich die Vd2-Kette bevorzugt mit der Vg9-Kette (29). Diese Zellsubpopulation wird 

aufgrund ihrer Zusammensetzung als Vg9Vd2 T-Zelle bezeichnet (30) und gilt als einer 

der am besten untersuchten T-Zellsubgruppe beim Menschen (31). Sie sind für 

Menschen und die meisten nicht-menschlichen Primaten einzigartig.  

Die Non-Vd2 T-Zellengruppen bestehen meist aus Vd1, seltener Vd3 und Vd5, und 

können hauptsächlich in Epithelgewebe (z.B. Epidermis), Leber, Milz, Lymphknoten und 

Thymusdrüsen nachgewiesen werden (32).  

 

gd T-Zellen spielen eine frühe und wesentliche Rolle bei der Erkennung eingedrungener 

Krankheitserreger. So können sich Vg9Vd2 T-Zellen bei Infektionen mit bestimmten 

Mikroben, einschließlich bakterieller Erreger wie z.B. Mycobakterium tuberculosis und 

Micobakterium leprae sowie Parasiten wie z.B. Plasmodium falciparum auf bis zu 50% 

der gesamten Blut T-Zellzahl erweitern (23,33).  Darüber hinaus zeigen Vg9Vd2 T-Zellen 

eine ähnliche Reaktivität gegenüber bestimmten Arten von Krebszellen, wodurch das 

Interesse an diesen Zellen für die Verwendung zur  Krebsimmuntherapie zunimmt (34).   

gd T-Zellen können als Vermittler des angeborenen und des adaptiven Immunsystems 

angesehen werden und kombinieren diese beiden. Fähigkeiten, die für einen 

angeborenen Phänotyp sprechen, sind antikörperabhängige zellvermittelte 

Zytotoxizität (ADCC) und die Fähigkeit Phagozytose zu vermitteln sowie ohne vorherige 

Differenzierung schnell auf pathogenspezifische Antigene zu reagieren (28). Sie sind in 

der Lage, eine Vielzahl von Zytokinen zu sekretieren (35,36) und durch Induktion von 

Apoptose und/oder Zytolyse direkt abzutöten (35). Außerdem exprimieren gd T-Zellen 
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neben dem TZR auch Rezeptoren der angeborenen Immunität, wie zum Beispiel den 

NKG2D-Rezeptor, der auch auf Natürlichen Killerzellen gefunden wird und den zu den 

PAMPs gehörenden Toll-like Rezeptor (TLR). Über NKG2D Rezeptoren können 

Membranproteine wie MIC-A und MIC-B erkannt werden, die auf körpereigenen Zellen 

durch Stress hochreguliert werden. Diese Moleküle werden auch auf Tumorzellen 

exprimiert und können unteranderem auf diesem Weg von gd T-Zellen erkannt werden. 

(37,38). Ihre Fähigkeit der somatischen Rekombination (V-(D)-J-Rekombination) der T-

Zell-Rezeptorgene und die Fähigkeit einer Gedächtnisbildung stellen Merkmale des 

adaptiven Immunsystems dar (39).   

 

 
 

Abbildung 2: Darstellung unterschiedlicher Rezeptoren auf gd T-Zellen und deren passenden Liganden 
(körpereigene und körperfremde) die zur Auslösung der dargestellten Effektorfunktionen von gd T-Zellen führen. 
Modifiziert nach Adrian C. Hayday (36). 
 

 

Im Unterschied zu ab T-Zellen reagieren gd T-Zellen direkt auf Proteine und Nicht-

Peptid-Antigene (16) und sind nicht auf über MHC-präsentierte Peptide beschränkt (40). 

Sie benötigen demnach keine Antigenprozessierung und Antigenpräsentation über 

einen MHC-Komplex (16,17).   

Körpereigene Liganden Körperfremde Liganden 
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Als Schlüsselindikatoren der Vg9Vd2 T-Zell-Aktivierung werden kleine 

pyrophosphathaltige Metabolite, die sogenannten Phosphoantigene (pAgs) 

beschrieben. Sie stammen aus Mikroben oder stellen endogene Zwischenprodukte dar, 

die sich in viral infizierten Zellen oder transformierten Zellen anreichern (23,24,41,42). 

In vitro Versuche, die auf der Inkubation von peripheren Lymphozyten mit 

mikrobakteriellen Lysaten beruhen, haben die Expansion von Vg9Vd2 T-Zellen durch 

diese Phosphoantigene nachgewiesen (43). Eine Vielzahl von pAgs sind natürlich 

vorkommende Prenylpyrophosphate (41), wie zum Beispiel Isopentenylpyrophosphat 

(IPP) aus dem eukaryotischen Mevalonatweg sowie 4-Hydroxy-3-Methyl-But-2-

Enylpyrophosphat (HMBPP) aus dem mikrobiellen Nicht-Mevalonatweg (auch als MEP 

oder DOX-P bezeichnet) (44).  

HMBPP ist ein essentieller Metabolit in den meisten pathogenen Bakterien, 

einschließlich Mycobacterium tuberculosis und Malariaparasiten , fehlt jedoch im 

menschlichen Wirt und ist daher für den Menschen ein körperfremdes Pyrophosphat. 

Ein wichtiger endogener Metabolit stellt das Isopentenylpyrophosphat (IPP), ein 

Zwischenprodukt der Cholesterinbiosynthese aus dem Isoprenoid-Mevalonatweg, dar. 

In verschiedenen Arten von Tumorzellen führt eine Dysregulation dieses 

Mevalonatweges zu einer intrazellulären Akkumulation von IPP (34). Diese 

Akkumulation kann durch eine Hochregulation des Gatekeeper-Enzyms 3-Hydroxy-3-

Methyl-Glutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMGCR) (45) und anderer Mevalonatweg-

Enzyme (46) erklärt werden. Die entstehenden Mevalonatwegprodukte wirken 

unterstützend auf das Überleben bösartiger Tumorzellen, da das Überleben und 

Wachstum von Krebszellen mit spezifischen metabolischen Veränderungen verbunden 

ist (47).  Ein veränderter Glukosestoffwechsel oder ein veränderter Lipidstoffwechsel, 

durch die oben beschriebene Dysregulation, beeinflussen den Tumorstoffwechsel. 

Dementsprechend können Vγ9Vδ2 T-Zellen normale und transformierte Zellen aufgrund 

ihres metabolischen Phänotyps unterscheiden, insbesondere über die Überproduktion 

von pAgs, die durch die Isoprenoidbiosynthese in Tumorzellen entsteht. Die 

mikrobiellen Metabolite, die aus dem MEP Weg produziert werden, sind effizienter zur 
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Aktivierung von Vg9Vd2 T-Zellen als das aus dem Mevalonatweg abgeleitete IPP (48–

50).  

 

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mevalonatwegs und des Nichtmevalonatwegs.  

 

PAgs können als primäre Auslöser der Vγ9Vδ2 T-Zell-Aktivierung betrachtet werden. T-

Zellen können aber auch, wie bereits erwähnt, über (Co)Rezeptoren auf andere 

Antigene und Liganden reagieren (51).  

 

Die endogene Produktion von Pyrophosphaten kann interessanterweise auch 

pharmakologisch beeinflusst werden. Aminobisphosphonate (n-BPs) wie beispielweise 

Zoledronat werden in der Tumortherapie bei Knochenmetastasen und aufgrund ihrer 

Wirkung auf die Knochenresorption bei Osteoporose eingesetzt (34).  Außerdem 

hemmen Aminobisphosphonate das Enzym Farnesylpyrophosphat-Synthase (FPPS), 

welches IPP weiter zu Cholesterin verarbeitet. Über diese Hemmung kommt es zu einer 

intrazellulären IPP Anreicherung und in Folge dessen zu einer gd T-Zell-Aktivierung (52). 

Demzufolge stimulieren n-BPs die gd T-Zell-Aktivierung. Eine weitere Beeinflussung der 

Mevalonatweg Nichtmevalonatweg (MEP) 
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gd T-Zell-Aktivierung erfolgt über Statine. Statine inhibieren das Enzym HMGCR und 

reduzieren über dessen Hemmung die pAg-Synthese und somit auch die Vg9Vd2 T-Zell-

Aktivierung (53). Dementsprechend beeinflussen pharmakologische Mevalonatweg-

Inhibitoren, welche die IPP Synthese hochregulieren (z.B Aminobisphosphonate) oder 

runterregulieren (z.B Statine), die Vg9Vd2 T-Zell-Aktivierung (54,55).  

 

Trotz der Charakterisierung zahlreicher natürlicher und synthetischer pAgs ist der 

Mechanismus des einzigartigen und spezifischen Aktivierungsprozesses der Vg9Vd2 T-

Zellen durch pAgs noch wenig verstanden. Die Aktivierung ist sowohl TZR- als auch Zell-

zu-Zell-Kontakt-abhängig. Außerdem haben Ergebnisse früherer Studien einen 

Schlüsselbeitrag von membranassoziierten Molekülen nahegelegt. Die jüngste 

Identifizierung der Butyrophilin (BTN)-Moleküle CD277/BTN3A, genauer gesagt ihrer 

BTN3A1-Isoform als Pflichtmoleküle bei der pAg-induzierten Vγ9Vδ2 T-Zell-Aktivierung, 

eröffnet wichtige Möglichkeiten für weitere Forschung und genaueres Verständnis auf 

diesem Gebiet (31).  

 
 

1.5 Butyrophilin BTN3A1 
 
Wie zuvor beschrieben erkennen menschliche Vg9Vd2 T-Zellen Tumorzellen und 

mikrobielle Infektionen durch pAgs.  Als Schlüssel der pAg-vermittelten Aktivierung von 

Vg9Vd2 T-Zellen wurde die sogenannte Butyrophilin 3A Proteinfamilie (BTN3A, oder 

CD277), vor allem das BTN3A1 Protein, beschrieben. Arbeiten unterschiedlicher 

Gruppen haben die zwingende Rolle dieses Proteins bei der antigenen Aktivierung von 

Vg9Vd2 T-Zellen bestätigt (25,56–59). Diese Erkenntnis stellt einen bahnbrechenden 

Schritt zum besseren Verständnis des besonderen Aktivierungsprozesses dar.  

 

Butyrophiline stellen eine Gruppe von B7-verwandten Proteinen dar und gehören zur 

Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie. Beim Menschen befinden sich die BTN Gene (>10) im 

telomeren Teil nahe der HLA-Klasse-I-Region des Chromosom 6p (60).  
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Die BTN- Moleküle werden in drei Unterfamilien unterteilt: BTN, BTN2 und BTN3. Die 

BTN3 Unterfamilie wird wiederum selbst in drei Isoformen unterteilt: BTN3A1, BTN3A2 

und BTN3A3 (60,61). 

 

Der Aufbau der drei BTN3A- Isoformen weist für deren extrazelluläre Domäne eine hohe 

strukturelle Homologie (>95%) auf. Diese besteht bei allen drei Isoformen aus zwei 

extrazellulären Ig-ähnlichen Domänen, einer membran-proximalen IgC- und einer N-

terminalen IgV-Domäne (siehe Abb. 4) (60). Dahingegen exprimieren jedoch nur die 

BTN3A1 und BTN3A3 Isoformen einen intrazellulären Teil, der als B30.2 Domäne 

bezeichnet wird (62). 

 

 

 
Abbildung 4: Die Proteine der BTN3A-Familie. Sie besitzen eine strukturelle Homologie. Sie weist eine membran-
proximale IgC- und eine N-terminale IgV-Domäne aufweisen. Sie sind über eine Transmembranstruktur (schwarz) mit 
einem intrazellulären Teil verbunden. Die Submembranregion (orange) repräsentiert die Juxtamembrandomäne 
(JTM). BTN3A1 und BTN3A3, jedoch nicht BTN3A2, besitzen eine intrazelluläre B30.2-Domäne. Die BTN3A3-Isoform 
verfügt über eine zusätzliche C-terminalen Erweiterung (grau). Modifiziert nach Boutin et al. © 2018 Boutin and 
Scotet (63). 

 

Die Isoform BTN3A1 ist an der Vermittlung und Regulation der Vg9Vd2 T-Zellantwort 

durch Pyrophosphate unerlässlich beteiligt (56,58,59).  

Der exprimierte intrazelluläre Teil der BTN3A1 Isoform hat eine charakteristische 

Aminosäuresequenz bestehend aus PRY/SPRY (62). Wichtiges Merkmal für die pAg 

Bindungsstelle der intrazellulären BTN3A1-B30.2 Domäne ist eine hoch positive 
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Ladungstasche, die durch basische Reste wie Arginin, Histidin und Lysin gebildet wird. 

Diese positiv geladene Tasche ist ein idealer Bereich für die Bindung des negativ 

geladenen Phyrophosphats (56,64). Die beiden andere Isoformen der Butyrophilin 3A 

Familie spielen für die Vg9Vd2 T-Zell Aktivierung eine eher untergeordnete Rolle.  

 

Als Grund für die unterschiedlichen Fähigkeiten zur Bindung von pAg trotz B30.2 

Domäne bei BTN3A1 und BTN3A3 ergab sich ein Aminosäureunterschied zwischen 

diesen Isoformen innerhalb der sogenannten Bindungstasche der B30.2 Domäne. Ein 

einzelner Aminosäureunterschied in Position 381 innerhalb der Bindungstasche zeigt 

sich: ein Histidin in BTN3A1 und ein Arginin in BTN3A3. Dies wurde durch Austausch 

dieser einzelnen Aminosäuren zwischen den Domänen jeder Isoform nachgewiesen, 

und so die Bindungs-als auch funktionelle Fähigkeit Vg9Vd2 T Zellen durch pAg zu 

stimulieren, übertragen bzw. genommen (56,64). BTN3A2 fehlt die intrazelluläre 

Domäne und somit die positiv geladenen Bindungstasche komplett. Strukturelle, 

biochemische und funktionelle Assays zeigen, dass diese positiv geladene 

Bindungstasche mit der Aminosäure Histidin für die Bindung von pAg an BTN3A1 B30.2 

und deren Vγ9Vδ2-stimulierende Aktivität erforderlich ist. Diese Beobachtungen 

wurden auch durch andere Forschungsgruppen (57,65) bestätigt.  

Im Laufe der letzten Jahre, seit Beschreibung der obligatorischen Mitwirkung von 

BTN3A1, haben unterschiedliche Autoren/Gruppen widersprüchliche Meinungen und 

Modelle bezüglich des Wirkmechanismus vorgeschlagen und beschrieben.  

Umstrittene Meinungen hat beispielsweise die Frage aufgeworfen, ob Pyrophosphate 

an die extrazelluläre Domäne oder die intrazelluläre Domäne des BTN3A1 Moleküls 

binden oder beides. Vavassori et al. schlugen BTN3A1 als „klassisches“ Antigen-

präsentierendes Molekül für pAg vor. In diesem Modell beschrieben sie eine direkte 

Bindung des pAgs an eine flache Furche in der extrazellulären Domäne des BTN3A1, 

welches als stabiler Komplex dann direkt interagiert und den Vg9Vd2 TZR stimuliert (58). 

Andere Modelle schlugen eine direkte Bindung des pAgs an die intrazelulläre B30.2 

Domäne vor (56,57). Für dieses Modell sprechen Domänenaustausch und/oder 

Mutationsexperimente, die darauf hinweisen, das BTNA31, dessen intrazelluläre 
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Domäne B30.2 fehlt oder der eine BTN3A3-B30.2 Domäne exprimiert, keine effiziente 

durch pAg induzierte T Zellstimulation auslöst. Andererseits konnte nachgewiesen 

werden, dass chimäre BTN3A3 Moleküle, die die B30.2 Domäne von BTN3A1 

exprimieren, eine effiziente pAg-vermittelte T Zellantwort auslösen (56,57).  

Mittels weiterer Versuche unterschiedlicher Gruppen, wie beispielsweise die von Gu et 

al., distanzierte man sich von Vavassoris Modell und bestätigte, dass die intrazelluläre 

B30.2 Domäne von BTN3A1 eine entscheidende Rolle in der pAg Erkennung/Bindung 

spielt (66). Dafür spricht auch, dass Mutationen der B30.2 Domäne zu einem Abbruch 

der Vg9Vd2 T Zell-Aktivität führen, es jedoch bei Veränderungen der extrazellulären 

Domäne zu keinem Abbruch kommt (64). 

Gu et al. untersuchten die Auswirkungen der pAg-Bindung an die intrazelluläre Domäne 

B30.2 von BTN3A1 mittels NMR-Spektrometrie und Molekulardynamik (MD)-

Stimulationen. Unter Verwendung eines intrazellulären Domänenmodells mit voller 

Länge von BTN3A1 konnten sie eine Bindung an die intrazelluläre Domäne bestätigen 

und feststellen, dass die pAg- Bindung eine Konformationsänderung der BTN3A1-B30.2 

Domäne induziert (66). Der Beitrag weiterer Teile des BTN3A1 Moleküls, die sogenannte 

Juxtamembrandomäne (JTM) wurden zusätzlich sorgfältig analysiert. Hsiao et al. 

beispielsweise konnten zeigen, dass die Bindung von pAg an die intrazelluläre Domäne 

nicht nur Konformationsänderungen an dieser induziert, sondern auch an der JTM-

Domäne, was auch durch weitere unabhängige Studien bestätigt wurde (65–67).  

All dies lässt vermuten, dass es sich bei der Vg9Vd2 T-Zellaktivierung um einen komplex 

regulierten Mechanismus handelt. Die Wirkungsweise von BTN3A1 und der pAg-

Moleküle zur Auslösung einer spezifischen antigenen Aktivierung von Vg9Vd2 T-Zellen 

ist bislang jedoch immer noch nicht vollständig geklärt. Trotz großer Durchbrüche im 

Verständnis des Mechanismus bleiben einige Fragen, wie beispielsweise die 

Wahrnehmung der möglichen Konformationsänderungen durch Vg9Vd2 T-Zellen 

vonstattengeht, weiterhin unbeantwortet.  

Einige Autoren vermuten, dass Modifikationen der extrazelluläre Domäne des BTN3A1 

Moleküls auftreten und dadurch die Membranoberfläche derartig verändert werden 
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könnte, was wiederum dann zu einer Erkennung durch den gd TZR führen würden 

(65,68). Weiterhin könnte das Mitwirken und die Interaktion mit anderen molekularen 

Partnern auch eine Rolle spielen (68).  Beobachtungen mittels Antikörper gegen BTN3A, 

die interessanterweise auch zu einer direkten T-Zell-Aktivierung führen, trugen zur 

weiteren Entschlüsselung des Aktivierungsmechnismus bei. Sie führten zu einem 

besseren Verständnis der Frage, welche Auswirkungen die Bindung von pAgs an die 

B30.2-Domäne haben und wie diese Bindung an die Zelloberfläche übertragen wird, um 

von Vγ9Vδ2 T-Zellen erkannt zu werden. Zwei Antikörper, der Agonist 20.1 und der 

Antagonist 103.2, zeigten dabei gegensätzliche Effekte auf die Aktivierung von Vg9Vd2 

T-Zellen (59). All diese Beobachtungen bekräftigen die Annahme einer 

Konformationsänderung der extrazelluläre Domäne, die nach pAg Bindung an die 

intrazelluläre B30.2-Domäne zustande kommt (65). Diese Beobachtungen bestätigten 

auch die zwingende Rolle der BTN3A Beteiligung bei der Vg9Vd2 T-Zell-Aktivierung.  

 

Trotz der vielen neuen Erkenntnisse bleiben weiterhin Fragen offen und stellen 

Bestandteile neuer Forschungen dar.  

 

1.6 Gastrointestinale Tumore  
 
Bei onkologischen Erkrankungen rückt die Immuntherapie immer weiter in den Fokus 

neuer Therapieverfahren und Forschungen. Durch neue Erkenntnisse über Zellen des 

natürlichen Immunsystems, insbesondere der gd T-Zellen, erhalten mögliche 

Immuntherapien basierend auf diesen Zellen einen höheren Stellenwert. Diese neuen 

Therapieansätze bieten auch bei der Behandlung gastrointestinaler Tumoren Anlass zur 

Hoffnung auf langfristig gute Ergebnisse. Gastrointestinale Tumore (GI-Tumore) stellen 

einen Überbegriff einer Gruppe von Tumorarten dar, die das Verdauungssystem 

betreffen. Es gibt insgesamt 10 Gastrointestinale Tumore. Zu ihnen zählen die 

Karzinome am Ösophagus, Magen-Darm Trakt, Pankreas, Leber, Gallenblase, 

Gallenwege sowie Gastrointestinale Stromatumore und neuroendokrine Tumore (69). 

Die häufigsten Tumore dieser Gruppe sind Darmkarzinome, Leberkarzinome und 
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Pankreaskarzinome. Die GI-Tumore stellen weltweit eine vorherrschende Erkrankung 

mit hoher Inzidenzrate dar, die von Region zu Region jedoch variiert und stellt weltweit 

die zweithäufigste krebsbedingte Todesursache dar (70).  

Für die Ätiologie der Erkrankung spielen bestimmte Risikofaktoren eine große Rolle. Zu 

ihnen gehören interne sowie externe Faktoren, u.a. Rauchen, Verstädterung, 

Fettleibigkeit, genetische Mutationen und Infektionen mit beispielsweise Helicobacter 

pylori oder Hepatitis B und C Virusinfektionen. Dies ist auch ein Grund für die weltweit 

unterschiedliche Verteilung der Inzidenzrate und Verteilung der Tumorarten. Ein 

gemeinsamer wichtiger Risikofaktor bei allen GI-Tumoren ist das Alter. Zu beachten ist 

jedoch, dass jeder GI-Tumor auch seine unabhängigen Risikofaktoren hat oder die 

gemeinsamen Risikofaktoren, wie Bewegungsmangel, Übergewicht, schlechte 

Ernährung, Rauchen und Alkoholkonsum,  im unterschiedlichen Maße mit dem Risiko 

der Entwicklung des Tumors in Zusammenhang stehen (71). Zusätzlich unterscheiden 

sich die Risikofaktoren in den Ländern mit höherem, mittlerem und niedrigem 

Einkommen (72). Viele der externen Risikofaktoren, wie beispielsweise Rauchen, 

Ernährung, Fettleibigkeit, Alkoholkonsum sind veränderbar und die Änderung dieser 

Verhaltensweisen gehört zu wichtigen präventiven Maßnahmen.  

Die Prognose bei GI-Tumoren ist je nach Verlauf zum Zeitpunkt der Diagnose von Patient 

zu Patient unterschiedlich. Eine Früherkennung verbessert die Prognose der Patienten. 

Die Behandlungsmöglichkeiten der GI-Karzinome sind u.a. von Tumorart, Lokalisation, 

Stadium bei Diagnose und „Wohlbefinden“ des Patienten abhängig. Die Behandlungen 

umfassen operative Maßnahmen, Bestrahlung, Chemotherapie sowie zunehmend auch 

Immuntherapie.  
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1.7 Fragestellungen und Zielsetzung  
 
1-5% der peripheren Blutlymphozyten sind Phosphoantigen (pAg)-reaktive Vg9Vd2 T-

Zellen. Sie besitzen ein Anti-Tumor-Potenzial, dessen Mechanismus der Vg9Vd2 T-Zell-

Stimulation jedoch noch weitgehend unklar ist. Der Mechanismus und die mögliche 

Beeinflussung der Aktivierung und Proliferation der zu untersuchenden Zellen sollte im 

Rahmen dieser Dissertation besser verstanden und analysiert werden. Auch besteht ein 

langfristiges Ziel darin, neue gd T-Zell-Aktivatoren zu identifizieren und auf dieser Basis 

Patienten für Vg9Vd2 T-Zell basierte zelluläre Immuntherapien gegen Tumore oder 

Infektionskrankheiten präklinisch besser zu selektieren.  

Diese experimentelle Arbeit konzentriert sich auf an gastrointestinalen Tumoren 

erkrankten Patienten im Vergleich zu gesunden Normalspendern und beschäftigt sich in 

diesem Zusammenhang mit folgenden Fragestellungen:  

 

- Ist die Aktivierbarkeit und Proliferation von Vg9Vd2 T-Zellen gesunder Spender 

und GI-Tumorpatienten mittels unterschiedlicher Stimulanzen vergleichbar?  

- Können Vg9Vd2 T-Zellen durch agonistische Antikörper gegen das BTN3-Molekül 

aktiviert werden?  

- Können Subgruppen der gd T-Zellen charakterisiert werden, die auf mögliche 

Ursachen für Unterschiede zwischen gesunden Spendern und  

GI-Tumorpatienten hinweisen könnten?  

 

Mit Hilfe dieser Fragestellungen soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert und 

die klinisch relevante und häufig durch verschiedene Arbeitsgruppen nachgewiesene 

verminderte pAg-vermittelte Aktivierbarkeit sowie Proliferation von Vg9Vd2 T-Zellen bei 

Tumorpatienten bestätigt werden. Des Weiteren sollen mögliche Ursachen für diesen 

Unterschied identifiziert werden und grundsätzliche Unterschiede zwischen gesunden 

Spendern und an GI-Tumoren erkrankten Patienten definiert werden. 
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2. Material und Methoden  
 

2.1 Material  

 
2.1.1 Zellkulturmedien und Puffer  

Nachstehende Kulturmedien und Puffer wurden für die Zellkultur von Patienten- und 

Spenderzellen verwendet.  

 

Supplementiertes RPMI-Medium:  

500ml RPMI 1640 Medium wurden mit steril filtriertem Penicillin (100U/ml) und 

Streptomycin (100µg/ml) sowie L-Glutamin (2mM) versetzt (0,2µm sterile 

Membranfilter).  

 

10% FCS Medium:  

Fötales Kälberserum wurde zur Komplementinaktivierung 30 Minuten bei 56°C 

inkubiert, steril filtriert und 1:10 mit supplementiertem RPMI 1640 Medium versetzt.  

 

10%FCS Medium mit 100U/ml rh IL-2: 

Komplementinaktiviertes fötales Kälberserum (FCS) wurde steril filtriert, 1:10 mit 

supplementiertem RPMI 1640 Medium verdünnt und mit 100U/ml rekombinantem 

humanem (rh) IL-2 versetzt.  

 

FACS Waschlösung: 

500ml Dulbecco`s PBS wurden mit 5ml Hitze-inaktiviertem FCS und 1ml Natriumazid 

(20%ige Lösung) versetzt.  

 

Ammoniumchlorid-Lyse Puffer (Entfernung der Erythrozyten): 

In 400ml destilliertem Wasser wurden 3,22g Ammoniumchlorid, 0,34g 

Natriumhydrogencarbonat und 0,0148g EDTA gelöst.  
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Tabelle 1: Kulturmedien, Puffer, Zusätze, Reagenzien 

Produkt Hersteller 

PBS (Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline)  GIBCOÒ, Invitrogen,Paisley 

Kulturmedium RPMI 1640 GIBCOÒ, Invitrogen, Paisley 

L-Glutamin 2mM Life Technologies, Paisley 

Penicillin 10000 U/ml, Streptomycin 10mg/ml Biochrom, Berlin  

Fötales Kälberserum (FCS) PANÔ, Biotech, Aidenbach  

Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Ethanol  Fischar, Saarbrücken 

Ficoll Plaque Ô Plus  GE HealtcareÔ, Uppsala  

 

2.1.2 Reagenzien und Stimulanzien  

Tabelle 2: Stimulanzien  

Produkt Hersteller 

Bromohydrinpyrophosphat (BrHPP) Innate Pharma, Marseille  

4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enylpyrophosphat 
(HMBPP) 

Sigma 

BTN3A mab 20.1  Biolegend, Koblenz 

sc 20.1  Labor T. Herrmann,  

Universität Würzburg 

rekombinantes Interleukin 2 (Proleukin)  Novartis, Basel  

 
2.1.3 Chemikalien  
 
Tabelle 3: Chemikalien  

Produkt  Hersteller  

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma Aldrich, Saint Louis  

Natriumazid Sigma  

b-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt  

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Roth, Karlsruhe  

Iso Flow Sheath Fluid  Beckman Coulter, Krefeld 

Trypanblau  Merck, Darmstadt  
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2.1.4 Antikörper  
 

Die in der nachstehenden Tabelle aufgelisteten Antikörper wurden zur 

immunphänotypischen Analyse verwendet. Es wurden jeweils 1µl Antikörper-Konjugat 

pro 1x105 Zellen für die Färbungen verwendet. Die verwendeten Antikörper und 

unterschiedlichen Antikörper-Panel sind aus Tabelle 4 und Tabelle 5 ersichtlich.   

 

Tabelle 4: Antikörper  

Antigen Isotyp Fluorochrom Klon Firma 

TCR pan gd mouse IgG1 PC5.5 IMMU510 Beckman Coulter 

TCR  gd human IgG1 PE REA591 Miltenyi Biotec 

Vd1 mouse IgG1 FITC TS8.2 Thermo Fisher  

Scientific 

TCR Vd2 mouse IgG1k APC 123R3 Miltenyi Biotec 

CD3 mouse IgG1  ECD UCHT1 Beckman Coulter 

CD3 mouse IgG1 PC5.5 UCHT1 Beckman Coulter 

CD16 mouse IgG1 PE IM1238U Beckman Coulter 

CD28 mouse IgG1 ECD CD28.2 Beckman Coulter 

CD69 mouse IgG2b PC7 TP1.55.3 Beckman Coulter 

CD27 mouse IgG1  Pc7 1A4CD27 Beckman Coulter 

PDL1 (CD274) mouse IgG2b,k PerCP/cy5.5 29E.2A3 Biolegend 

mouse IgG2b,k Isotypkontrolle PerCP/cy5.5 MPC-11 Biolegend 

CD161 mouse IgG1, k PB HP-3G10 Biolegend 

CD39 mouse IgG1,k  FITC MZ18-23C8 Miltenyi Biotec 

PD1 (CD279) mouse IgG1, k  PE EH12.1 Becton Dickinson 

CD45RA mouse IgG2b,k  FITC HI100 Becton Dickinson 
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Tabelle 5: Antikörper Panel: Kombination der verwendeten Antikörper zum Zeitpunkt Tag 0, Tag 1 und Tag 8 (d0, 
d1,d8) 

 FL1 

FITC 

FL2 

PE 

FL3 

ECD 

FL4 

Pc5.5 

FL5 

Pc7 

FL6 

APC 

FL9 

PB 

 

d0 

1. Vd1 gd CD3 IT / Vd2 / 

2. Vd1 gd CD3 PDL CD69 Vd2 CD161 

3. CD39 PD1 CD3 gd / Vd2 / 

4. CD45-RA CD16 CD28 CD3 CD27 Vd2 / 

d1 CD39 PD1 / CD3 CD69 Vd2 CD161 

d8 CD39 PD1 CD3 / / Vd2 CD161 

 

 

2.1.5 Geräte  
 

2.1.5.1 Durchflusszytometer  
 

FACS NaviosÒ   10-Farb-Analyzer 

Laser:    405nm, 40mW; 488nm, 22mW; 638nm, 25mW 

Datenanalyse:   Kaluza 1.2 

Hersteller:   Beckman Coulter, Krefeld  
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2.1.5.2 Geräte  

Tabelle 6: Geräte  

Gerät Gerätetyp Hersteller 

Autoklav Vario Dapfsterilisator Labortechnik, Oberschleißheim 

Brutschrank Hera cell, 5% CO2, 37°C Heraeus, Hanau 

Magnetrührer IKAMAGÒ RCT IKA GmbH, Staufen  

Mikroskop Stereo-Mikroskop 

Inverses-Mikroskop  

Zeiss-Winkel, Göttingen 

Hund, Wetzlar 

Sterilbank Biograd 1360-112 Sanford, Maine 

Pipettierhilfe Accu-JetÒ Braun, Melsungen 

Vortex Vortex GenieÔ Bender&Hobein, Zürich  

Waage Präzisionswaage BP 160 Sartorius, Göttingen 

Zentrifuge  Rotanta/AP Rotor 5094A 

Rotanta 460R 

Hettich, Tuttlingen 

Hettich, Tuttlingen 

 
2.1.6 Laborbedarf/-materialien   
 

Nachfolgend aufgezählt die verwendeten Labormaterialien: Mikrotiterplatten 

(Cellstar®), sterile Röhrchen (Cellstar® Tubes), sterile Pipetten (Cellstar®), sterile 

Pipettenspitzen (Plastibrand®), Combitips®, sterile Filter (Minasart Plus < 0.2 μm 

Membranfilter mit GF-Vorfilter), FACS Röhrchen, Einfrierröhrchen, Pipettenspitzen, 96 

Well Rundbodenplatten, Handschuhe, wurden von den folgenden Firmen bezogen: 

Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio One (Frickenhausen), Hartenstein (Würzburg), 

Schleicher Schuell (Dassel).  

 

2.1.7 Patienten/Ethik- und Tierversuchsvotum/Humane Primärzellen/ Spenderzellen 
 

2.1.7.1 Patienten/Ethik- und Tierversuchsvotum  

Zur Durchführung der nachstehend erläuterten Untersuchungen wurde Vollblut von 18 

Patienten mit verschiedenen gastrointestinalen Tumorentitäten entnommen. Zuvor 
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gaben die Patienten eine schriftliche Einverständniserklärung zur Blutentnahme und 

Durchführung der Untersuchungen ab.  

Drei der Patienten waren zusätzlich Studienpatienten der NEOLAP Studie. Diese 

Patienten waren mit der zusätzlichen Durchführung der Begleitstudie einverstanden.  

Genaue Daten zum untersuchten Patientenkollektiv werden im Ergebnisteil (Tab. 8, 

Kapitel 3.1) erläutert. Für die Durchführung der Untersuchungen im Rahmen der 

Promotionsarbeit lag eine Genehmigung durch die Ethikkommission der  

Universität Würzburg, Medizinische Fakultät, Aktenzeichen 334/15-AM vor. Es fanden 

keine Tierversuche statt.  

2.1.7.2 Zellen  

Zur Durchführung der experimentellen Arbeit wurden nachfolgend erläuterte Zellen 

verwendet: 

PBMC  

PBMCs sind mononukleäre Zellen, welche aus dem peripheren Blut von gesunden 

Normalspendern sowie an gastrointestinalen Tumoren erkrankten Spendern mittels 

Dichtegradientenzentrifugation isoliert wurden. PBMC (peripheral blood mononuclear 

cells) ist die englische Abkürzung für mononukleäre Zellen des peripheren Blutes. Hierzu 

zählen vor allem Lymphozyten und Monozyten.  

2.2 Methoden  
 
2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Gradient)  
 

Um verschiedene Zellpopulationen aus einer Probe nach der Schwebedichte zu trennen, 

macht man sich ein physikalisches Verfahren zu Nutzen. Dieses Verfahren wird als 

Dichtegradientenzentrifugation bezeichnet. Das erwähnte Verfahren wurde zur 

Isolierung von Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) aus humanem Vollblut 

verwendet. Bei dem verwendeten Vollblut handelt es sich um eine definierte Menge an 
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EDTA-Vollblut (mindestens 9ml), welches den Patienten nach Abgabe einer 

Einverständniserklärung entnommen wurde (siehe Kapitel 2.1.7.1 Patienten). In einem 

50ml-Falkon-Röhrchen wurde EDTA-Vollblut im 1:1 Verhältnis mit physiologischer 

Kochsalzlösung verdünnt und anschließend auf die in einem zweiten Röhrchen 

vorgelegte Trennlösung (Ficoll-PaqueÔ Plus, GE Healthcare Biosciences, Uppsala, 

Schweden) geschichtet. Bei der Trennlösung handelte es sich um ein synthetisches 

Saccharosepolymer. Das Mischungsverhältnis des verdünnten Vollblutes und der Ficoll-

Lösung betrug auch hier 1:1. Um eine Schichtung der Probe in verschiedene 

Zellpopulationen nach der Schweredichte zu erzielen, wurde das Röhrchen bei 2290 

Umdrehungen/min (900rcf) für 25 Minuten ohne Bremse zentrifugiert, wodurch eine 

Vermischung der Schichten nach der Zentrifugation verhindert wurde. Nach diesem 

Vorgang war eine Vierschichtung der Probe zu erkennen. Die PBMCs waren in der 

Interphase zwischen der Plasmaschicht und der Ficollschicht als dünner Ring zu 

erkennen. Die Zellen mit den höheren Dichten, zu denen die Granulozyten und die 

Erythrozyten gehören, bildeten die unteren Schichten, das Zellsediment. Um die PBMCs 

abnehmen zu können, musste zunächst der Plasmaüberstand abpipettiert werden. Nach 

vorsichtiger Abnahme der PBMCs in kreisrunden Bewegungen wurden diese in weiteres 

Falkon Röhrchen pipettiert und in 50ml Waschpuffer (RPMI-Medium) aufgenommen. 

Nach dem Waschen (5min, 300-350rcf) wurde das sich am Boden abgelagerte Zellpellet 

in einem geeigneten Volumen RPMI-Medium aufgenommen und stand so zur weiteren 

Bearbeitung zur Verfügung.   

 

2.2.2 FACS Analyse  
 

Um die Expression verschiedener Oberflächenantigene und intrazellulärer Antigene 

qualitativ und quantitativ analysieren zu können sowie Aussagen über Struktur und 

Größe von Zellen treffen zu können, wendet man die sogenannte FACS Analyse an. FACS 

steht für Fluorescence activated cell sorting.  

 

Bei diesem Verfahren werden die zu untersuchenden Zellen von dem Analysegerät 

aspiriert und durchlaufen nacheinander einzeln einen Laserstrahl. Je nach Größe und 
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Struktur der Zellen wird das Licht in unterschiedliche Richtungen gestreut. 

Fluoreszenzmoleküle auf bzw. in den Zellen werden angeregt und emittieren Licht in 

einem molekülabhängigen Spektrum. Das gestreute und emittierte Licht wird von 

Detektoren gesammelt und in elektrisch messbare Signale umgewandelt.  

Um die Expression der zu untersuchenden Oberflächenmoleküle messen zu können, 

wurden die Proben mit einem oder mehreren spezifischen fluoreszierenden Antikörpern 

in optimaler Konzentration gefärbt (siehe Kapitel 2.2.5 Färbung). Nach Überführung der 

Proben in FACS-Röhrchen und Zugabe der entsprechenden Antikörper, wurden die 

Ansätze kurz gemischt und für 15 Minuten bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit FACS-Waschpuffer mittels Zentrifugation (5min, 320g) gewaschen 

und das Zellpellet mit den gefärbten Oberflächenmolekülen in 100-200µl FACS-Puffer 

resuspendiert. Genaueres zum Ablauf der Färbung unter dem Kapitel Färbung.  

 

Als Analysegerät wurde das 10-Farben Durchflusszytometer Navios und zur Auswertung 

der Messdaten das Programm Kaluza 1.2 (Beckman Coulter, Krefeld) verwendet. 5.000 

bis 50.000 Zellen wurden pro Messung aufgenommen und der absolute und relative 

Anteil der verschiedenen zu untersuchenden Zellpopulationen bestimmt. Tote Zellen 

wurden durch Nutzung der vorderen und seitlichen Streuungsparameter, bedingt durch 

ihre geringere Größe und Granularität, von der Analyse ausgeschlossen.  

 

2.2.3 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen  

Um die Anzahl an PBMCs bestimmen zu können, mussten die Zellen zunächst mit einer 

Trypanblaulösung angefärbt werden. Diese Lösung setzte sich aus 0,4% Trypanblau in 

einer 0,9%igen NaCl Lösung zusammen. Zur Färbung wurden 10µl Trypanblaulösung mit 

10µl der Zellsuspension (1:2 Verdünnung) in einer Färbekammer vermischt und davon 

wiederum 10µl zur Befüllung einer Neubauer-Zellkammer (Neubauer Improved, Tiefe 

0,100 mm, Fläche 0,0025 mm2) verwendet. Der Farbstoff durchdringt die Zellmembran 

toter Zellen und färbt diese blau, wodurch eine Differenzierung der hellen, vitalen Zellen 

ermöglicht wird. Mikroskopisch wurden anschließend die vitalen Zellen visuell in zwei 

der vier Kammern ausgezählt. Zur Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter wurde folgende 
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Formel angewendet: ½ x * 104 *2, wobei x für die Anzahl der ausgezählten Zellen steht, 

104 den Kammerfaktor präsentiert und 2 den Verdünnungsfaktor darstellt.  

 
2.2.4 Aktivierung (CD69 Expression) und Proliferation von gd T-Zellen  
 

Zur Messung und Beurteilung der Aktivierung und Proliferation der zu untersuchenden 

Zellen wurden die mittels Dichtezentrifugation aus venösem Blut gewonnenen PBMCs 

mit bestimmten Stimulanzien vermischt, in 96-well Rundbodenplatten (100µl/well) 

ausplattiert und unterschiedlich lange im Brutschrank bei 37°C und 5% Kohlendioxid 

inkubiert, bevor sie mit verschiedenen Antikörpern gefärbt und gemessen wurden.  

Die Messungen zur Bestimmung der Aktivierung der gd T-Zellen und der Proliferation 

der gd T-Zellen wurden an unterschiedlichen Tagen durchgeführt (Tag 1 Aktivierung, Tag 

8 Proliferation). Die zuvor geschilderten Messungen und Methoden 

(Zellzahlbestimmung, Dichtegradientenzentrifugation) sowie die Vorbereitung der 

PBMC enthaltenen Zellsuspension (10ml RPMI Lösung) und Ausplattierung für die 

Messungen an Tag 1 und Tag 8, fanden jeweils an Tag 0 statt.  

 

Für die Aktivierung wurden 2x105 PBMCs in 100µl 10%igem FCS Medium ohne Zugabe 

von IL2 ausgesät und jeweils in Dreifachansätzen, ohne Zugabe von Stimulanzien 

(Negativkontrolle) oder nach Zugabe von 10nM HMBPP, 0,2µg/ml BTN3A mab20.1 oder 

2µg/ml sc20.1 über Nacht (16-24h) bei 37°C und 5% Kohlendioxid inkubiert. 

Für die Proliferation wurden 1x105 PBMCs in 100µl 10%igem FCS Medium mit IL2 

(100U/ml) in Dreifachansätzen ausplattiert und sowohl ohne Zugabe von Stimulanzien 

(Negativkontrolle), als auch nach Zugabe von HMBPP in drei Konzentrationsstufen 

(10nM, 1nM und 0,1nM), BTNA3 mab20.1 in drei Konzentrationsstufen (0,2µg/ml, 

0,02µg/ml und 0,002µg/ml) und zwei unterschiedliche Kombinationen (Kombi 1 

HMBPP, Kombi 2) für 8 Tage bei 37°C und 5% Kohlendioxid inkubiert. 

Im Anschluss an die Inkubationszeiten wurden die Proben wie unter Kapitel 2.2.5 

beschrieben, mit den entsprechenden Antikörpern gefärbt und im Durchflusszytometer 

Navios analysiert.  
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2.2.5 Färbung  
 

Für die Versuche wurden unterschiedliche Antikörper (Tabelle 4, Kap. 2.1.4) verwendet. 

An drei Tagen (Tag 0, Tag 1, Tag 8) wurden unterschiedliche Kombinationen der 

Antikörper gemessen (Tab. 5, Kap. 2.1.4).  

 

Färbung aus Vollblut:  

Zur Bestimmung verschiedener Basiswerte der Probanden wurden vor Beginn der 

Untersuchungen Färbungen durchgeführt. Jeweils 100µl Vollblut wurden mit den 

entsprechenden Antikörpern (siehe Tab. 4 und 5, Kap. 2.1.4) versetzt und 10 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach anschließender Zugabe von jeweils 2 ml Lysepuffer 

(NH4CL-Lyse) pro Ansatz und 10-minütiger Inkubation, wurden die Zellen abzentrifugiert 

(5min,320g) und dann 1x mit FACS-Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in ca. 200µl 

FACS-Puffer resuspendiert und die Zellsuspension am Navios gemessen.  

 

Färbung der PBMC an Tag 1 und Tag 8:  

Zur Färbung der PBMCs an Tag 1 bzw. an Tag 8 wurden die Ansätze der PBMCs aus den 

an Tag 0 vorbereitete 96-well Rundbodenplatte jeweils mit einer Kombination 

verschiedener Antikörper (siehe Tab. 5, Kap. 2.1.4) versetzt und für 15 Minuten bei 4°C 

inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit jeweils 2ml FACS-Waschpuffer 

gewaschen, abzentrifugiert (5min, 320g) und die verbleibenden Zellpellets mit ca. 200µl 

FACS-Puffer resuspendiert. Im Anschluss an die Färbung wurden die Proben am Navios 

durchflusszytometrisch gemessen.  
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2.2.6 Statistische Analyse  
 

Die erhobenen Daten der Normalspender sowie der Tumorpatienten wurden mittels 

des Statistikprogramms SPSS Statistics 26.0 und Microsoft Excel Version 16.54 erstellt 

und ausgewertet.  

Die Signifikanzen wurden unter Anwendung unterschiedlicher nichtparametrischer 

Tests berechnet. Als Signifikanzniveau wurde in der vorliegenden Arbeit für alle 

eingesetzten statistischen Tests der p-Wert 0,05 verwendet. Bei Ergebnissen die 

zwischen 0,01< p <0,05 liegen spricht man von signifikanten Ergebnissen. Bei p-Werten 

p<0.01 von hochsignifikanten Ergebnissen. Liegt der Wert zwischen 0.05 bis 0,1 handelt 

es sich um schwach signifikante Ergebnisse (120). Um Signifikanzen zwischen zwei 

unabhängigen Gruppen zu untersuchen, wurde der nichtparametrische Mann-Withney-

U-Test für unabhängige Stichproben berechnet. Der Wilcoxon-Test wurde als weiterer 

nichtparametrischer Test verwendet. Die Tests arbeiten mit Rangdaten. Zur graphischen 

Darstellung wurden Boxplots und Excel Graphen erstellt. Die Messwerte entsprechen 

Dreifachbestimmungen aus denen der Mittelwert ± SD kalkuliert wurde.  

 

Um Unterschiede einer Variablen bei zwei unabhängigen Gruppen auf statistische 

Signifikanz zu testen, bei denen die Voraussetzungen für den t-Test nicht gegeben sind, 

verwendet man als Alternative den nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test. Im 

Gegensatz zum t-Test setzt dieser unter anderem neben der Varianzhomogenität auch 

die Normalverteilung der Daten nicht voraus. Der Test wird daher häufig zur 

Untersuchung von nichtnormalverteilten stetigen sowie ordinalen Variablen verwendet. 

Dabei arbeitet der Mann-Whitney-Test nicht mit den ursprünglichen Daten sondern mit 

Rangdaten. Dabei werden die Werte der beiden Gruppen gepoolt und der Größe nach 

mit einem Rang versehen.  Ob die Nullhypothese verworfen wird oder nicht erfolgt dann 

durch Abgleich mit einem tabellierten Wert (73). Anhand der dargestellten mittleren 

Ränge jedes untersuchten Vergleichs kann die Signifikanz gedeutet werden und eine 

Aussage über die Richtung der ermittelten signifikanten Ergebnisse getroffen werden. 

Der höhere der beiden ermittelten mittleren Ränge beim Vergleich, in der vorliegenden 
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Arbeit Normalspender und Patient, bestimmt die Richtung der Signifikanz, das heißt, ob 

der errechnete P-Wert für den Normalspender oder für den Patienten signifikant höher 

oder niedriger ist. Je näher die Ränge aneinander liegen, desto unwahrscheinlicher ist 

ein signifikantes Ergebnis.  

 

Wilcoxon-Test gilt als Test für voneinander abhängigen Stichproben. Er wird verwendet, 

wenn die Voraussetzungen für einen t-Test für abhängige Stichproben nicht erfüllt sind. 

Auch der Wilcoxon-Test basiert auf einer Rangierung der Daten. Es werden negative und 

positive Ränge ermittelt sowie der mittlere Rang und die Rangsummen. Mittels der 

tabellarischen Darstellung der ermittelten mittleren Ränge und der ermittelten 

Signifikanzen kann abgelesen werden, ob die Zahl der positiven oder der negativen 

Ränge für jeden Vergleich einzeln höher ist. Der dargestellte Hochbuchstabe des 

höheren Ranges dient zur Überprüfung in der Legende (a-u), mittels dessen bestimmt 

werden kann, welche Aussage mit der ermittelten Signifikanz verbunden ist. Somit kann 

dadurch die Richtung und Art der Signifikanz gedeutet werden.  
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3. Ergebnisse  
 

Anhand der durchgeführten Experimente dieser Arbeit sollten Aussagen über die 

Aktivierungs- und Proliferationsfähigkeit der untersuchten Vg9Vd2 T-Zellen mittels 

unterschiedlicher Stimuli getroffen werden und mögliche Unterschiede dieser 

Fähigkeiten zwischen einem gesunden Normalspenderkollektiv und einem 

Patientenkollektiv charakterisiert werden. Es sollte außerdem noch die Frage geklärt 

werden, ob mögliche weitere Unterschiede zwischen den Kohorten hinsichtlich 

zusätzlich exprimierten Oberflächenmolekülen bestehen.  

 

3.1 Patienten- und Normalspenderkollektiv 
 

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste 18 Patientinnen und Patienten, die im 

Zeitraum von Ende Juli 2017 bis August 2018 die Erstdiagnose eines Gastrointestinalen 

Tumors erhalten haben und vor Beginn einer Chemotherapie (adjuvant, neoadjuvant, 

palliativ) standen. Keiner der Patienten hatte sich demnach zum Zeitpunkt der 

Blutentnahme bereits einer Chemotherapie unterzogen. Die Patienten waren zum 

Zeitpunkt der Diagnose im Durchschnitt 66,1 Jahre alt, wobei die Altersverteilung des 

Durchschnittsaltes der Männer bei 65,8 Jahren und bei Frauen bei 66,4 Jahren lag. Alle 

Patienten litten an Gastrointestinalen Tumoren, davon neun Patienten des Kollektivs an 

einem Pankreaskarzinom, vier Patienten an einem Colonkarzinom und zwei Patienten 

an einem Rektumkarzinom.  An einem Karzinom des Ösophagus, der Gallenwege und 

des Magens litt jeweils ein Patient des Kollektivs. Die prozentuale Verteilung der 

Tumorarten lässt sich aus Abbildung 5 entnehmen.  

Die Geschlechtsverteilung des untersuchten Patientenkollektivs lag bei 11 Männern 

(61,1%) und 7 Frauen (38,8%). Bei den Tumoren handelte es sich histologisch um 

Adenokarzinome. Aus dem untersuchten Patientenkollektiv erhielten 44,4% ihre 

Erstdiagnose im fortgeschrittenen Tumorstadium entsprechend der TNM Klassifikation 

im T4 Stadium, 11,1% im T3 Stadium, 5,6% im T2 Stadium und 11,1 % im T1 Stadium. Bei 

27,8% der Patienten war bei Diagnosestellung die genaue Tumorklassifizierung nach 

TNM noch nicht bekannt. Keiner der 18 Patienten litt anamnestisch an relevanten 
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Vorerkrankungen, die eine immunsuppressive (Vor-)Therapie erfordert hätten. Auch 

zum Zeitpunkt der Blutentnahmen erhielten die Patienten keine Steroidtherapien oder 

andere immunsupprimierenden Medikamente.  

 
 

 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des untersuchten Patientenkollektivs. 

 
 

Patienten Geschlecht Alter Tumorlokalisation Histologie Tumorstadium 

GI1 m 67 Pankreas mäßig diff. Adenokarzinom T4, N0, M nicht bekannt 
GI2 w 47 Pankreas mäßig diff. Adenokarzinom T4, N, M nicht bekannt 
GI3 m 77 Pankreas Adenokarzinom TNM nicht bekannt 
GI4 m 65 Magen niedrig diff. Siegelringzell-haltiges 

Adenokarzinom 
pT4, pN3a, pM1 (Peritoneum) 

GI5 m 69 Pankreas mäßig diff. Adenokarzinom pT3, pN2, M nicht bekannt 

GI6 m 64 Colon mäßig diff. Adenokarzinom pT3, pN0, pM1 (HEP) 
GI7 m 54 Colon mäßig diff. Adenokarzinom T, N nicht bekannt, pM1 

(HEP) 
GI8 w 78 Colon gut diff. Siegelringzell-haltiges 

Adenokarzinom 
pT4a, pN1b, pM1 
(Peritoneum) 

GI9 m 58 Colon mäßig /schlecht diff. Adenokarzinom pT4, pN2b, M1 (HEP) 
GI10 m 77 Ösophagus Adenokarzinom T1, pN1, M nicht bekannt 
GI11 w 59 Rektum gut diff. Adenokarzinom pT1, pN1, M0 
GI12 m 53 Pankreas mäßig diff. Adenokarzinom TNM nicht bekannt 
GI13 w 76 Pankreas Adenokarzinom cT4, N0, cM1 (HEP) 
GI14 m 78 Pankreas Adenokarzinom T, N nicht bekannt, M1 

(Peritoneum) 
GI15 w 78 Gallenwege mäßig diff. Adenokarzinom pT4, N0, M1 

(HEP und Peritoneum) 
GI16 w 61 Rektum Adenokarzinom cT4, cN1, cM1 (HEP) 
GI17 m 62 Pankreas mäßig diff. Adenokarzinom TNM nicht bekannt 
GI18 w 66 Pankreas schlecht diff. Adenokarzinom pT2, pN2, M nicht bekannt 

 
Abbildung 6: Patientenkollektiv. 
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Im Vergleich zum Patientenkollektiv wurden gesunde Normalspender als zweite Kohorte 

verwendet, welche insgesamt 7 Normalspenderinnen und -Spender umfasste.  

Keiner der Normalspender hatte zum Zeitpunkt der Blutentnahme an einer Erkrankung 

gelitten und niemals eine bekannte maligne Vorerkrankung oder anamnestisch andere 

relevante Vorerkrankungen nachzuweisen. Die Normalspender waren zum Zeitpunkt 

der Diagnose im Durchschnitt 57,6 Jahre alt. Die Geschlechterverteilung lag bei 3 

Männern (42,9%) und 4 Frauen (57,1%). So wurde das Normalspenderkollektiv in sehr 

ähnlicher Verteilung zum Patientenkollektiv zum besseren direkten Vergleich gewählt.  

 
3.2 Aktivierbarkeit von Vg9Vd2 T-Zellen im Vergleich 
Normalspender vs. Tumorpatienten  
 

Um die Aktivierbarkeit von Vg9Vd2 T-Zellen zu untersuchen und diese zwischen 

gesunden Spendern und Tumorpatienten zu analysieren, wurde in den Experimenten 

dieser Arbeit eine Kohorte von Normalspendern (n=7) und eine Kohorte von 

Tumorpatienten (n=18) hinsichtlich ihrer pAg- bzw. BTN3A-spezifischen Aktivierbarkeit 

verglichen. Hierzu wurden die PBMCs der jeweiligen Spender aus venösem Blut mittels 

Dichtegradientenzentrifugation isoliert und mit verschiedenen Stimuli zur Aktivierung 

angeregt und auf den Aktivierungsmarker CD69 hin untersucht. CD69 ist ein früher 

Aktivierungsmarker auf T-Zellen, dessen Expression auf der Zelloberfläche sich im 

Rahmen einer Aktivierung verändert. Zur Aktivierung wurde einerseits ein hoch aktives 

Phosphoantigen (HMBPP), andererseits der monoklonale BTN3A Antikörper (mAb20.1) 

und eins von ihm abgeleitetes single chain Konstrukt (sc20.1) verwendet (74,75). 

Anhand Stimulierung mittels der genannten agonistischen Antikörper, sollte so 

zusätzlich zur pAg-induzierten Aktivierbarkeit der Vg9Vd2 T-Zellen auf eine 

Aktivierbarkeit dieser Zellen, durch die besagten Antikörper untersucht werden und 

mögliche Unterschiede zwischen den Kohorten charakterisiert werden. 

 

 

 



 33 

Für die Versuche wurden 2x 105 PBMCs in jeweils 100µl 10%igem FCS Medium ohne 

Zugabe eines exogenen Wachstumsfaktors (IL-2) in 96-well Rundbodenplatten 

ausplattiert und zum einen mit 10nM HMBPP, 0,2µg/ml BTN3A mab20.1 und 2µg/ml 

sc20.1 und zum anderen als Negativkontrolle mit Medium ohne Stimulanzien versetzt 

und anschließend bei 37°C und 5 % Kohlendioxid über Nacht (16-24h) inkubiert. 

Anschließend wurden die PBMCs zur Messung der Aktivierung, wie im Methodenteil  

(Kap. 2.1.4) mit den im d1-Panel (Tab. 5) aufgeführten Antikörpern gefärbt und 

anschließend durchflusszytometrisch bestimmt. Im Rahmen von Voruntersuchungen 

eigener Vorarbeiten zeigte sich für die gewählten Konzentrationen eine gute Wirkung. 

Daher wurden diese Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit verwendet.  

 

Die Anzahl der gesamten Vd2 T-Zellen (Vd2+ T-Zellen) für jeden Spender wurde mittels 

Cy5.5-markierten Antikörpern gegen CD3 und APC-markierten Antikörpern gegen Vd2 

durchflusszytometrisch bestimmt. Vorher wurde die prozentuale Anzahl aller CD3+ T-

Zellen aus der Gesamtleukozytenzahl des jeweiligen Spenders ebenfalls 

durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 7 (A)). Bei der Messung zeigten die Vd2+ T-Zellen 

eine APC-Fluoreszenz und sind exemplarisch in Abbildung 7 (B) im oberen rechten 

Quadranten dargestellt. Diese Messungen fanden für jeden Normalspender bzw. 

Tumorpatienten immer in derselben Darstellungs- und Messungsweise statt.  

 

Abbildung 7: Repräsentative FACS-Analyse der CD3+ T-Zellen (A) und deren weitere Messung und Darstellung der 
aus den CD3+-Lymphozyten gemessenen Vd2+ T-Zellen mittels APC-Fluoreszenz anhand des Beispiels eines 
Normalspenders (B), sowie die Darstellung der durchgeführten Gatingstrategie auf die CD69+ Vd2+ T-Zellen mittels 
PC7-Fluoreszenz (C). 
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Da diese Arbeit spezifisch die Vd2+ T-Zellen und deren Expression von 

Oberflächenantigenen untersuchte, wurde zur weiteren graphischen Darstellung nur 

auf die zuvor gemessenen Vd2+ T-Zellen (Abb. 7 B) gegated und diese weiter, wie sowohl 

in der zuvor als auch in den nachstehenden Abbildungen veranschaulicht, hinsichtlich 

des Aktivierungsmarkers CD69 getestet und hierauf gegated (Abb. 7 C, Abb. 8, Abb. 10).  

 

Aktivierte Vd2+ T-Zellen binden zusätzlich den Antikörper CD69 und befinden sich als 

Doppelfluoreszenz in den oberen und unteren rechten Quadranten. Nach Tag 1 

exprimieren in dem nachstehenden Beispiel 66,4% aller Vd2+ T-Zellen eines 

Normalspenders den Aktivierungsmarker CD69 nach Stimulierung durch HMBPP 10nM 

(Abb. 10 B) und zeigen somit eine Aktivierung. Im Vergleich dazu exprimieren nur 2% 

der Vd2+ T-Zellen desselben Spenders CD69 bei der Negativkontrolle (Abb. 8 A).  

Auch bei dem monoklonalen BTN3A Antikörper (mAb 20.1) (Abb. 8 C) und dessen single 

chain Konstrukt (sc20.1) (Abb. 8 D) ist eine CD69 Expression (30,2% bzw. 11,3%) und 

somit eine Aktivierung der Vd2+ T-Zellen ersichtlich. Diese fällt jedoch schwächer aus als 

bei HMBPP 10nM.  

 

 

 

 
  
 
 

2,0% 66,4% 
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der CD69 Expression am Beispiel eines Normalspenders (HD9). Nach 
eintägigem Ansatz mit HMBPP 10nM (B), BTN3A 0,2µg/ml (C) und sc20.1 2µg/ml (D) sieht man als Marker der 
Aktivierung eine Zunahme der CD69 Expression in den oberen und unteren rechten Quadranten (durch das blaue 
Oval markiert) im Gegensatz zu deutlich niedrigeren prozentualen CD69 Expression an Tag 1 ohne Stimulanzien (A) 
(Negativkontrolle). Die Messungen beziehen sich auf die gemessenen gesamt Vd2+ T-Zellen des Spenders.  

 

 
 
Abbildung 9: Expression von CD69 auf gd T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimuli am Beispiel eines 
Normalspenders (HD9). Die Bestimmung der Werte fand immer in Dreifachmessungen statt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Dreifachmessungen, sowie die Standardabweichung.  

 
 

Die repräsentativen Abbildungen und Messungen wurden für die 

Tumorpatientenkohorte in derselben Weise durchgeführt und sind nachstehend am 

Beispiel eines Tumorpatienten (GI1) dargestellt (Abb. 10).  

30,2% 11,3% 
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Nach Tag 1 exprimieren in diesem Beispiel 26,7% aller Vd2+ T-Zellen des Tumorpatienten 

CD69 nach Stimulierung durch HMBPP 10nM (Abb. 10 B) und zeigen somit eine 

Aktivierung. Im Vergleich dazu exprimieren bei der Negativkontrolle des Patienten nur 

4,9% der Vd2+ T-Zellen CD69 (Abb. 10 A). Auch hier zeigen die Vd2+ T-Zellen nach 

Stimulierung mit dem monoklonalen BTN3A Antikörper (mAb 20.1) (Abb. 10 C) und 

dessen single chain Konstrukt (sc20.1) (Abb. 10 D) (17,5%. bzw. 6,6%) eine Aktivierung. 

 

 
 

 
Abbildung 10: Beispiel der CD69 Expression eines Tumorpatienten (GI1). Nach eintägigem Ansatz mit HMBPP 10nM 
(B) , BTN3A 0,2µg/ml (C) und sc20.1 2µg/ml (D) sieht man auch hier als Marker der Aktivierung eine Zunahme der 
CD69 Expression in den oberen und unteren rechten Quadranten (durch das blaue Oval markiert) im Gegensatz zu 
deutlich niedrigeren prozentualen CD69 Expression an Tag 1 ohne Stimulanzien (A) (Negativkontrolle). Die 
Messungen beziehen sich auf die gemessenen gesamt Vd2+ T-Zellen des Spenders. 

 
 

26,7% 4,9% 

17,5% 6,6% 
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der prozentualen CD69 Expression mit den unterschiedlichen Stimuli am 
Beispiel eines Tumorpatienten (GI1). Die Bestimmung der Werte fand immer in Dreifachmessungen statt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der Dreifachmessungen, sowie die Standardabweichung.  

 

 
Bei den besagten Messungen zur Bestimmung der Aktivierbarkeit ergaben sich für die 

unterschiedlichen Stimulanzien unterschiedliche Ergebnisse (siehe Tab. 7). 

Grundsätzlich fiel sowohl bei den Normalspendern als auch bei den Tumorpatienten die 

Aktivierung der Vg9Vd2 T-Zellen bzw. die CD69 Expression mittels HMBPP 10nM stärker 

aus als die Aktivierung mittels der beiden agonistischen Antikörper. Dies kann anhand 

der Mittelwerte beurteilt werden und aus Tabelle 7 entnommen werden.  

 

Tabelle 7: Variablen der CD69+ Vd2+ T-Zellen an Tag 1, die gelb markierte Werte stellen die Mittelwerte der 
jeweiligen Messungen für CD69+ Vd2+ T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimulanzien an Tag 1 dar, jeweils für die 
Normalspender und die Tumorpatienten, die grün markierten Werte stellen die Mittelwerte ohne Stimulanzien an 
Tag 1, jeweils für den Normalspender und den Tumorpatienten dar. 

 

Gruppe 

Normalspender (n=7) Patienten (n=18) 

 Mean SD Min Median Max  Mean SD Min Median Max 

d1 CD69+ Vd2+  ohne   2.80 2.12 0.13 2.52 6.94  7.41 4.71 0.00 7.43 15.86 

d1 CD69+ Vd2+  HMBPP 10nM  50.66 17.93 18.90 57.82 69.82  34.82 17.07 6.70 35.55 67.93 

d1 CD69+ Vd2+  BTN3A 0,2µg/ml  31.78 13.73 12.33 32.26 51.45  30.99 17.28 5.70 29.62 67.73 

d1 CD69+ Vd2+  sc20.1 2µg/ml  17.87 10.62 1.27 17.56 36.90  13.74 10.25 0.17 12.40 37.90 
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Auch anhand der Berechnung des Stimulationsindex (SI) für die Aktivierung können 

Unterschiede bezüglich der Aktivierungsfähigkeit der Tumorpatientenkohorte und der 

Normalspenderkohorte ermittelt und dargestellt werden. Anhand der Darstellung des 

Stimulationsindexes fällt der SI-Wert für die Aktivierung der Vg9Vd2 T-Zellen bzw. die 

CD69 Expression mittels HMBPP 10nM in beiden Kohorten stärker aus als mittels der 

agonistischen Antikörper BTN3A 20.1 und sc20.1. Der nachstehenden Tabelle 10 kann 

entnommen werden, dass die SI-Werte für die Aktivierung der Normalspender unter 

Verwendung der Stimulanzien grundsätzlich stärker ausfällt als bei den Tumorpatienten. 

Es wurde ein Cut Off Wert gewählt, der über 5,0 liegen muss, damit von einer 

ausreichend stattgefunden Aktivierung gesprochen werden kann. Bei den 

Normalspendern lagen die ermittelten SI-Werte sowohl bei jedem einzelnen 

Normalspender (Ausnahme bei der Verwendung des Stimulanz sc20.1) als auch bei dem 

ermittelten Mittelwert aller Normalspender stets oberhalb des Cut Off Wertes von 5,0 

(Tab. 8). Bei den Tumorpatienten lagen die ermittelten SI-Werte der einzelnen Patienten 

häufig unterhalb des Cut Off Wertes. Auch der SI-Mittelwert aller Tumorpatienten für 

den agonistischen Antikörper sc20.1 lag darunter. Die SI-Mittelwerte aller 

Tumorpatienten für HMBPP 10nM und BTN3A 20.1 lagen nicht unterhalb des Cut Off 

Wertes, sie sind jedoch deutlich niedriger als bei den Normalspendern. Dies kann der 

nachfolgenden Tabelle entnommen werden und wird in der nachfolgenden graphischen 

Darstellung zusätzlich verdeutlicht (Abb. 12, Tab. 8).  

 
Tabelle 8: Variablen der CD69+ Vd2+ T-Zellen an Tag 1 und der jeweilig ermittelte Mittelwert des Stimulationsindex 
(SI), die gelb markierten Werte stellen die SI-Mittelwerte der jeweiligen Messungen für CD69+ T-Zellen mit den 
unterschiedlichen Stimulanzien an Tag 1 dar, jeweils für die Normalspender und die Tumorpatienten, die grün 
markierten Werte sind die festgelegten SI-Mittelwerte ohne Stimulanzien an Tag 1, jeweils für den Normalspender 
und den Tumorpatienten. 

 

Gruppe 

Normalspender (n=7) Patienten (n=18) 

 Mean SI     Mean SI    

d1 CD69+ Vd2+  ohne   2.80 1     7.41 1    

d1 CD69+ Vd2+  HMBPP 10nM  50.66 38.90     34.82 8.56    

d1 CD69+ Vd2+  BTN3A 0,2µg/ml  31.78 25.17     30.99 7.39    

d1 CD69+ Vd2+  sc20.1 2µg/ml  17.87 9.16     13.74 2.12    
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der ermittelten SI-Mittelwerte für die Aktivierung bzw. CD69 Expression an 
Tag 1, Gegenüberstellung der SI-Mittelwerte der Normalspender (blau) und Tumorpatienten (grün) unter 
Verwendung der einzelnen Stimulanzien und ohne Stimulanzien.  

 

Auch in den nachfolgend dargestellten Boxplots wird der Unterschied zwischen den 

beiden Kohorten bezüglich des Stimulationsindex für die einzelnen Stimulanzien 

ersichtlich.  
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HMBPP 10nM (A) 

 

                 BTN3A 0,2µg/ml (B) 

 



 41 

  sc20.1 2µg/ml (C) 

Abbildung 13: Vergleich der ermittelten Stimulationsindizes der CD69 Expression bzw. Aktivierung der Vd2+ T-Zellen 
an Tag 1 zwischen Normalspendern und Tumorpatienten unter Verwendung der unterschiedlichen Stimulanzien 
(HMBPP 10nM (A), BTN3A 0,2µg/ml (B), sc20.1 2µg/ml (C)). Der Median wird durch die dicke horizontale Linie 
gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer 
Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer.  

 

 

Zusammenfassend wird in Tabelle 9 der Unterschied zwischen den beiden untersuchten 

Kohorten anhand der berechneten Stimulationsindizes und des gewählten Cut Off Wert 

von 5,0 für die Aktivierung erneut verdeutlicht. Es wird ersichtlich, dass die Vg9Vd2 T-

Zellen der Normalspender deutlich besser aktiviert werden können. Hiernach ließen sich 

100% aller Normalspender bei dem Stimulanz HMBPP 10nM und BTN3A 0,2µg/ml 

aktivieren. Unter Verwendung des Stimulanz sc20.1 2µg/ml ließen sich 71,43% der 

Normalspender aktivieren. Im Vergleich dazu ließen sich nur jeweils 47,06% aller 

Tumorpatienten bei HMBPP 10nM, 35,29% bei BTN3A 0,2µg/ml und 12,50 % bei  

sc20.1 2µg/ml aktivieren.  
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Tabelle 9: Prozentuale Darstellung und Vergleich der Aktivierungsfähigkeit mittels der unterschiedlichen 
Stimulanzien anhand der ermittelten Stimulationsindizes für die beiden untersuchten Kohorten.  

           Normalspender       Tumorpatient             Normalspender         Tumorpatient 
 

             % aktiviert       % nicht aktiviert    

HMBPP 10nM      100%                 47,06%   0% 52,94%    
BTN3A 0.2µg/ml      100% 35,29%   0% 64,71%    

sc20.1 2µg/ml      71,43% 12,50%   28,57% 87,50%    
 

 

 

Um zu klären, ob es sich um signifikante Unterschiede zwischen den Kohorten 

hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit handelte, wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests 

untersucht. Es wurden auf Signifikanzen hinsichtlich der Unterschiede ohne 

Stimulanzien und mit unterschiedlichen Stimulanzien hin getestet. Hierbei ergaben sich 

insgesamt zwei signifikante Unterschiede. Die Normalspender wiesen bei HMBPP 10nM 

signifikant höhere CD69+ Vd2 T-Zellen auf als die Tumorpatienten. Es ergab sich ein p-

Wert von p=0,04 (Abb. 14).  

 
                                         Tag 1: HMBPP10nM 

 

Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der CD69+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und Tumorpatienten mit 
HMBPP 10nM als Stimulanz. *: p=0,04 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): Normalspender hatten signifikant höhere 
CD69+ Vd2 T-Zellen. Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste 
Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; 
Kreis: leichter Ausreißer.  
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Bezüglich der Aktivierung mittels der agonistischen Antikörper BTN3A 20.1 und sc20.1 

konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten ermittelt werden 

(Abb. 15). Die p-Werte lagen für BTN3A 20.1 bei p=0,80 und für sc20.1. bei p=0,29.  

 
 
 
                                    Tag 1: BTN3A 20.1 0,2µg/ml (A)                       

 

 
                    Tag 1: sc20.1 2µg/ml (B) 

Abbildung 15:  Prozentuale Verteilung der CD69+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und Tumorpatienten mit 
BTN3A 20.1 0,2µg/ml (A) und sc20.1 2µg/ml (B) als Stimulanzien. Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Kohorten. Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste 
Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; 
Kreis: leichter Ausreißer. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer.  
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Die zweite ermittelte Signifikanz ergab sich bei dem Vergleich der Negativkontrollen 

zwischen den Normalspendern und den Tumorpatienten. Hier wiesen die Patienten 

ohne Stimulanzien signifikant höhere CD69+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender 

(p=0,01) (Abb. 16).  

 
                                           Tag 1: ohne Stimulanzien  

Abbildung 16: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD69+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten ohne Stimulanzien (Negativkontrolle). *: p=0,01 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD69+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median wird durch 
die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und 
Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer. Stern: extremer 
Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer 

 

Aus der nachstehenden Tabelle 10 können die ermittelten P-Werte entnommen werden 

und mit Hilfe der Tabelle 32 mittels der mittleren Ränge (siehe Anhang) die Richtung der 

ermittelten Signifikanz gedeutet werden. Der höhere der beiden mittleren Ränge für 

jeden Vergleich gibt die Signifikanzrichtung an. Damit kann eine Aussage getroffen 

werden, ob die Signifikanzen höher für die Normalspender oder höher für die 

Tumorpatienten ausfielen. 
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Tabelle 10: Signifikanzberechnung. Errechnete P-Werte (asymptotische Signifikanz) mittels Mann-Whitney-U-Test. 
Vergleich der Kohorten hinsichtlich ihrer Aktivierungsfähigkeit (CD69+ Vd2+ T-Zellwerte) mittels unterschiedlicher 
Stimuli oder ohne Stimulanz. Blau markierte Werte sind signifikante P-Werte (p<0,05). Deutung mittels Tabelle 32 
im Anhang. 

Statistik für Test 

 
d1 CD69+ Vd2+ 
ohne 

d1 CD69+ Vd2+ 
HMBPP10nM 

d1 CD69+ Vd2+ 
BTN3A 0,2µg/ml 

d1 CD69+ Vd2+ 
sc20.1 2µg/ml 

Mann-Whitney-U 21.500 29.000 59.000 43.000 
Wilcoxon-W 49.500 200.000 230.000 196.000 
Z -2.512 -2.058 -0.242 -1.048 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.012 0.040 0.809 0.295 

 

 

 

Nachstehend wird die unterschiedliche Aktivierungsfähigkeit (CD69 Expression) der 

beiden Kohorten graphisch verdeutlicht (Abb. 17).  

 
 
 
                                         A: Normalspender (n=7)   
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                             B: Tumorpatienten (n=18) 

 
Abbildung 17: Boxplots der prozentualen CD69+ Vd2+ T-Zellen für alle Stimulanzien für Normalspender (A) und 
Tumorpatienten (B). Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste 
Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; 
Kreis: leichter Ausreißer. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer. 

 
 
 

3.3 Proliferation von Vg9Vd2 T-Zellen im Vergleich 
Normalspender vs. Tumorpatienten  
 

Des Weiteren wurde die Kohorte der Normalspender (n=7) und die Kohorte der 

Tumorpatienten (n=18) hinsichtlich der pAg- bzw. BTN3A-spezifischen Proliferation der 

Vg9Vd2 T-Zellen untersucht und verglichen. Anhand dieser Stimulierung sollte eine 

Aussage bezüglich ihrer Proliferationsfähigkeit unter Verwendung der unterschiedlichen 

Stimuli getroffen werden und auch hier mögliche Unterschiede zwischen den beiden 

Kohorten charakterisiert werden.  

 

Hierzu wurden jeweils 1 x 105 PBMCs der Probanden in je 100µl 10%igem FCS Medium 

mit Zugabe eines exogenen Wachstumsfaktors (IL-2) in 96-well Rundbodenplatten 

ausplattiert und nach Zugabe der jeweiligen Stimulanzien bei 37°C und 5 % Kohlendioxid 

für acht Tage inkubiert.  
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Einerseits wurde das hoch aktive Phosphoantigen HMBPP in den Konzentrationen 

10nM, 1nM, 0,1nM und andererseits der monoklonale agonistische BTN3A Antikörper 

(mAb20.1) in den Konzentrationen 0,2µg/ml, 0,02µg/ml und 0,002µg/ml verwendet. Als 

Negativkontrolle dienten nur mit Medium inkubierte unbehandelte PBMCs. 

Die Anzahl der gesamten Vd2 T-Zellen (Vd2+ T-Zellen) wurde auch bei den Messungen 

zur Proliferation für jeden Spender durch Oberflächenfärbung mittels Cy5.5-markierten 

Antikörpern gegen CD3 und APC-markierten Antikörpern gegen Vd2 

durchflusszytometrisch bestimmt und gemessen. Dies fand nach Färbung mit 

unterschiedlichen Oberflächenantikörpern (siehe d8-Panel, Tab. 5, Kap. 2.1.4) nach 

achttägiger Inkubation statt.  

 

Bei der Messung zeigten die Vd2+ T-Zellen eine APC-Fluoreszenz und sind exemplarisch 

in Abbildung 18 und 19 im oberen rechten Quadranten dargestellt. Auch diese 

Messungen fanden für jeden Normalspender bzw. Tumorpatienten immer in derselben 

Weise statt. Bei der nachstehenden repräsentativen Darstellung der gesamten  

Vd2+ T-Zell Messungen an Tag 8 eines Normalspenders (Abb. 18) sieht man deutlich eine 

Proliferation der Vd2+ T-Zellen nach Inkubation.  

Mit dem Stimulanz HMBPP 10nM im Vergleich zur Vd2+ T-Zellmenge an Tag 8 ohne 

Stimulanz vermehrten sich die Vd2 T-Zellen in diesem Beispiel von 1,7% ohne 

Stimulierung (Abb.18 A) auf 87,0% nach Stimulation (Abb. 18 B). Die Proliferation durch 

die anderen Konzentrationen und Stimuli kann den weiteren Beispielen dieses Spenders 

entnommen werden (Abb. 18 C-G).  

 

Die exemplarisch dargestellten Messungen wurden für alle verwendeten 

Konzentrationen und Stimulanzen auch für die Tumorpatienten durchgeführt. Die 

Proliferationsfähigkeit am Beispiel eines Tumorpatienten kann der Abbildung 19 

entnommen werden.  
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                Tag 8: % Vd2+ T-Zellen (H) 

 

 
Abbildung 18: Repräsentative FACS-Analyse der Vd2+ T-Zellen Proliferation am Beispiel eines Normalspenders 
(HD5). Nach achttägigem Ansatz mit HMBPP 10nM (B), 1nM (C), 0,1nM (D) sowie BTN3A 0,2µg/ml (E), 0,02µg/ml 
(F), 0,002µg/ml (G) sieht man als Zeichen der Proliferation eine Zunahme der prozentualen Zellmenge in dem 
oberen rechten Quadranten an Tag 8 im Gegensatz zu deutlich niedrigeren prozentualen Zellmenge an Tag 8 ohne 
Stimulanzien (A) (Negativkontrolle) (H): Exemplarische Darstellung der prozentualen Vd2+ T-Zellen mit den 
unterschiedlichen Stimuli am Beispiel eines Normalspenders (HD5). Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Dreifachbestimmungen und die Standardabweichung.  
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Tag 8: % Vd2+ T-Zellen (H) 

 
Abbildung 19: Repräsentative Plots der Vd2+ T-Zellen Proliferation am Beispiel eines Tumorpatienten (GI5). Nach 
achttägigem Ansatz mit HMBPP 10nM (B), 1nM (C), 0,1nM (D) sowie BTN3A 0,2µg/ml (E), 0,02µg/ml (F), 0,002µg/ml 
(G) sieht man als Zeichen der Proliferation eine Zunahme der prozentualen Zellmenge in dem oberen rechten 
Quadranten im Gegensatz zu deutlich niedrigeren prozentualen Zellmenge ohne Stimulanzien (A) 
(Negativkontrolle). (H): Exemplarische Darstellung der prozentualen Vd2+ T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimuli 
am Beispiel eines Tumorpatienten (GI5). Dargestellt sind die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen und die 
Standardabweichung.  
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Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich deutlich eine Zunahme der Vd2 T-Zellen 

bei Verwendung der unterschiedlichen Stimulanzien in beiden Kohorten im Gegensatz 

zu den Negativkontrollen. Hierbei zeigte sich jedoch ein höheres Auswachsen der Zellen 

bei den Normalspendern für die verschiedenen Konzentrationen, sowohl bei HMBPP als 

auch bei BTN3A mab20.1 im Vergleich zu den Tumorpatienten (Ausnahme bei der 0,002 

µg/ml Konzentration von BTN3A mab20.1) bezogen auf die Betrachtung der Mittelwerte 

der Ergebnisse (siehe Tab. 11).  

 

Tabelle 11: Variablen der Messungen der Proliferation (Vd2+ T-Zellen), gelb markierte Werte stellen die Mittelwerte 
der jeweiligen Messungen für Vd2+ T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimulanzien dar, jeweils für die 
Normalspender und die Tumorpatienten, grün markierte Werte stellen die Mittelwerte für die Negativkontrollen an 
Tag 8, jeweils für die Normalspender und die Tumorpatienten, dar.  

 

Gruppe 

Normalspender (n=7) Patienten (n=18) 

 Mean SD Min Median Max  Mean SD Min Median Max 

d8 Vd2+ ohne  1.01 0.56 0.33 1.03 1.83  2.33 3.52 0.24 1.65     15.89 

d8 Vd2+ HMBPP10nM  56.11 24.99 13.30 60.71 86.50  39.78 28.88 1.90 38.17 80.49 

d8 Vd2+ HMBPP1nM  51.88 28.50 8.37 59.33 87.70  36.77 29.24 1.86 38.91 82.45 

d8 Vd2+ HMBPP0.1nM  45.51 32.02 3.87 54.97 87.20  22.46 20.58 2.14 17.95 65.86 

d8 Vd2+ BTN3A0.2µg/ml  22.91 18.30 4.90 14.40 51.70  15.34 12.32 0.83 12.83 37.68 

d8 Vd2+ BTN3A0.02µg/ml  22.75 15.96 2.43 18.97 45.18  17.22 17.27 0.26 13.45 57.04 

d8 Vd2+BTN3A0.002µg/ml  7.33 7.41 0.50 5.17 22.46  12.74 11.54 0.85 8.88 36.00 
 
 
 

Auch mittels Ermittlung der Stimulationsindizes (SI) für die Proliferation der Vg9Vd2 T-

Zellen können Unterschiede bezüglich der Proliferationsfähigkeit der beiden Kohorte 

ermittelt und dargestellt werden. Anhand der Darstellung des Stimulationsindexes fällt 

der SI-Wert für die Proliferation der Vg9Vd2 T-Zellen mittels HMBPP 10nM in beiden 

Kohorten stärker aus als mittels des agonistischen Antikörpers BTN3A 20.1. Der 

nachstehenden Tabelle 12 kann entnommen werden, dass die SI-Werte für die 

Proliferation der Normalspender unter Verwendung der Stimulanzien grundsätzlich 

stärker ausfällt als bei den Tumorpatienten, mit Ausnahme bei dem Stimulanz 

BTN3A0.002µg/ml. Es wurde auch hier ein Cut Off Wert gewählt, der über 5,0 liegen 

muss, damit von einer ausreichend stattgefunden Proliferation gesprochen werden 
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kann. Bei den Normalspendern lagen die ermittelten SI-Werte sowohl bei jedem 

einzelnen Normalspender (Ausnahme bei BTN3A 0,002µg/ml) als auch bei dem 

ermittelten Mittelwert aller Normalspender für jedes Stimulanz oberhalb des Cut Off 

Wertes von 5,0 (Tab. 11). Bei den Tumorpatienten lagen die ermittelten SI-Werte der 

einzelnen Patienten häufig unterhalb des Cut Off Wertes. Die ermittelten SI-Mittelwerte 

aller Tumorpatienten für die verwendeten Stimulanzien lagen nicht unterhalb des Cut 

Off Wertes, sie fallen jedoch niedriger aus als bei den Normalspendern. Unter 

Verwendung des Stimulanz BTN3A 0, 002µg/ml jedoch, liegt der SI-Mittelwert der 

Tumorpatienten höher. Dies kann Tabelle 12 entnommen werden und wird in der 

nachfolgenden graphischen Darstellung zusätzlich verdeutlicht (Tab. 12, Abb. 20).  

 

 

Tabelle 12: Variablen der Vd2+ T-Zellen an Tag 8 und der jeweilig ermittelte Mittelwert des Stimulationsindex (SI), 
die gelb markierten Werte stellen die SI-Mittelwerte der jeweiligen Messungen für Vd2+ T-Zellen mit den 
unterschiedlichen Stimulanzien an Tag 8 dar, jeweils für die Normalspender und die Tumorpatienten, die grün 
markierten Werte sind die festgelegten SI-Mittelwerte ohne Stimulanzien an Tag 8, jeweils für den Normalspender 
und den Tumorpatienten. 

 

Gruppe 

Normalspender (n=7) Patienten (n=18) 

 Mean SI     Mean SI    

d8 Vd2+ ohne  1.01 1     2.33 1    

d8 Vd2+ HMBPP10nM  56.11 61.50     39.78 33.51    

d8 Vd2+ HMBPP1nM  51.88 49.96     36.77 29.01    

d8 Vd2+ HMBPP0.1nM  45.51 42.51     22.46 19.25    

d8 Vd2+ BTN3A0.2µg/ml  22.91 22.01     15.34 10.90    

d8 Vd2+ BTN3A0.02µg/ml  22.75 21.49     17.22 12.04    

d8 Vd2+BTN3A0.002µg/ml  7.33 6.29     12.74 9.01    
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der ermittelten SI-Mittelwerte für die Proliferation der Vd2+ T-Zellen an  
Tag 8, Gegenüberstellung der SI-Mittelwerte der Normalspender (blau) und Tumorpatienten (grün) unter 
Verwendung der einzelnen Stimulanzien und ohne Stimulanzien. Die SI-Mittelwerte ermitteln sich aus den 
Dreifachbestimmungen.  

 

Diese Ergebnisse werden auch in den nachstehenden Boxplots graphisch 

hervorgehoben und dargestellt.  

 

 

       HMBPP 10nM (A) 
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                    HMBPP 1nM (B) 

 
 

    HMBPP 0,1nM (C) 

 
BTN3A 0,2µg/ml (D) 

 



 54 

      

 

BTN3A 0,02µg/ml (E) 

 
 

BTN3A 0,002µg/ml (F) 

 
Abbildung 21: Vergleich der ermittelten Stimulationsindizes der Vd2+ T-Zellproliferation an Tag 8 zwischen den 
Normalspendern und den Tumorpatienten unter Verwendung der unterschiedlichen Stimulanzien (HMBPP 10nM 
(A), HMBPP 1nM (B), HMBPP 0,1nM (C), BTN3A 0,2µg/ml (D), BTN3A 0,02µg/ml (E), BTN3A 0,002µg/ml (F)). Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer.  

 

Anhand der nachstehenden Tabelle wird der Unterschied zwischen den beiden 

untersuchten Kohorten anhand der berechneten Stimulationsindizes und des gewählten 

Cut Off Wertes von 5,0 für die Proliferation zusätzlich verdeutlicht. Es wird ersichtlich, 

dass die Vg9Vd2 T-Zellen der Normalspender deutlich besser proliferieren können  

(Tab. 13).  



 55 

Hiernach ließen sich, mit Ausnahme bei dem verwendeten Stimulanz BTN3A 

0,002µg/ml, 100 % aller Normalspender proliferieren, während bei den Tumorpatienten 

unter keinem der verwendeten Stimulanzien so eine Proliferation erzielt werden 

konnte.  

 
Tabelle 13: Prozentuale Darstellung und Vergleich der Proliferationsfähigkeit mittels der unterschiedlichen 
Stimulanzien anhand der ermittelten Stimulationsindizes für die beiden untersuchten Kohorten.  

 
            Normalspender       Tumorpatient               Normalspender         Tumorpatient 

 
            % proliferiert 

 
             % nicht proliferiert  

HMBPP 10nM 100%                             77,78%          0%                          22,22% 
HMBPP 1nM 100%                             77,78%          0%                          22,22% 

HMBPP 0,1nM 100%                             66,67%          0%.                         33,33% 
BTN3A 0,2µg/ml 100%                             61,11%          0%                          38,89% 

BTN3A 0,02µg/ml 100%                             50%          0%                          50% 
BTN3A 0,002µg/ml 71,43%                          50%          28,57%                  50% 

 
 

 

Um zu untersuchen, ob es einen signifikanten Anstieg der Vd2+ T-Zellen zwischen Tag 0 

und Tag 8 in der jeweiligen Kohorte gab, wurde der Wilcoxon-Tests durchgeführt. Es 

wurden stets die prozentualen Vd2+ T-Zellwerte von Tag 0 mit den prozentualen Vd2+ T-

Zellwerten von Tag 8 unter Berücksichtigung der verschiedenen Stimulanzien 

untersucht. Bei den Normalspendern ergab sich in allen Vergleichen mit den 

unterschiedlichen Stimulanzien jeweils eine Signifikanz von p=0,01. Bei den 

Tumorpatienten ergab sich jeweils eine Signifikanz von p=0,00. Somit waren an Tag 8 

die prozentualen Vd2+ T-Zellen für beide Kohorten signifikant höher als an Tag 0. Kein 

signifikanter Unterschied konnte bei dem Vergleich der Negativkontrollen zwischen  

Tag 0 und Tag 8 ermittelt werden. Hier lagen die P-Werte für die Messungen der 

Normalspendern bei p=0,17 und für die Messungen der Tumorpatienten bei p=0,72. 

Diese Ergebnisse können nachstehender Tabelle 14 entnommen werden und mit Hilfe 

der Tabelle 33 (im Anhang) gedeutet werden.  
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Tabelle 14: Signifikanztest. Tabellarische Darstellung der ermittelten P-Werte (Asymptotische Signifikanz). Vergleich 
des prozentualer Vd2+ T-Zellenanteils mit den unterschiedlichen Stimulanzien an Tag 8 und dem prozentualem Vd2+ 
T-Zellenanteil ohne Stimulanzien an Tag 0 mittels Wilcoxon-Test, jeweils für Normalspender und Tumorpatienten. 
Die blau markierten Werte sind signifikante P-Werte (p<0,05).  Deutung mittels Tabelle 33 im Anhang. 

 

 

Gruppe 
            Normalspender (n=7)       Patienten (n=18) 

Z 
Asymptotische Signifikanz (2-

seitig) Z 
Asymptotische Signifikanz (2-

seitig) 
d8 Vδ2+ ohne -  
d0 Vδ2+ ohne 

-1.352b .176 -.348b 0.728 

d8 Vδ2+ HMBPP 10nM - 
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.680c 0.000 

d8 Vδ2+ HMBPP 1nM -   
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.593c 0.000 

d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM -   
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.332c 0.001 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml –  
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.549c 0.000 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml -   
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.375c 0.001 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml -   
d0 Vδ2+ ohne 

-2.366c .018 -3.245c 0.001 

 
 
 
 
 

Um die Frage zu klären, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Tumorpatienten und Normalspendern bezüglich ihrer Proliferationsfähigkeit gab, wurde 

der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Es zeigte sich bei HMBPP 0,1nM ein 

signifikanter Unterschied. Demnach proliferierten Normalspender signifikant besser als 

Tumorpatienten (p=0,04). Für die anderen Messungen ergaben sich keine signifikanten 

Unterschiede (alle p>0,05) (siehe Tab. 15 und 34). Anhand der Tabelle 11 (Mittelwerte) 

kann jedoch eine bessere Proliferationsfähigkeit bei den Normalspendern gegenüber 

den Tumorpatienten vernommen werden. Der prozentuale Anstieg der Vd2 T-Zellen von 

Tag 8 ohne Stimuli auf den prozentualen Wert der Vd2+ T-Zellen an Tag 8 mit Stimuli, 

fällt bei den Normalspendern deutlich höher aus. Die stärkere Proliferationsfähigkeit der 

Normalspender kann auch graphisch anhand der Boxplots (Abb. 22) gut dargestellt 

werden.  
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Tabelle 15: Signifikanzberechnung. Darstellung der errechneten P-Werte (asymptotische Signifikanz) mittels Mann-
Whitney-U-Test. Vergleich der Normalspender und der Tumorpatienten hinsichtlich ihrer Proliferationsfähigkeit 
(Vd2+ T-Zellwerte) mittels unterschiedlicher Stimuli oder ohne Stimulanz. Blau markierte Werte sind signifikante P-
Werte (p<0,05). Deutung mittels Tabelle 34 im Anhang.  

 Mann-Whitney-U Wilcoxon-W Z 

Asymptotische Signifikanz 

(2-seitig) 

d8 Vδ2+ ohne 43.000 71.000 -1.211 0.226 

d8 Vδ2+ HMBPP 10nM 40.500 211.500 -1.362 0.173 

d8 Vδ2+ HMBPP 1nM 42.000 213.000 -1.271 0.204 

d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM 30.000 201.000 -1.997 0.046 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml 44.000 215.000 -1.150 0.250 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml 46.000 217.000 -1.029 0.304 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml 49.000 77.000 -0.847 0.397 

 
 
 
Anhand der nachstehenden Boxplots wird die unterschiedliche Proliferationsfähigkeit 
der beiden Kohorten graphisch verdeutlicht und gegenübergestellt.  
 
 

                                  A: Normalspender      
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BTN3A BTN3A BTN3A 
              ohne.          HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM    BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml BTN3A0,2µg/ml                   
        Median:1,03    Median:60,71       Median:59,33    Median:54,97        Median:14,40        Median:18,97       Median:5,17 
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                                                                   B: Tumorpatienten 

Abbildung 22: Darstellung der Vd2 T-Zellproliferation für die Normalspenderkohorte (A) und die 
Tumorpatientenkohorte (B) anhand der prozentualen Vd2+ T-Zellmenge nach achttägiger Inkubation mit den 
unterschiedlichen Stimulanzien und dem Wachstumsfaktor IL2. Der Median wird durch die dicke horizontale Linie 
gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer 
Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer. 

 
 
Die folgenden Boxplots zeigen den direkten Vergleich der prozentualen Vd2+  
T-Zellproliferation zwischen den beiden Kohorten unter Verwendung der jeweiligen 
Stimulanzien und ohne Stimulanz an. 
 
 
 
                     Tag 8: ohne Stimulanzien (A)  
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BTN3A BTN3A BTN3A 
              ohne.          HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM    BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml BTN3A0,2µg/ml                   
        Median:1,66    Median:38,18       Median:38,91    Median:17,95        Median:12,83        Median:13,45      Median:8,88 
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                                    Tag 8: HMBPP 10nM (B) 

 
                            Tag 8: HMBPP 1nM (C) 
 

                   
 

         Tag 8: HMBPP 0,1nM (D) 
 

 

* 
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                                               Tag 8: BTN3A 0,2µg/ml (E) 

 
                 Tag 8: BTN3A 0,02µg/ml (F) 
 

 
                     Tag 8: BTN3A 0,002µg/ml (G) 
 

Abbildung 23: Darstellung der prozentualen Verteilung der proliferierten Vd2+ T-Zellen nach achttägiger Inkubation 
bei Normalspendern und Tumorpatienten mit und ohne Stimulanzien (A-G) im Vergleich. Bei Abbildung D unter 
Verwendung der Stimulanz HMBPP 0,1nM ergibt sich ein signifikanter Unterschied *: p=0,046 (Mann-Whitney-U-
Test, p<0,05): die Normalspender wiesen signifikant höhere Vd2+ T-Zellmengen auf als die Tumorpatienten. Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer 
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Des Weiteren wurde die Expression der Vd2+ T-Zellen in beiden Kohorten an den Tagen 

0 und 1 verglichen, um zu untersuchen, ob bereits hier womöglich signifikante 

Unterschiede zwischen den Kohorten ersichtlich werden. An beiden Tagen fand diese 

Bestimmung ohne Zugabe exogener Faktoren und Stimulanzien statt. Es wurden die 

Negativkontrollen miteinander verglichen. Dabei wurden zum einen mittels des 

Wilcoxon Test die Vd2+ T-Zellmenge an Tag 0 mit der gemessenen Menge an Tag 1 

verglichen, dies für jede Kohorte getrennt. Dabei ergaben sich weder in der Kohorte der 

Normalspender noch in der Kohorte der Tumorpatienten signifikante Ergebnisse. 

Demnach konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Vd2+ T-Zellmenge an Tag 

0 und Tag 1 ermittelt werden. Die Ergebnisse können der nachfolgenden Tabelle (Tab. 

16) entnommen werden. 

 
Tabelle 16: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der Vd2+ T-Zellen im Vergleich von 
Tag 0 und Tag 1. Signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05). Deutung mittels Tabelle 35 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d1 Vd2+ T-Zellen ohne 
                  –  
d0 Vd2+ T-Zellen ohne 

Normalspender Z -0.169b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.866 

Patienten Z -0.329b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.695 

 

 
Zum anderen wurde mittels des Mann-Whitney-U Test die beiden Kohorten 

untereinander verglichen, jeweils an Tag 0 und an Tag 1. Auch hier ergaben sich keine 

signifikanten Ergebnisse (Tag 0 p=0,380 bzw. Tag 1 p=0,130) und demnach keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Normalspendern und den Tumorpatienten.  

Die ermittelten Ergebnisse können der nachstehenden Tabelle (Tab. 17) entnommen 

werden.  

Tabelle 17: Signifikanzberechnung. Errechnete P-Werte (asymptotische Signifikanz) mittels Mann-Whitney-U-Test. 
Vergleich der Kohorten hinsichtlich ihrer Vd2+ T-Zellwerte an Tag 0 und an Tag 1 mittels jeweils ohne Stimulanz 
(Negativkontrolle). Signifikante P-Werte (p<0,05). Deutung mittels Tabelle 36 im Anhang.  

Statistik für Test 

 
d0 Vd2+ T-Zellen 
ohne 

d1 Vd2+ T-Zellen 
ohne   

Mann-Whitney-U 48.500 38.000   
Wilcoxon-W 76.500 66.000   
Z -0.878 -1.515   
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.380 0.130   
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3.4 Vg9Vd2 T-Zell Subsets im Vergleich Normalspender vs. 
Tumorpatienten  
 

Hinsichtlich der Frage zur Charakterisierung möglicher Unterschiede zwischen 

Tumorpatienten und Normalspendern bezüglich der Aktivierbarkeit und der 

Proliferation der Vg9Vd2 T-Zellen wurden die Vd2 T-Zellen beider Gruppen genauer 

untersucht und Vd2 T-Zell Subsets charakterisiert. Marker zur Definition von  

T-Zellsubpopulationen sind die Oberflächenmarker CD45RA und CD27.  

Sie werden in naive (CD45RA+CD27+), central memory (CM) (CD45RA-CD27+), effector 

memory (EM) (CD45RA-CD27-) und terminal differenzierte effector memory (TEMRA) 

(CD45RA+CD27-) eingeteilt (76). Die Färbung mit den unterschiedlichen Antikörpern 

(siehe d0-Panel, Tab. 5, Kap. 2.1.4) und die durchflusszytometrischen Messungen 

fanden an Tag 0 aus dem Vollblut der Spender statt.  

 

Die Vd2+ T-Zellen wurden mittels PC7-markierten Antikörpern gegen CD27 und FITC-

markierten Antikörpern gegen CD45RA durchflusszytometrisch in die vier Subsets 

eingeteilt. Die nachstehenden Beispiele der beiden Kohorten zeigen die Aufteilung in die 

Subgruppen (Abb. 24). 

 

 
Abbildung 24: Repräsentative Darstellung der durchflusszytometrischen Einteilung in die Subsets am Beispiel eines 
Normalspenders HD9 (A) und eines Tumorpatienten GI7 (B). Dargestellt ist die prozentuale Anzahl der jeweiligen 
Subsets.  
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Um mögliche signifikante Unterschiede zwischen Tumorpatienten und Normalspendern 

charakterisieren zu können, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet (Tab. 18).  

 

Tabelle 18: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der unterschiedlichen Subsets im 
Vergleich zwischen Tumorpatienten und Normalspendern. Die blau markierten Werte heben die signifikanten P-
Werte hervor.  Deutung mittels Tabelle 37 im Anhang.  

 

naive Vδ2+ T-Zellen  

(CD45RA+ CD27+) 

CM Vδ2+ T-Zellen 

(CD45RA-CD27+) 

EM Vδ2+ T-Zellen 

(CD45RA-CD27-) 

TEMRA Vδ2+ T-Zellen 

(CD45RA+CD27-) 

Mann-Whitney-U 31.000 40.000 20.000 56.000 

Wilcoxon-W 202.000 211.000 48.000 84.000 

Z -1.938 -1.393 -2.602 -0.424 

Asymptotische Signifikanz  

(2-seitig) 

0.053 0.164 0.009 0.672 

 
 

 
 
Dabei ergab sich eine unterschiedliche Verteilung der Vd2 T-Zell Subsets zwischen den 

Kohorten. Bei den Normalspendern konnte im Vergleich zu den Tumorpatienten eine 

signifikant höhere Anzahl an naiven Vd2+ T-Zellen nachgewiesen werden (p=0,05;  

Abb. 25).  

                        Naive Vd2+ T-Zellen  

Abbildung 25: Prozentuale Anteile an naiven Vd2+ T-Zellen zwischen Normalspendern und Tumorpatienten im 
Vergleich. *: p=0,05: Normalspender haben eine signifikant höhere Anzahl an naiven T-Zellen. Der Median wird 
durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und 
Maximum als unterer und oberer Whisker. Kreis: leichter Ausreißer  
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Ein weiterer signifikanter Unterschied bei der Verteilung ergab sich für die Untergruppe 

der EMs. Hierbei hatten die Tumorpatienten eine signifikant höhere Anzahl an EM Vd2+ 

T-Zellen als die Normalspender (p=0,00; Abb. 26).  

 
                          EM Vd2+ T-Zellen  

Abbildung 26: Vergleich der prozentualen Anteile an effector memory Vd2+ T-Zellen zwischen Normalspendern und 
Tumorpatienten. *: p=0,00: Tumorpatienten haben eine signifikant höhere Anzahl an effector memory T-Zellen. Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Kreis: leichter Ausreißer 

 
 
Bei der Untersuchung der beiden weiteren Untergruppen (CM und TEMRA) ergaben sich 

keine signifikanten Unterscheide zwischen den untersuchten Kohorten. Die P-Werte 

lagen bei p=0,16 für CM und bei p=0,67 für TEMRA (Abb. 27).  
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                                                      CM Vd2+ T-Zellen (A)                      

    
                                                         TEMRA Vd2+ T-Zellen (B) 

Abbildung 27: Vergleich der prozentualen Anteile an CM (A) bzw. TEMRA (B) Vd2+ T-Zellen zwischen 
Normalspendern und Tumorpatienten. Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste 
und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer 
Ausreißer  

 
 
 
In der Kohorte der Tumorpatienten ließ sich demnach eine deutliche Verschiebung der 

Vd2 T-Zellsubgruppen in Richtung differenzierter Subsets (EM Vd2 T-Zellen) nachweisen, 

während in der Kohorte der Normalspender wiederum eine deutliche Verschiebung in 

Richtung nicht differenzierter Subsets (naive und CM Vd2 T-Zellen) zu vermerken war 
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(Abb. 28). Diese Verteilung wird auch anhand der Mittelwerte für die Subgruppen 

ersichtlich und kann der Tabelle 19 entnommen werden.  

 
 
Tabelle 19: Darstellung der Variablen der Vd2 T-Zell Subsets an Tag 0, gelb markierte Werte stellen die Mittelwerte 
der unterschiedlichen Subgruppen jeweils für Tumorpatienten und Normalspender dar. 

 

Gruppe 

Normalspender (n=7) Patienten (n=18)  

 Mean SD Min Median Max  Mean SD Min Median Max 
naive Vd2+ T-Zellen 
(CD45RA+CD27+) 

 8.03 4.44 0.00 7.44 13.37  3.84 4.03 0.00 2.89 14.14 

CM Vd2+ T-Zellen 
(CD45RA-CD27+) 

 34.42 22.86 0.00 37.76 64.34  21.04 15.65 0.00 19.90 54.02 

EM Vd2+ T-Zellen 
(CD45RA-CD27-) 

 33.76 12.15 14.43 38.05 48.06  53.10 16.49 24.14 54.00 92.76 

TEMRA Vd2+ T-Zellen 
(CD45RA+CD27-) 

 23.97 29.00 1.55 12.68 86.60  23.45 18.44 0.37 22.42 64.42 

 
 
 
 

Die nachstehenden Boxplots verdeutlichen die Verschiebung der Vd2 T-Zell Subsets in 
Richtung EM und TEMRA bei den Tumorpatienten.  
 
 
 

A: Normalspender (n=7)    
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          B: Tumorpatient (n=18) 

 
Abbildung 28: Darstellung der unterschiedlichen Vd2+ T-Zell-Subgruppen für Normalspender (A) und 
Tumorpatienten (B). Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste 
Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer, 
Kreis: leichter Ausreißer.  

 
Auch mittels einer weiteren möglichen Unterteilung wurden die Vd2+ T-Zellen 

untersucht. Diese unterteilt die Vd2+ T-Zellen in sechs Profile anhand deren 

Oberflächenexpression von CD27, CD28 sowie CD16. Sie werden in gd(28+) 

(CD28+CD27+CD16-), gd(28-) (CD28-CD27+CD16-), gd(16-) (CD28-CD27-CD16-) und gd(16+) 

(CD28-CD27-CD16+) eingeteilt. Anhand der prozentualen Verteilung der Expression der 

Oberflächenantigene, werden die Profile vergeben. Demnach wurden anhand der 

relativen Verteilung der Untergruppen gd (28+), gd(28-), gd(16+) und gd(16-) die 

insgesamt 6 Profile definiert (77). Mit Hilfe dieser Unterteilung kann eine mögliche 

Aussage bezüglich der Effektorfunktionen der Vd2 T-Zellen des Spenders getroffen 

werden (77). Je mehr CD16+ Vd2 T-Zellen und gleichzeitig mehr CD27- CD28+ Vd2 T-

Zellen vorhanden sind, desto höher ist das Profil. Je weniger CD16+ Vd2 T-Zellen und 

gleichzeitig je mehr CD27+ CD28+ Vd2 T-Zellen, desto kleiner das Profil. Dies wird auch 

anhand der Abbildung 29 ersichtlich. Die Messungen fanden auch hier 

durchflusszytometrisch mittels ECD-markierten Antikörper gegen CD28, PC7-markierten 
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Antikörper gegen CD27 und PE-markierten Antikörper gegen CD16 statt. Exemplarische 

Beispiele sind nachstehend in Abbildung 29 für beide Kohorten dargestellt.  

 

Abbildung 29: Repräsentative FACS-Analyse des Profils 2 (A) und des Profils 4 (B) bei einem Normalspender (HD9) 
und einem Tumorpatienten (GI7). 

Anhand der Verteilung der Oberflächenantigene wurden jedem untersuchten Spender 

eins der sechs Profile zugeordnet, welches der nachstehenden Tabelle 20 entnommen 

werden kann. Es zeigte sich eine unterschiedliche Verteilung der Profile zwischen den 

beiden Kohorten, wobei sich eine Tendenz in Richtung Profil 1 und 2 bei den 

Normalspender und eine Tendenz in Richtung Profil 3 und 4 bei den Tumorpatienten 

präsentierte. 

 

Tabelle 20: Verteilung der Vd2+ Profile bei den Normalspendern und den Tumorpatienten. 

 

 
Vd2+ Profile 

6 1 2 3 4 5 
Gruppe Normalspender 

(n=7 100%) 
Anzahl 1 5 1 0 0 0 

 % innerhalb der      
Gruppe 

14.3% 71.4% 14.3% 0.0% 0.0% 0.0% 

Patienten 
(n=18 100%)  

Anzahl 0 4 8 5 1 0 
% innerhalb der 
Gruppe 

0.0% 22.2% 44.4% 27.8% 5.6% 0.0% 

Gesamt 
(n=25 100%) 

Anzahl 1 9 9 5 1 0 
% innerhalb der 
Gruppe 

4.0% 36.0% 36.0% 20.0% 4.0% 0.0% 
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3.5 Weitere Aktivierungs-relevante Oberflächenantigene auf 
Vg9Vd2 T-Zell im Vergleich Normalspender vs. Tumorpatienten  
 

Um weitere Aussagen über mögliche Unterschiede zwischen den Normalspendern und 

den Tumorpatienten treffen zu können und mögliche Ursachen für diese Unterschiede 

identifizieren zu können, wurden deren Vd2 T-Zellen auf die Expression weitere 

Oberflächenmoleküle untersucht. Dabei handelte es sich um CD161, CD39 und PD1 (78–

80). Alle drei Oberflächenmoleküle werden auf unterschiedlichen Immunzellen 

exprimiert und gelten auch auf Vg9Vd2 T-Zellen als wichtige Oberflächenmarker (81–

83). CD161 gehört zur C-Typ Lektin Superfamilie und ist ein Typ II homodimeres 

Oberflächenprotein (84). Bei dem Oberflächenmolekül CD39 handelt es sich um eine 

Ekto-ATPase, welche ATP und ADP zu Adenosin und Phosphat hydrolysiert (74). Das 

programmierter Zelltod-1 (PD-1) Membranprotein gehört zur Immunglobulin-

Superfamilie (85) und spielt als inhibitorischer Rezeptor eine wichtige Rolle in der 

Regulation der T-Zell Aktivierung.  

Zur Bestimmung der Oberflächenexpressionen wurden die in Kultur genommenen 

PBMCs der Kohorten sowohl an Tag 1 als auch an Tag 8 mit den entsprechenden 

Antikörperkombinationen gefärbt (siehe d1- und d8-Panel, Tab. 5, Kap. 2.1.4) und 

durchflusszytometrisch bestimmt.  

 

Hierbei stellte sich zum einen die Frage, wie sich die Expression der jeweiligen 

Oberflächenmoleküle grundsätzlich über die Messzeitpunkte (Tag 1 und Tag 8) verhält. 

In Hinblick darauf wurden die Werte der Expression für die unterschiedlichen Tage ohne 

Stimulanzien miteinander verglichen. Des Weiteren sollte geklärt werden, ob es unter 

Verwendung der unterschiedlichen Stimulanzien an den unterschiedlichen Tagen zu 

Veränderungen der Expression auf den Vd2 T-Zellen kommt und ob hier ein Unterschied 

zwischen den beiden Kohorten zu vermerken ist.  
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Für die Messung der CD161+ Vd2 T-Zellen ergaben sich folgende Ergebnisse:  

 

Sowohl für die Normalspender als auch für die Tumorpatienten ergaben sich signifikante 

Ergebnisse bei dem Vergleich der Oberflächenexpression von CD161 zwischen Tag 1 und 

Tag 8 (P-Werte p= 0,01 für Normalspender, p=0,00 für Tumorpatienten). Für beide 

Kohorten lag hier an Tag 8 eine höhere CD161 Expression vor. Dies kann der 

nachstehenden Tabelle 21 entnommen werden und mit Hilfe der Tabelle 38 (siehe 

Anhang) gedeutet werden.  

 
Tabelle 21: Signifikanztest, Darstellung der p-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD161+ Vd2+ T-Zellen im 
Vergleich von Tag 1 und Tag 8. Die blau markierten Werte heben die signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) 
hervor. Deutung mittels Tabelle 38 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d8 CD161+ Vd2+ ohne 
                  –  
d1 CD161+-Vd2+ ohne 

Normalspender Z -2.366b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.018 

Patienten Z -3,724b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.000 

 

 
 

Für die Messungen der CD39+ Vd2 T-Zellen ergaben sich folgende Ergebnisse:  

 

Für die CD39 Expression auf den Vd2 T-Zellen ergaben sich ähnliche Ergebnisse wie bei 

der CD161 Expression. Auch hier hatten sowohl die Normalspender als auch die 

Tumorpatienten an Tag 8 signifikant höhere CD39+ Vd2 T-Zellen als an Tag 1 (p=0,01 

bzw. p=0,00). Die Werte können den nachstehenden Tabellen (Tab. 22 und 39 (siehe 

Anhang)) entnommen werden.  

 
Tabelle 22: Signifikanztest, Darstellung der p-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD39+ Vd2+ T-Zellen im 
Vergleich von Tag 1 und Tag 8. Die blau markierten Werte heben die signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) 
hervor. Deutung mittels Tabelle 39 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d8 CD39+ Vd2+ ohne 
                  –  
d1 CD39+-Vd2+ ohne 

Normalspender Z -2.366b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.018 

Patienten Z -3.680b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.000 
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Für die Messungen der PD1+ Vd2 T-Zellen ergaben sich folgende Ergebnisse:  

 

Auch bei dem Vergleich der PD1 Expression zwischen den beiden Kohorten ergaben sich 

für beide signifikant höhere Werte an Tag 8. Auch hier können die ermittelten 

Ergebnisse aus den nachstehenden Tabellen (Tab. 23 und 40 (siehe Anhang)) abgelesen 

werden. 

 
Tabelle 23: Signifikanztest, Darstellung der p-Werte (asymptotische Signifikanz) der PD1+ Vd2+ T-Zellen im Vergleich 
von Tag 1 und Tag 8. Die blau markierten Werte heben die signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) hervor. 
Deutung mittels Tabelle 40 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d8 PD1+ Vd2+ ohne 
                  –  
d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Normalspender Z -2,366b 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.018 

Patienten Z -3,680b 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.000 

 

 

Um des Weiteren Rückschlüsse ziehen zu können, ob sich die Menge der 

Oberflächenmoleküle auf den Vd2 T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimulanzien 

veränderten, wurde an Tag 1 und an Tag 8 deren Expression gemessen. An Tag 1 wurden 

gleiche Stimulanzien und Konzentrationen wie bei der Bestimmung der Aktivierung 

(HMBPP 10nM, BTN3A 20.1 0,2µg/ml, sc20.1 2µg/ml), an Tag 8 gleiche Stimulanzien und 

Konzentrationen wie bei der Messung der Proliferation (HMBPP 10nM, 1nM, 0,1nM; 

BTN3A 20.1 0,2µg/ml, 0,02µg/ml,0,002µg/ml) gewählt.  

 

Für Tag 1 wurden die Messergebnisse mittels des Wilcoxon-Tests untersucht. Die 

Untersuchung verglich die Messergebnisse der Negativkontrollen (ohne Stimulanzien) 

mit den Messergebnissen der jeweils verwendeten Stimulanzien.  

Für die CD161+ Vd2 T-Zellen ergaben sich bei den Normalspendern zwei signifikante 

Unterschiede. Die Normalspender zeigten an Tag 1 signifikant höhere CD161+ T-Zellen 

unter Verwendung des Stimulanz HMBPP 10nM sowie des BTN3A 0,2µg/ml als ohne 

Stimulierung. Der P-Wert lag bei beiden signifikanten Werten bei p=0,01 (Tab. 24).  
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Auch bei den Tumorpatienten ergaben sich zwei signifikante Unterschiede. Die CD161 

Expression auf den Vd2 T-Zellen war mit HMBPP 10nM an Tag 1 signifikant niedriger als 

die der Negativkontrolle (p=0,01). Die Expression von CD161 unter BTN3A 0,2µg/ml war 

signifikant höher als ohne (P-Wert p= 0,02). Bei sc20.1 2µg/ml ergaben sich für keine 

der beiden Kohorten signifikante Unterschiede. Die Ergebnisse können der Tabelle 24 

entnommen werden und mit Hilfe der Tabelle 41 gedeutet werden.  

 
Tabelle 24: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD161+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 1 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 41 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d1 CD161+ Vd2+ 
HMBPP10nM 

- 
d1 CD161+ Vd2+ 

ohne 

d1 CD161+ Vd2+ 
BTN3A 0,2µg/ml 

- 
d1 CD161+ Vd2+ 

ohne 

d1 CD161+ Vd2+ 
sc20.1 2µg/ml 

- 
d1 CD161+ Vd2+ 

ohne 
Normalspender Z -2.366b -2.366b -0.845b 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.018 0.018 0.398 
Patienten Z -2.461b -2.243b -0.639c 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.014 0.025 0.523 

 
 
 
 
 
 

                                    A: Normalspender CD161+ Vd2+ T-Zellen             

 
 

%
 C

D1
61

+ V
d2

+  T
-Z

el
le

n 

 

BTN3A 
 



 73 

                           B: Tumorpatienten CD161+ Vd2+ T-Zellen  

 
Abbildung 30: Prozentuale Darstellung der CD161 Expression auf den Vd2+ T-Zellen unter Verwendung der 
unterschiedlichen Stimulanzien und ohne an Tag 1 für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B). Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Kreis: leichter Ausreißer. 

 
Für die CD39 Expression auf den Vd2 T-Zellen an Tag 1 ergaben sich in beiden Kohorten 

signifikante Unterschiede. Die Normalspender wiesen eine signifikant höhere 

Expression unter HMBPP 10nM (p=0,04), die Tumorpatienten eine signifikant höhere 

Expression unter HMBPP 10nM (p=0,00) und BTN3A 0,2ug/ml (p=0,04) auf.  

Bei sc20.1 2µg/ml fanden sich im Vergleich zur Negativkontrolle für keine der beiden 

Kohorten signifikante Unterschiede, ebenso keine für die Normalspender bei BTN3A 

20.1 Stimulation. Die Ergebnisse können der Tabelle 25 entnommen werden und mit 

Hilfe der Tabelle 42 (siehe Anhang) gedeutet werden.  

 
Tabelle 25: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD39+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 1 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 42 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d1 CD39+ Vd2+ 
HMBPP10nM 

- 
d1 CD39+ Vd2+ 

ohne 

d1 CD39+ Vd2+ 
BTN3A 0,2µg/ml 

- 
d1 CD39+ Vd2+ 

ohne 

d1 CD39+ Vd2+ 
sc20.1 2µg/ml 

- 
d1 CD39+ Vd2+ 

ohne 
Normalspender Z -2.028b -0.339c -1.183c 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.043 0.734 0.237 
Patienten Z -3.201b -1.982b -0.403c 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.001 0.048 0.687 
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                        A: Normalspender CD39+ Vd2+ T-Zellen         

 
 

            B: Tumorpatienten CD39+ Vd2+ T-Zellen 

 
Abbildung 31: Prozentuale Darstellung der CD39 Expression auf den Vd2+ T-Zellen unter Verwendung der 
unterschiedlichen Stimulanzien und ohne an Tag 1 für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B). Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extreme Ausreißer; Kreis: leichte Ausreißen. 
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Die PD1 Expression ergab in beiden Kohorten signifikant höhere Werte unter 

Verwendung der Stimulanzien. Bei den Normalspendern lag eine Signifikanz bei HMBPP 

10nM (p=0,01), bei BTN3A 0,2µg/ml (p=0,01) und sc20.1 2µg/ml (p=0,02) vor, bei den 

Tumorpatienten bei HMBPP 10nM (p= 0,00) und BTN3A 0,2µg/ml (p=0,00). Für die 

Tumorpatienten ergab sich bei sc20.1 2µg/ml ein schwach signifikanter Wert und somit 

eine schwach signifikant (p<0,1) höhere PD1 Expression. Alle ermittelten P-Werte 

können der Tabelle 26 entnommen werden und mit der Tabelle 43 interpretiert werden. 

 
Tabelle 26: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der PD1+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 1 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 43 im Anhang.  

Statistik für Test 

Group 

d1 PD1+ Vd2+ 
HMBPP10nM 

- 
d1 PD1+ Vd2+ 

ohne 

d1 PD1+ Vd2+ 
BTN3A 0,2µg/ml 

- 
d1 PD1+ Vd2+ 

ohne 

d1 PD1+ Vd2+ 
sc20.1 2µg/ml 

- 
d1 PD1+ Vd2+ 

ohne 
Normalspender Z -2.366b -2.366c -2.201b 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.018 0.018 0.028 
Patienten Z -3.103b -3.332b -1.862b 

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0.002 0.001 0.063 

 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                   A: Normalspender PD1+ Vd2+ T-Zellen       
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                                                                    B: Tumorpatienten PD1+ Vd2+ T-Zellen 

 
Abbildung 32: Prozentuale Darstellung der PD1 Expression auf den Vd2+ T-Zellen unter Verwendung der 
unterschiedlichen Stimulanzien und ohne an Tag 1 für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B). Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer.  

 
 
Um die Frage zu beantworten, wie und ob sich die Expression der Oberflächenmoleküle 

auf den Vd2 T-Zellen an Tag 8 veränderten, wurden auch hier die Messergebnisse mittels 

des Wilcoxon-Tests untersucht. Auch hier wurden die Ergebnisse mit den jeweiligen 

Stimulanzien jeweils mit der Negativkontrolle verglichen.  

Für die Expression von CD161 auf Vd2 T-Zellen ergaben sich sowohl für die 

Normalspender als auch für die Tumorpatienten einige signifikante Ergebnisse. Für die 

Normalspender stieg die CD161 Expression auf den Vd2 T-Zellen unter Verwendung aller 

Stimulanzien, mit Ausnahme von BTN3A 0,2 µg/ml, signifikant an.  

Bei den Tumorpatienten ergaben sich ähnliche Ergebnisse. Hier stieg die CD161 

Expression auf den Vd2 T-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle bei fünf von sechs 

verwendeten Stimulanzien signifikant an, für HMBPP 1nM ergab sich jedoch ein 

signifikant höheres Ergebnis für die Negativkontrolle.  

Die P-Werte können der nachstehenden Tabelle 27 entnommen werden und mit Hilfe 

der Tabelle 44 (siehe Anhang) genauer gedeutet werden.  
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Tabelle 27: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD161+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 8 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon-Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 44 im Anhang.  

 
 
 
 
 
 
 

                                          A: Normalspender CD161+ Vd2+ T-Zellen     

 
 
 
 
 

Statistik für Test 

 

Gruppe 

Normalspender Patienten 

Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 
d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -3.419b 0.001 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-2.028b 0.043 -1.982b 0.048 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -1.894b 0.058 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-1.521b 0.128 -3.114b 0.002 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -1.982b 0.048 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -2.286b 0.022 
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         ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml         
Median:78,50      Median:85,90       Median:85,00    Median:88,03        Median:88,71        Median:87,66       Median:87,32 
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                                                           B: Tumorpatienten CD161+ Vd2+ T-Zellen 

Abbildung 33: Prozentuale Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen mit den unterschiedlichen Stimulanzien und ohne 
Stimulanz für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B) an Tag 8. Der Median wird durch die dicke 
horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und Maximum als 
unterer und oberer Whisker. Stern: extreme Ausreißer, Kreis: leichter Ausreißer.  

 

Für die CD39 Expression konnte bei allen Vergleichen in beiden Gruppen ein 

signifikantes Ergebnis ermittelt werden. Für alle verwendeten Stimulanzien lag die 

Expression an Tag 8 mit Stimulanz signifikant höher als ohne Stimulanz. Die Ergebnisse 

können auch hier der nachstehenden Tabelle 28 entnommen werden und mit Hilfe der 

Tabelle 45 der mittleren Ränge (siehe Anhang) gedeutet werden.  
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       ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml         
Median:91,43      Median:97,23       Median:94,35    Median:95,30        Median:95,15        Median:94,72       Median:91,43 
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Tabelle 28: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der CD39+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 8 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 45 im Anhang.  

 
 
Anhand der nachstehenden Boxplots wird die gesteigerte CD39 Expression unter 

Verwendung der Stimulanzien für beide Kohorten graphisch dargestellt.  

 
 
 
 
                                              A: Normalspender CD39+ Vδ2+ T-Zellen    

 

Statistik für Test 

 

                                                                    Gruppe 

Normalspender Patienten 

Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 
d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -3.636b 0.000 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -3.636b 0.000 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2.197b 0.028 -3.636b 0.000 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2,366b 0.018 -3.724b 0.000 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2.366b 0.018 -3.724b 0.000 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

-2.366b 0.018 -3.724b 0.000 
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         ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml         
Median:14,08      Median:52,03       Median:43,89    Median:51,79        Median:43,34        Median:51,05       Median:50,98 
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                   B: Tumorpatienten CD39+ Vδ2+ T-Zellen  

Abbildung 34: Prozentuale Darstellung der CD39 Expression auf den Vd2+ T-Zellen unter Verwendung der 
unterschiedlichen Stimulanzien und ohne an Tag 8 für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B) an Tag 8. 
Der Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die 
Box, Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extreme Ausreißer; Kreis: leichte Ausreißer. 

 
 
 
Bei der PD1 Expression ließen sich bei den Normalspendern und den Tumorpatienten 

unterschiedliche signifikante Ergebnisse ermittelt. Für die Normalspender ergaben sich 

bei dem angewendeten Wilcoxon-Test drei Signifikanzen, jeweils bei HMBPP 10nM, 

HMBPP 1nM und HMBPP 0,1nM. Hier ergaben sich signifikant höhere PD1+ Vd2 T-Zellen 

für die Negativkontrolle. Bei den Tumorpatienten ergaben sich für HMBPP 10nM, für 

BTN3A 0,2 µg/ml, BTN3A 0,02 µg/ml signifikant höhere bzw. für BTN3A 0,002 µg/ml 

schwach signifikant höhere Werte der PD1 Expression für die besagten Stimulanzien. Bei 

HMBPP 1nM und HMBPP 0,1nM lag bei der Tumorkohorte eine signifikant höhere PD1 

Expression bei der Negativkontrolle im Vergleich vor. Die ermittelten P-Werte können 

der nachstehenden Tabelle entnommen werden und auch hier wieder mit Hilfe der 

Tabelle der Ränge gedeutet werden (Tab. 29 und 46).  
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         ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml                        
   Median:4,86     Median:57,74       Median:51,07    Median:47,38        Median:57,42        Median:55,85       Median:43,30 
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Tabelle 29: Signifikanztest, Darstellung der P-Werte (asymptotische Signifikanz) der PD1+ Vd2+ T-Zellen für den 
Vergleich von Tag 8 mit den jeweiligen Stimulanzien und ohne Stimulanz. Die blau markierten Werte heben die 
signifikanten P-Werte (Wilcoxon Test, p<0,05) hervor. Deutung mittels Tabelle 46 im Anhang.  

 
 
 
 
 
 
 

                A: Normalspender PD1+ Vd2+ T-Zellen    

 
 
 
 
 

Statistik für Test 

 

                                                                    Gruppe 

Normalspender Patienten 

Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) Z Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 
d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-2.366b 0.018 -2.330b 0.020 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-2.366b 0.018 -3.506b 0.000 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-2.028b 0.043 -3.245b 0.001 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-0,507c 0.612 -3.375c 0.001 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-0.338c 0.735 -2.591c 0.010 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

-0.338b 0.735 -1.851c 0.064 

%
 P

D1
+ V
d2

+  T
-Z

el
le

n 

         ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml           
Median:10,46      Median:2,58         Median:1,45      Median:1,96          Median:15,76        Median:16,14       Median:7,47 
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               B: Tumorpatienten PD1+ Vd2+ T-Zellen 

 

Abbildung 35: Prozentuale Darstellung der PD1 Expression auf den Vd2+ T-Zellen unter Verwendung der 
unterschiedlichen Stimulanzien und ohne an Tag 8 für die Normalspender (A) und die Tumorpatienten (B). Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extreme Ausreißer; Kreis: leichte Ausreißer.  

 

Bislang wurden für Tag 1 und Tag 8 die Expression der Oberflächenmoleküle auf Vd2+  

T-Zellen und deren veränderte Expression mit Stimulanzien und ohne Stimulanzien für 

die jeweiligen Kohorten getrennt betrachtet und es ergaben sich die oben aufgezeigten 

Ergebnisse und Signifikanzen. Es stellte sich jedoch auch die Frage, ob es zwischen den 

beiden Kohorten untereinander Unterschiede bei der Expression gab. Hierfür wurden 

die Variablen mittels des Mann-Whitney-U-Tests untersucht.  

Die ermittelten signifikanten Unterschiede können den nachstehenden Tabellen 30 

entnommen werden.  An Tag 1 wiesen die Tumorpatienten für die CD161+ Vd2 T-Zellen 

im Vergleich zu den Normalspendern bei HMBPP 10nM, BTN3A 0,2µg/ml sowie bei der 

Negativkontrolle signifikant höhere Werte auf. Zudem wiesen die Tumorpatienten bei 

sc20.1 2µg/ml einen schwach signifikant höheren CD161 Expression auf Vd2 T-Zellen 

auf. Alle weiteren Vergleiche unter den beiden Kohorten ergaben keine signifikanten 

Unterschiede. Zur genauen Interpretation kann die Tabelle 47 (siehe Anhang) 

hinzugezogen werden.  

%
 P

D1
+ V
d2

+  T
-Z

el
le

n 

         ohne           HMBPP10nM      HMBPP1nM     HMBPP0,1nM      BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml   BTN3A0,2µg/ml              
   Median:7,64      Median:4,20         Median:2,98      Median:3,00          Median:23,65        Median:18,84       Median:11,20 
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Tabelle 30: Signifikanzberechnung. Darstellung der errechneten P-Werte (asymptotische Signifikanz) mittels Mann-
Whitney-U-Test. Vergleich der Normalspender und der Tumorpatienten hinsichtlich der CD161, CD39 und PD1 
Oberflächenexpression an Tag 1 mittels unterschiedlicher Stimuli oder ohne Stimulanz. Blau markierte Werte sind 
signifikante P-Werte (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05). Deutung mittels Tabelle 47 im Anhang.  

 Mann-Whitney-U Wilcoxon-W Z 
Asymptotische 

Signifikanz (2-seitig) 
d1 CD161+ Vd2+ ohne 22.500 50.500 -2.452 0.014 
d1 CD161+ Vd2+ HMBPP 10nM 26.000 54.000 -2.239 0.025 
d1 CD161+ Vd2+ BTN3A 0,2µg/ml 27.000 55.000 -2.179 0.029 
d1 CD161+ Vd2+ sc20.1 2µg/ml 30.000 58.000 -1.874 0.061 
d1 CD39+ Vd2+   ohne 49.000 220.000 -0.847 0.397 
d1 CD39+ Vd2+   HMBPP 10nM 55.000 226.000 -0.484 0.628 
d1 CD39+ Vd2+   BTN3A 0,2µg/ml 61.000 89.000 -0.121 0.904 
d1 CD39+ Vd2+   sc20.1 2µg/ml 47.000 200.000 -0.794 0.427 
d1 PD1+ Vd2+     ohne 53.500 81.500 -0.576 0.565 
d1 PD1+ Vd2+     HMBPP 10nM 41.000 212.000 -1.332 0.183 
d1 PD1+ Vd2+     BTN3A 0,2µg/ml 61.000 89.000 -0.121 0.904 
d1 PD1+ Vd2+     sc20.1 2µg/ml 52.000 205.000 -0.477 0.634 

 
 
In den nachstehenden Boxplots werden die ermittelten signifikanten Unterschiede 
zwischen den beiden Kohorten für die Messung an Tag 1 graphisch verdeutlicht.  

            

           Tag 1: ohne Stimulanzien  

 

 
Abbildung 36: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten ohne Stimulanzien (Negativkontrolle). *: p=0,014 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median wird durch 
die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und 
Maximum als unterer und oberer Whisker. Kreis: leichter Ausreißer 

 
 
 

* 
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            Tag 1: HMBPP 10nM  

 

 
Abbildung 37: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten unter Verwendung von HMBPP 10nM als Stimulanz. *: p=0,025 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): 
die Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median wird 
durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und 
Maximum als unterer und oberer Whisker. 

         Tag 1: BTN3A 0,2 µg/ml  

 

 
Abbildung 38: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten unter Verwendung von BTN3A 0,2 als Stimulanz. *: p=0,029 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median wird durch 
die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum und 
Maximum als unterer und oberer Whisker. 

* 

* 
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             Tag 1: sc20.1 2µg/ml  

 

 
Abbildung 39: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten unter Verwendung von sc20.1 2 als Stimulanz. *: p=0,061 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Tumorpatienten wiesen schwach signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median 
wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum 
und Maximum als unterer und oberer Whisker.  Kreis: leichter Ausreißer 

 

 

An Tag 8 wiesen die Tumorpatienten für die CD161+ Vd2 T-Zellen bei HMBPP 10nM und 

1nM sowie bei BTN3A 0,2ug/ml signifikant höhere Werte im Vergleich zu den 

Normalspendern auf. Zudem wiesen die Tumorpatienten bei der CD161+ Vd2+ T-Zellen 

Negativkontrolle schwach signifikant höhere Werte auf. Ein weiterer schwach 

signifikanter Unterschied ergab sich bei der Negativkontrolle der CD39+ 

Oberflächenmolekülexpression, hier sind die Werte der Normalspender schwach 

signifikant höher. Alle weiteren Vergleiche unter den beiden Kohorten ergaben keine 

signifikanten Unterschiede. Zur genauen Interpretation können die nachstehenden 

Tabellen 31 hinzugezogen werden und anhand der Tabelle der Ränge (Tab. 48) auf die 

Richtung der Signifikanz gedeutet werden.  

 
 
 
 

* 
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Tabelle 31: Signifikanzberechnung. Darstellung der errechneten P-Werte (asymptotische Signifikanz) mittels Mann-
Whitney-U-Test. Vergleich der Normalspender und der Tumorpatienten hinsichtlich ihrer CD161, CD39 und PD1 
Oberflächenexpression an Tag 8 mittels unterschiedlicher Stimuli oder ohne Stimulanz. Blau markierte Werte sind 
signifikante P-Werte (Mann-Whithney-Test, p<0,05). Deutung mittels Tabelle 48 im Anhang.  

 Mann-Whitney-U Wilcoxon-W Z 
Asymptotische 

Signifikanz (2-seitig) 
d8 CD161+ Vd2+   ohne  34.000 62.000 -1.755 0.079 
d8 CD161+ Vd2+   HMBPP 10nM 22.000 50.000 -2.481 0.013 
d8 CD161+ Vd2+   HMBPP 1nM 29.000 57.000 -2.059 0.040 
d8 CD161+ Vd2+   HMBPP 0,1nM 40.000 68.000 -1.392 0.164 
d8 CD161+ Vd2+   BTN3A 0,2µg/ml 18.000 46.000 -2.724 0.006 
d8 CD161+ Vd2+   BTN3A 0,02µg/ml 41.000 69.000 -1.332 0.183 
d8 CD161+ Vd2+   BTN3A 0,002µg/ml 
d8 CD39+   Vd2+   ohne                                                                              

37.000 
33.000 

65.000 
204.000 

-1.574 
-1.816 

0.116 
0.069 

d8 CD39+   Vd2+   HMBPP 10nM 62.000 233.000 -0.061 0.952 
d8 CD39+   Vd2+   HMBPP 1nM 62.000 233.000 -0.061 0.952 
d8 CD39+   Vd2+   HMBPP 0,1nM 57.000 228.000 -0.363 0.717 
d8 CD39+   Vd2+   BTN3A 0,2µg/ml 53.000 81.000 -0.605 0.545 
d8 CD39+   Vd2+   BTN3A 0,02µg/ml 
d8 CD39+   Vd2+   BTN3A 0,002µg/ml 
d8 PD1+     Vd2+   ohne  
d8 PD1+     Vd2+   HMBPP 10nM  
d8 PD1+     Vd2+   HMBPP 1nM  
d8 PD1+     Vd2+   HMBPP 0,1nM  
d8 PD1+     Vd2+   BTN3A 0,2µg/ml 
d8 PD1+     Vd2+   BTN3A 0,02µg/ml 
d8 PD1+     Vd2+   BTN3A 0,002µg/ml 

56.000 
63.000 
62.000 
50.000 
59.000 
52.000 
39.000 
46.000 
42.000 

227.000 
234.000 
233.000 

78.000 
87.000 
80.000 
67.000 
74.000 
70.000 

-0.424 
0.000 

-0,061 
-0.787 
-0.242 
-0.666 
-1.453 
-1.029 
-1,271 

 

0.672 
1.000 
0.952 
0.431 
0.809 
0.505 
0.146 
0.304 
0.204 

 
 
In den nachstehenden Boxplots werden die ermittelten signifikanten Unterschiede 
zwischen den beiden Kohorten für die Messung an Tag 8 graphisch verdeutlicht.  
 
                   Tag 8: ohne Stimulanzien  

 
 

 
Abbildung 40: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten ohne Stimulanzien (Negativkontrolle) an Tag 8. *: p=0,079 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Tumorpatienten wiesen schwach signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der Median 
wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum 
und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer. 

* 
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        Tag 8: HMBPP 10nM  
 
 

 
Abbildung 41: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten nach Anwendung von HMBPP 10nM als Stimulanz an Tag 8. *: p=0,013 (Mann-Whitney-U-Test, 
p<0,05): die Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer. 

          Tag 8: HMBPP 1nM  

 

 
Abbildung 42: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten nach Anwendung von HMBPP 1nM als Stimulanz an Tag 8. *: p=0,040 (Mann-Whitney-U-Test, 
p<0,05): die Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer; Kreis: leichter Ausreißer. 

* 

* 
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         Tag 8: BTN3A 0,2 µg/ml  

 

 
Abbildung 43: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD161+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten nach Anwendung von BTN3A 0,2 µg/ml als Stimulanz an Tag 8. *: p=0,006 (Mann-Whitney-U-Test, 
p<0,05): die Tumorpatienten wiesen signifikant höhere CD161+ Vd2+ T-Zellen auf als die Normalspender. Der 
Median wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, 
Minimum und Maximum als unterer und oberer Whisker. Stern: extremer Ausreißer. 

 
 
                      Tag 8: ohne Stimulanzien 
 

 
Abbildung 44: Darstellung der prozentualen Verteilung der CD39+ Vd2+ T-Zellen bei Normalspendern und 
Tumorpatienten ohne Stimulanzien (Negativkontrolle) an Tag 8.. *: p=0,069 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05): die 
Normalspender wiesen schwach signifikant höhere CD39+ Vd2+ T-Zellen auf als die Tumorpatienten. Der Median 
wird durch die dicke horizontale Linie gekennzeichnet, 25 ́igste und 75 ́igste Perzentile begrenzt die Box, Minimum 
und Maximum als unterer und oberer Whisker. Kreis: leichter Ausreißer. 

* 

* 
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4. Diskussion  
 

Einen interessanten und besonderen Ansatz stellen Immuntherapiemöglichkeiten mit 

gd T-Lymphozyten dar. Das Ziel und die Strategie einer möglichen Therapie von malignen 

Erkrankungen mit Vg9Vd2 T-Zellen beruht einerseits auf der Möglichkeit einer in vivo 

Stimulation der Zellen und andererseits auf der Möglichkeit einer in vitro Proliferation 

der Zellen mit nachfolgender Zelltransfusion an den erkrankten Patienten. Für eine 

bestmögliche Anwendung einer Immuntherapie mit gd T-Zellen muss jedoch der 

Mechanismus der Aktivierung und der Proliferation vorerst besser verstanden werden 

und mögliche vorab bestehende und die Therapie möglicherweise beeinflussenden 

Unterschiede zwischen Gesunden und an Tumoren erkrankten Patienten charakterisiert 

werden.  Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter anderem auch versucht werden, 

mögliche Ursachen und Rückschlüsse zu detektieren, die eine unterschiedliche 

Therapieansprechbarkeit nachsichtragen könnten. Es sollte in der vorliegenden Arbeit 

jedoch nicht wie beispielsweise bei Yang et al. und anderen Gruppen z.B Gu et al. der 

Wirkmechanismus auf molekularer Ebene dargestellt und genauer untersucht werden 

(66,86), sondern mittels der Expression verschiedener Oberflächenmoleküle. Anhand 

der Expression von CD69 sollte die Aktivierungsfähigkeit von Vg9Vd2 T-Zellen mittels 

HMBPP, BTN3A Antikörper und sc20.1 als Stimulanzien untersucht und detektiert 

werden und dadurch neue Erkenntnisse bezüglich der Aktivierungsfähigkeit getroffen 

werden. CD69 ist ein membrangebundener Typ-II C-Lectin Rezeptor, der als früh 

exprimierter Marker besonders für die Aktivierung von Lymphozyten fungiert. Die CD69-

Expression wird auf der Oberfläche der T-Lymphozyten nach Stimulation über den TCR 

rasch induziert. Die Expression des CD69 Proteins kann bereits nach 2-3 Stunden nach 

Stimulation nachgewiesen werden (87,88). Diese Eigenschaft wurde auch im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit genutzt. Um also die Frage des Aktivierungsmechanismus 

besser zu verstehen, wurden die Vg9Vd2 T-Zellen einerseits mit dem hoch aktiven pAg 

HMBPP aktiviert, demnach auf einer B30.2 Domänen abhängigen Weise und 

andererseits mittels des monoklonalen BTN3A Antikörpers 20.1 (mAb20.1) und eines 

von ihm abgeleiteten single chain Konstrukts (sc 20.1), in einer B30.2 Domänen 
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unabhängigen Weise (57,59). Auch in Hinblick auf die Proliferationsfähigkeit der Vg9Vd2 

T-Zellen war es Bestandteil der vorliegenden Dissertation zu untersuchen, ob eine 

selektive Proliferation mittels HMBPP und BTN-Antikörper möglich ist und ob es bei der 

Proliferationsfähigkeit unter Verwendung der Stimuli Unterschiede zwischen der 

Tumorkohorte und den gesunden Spendern gibt. Mit Hilfe aller drei verwendeten 

Stimulanzien konnte eine Aktivierung aufgezeigt werden. Demnach unterstützen die 

Ergebnisse dieser Arbeit die Aussagen von beispielsweise Yang et al. bezüglich der 

HMBPP Aktivierungsfähigkeit (86) und der Fähigkeit Vg9Vd2 T-Zellen mittels BTN-

Antikörpern zu aktivieren (25). Auch ihre Fähigkeit zur selektiven Proliferation und 

Stimulation wurde in den Experimenten dieser Dissertation bestätigt. Die Aktivierung 

fiel jedoch unterschiedlich stark aus, wobei bei HMBPP eine deutlich höhere 

Aktivierungsfähigkeit ermittelt werden konnte als bei den Antikörpern, bei denselben 

Testpersonen. Dies deutet auf die bereits durch Palakodeti et al. beschriebenen 

unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen hin (25). Die Ergebnisse dieser 

Dissertation stimmen mit Untersuchungen von Kunzmann et al. überein. Kunzmann et 

al. zeigten in ihrer Pilotstudie zum ersten Mal, dass die Verabreichung von pAgs eine 

selektive Aktivierung und Proliferation von Vg9Vd2 T-Zellen in vivo induziert (89). Diese 

selektive Aktivierung und Proliferation konnte auch in der vorliegenden Arbeit bekräftigt 

werden, hier fand dies jedoch im Unterschied dazu ex vivo statt. Zusammenfassend 

konnte gezeigt werden, dass sowohl die Verwendung des potenten Phosphoantigens 

HMBPP als auch die Verwendung der BTN-Antikörper zu einer Aktivierung und demnach 

zu einer CD69-Expression führte. Auch mittels der errechneten Stimulationsindizes für 

jede verwendete Stimulanz konnte dieses Ergebnis verdeutlicht und bekräftigt werden. 

Hier wurde ein Cut Off Wert von 5,0 für die errechneten Stimulationsindizes gewählt, 

anhand dessen eine Aussage bezüglich der Aktivierungsfähigkeit getroffen werden 

sollte. Dabei konnte für die Stimulanzien HMBPP 10nM und BTN3A 0,2µg/ml bei den 

Normalspendern eine 100%ige Aktivierungsfähigkeit anhand der SI-Werte ermittelt 

werden. Bei dem Stimulanz sc20.1 2µg/ml konnte eine 71,43%ige Aktivierungsfähigkeit 

ermittelt werden. Dies kann der Tabelle 9 (Kap. 3.2) entnommen werden.  Somit konnte 

die Ausgangsfrage der Aktivierungsfähigkeit in einer pAg-abhängigen und einer BTN3A-
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abhängigen Weise beantwortet werden. Es wurde nicht nur hinsichtlich einer 

Aktivierungsfähigkeit generell getestet, sondern sollte im Weiteren auch untersucht 

werden, ob ein Unterschied bei der Aktivierungsfähigkeit zwischen Tumorpatienten und 

Normalspendern besteht. Hierzu wurden zwei Kohorten miteinander verglichen. 

Ausgangsfrage war zu klären, ob es eine verminderte Reaktivität auf pAgs bei 

Tumorpatienten gibt. Erwartungsgemäß konnte eine verminderte Aktvierungsfähigkeit 

durch HMBPP bei Tumorpatienten im Gegensatz zu Gesunden in dieser Arbeit bestätigt 

werden. Diese Ergebnisse unterstützen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wie 

die Gruppe von Kunzmann et al. (90,91). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten 

einen signifikanten Unterschied bei der Aktivierungsfähigkeit hinsichtlich HMBPP für die 

Normalspender (p=0,04). Demnach findet die Aktivierung mittels HMBPP signifikant 

besser bei den Normalspendern statt. Bezüglich der Aktivierung mittels der BTN-

Antikörper konnte dahingehend jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Kohorten aufgezeigt werden. Es zeigte sich jedoch hier, bezogen auf die 

Mittelwerte der jeweiligen Kohorten, auch bei den Antikörpern eine bessere 

Aktivierungsfähigkeit bei den Normalspendern. Dies sollte im Rahmen weiterer 

Experimente mit größeren Kohorten erneut untersucht werden. In Hinblick auf die 

Proliferationsfähigkeit der Vg9Vd2 T-Zellen wurden PBMCs mittels HMBPP (10nM, 1nM, 

0,1nM) und dem agonistischen BTN3A-Antikörper (mab20.1) (0,2ug/ml, 0,02ug/ml, 

0,002ug/ml) unter Zugabe von IL-2 für 8 Tage stimuliert und anschließend die 

Proliferationsfähigkeit durchflusszytometrisch bestimmt. Mittels der unterschiedlichen 

Konzentrationen konnte so ein Rückschluss gezogen werden, ob und mit welcher 

Konzentration eine starke Proliferation möglich ist. Es ergaben sich für alle 

Konzentrationen und für beide Stimulanzien eine signifikant höhere Vd2 T-Zellanzahl im 

Vergleich zu der gemessenen T-Zellmenge an Tag 0. Das bedeutet, dass mittels beider 

Stimulanzen die Frage nach der Proliferationsfähigkeit der Vg9Vd2 T-Zellen unter deren 

Verwendung mit ja beantwortet werden kann. Unter Verwendung von HMBPP in allen 

drei Konzentrationsstufen ergaben sich jedoch, absteigend von der Konzentration, 

höhere Mittelwerte der proliferierten Vd2 T-Zelle als unter Verwendung des BTN-

Antikörpers. Ursachen hierfür könnte zum einen die sehr starke potente Eigenschaft von 
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HMBPP als Stimulanz sein (92). Es könnten des Weiteren auch externe Faktoren und 

Cofaktoren eine Rolle spielen. Es konnten auch hier interindividuelle Unterschiede 

innerhalb der Kohorten vermerkt werden, was Bestandteil weiterer Untersuchungen 

sein sollte. Im Weiteren wurde untersucht, ob ein Unterschied zwischen beiden 

Kohorten hinsichtlich der Proliferationsfähigkeit ersichtlich wird. Auch hier konnte in der 

vorliegenden Dissertation erwartungsgemäß ein Unterschied festgestellt werden. Bei 

den Tumorpatienten ergaben sich sowohl unter der Verwendung von HMBPP als auch 

des BTN-Antikörpers niedrigere Proliferationsfähigkeiten als bei den Normalspendern. 

Es konnte jedoch nur bei der Konzentration 0,1nM HMBPP ein signifikanter Unterschied 

ermittelt werden (p=0,04). Nichtsdestotrotz zeigte sich beim Vergleich der Mittelwerte 

eine bessere Proliferationsfähigkeit der Normalspender.  Dies wird auch anhand der 

ermittelten Stimulationsindexe ersichtlich und untermauert. Hierbei wurde für die 

Proliferationsfähigkeit ein Cut Off Wert von 5,0 gewählt und anhand dessen die 

prozentuale Proliferationsfähigkeit der einzelnen Kohorten unter Verwendung der 

Stimulanzien, für jedes Stimulanz, ermittelt (Kap. 3.3, Tab. 13). Es zeigte sich auch hier 

deutlich, dass die Normalspender viel besser proliferieren als die Tumorpatienten. Bei 

den Normalspendern ließen sich mit Ausnahme von BTN3A 0,002 µg/ml 100% der gd T-

Zellen proliferieren, während bei den Tumorpatienten eine maximale 

Proliferationsfähigkeit von nur 77,78% erreicht werden konnte (Kap. 3.3, Tab. 13). 

 

Ein möglicher zu diskutierender Grund für die verminderte Reaktivität auf die pAgs-

Stimulation in der Tumorpatientenkohorte könnte durch eine bereits stattgefunden 

(permanente) in vivo Aktivierung der gd T-Lymphozyten bedingt durch die 

Tumorerkrankung erklärt werden. Diese könnte demnach zu einer möglichen 

Erschöpfung der gd T-Zellen führen (46,93,94). Für diese Vermutung würde auch die in 

der vorliegenden Arbeit ermittelte signifikant höhere CD69-Expression auf den gd T-

Zellen der Tumorpatienten im Gegensatz zu den Normalspendern bei der 

Negativkontrolle (ohne Stimulation) sprechen. Hier zeigte sich demnach, dass die Zellen 

ohne Zugabe von HMPBB bei den Tumorpatienten bereits signifikant höher voraktiviert 

waren (p=0,01). Die geschilderten Ursachen für eine verminderte Reaktivität der gd T-
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Zellen in der Tumorkohorte auf HMBPP könnte auch auf die leicht, jedoch nicht 

signifikante verminderte Reaktivität unter Verwendung der BTN3A-Antikörper 

zurückzuführen sein. Interessanterweise jedoch stellten sich interindividuelle 

Unterschiede dar. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde aufgezeigt, dass 

Spender, bei denen eine Aktivierung mittels HMBPP beispielsweise nur sehr schwach 

ausfiel, trotz dessen eine höhere CD69-Expression und somit eine stärkere Aktivierung 

mittels BTN3A-Antikörper erzeugt werden konnte. Diese Erkenntnisse könnten auch in 

der vorliegenden Arbeit auf bestehende unterschiedliche Aktvierungsmechanismen 

hinweisen und bekräftigt die Annahme von Palakodeti et al., dass pAgs und BTN-

Antikörper in ähnlicher Weise, jedoch nicht in identischer Weise eine Aktivierung 

auslösen. Ein Grund für diese interindividuellen Unterschiede könnten die 

unterschiedlichen Bindungsstellen der pAgs und BTN-Antikörper sein. PAgs binden, 

mittlerweile durch einige Studien und Arbeitsgruppen belegt (63), an die intrazelluläre 

Domäne des BTN3A1-Moleküls, BTN-Antikörper binden an die extrazelluläre Domäne.  

Aus bislang nicht ermittelten Gründen könnte also die durch die Bindung entstehende 

Konformationsänderung der extrazellulären Domäne unterschiedlich stark detektiert 

werden. Diese Beobachtungen sollten weitere Untersuchungen nachsichtragen und 

könnten neue Hinweise auf den Aktivierungsmechanismus der Vg9Vd2 T-Zellen geben. 

Ein weiterer Grund könnte die Spezifität der Bindungseigenschaft von pAgs und der BTN- 

Antikörper sein. Interessanterweise ist für den Mechanismus der Aktivierung von 

Vg9Vd2 T-Zellen durch die agonistische Anti-BTN3-Antikörper weder das Vorhandensein 

von pAgs noch die Expression einer intrazellulären B30.2-Domäne notwendig. 

Demzufolge waren alle drei BTN3-Isoformen, mit B30.2-Domäne oder ohne, in der Lage, 

nach Bindung des Agonisten Anti-BTN3 20.1 mAbs eine Aktivierung von Vg9Vd2 T-Zellen 

auszulösen (57,59). Demnach wirken die BTN-Antikörper unspezifischer als die pAgs und 

könnten dadurch womöglich zu den interindividuellen Unterschieden beitragen, indem 

sie möglicherweise zusätzliche Costimmulierungen auslösen könnten.  Auch die Art der 

dadurch erzeugten Konformationsänderungen nach Bindung der pAgs bzw. der BTN-

Antikörper, könnte eine Rolle spielen. Bei pAgs Bindung kommt es zu einer Inside-Out 

Konfomationsänderung mit Einbezug der JMX (66), bei der BTN-Antikörper Bindung an 
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die extrazelluläre Domäne womöglich zu einer ähnlichen, jedoch nicht identischen, 

Konfomationsänderungen und somit möglicherweise zu unterschiedlichen Erkennung 

dieser durch die gd T-Zellen. Eine weitere Möglichkeit könnte die Mitbeteiligung von 

Cofaktoren sein, die eine Rolle bei der Aktivierung der Vg9Vd2 T-Zellen spielen könnten, 

wie bereits von einigen Arbeitsgruppen zum Beispiel Gu et al. vorgeschlagen (66). 

Möglicherweise werden durch die unterschiedlichen Stimuli unterschiedliche 

Cofaktoren aktiviert und lösen so eine unterschiedliche starke CD69-Expression aus. 

Diese Cofaktoren könnten durch das Mikromilieu bestimmter Tumorarten oder durch 

andere Außenfaktoren beeinflusst werden und daher zu unterschiedlichen 

interindividuellen Ausprägungen der Aktivierungsfähigkeit führen. Die aufgeführten 

Überlegungen sollten Grundlagen weiterer Studien sein. Zusammenfassend konnten, 

bezüglich der Vg9Vd2 T-Zellaktivierung und- proliferation, im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit somit Unterschiede zwischen den Tumorpatienten und den Normalspendern 

ermittelt werden und interessante interindividuelle Unterschiede bezüglich der 

verwendeten Stimulanzen aufgezeigt werden.   

 

Eine weitere zu untersuchende Überlegung war das Vorhandensein unterschiedlicher 

Verteilungen exprimierter Oberflächenmoleküle, welche die Aktivierungs- und 

Proliferationsfähigkeit beeinflussen und einen Unterschied zwischen den Kohorten 

begründen könnten. Da Vg9Vd2 T-Zellen sowohl zur Auslösung sofortiger 

Effektorfunktionen (Zytokinproduktion und zytotoxische Aktivität), als auch zur 

Gedächtnisbildung und schneller Reaktion nach beispielsweise mikrobieller Reinfektion 

fähig sind (39,95,96), deutet dies auf die Existenz verschiedener funktioneller 

Untergruppen der humanen gd T-Zellen hin (76). Wie von Dieli et al. 2003 beschrieben, 

können humane Vg9Vd2 T-Lymphozyten anhand der Expression von CD45RA- und CD27-

Oberflächenmoleküle in vier Untergruppen unterteilt werden. Diese Subgruppen 

weisen je nach Oberflächenexpression unterschiedliche Fähigkeiten hinsichtlich der 

Proliferationsfähigkeit sowie der Auslösung bestimmter Effektorfunktionen auf (76).  

Die vier Subgruppen wurden von Dieli et al. in naive (CD45RA+CD27-), in Central Memory 

(CM) (CD45RA-CD27+), Effector Memory (EM) (CD45RA-CD27-), sowie terminal 
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differenzierte TEMRA (CD45RA+CD27-) unterteilt.  In der vorliegenden Arbeit wurden die 

Vd2 T-Zellen, sowohl aus der Kohorte der Normalspender als auch der Tumorpatienten, 

auf ihre Subgruppen mittels Expressionen der CD45RA- und CD27-Oberflächenmoleküle 

hin untersucht. Es konnte hierbei ein Unterschied in der Verteilung der einzelnen 

Subgruppen zwischen den untersuchten Kohorten festgestellt werden. Die 

Normalspender exprimierten eine signifikant höhere Anzahl an naiven T-Zellen (p=0,05) 

im Vergleich zu den Tumorpatienten. Des Weiteren wurden bei den Normalspendern 

eine höhere Anzahl an Central Memory T-Zellen gemessen. Diese waren jedoch nicht 

signifikant höher, was auf die Gesamtzahl der getesteten Normalspender 

zurückzuführen sein könnte (n=7). Die gemessenen Werte lagen jedoch bei den 

Normalspendern für die CM T-Zellen bei einem Mittelwert von 34.42 (SD 22.86) und bei 

den Tumorpatienten bei einem Mittelwert von 21.04 (SD 15.65). Die CM T-Zellanzahl 

war demnach bei den Tumorpatienten niedriger als bei den Normalspendern. Für die 

Effector Memory T-Zellen ergab sich eine signifikant höhere Anzahl an dieser 

Zellsubgruppe bei den Tumorpatienten (p=0,00). Bei den TEMRA T-Zellen konnte kein 

signifikanter Unterschied in der Verteilung ermittelt werden. Auch hier könnte dies auf 

die Gesamtzahl der getesteten Spender zurückzuführen sein.  Anhand dieser Ergebnisse 

konnte in der vorliegenden Arbeit bei den Tumorpatienten eine Verschiebung der 

Subgruppen in Richtung differenzierter gd T-Zellen (EM T-Zellen) festgestellt werden. Bei 

den Normalspendern eine Verschiebung in Richtung nicht differenzierter gd T-Zellen 

(naive und CM T-Zellen). Diese ermittelten Werte stimmen mit denen von Dieli et al. 

überein, da auch in Untersuchungen seiner Arbeitsgruppe die Kohorte der gesunden 

Spender in der Subgruppe der CM T-Zellen die höchste Anzahl aufwiesen. Basierend auf 

der Expression von CD27 haben Gioia et al. den CD27+ T-Zellen eine hohe 

Proliferationsfähigkeit jedoch eine geringe INFg Produktion zugesprochen, den CD27- T-

Zellen sprachen sie ein reziprokes Verhalten bezüglich der Proliferationsfähigkeit und 

der INFg Produktion zu (97). Demnach sind naive sowie Central Memory T-Zellen (beide 

CD27+) in der Lage, besser zu proliferieren als die Effector Memory und TEMRA T-Zellen 

(beide CD27-). Diese Rückschlüsse können auch im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation gezogen werden und bekräftigen die Aussage von Gioia et al. bezüglich der 
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Proliferationsfähigkeit (97). In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, 

dass Vg9Vd2 T-Zellen gesunder Spender nach Stimulation mittels pAgs stärker 

proliferieren als Vg9Vd2 T-Zellen der Tumorpatienten unter den gleichen Bedingungen. 

Dieser Unterschied könnte durch die Verschiebung in Richtung differenzierter T-Zellen 

(EM T-Zellen) bei den Tumorpatienten begründet werden. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit werden dahingehend auch durch die Ergebnisse von Dieli et al. 

untermauert. Dieli et al. hatten in ähnlicher Weise, wie in der vorliegenden Arbeit, PBMC 

mit einem pAg (bei Dieli et al. IPP) sowie mit IL-2 für 12 Tage inkubiert und die 

Zellproliferation anschließend durchflusszytometrisch gemessen. Auch Dieli et al. 

beschrieben einen Unterschied in der Proliferationsfähigkeit der unterschiedlichen 

Subgruppen. Sie zeigten, dass die nicht differenzierten T-Zellsubgruppen, naive und CM, 

stärker bzw. sogar signifikant stärker proliferierten. Bei den differenzierten Subgruppen, 

EM und TEMRA, konnte nur eine schwache bzw. kaum oder gar keine Proliferation 

nachgewiesen werden (76).  Hierbei kam für Dieli et al. die Vermutung auf, dass sich die 

Vg9Vd2 T-Zellen zumindest bei in-vitro Kultur mit Antigenen durch das folgende 

Abstammungsmuster differenzieren: naive (CD45RA+CD27-) à Central Memory 

(CD45RA-CD27+) à Effector Memory (CD45RA-CD27-)à terminal differenzierte TEMRA 

(CD45RA+CD27-) (76). Der Schritt des Verschiebungsmusters bis zu den EM T-Zellen 

konnte auch in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt und vermutet werden. Dies könnte 

bedingt durch den Kontakt zu Tumorantigenen im Rahmen der Tumorerkrankung erklärt 

werden und führt zu der beschriebenen Verschiebung in Richtung differenzierter EM T-

Zellen bei den Tumorpatienten. Da die Tumorpatienten in der vorliegenden Arbeit in der 

Negativkontrolle bezüglich des Aktivierungsmarkers CD69 signifikant höhere Werte 

aufgewiesen haben, als die Normalspender, könnte dies ein weiteres Indiz dafür sein, 

dass die Zellen durch die Tumorerkrankung bereits zum Teil voraktiviert waren und 

daher auch zum einen nur geringer durch die Stimulanzien aktiviert werden konnten, da 

ihre T-Zellen sich bereits vorab in Richtung differenzierter T-Lymphozyten differenziert 

haben.  Dieli et al. konnten in Rahmen ihrer Experimente aufzeigen, dass in entzündeten 

Geweben und Flüssigkeiten EM und hauptsächlich TEMRA T-Zellen vertreten sind (76). 

Dies bekräftigt erneut auch die Verteilung in der vorliegenden Arbeit zusätzlich, da die 
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Tumorpatienten bereits Kontakt zu Tumorzellen hatten. Anhand dieser Erkenntnis 

könnten zukünftig Patienten vorab besser detektiert werden und dahingehend 

untersucht werden, welche der gd T-Zell Subgruppe sie besitzen und wie fähig ihre Zellen 

zur Proliferation und Aktivierung sein könnten.  

Trotz der multiplen Effektorfunktionen der gd T-Zellen nach deren Aktivierung und der 

Stellung als attraktive Kandidaten in Hinblick auf Immuntherapien gegen Malignome, 

haben bereits durchgeführte klinische Studien über gemischte Patientenreaktionen 

bezüglich der Eliminierung von Tumorzelllinien nach Aktivierung berichtet. In Hinblick 

auf diese Heterogenität haben Ryan et al. verschiedene Vd2-Profile identifiziert, mit 

denen eine definierte Effektorfunktion eines Individuums vorhergesagt werden soll. 

Somit sollen auch Rückschlüsse über den Mechanismus und die Effizienz der 

Eliminierung einer Reihe von Tumorzellinien vorhergesagt werden können und auch 

Rückschlüsse auf deren Aktivierungs-und Proliferationsfähigkeit getroffen werden 

können (77). Ryan et al. identifizierten diese Vd2 T-Zell Profile an einer großen Kohorte 

(n=63) gesunder Spender. Sie verwendeten hierfür die Oberflächenmoleküle CD27, 

CD28 und CD16 und konnten so vier verschiedene Populationen identifizieren: gd (28+)-

Zellen {CD28(+)CD27(-)CD16(-)}, gd (28-)-Zellen {CD28(-)CD27(+)CD16(-)}, gd (16-)-Zellen 

{CD28(-)CD27(-)CD16(-)} und gd (16+)-Zellen {CD28(-)CD27(-)CD16(+)}. Anhand dessen 

konnten im Weiteren durch die relative Verteilung der Untergruppen gd (28+), gd(28-), 

gd(16+) und gd(16-) die insgesamt 6 Profile definiert werden (77). Im Rahmen der 

Experimente der vorliegenden Arbeit wurde auch hinsichtlich dieser 

Oberflächenmoleküle untersucht und in der Kohorte der Normalspender als auch in der 

der Tumorpatienten eine Einteilung in die sechs Profile vorgenommen. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit stützen die Ergebnisse von Ryan et al. Sowohl in den Ergebnissen von Ryan 

et al. als auch in denen der vorliegenden Arbeit konnte in der Kohorte der gesunden 

Spender das Profil 2 am häufigsten beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit 

machte dieses Profil 71,4% aus. Um des Weiteren zu untersuchen, wie die 

unterschiedlichen Profile auf eine Phosphoantigenstimulierung reagieren, haben Ryan 

et al. PBMC von Spendern mit den Profilen 1 oder 2, sowie mit den Profilen 5 oder 6 

isoliert und mit HMBPP/Il-2 stimuliert. Es zeigte sich dabei, dass die Profile 1 und 2 als 
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Reaktion auf HMBPP/IL-2 im Durchschnitt über 10mal mehr expandieren als die Profile 

5 und 6 (77). In der vorliegenden Arbeit zeigten sich ähnliche Reaktionen auf die 

HMBPP/IL-2 Stimulierung. Diese äußerten sich dadurch, dass sich die Verteilung der 

Profile bei den gesunden Spendern auf die Profile 1, 2 und 3 beschränkten. Diese 

Verteilung und die damit verbundene bessere Proliferationsfähigkeit der 

Normalspender kann in Zusammenhang gesetzt werden und als eine weitere Erklärung 

für die stärkere Proliferationsfähigkeit der gesunden Spender im Gegensatz zu den 

Tumorpatienten fungieren. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Patientenkohorte eine 

Verteilung der Profile in Richtung Profile 3, 4, 5. Die verminderte Proliferationsfähigkeit 

in der Tumorkohorte könnte also auf die, wie auch in Ryan et al., ermittelte verminderte 

Expansionsfähigkeit dieser Profile zurückzuführen sein (77). Ryan et al. hatten jedoch 

nicht wie in den vorliegenden Ergebnissen die Verteilung erkrankter Patienten 

untersucht, die einzelnen Effektorfunktionen und Eigenschaften der Profile können 

jedoch auf die Kohorte der Tumorpatienten zur Beurteilung übertragen werden, wie in 

der vorliegenden Arbeit erfolgt. Die Effektorpotenziale der ermittelten Vd2 Profile 

zeigten dabei kontrastierende Phänotypen auf. Es zeigte sich hierbei ein Profil 

unteranderem mit einer hohen proliferativen Kapazität (Profil 1). Dem entgegengesetzt 

ein anderes Profil mit einem geringen Expansionspotenzial jedoch mit einer 

überwiegend zytotoxischen Effektorfähigkeit (Profil 6) (77).   

gd T-Zellen stellen also vielversprechende Kandidaten für eine Immuntherapie dar. Das 

durch unterschiedliche Studien immer besser werdende Verständnis und durch die 

Detektion neuer interessanter Eigenschaften der gd T-Lymphozyten rückt man einer 

erfolgreichen gd T-Zellbasierten Therapie somit näher. Obwohl die Anti-Tumor-Aktivität 

von gd T-Zellen bereits gut etabliert ist, können sie jedoch unter bestimmten 

Umständen, abhängig vom Tumormikromilieu, das Tumorwachstum jedoch auch 

fördern (98). Ein weiterer möglicher zu diskutierender Grund könnte demnach das 

Mikromilieu des Tumors sein (99,100), welches durch immunsuppressive Zytokine zu 

einer möglichen Unterdrückung einer Aktivierung der gd T-Zellen durch HMPBB führen 

könnte und die Unterschiede erklären könnte. Je nach Mikromilieu des Gewebes haben 

T-Zellen die Fähigkeit proinflammatoische Zytokine wie INF-gamma, TNF-alpha und IL-
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17 sowie antiinflammatorische Zytokine wie TGF-beta, IL-4 und IL-10 zu produzieren 

(101–103). Dabei exprimieren T-Lymphozyten verschiedene kostimulierende und 

regulatorische Oberflächenmoleküle, welche die Zytokinproduktion und somit die 

Effektorfunktionen der gd T-Zellen bestimmen (81,101,104–109). Um mögliche 

Veränderungen der Oberflächenexpression der sowohl regulatorischen als auch 

Effektorfunktion auslösenden Oberflächenmoleküle zu analysieren, wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Expressionseigenschaft von CD39, PD-1 und CD161, unter 

Anwendung der Stimulanzien zur Auslösung einer Aktivierung sowie einer Proliferation, 

untersucht.  So sollten Aussagen getroffen und Daten gesammelt werden, wie sich die 

Expression der unterschiedlichen Oberflächenmoleküle unter den jeweiligen 

Stimulanzien verhält.  Diesen Oberflächenmolekülen werden zum Teil prognostische 

Informationen jedoch auch immunsuppressive Eigenschaften nachgesagt (81,104). Mit 

Hilfe dieser Oberflächenmoleküle sollte auch hiermit versucht werden, mögliche 

weitere bestehende Unterschiede zwischen den zwei untersuchten Kohorten zu 

identifizieren und somit langfristig weitere Rückschlüsse bezüglich des Erfolges einer 

Immuntherapie mit gd T-Zellen gegen Malignome getroffen werden können.  

 

Bei dem Oberflächenmolekül CD39 handelt es sich um eine Ekto-ATPase, welche ATP 

und ADP zu Adenosin und Phosphat hydrolysiert (110,111). CD39 reguliert somit als 

Ekto-ATPase die Homöostase der Immunreaktionen durch die Hydrolyse von ATP und 

ADP.  CD39 spielt auf Grund dieser Eigenschaften auch eine zentrale Rolle bei der 

Tumorprogression durch Bildung des immunsuppressiven Adenosins, indem es somit 

unteranderem die Anti-Tumor-Antwort einiger Immunzellen hemmt (112). CD39 wird 

als Oberflächenmarker auf unterschiedlichen Immunzellen exprimiert und gilt auch auf 

Vg9Vd2 T-Zellen als wichtiger Oberflächenmarker (81). Dabei zeigte sich in Studien, dass 

CD39+ gd T-Zellen eine starke immunsuppressive Funktion ausüben und 

immunregulatorische Eigenschaften aufweisen (81,112). Hu et al. identifizierten CD39+ 

gd T-Zellen als gd-Treg Zellen (112). Guoming et al. fanden in Ihrer Studie heraus, dass 

ca. 50% der tumorinfiltierenden gd T-Zellen hohe Mengen an CD39-Molekülen 

exprimieren. Darüber hinaus konnten Guoming et al. die Infiltration von CD39+ gd Treg-
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Zellen im Tumor mit einem fortgeschrittenen TNM-Stadium und anderen ungünstigen 

klinisch-pathologischen Merkmalen bei Colorektalenkarzinomen assoziieren (112). 

Zusätzlich zu dessen Fähigkeit ATP und ADP zu hydrolysieren zeigten Gruenbacher et al. 

in ihrer Studie, dass CD39 auch in der Lage ist selbst- und erregerassoziierte pAgs, 

unteranderem IPP und HMBPP, zu dephosphorylieren und damit die Aktivierung der 

Vg9Vd2 T-Zellen durch pAgs zu schwächen oder gar aussetzen. Nur 

Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) konnte nicht durch CD39 hydrolysiert werden. 

Aufgrund dieser Erkenntnisse rückt CD39 als Immun-Kontrollpunkt-Mediator, der die 

antitumoralen und entzündungsfördernde Immunantwort stört, in den Vordergrund 

(113,114). CD39 könnte demnach ein neuartiges Kontrollpunkt-Inhibitor-Ziel darstellen 

und man könnte demnach künftig überlegen, die CD39 Expression oder die CD39 

Wirkung durch Inhibition zu verhindern.   

Um heraus zu finden, wie sich die CD39 Expression unter Verwendung der Stimulanzien 

verhält und somit Aussagen für zukünftige mögliche Hindernisse einer erfolgreichen gd 

T-Zellbasierten Immuntherapie zu treffen, wurde in der vorliegenden Arbeit die CD39 

Expression untersucht. Hierbei ergaben sich sowohl für die Normalspender als auch für 

die Tumorpatienten (p=0,01 bzw. p=0,00) ein signifikanter Anstieg der CD39 Expression 

an Tag  8 im Vergleich zu Tag 1. Diese Erkenntnisse stimmen mit denen von Gruenbacher 

et al. überein. Gruenbacher et al. zeigten in ihrer Studie, dass von Tag 3 beginnend eine 

CD39 Expression auf Vg9Vd2 T-Zellen stattfindet (78). Im Gegensatz zu den Ergebnissen 

von Gruenbacher et al. konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nach Stimulation 

mittels der verwendeten Stimulanzien eine CD39 Expression bereits an Tag 1 festgestellt 

werden. Hier konnte unter HMBPP 10nM bei den Normalspender und den Patienten ein 

signifikanter Anstieg vermerkt werden, bei BTN3A 0,2ug/ml konnte nur bei den 

Tumorpatienten ein signifikanter Anstieg ermittelt werden. Die Signifikanzen ergaben 

sich immer unter Verwendung der Stimulanzien. Eine Ursache für diese 

unterschiedlichen Ergebnisse könnte die Patientenanzahl der Normalspender sein und 

sollte im Rahmen weiterer Studien untersucht werden. An Tag 8 ergaben sich in der 

vorliegenden Arbeit für alle verwendeten Stimulanzien und Konzentrationen, sowohl für 

die Normalspender als auch die Tumorpatienten, signifikant höhere Werte im Vergleich 
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zur Negativkontrolle. Somit stieg die CD39 Expression unter Verwendung der 

Stimulanzien signifikant an. Im Weiteren wurde untersucht, ob sich zwischen den 

Kohorten ein signifikanter Unterschied bei der CD39 Expression ergibt. Es ergaben sich 

hierbei keine signifikanten Unterschiede. Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass 

durch Zugabe der unterschiedlichen Stimulanzien im Vergleich zur Negativkontrolle die 

CD39 Expression auf den gd T-Zellen zunimmt. Diese Ergebnisse unterstützen die 

Ergebnisse von Gruenbacher et al., dass pAgs eine CD39 Expression induzieren können 

(78). Aufgrund der Funktion von CD39 als Ekto-ATPase, die unteranderem HMBPP 

abbauen kann (78) und somit die Aktivierung von gd T-Zellen durch beispielsweise 

HMBPP herabsetzten könnte, sollte diese Funktion von CD39 in Zukunft möglicherweise 

durch Inhibitoren inhibiert werden. Somit könnte möglicherweise ein besseres 

Ansprechen einer Therapie mit gd T-Zellen gewährleistet werden. Vor allem, da es keine 

Unterschiede zwischen den Kohorten gab, muss sowohl bei der in vivo Stimulierung als 

auch bei der in vitro Stimulierung mit anschließendem Transfer dieser Anstieg der CD39 

Expression berücksichtigt werden. Gruenbacher et al. konnten in Ihrer Studie zeigen, 

dass die CD39 Expression auch mittels Antikörper gegen CD277/BTN3A induziert wird. 

Auch diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit bekräftigt werden, da in 

dieser Arbeit auch unter Verwendung des BTN3A Antikörpers ein signifikanter Anstieg 

der CD39+ gd T-Zellen detektiert werden konnte. Gruenbacher et al. zeigten auch, dass 

das pathogen-assoziierte HMBPP zwar durch CD39 hydrolisiert wird, jedoch nicht in 

gleichem Maße wie beispielweise IPP oder andere aus dem Mevalonatweg stammenden 

pAgs. Dies könnte auch der Grund für die höhere Wirksamkeit von HMBPP bei der 

Stimmulierung von Vg9Vd2 T-Zellen sein (78) und der Grund, wieso trotz CD39 

Expression unter HMPBB immer noch eine starke Aktivierung- und Proliferation unter 

diesem Stimulus in der vorliegenden Arbeit möglich war.  

Die in der vorliegenden Arbeit auffallenden interindividuellen Unterschiede könnten 

möglicherweise auch auf die CD39 Expression zurückzuführen sein, da bei einigen der 

Patienten HMBPP möglicherweise durch die Ekto-ATPase in größerem Maße abgebaut 

wurde oder hier die Expression von CD39 unterschiedlich stark ausfiel und somit eine 

geringere Aktivierung bzw. Proliferation ermöglicht wurde. Die Aktivierung bzw. 
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Proliferation jedoch unter BTN3A konnte trotz dessen stattfinden, da diese nicht vom 

Abbau durch CD39 affektiert wird und somit im Gegensatz zu HMBPP bei einigen 

Patienten stärker ausfiel. Folglich könnte die Behandlung mittels eines CD39-Inhibitors 

oder mittels blockierender Antikörper eine vielversprechende Strategie für die 

Verbesserung der gd T-Zellvermittelten Immuntherapie darstellen.  

Das als programmierter Zelltod-1 (PD-1) bekannte Membranprotein gehört zur 

Immunglobulin-Superfamilie (85). Es stellt ein wichtiges Rezeptorprotein dar, welches 

von aktivierten T-Zellen unter anderem auch von gd T-Zellen exprimiert wird. Der 

programmierte Zelltod (PD-1) ist ein inhibitorischer Rezeptor und spielt eine wichtige 

Rolle in der Regulation der T-Zell Aktivierung. Nach Bindung der Liganden (PDL-1 und 

PDL-2) über eine bestimmte molekulare Interaktion (85), führt dies über den PD-1 

Rezeptor zu einem inhibitorischen Signal auf die TCR-vermittelte Aktivierung von T-

Zellen (85). PD-1 Liganden werden unteranderem von Tumorzellen selbst oder von 

Zellen des Tumorstroma gebildet. Die Liganden wirken immunsuppressiv, indem sie im 

Zusammenspiel mit PD-1 die Proliferation und Zytokinfreisetzung in T-Zellen inhibieren. 

Durch Interaktion mit dem PD-1 Rezeptor auf den T-Zellen werden diese somit 

deaktiviert. Durch Bildung der Liganden können sich die Tumorzellen somit der 

Eliminierung durch das Immunsystem entziehen. PD-1 stellt also einen so genannten 

Checkpoint des Immunsystems dar. Es wurde bereits in Studien berichtet, dass 

Tumorzellen die PD-L1 exprimieren die spezifische zytotoxische Aktivität von ab T-Zellen 

abschwächten (85,115–118). Über die genaue Rolle bei gd T-Zellen ist bislang jedoch erst 

weniger bekannt. Man vermutet jedoch dieselbe Wirkungsweise, wie bei ab T-Zellen. 

Die Expression von PD-1 kann in primären gd T-Zellen nach antigener Stimulation rasch 

induziert und heraufreguliert werden (85), entweder durch Tumorzellen oder, wie in der 

vorliegenden Arbeit, durch pAgs bzw. BTN3A Antikörpern. Nach Stimulierung 

produzieren PD-1+ gd T-Zellen IL-2. Wichtig ist zu eruieren, ob sich die Expression von 

PD-1 unter Verwendung unterschiedlicher Stimulanzien verändert und ob auch hier ein 

Unterschied zwischen der gesunden Kohorte und der Tumorpatienten Kohorte 

bestehen könnte. In der vorliegenden Arbeit wurden, frisch isolierte PBMCs mit den 

unterschiedlichen Stimulanzien in vitro stimuliert und deren PD-1 Expression nach 18-
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24h und nach 8 Tagen gemessen. Hier bei zeigte sich bereits an Tag 1 nach Stimulation 

im Vergleich zur Negativkontrolle sowohl bei den Normalspendern als auch bei den 

Tumorpatienten ein signifikanter Anstieg der Expression von PD-1. An Tag 8 war die PD-

1 Expression für alle Konzentrationen von HMBPP bei den Normalspendern signifikant 

niedriger unter Verwendung der Stimuli, bei BTN3A Antikörper zeigte sich bei den 

Normalspendern kein signifikanter Unterschied. Die PD-1 Expression lag bei den 

Tumorpatienten unter Verwendung aller Stimulanzien und aller Konzentrationen an Tag 

8 signifikant höher als bei der Negativkontrolle. Diese Ergebnisse stimmen mit denen 

von Iwasaki et al. überein (85). Hier konnte unter Verwendung der Stimulanz HMBPP 

10mM auch ein signifikanter Anstieg mit einem Maximum an Tag 3 gemessen werden. 

Die Signifikanzveränderung bei den Normalspendern an Tag 8 ist womöglich auf die 

kürzere Halbwertszeit von HMBPP in Kultur zurückzuführen. Antikörper weisen längere 

Halbwertszeiten in Kultur auf. Es konnte somit sowohl durch die Experimente dieser 

Arbeit als auch durch die von Iwasaki et al. 2011 gezeigt werden, dass es unter 

Verwendung von HMBPP und BTN3A Antikörper sowie seinem single chain Konstrukt zu 

einer PD-1 Expression auf Vg9Vd2 T-Zellen kommt (85). Da unter Verwendung der 

Stimulanzien die PD-1 Expression auf den Vg9Vd2 T-Zellen ansteigt, sollte dies bei der 

Therapieplanung beachtet werden. Um möglicherweise auftretende unerwünschte 

Ereignisse während der T-Zellbasierten Therapie zu verhindern sollten Checkpoint-

Inhibitoren eingesetzt werden, welche die Wirkung der PDL-1/-2 Liganden hemmen. Es 

kommt dadurch zur Reaktivierung des Immunsystems und somit zur Lösung und 

Blockierung des inhibitorischen Signals. Durch die gesteigerte Expression von PD-1 

konnten Iwasaki et al. nachweisen, dass PD-1+ gd T-Zellen vermehrt IL-2 in der Frühphase 

produzieren und somit eine positive autokrine Wirkung auf die Proliferation der gd T-

Zellen ausüben (85). Diese Eigenschaft könnte man bei einer Stimulierung nutzen, um 

zusätzlich durch die positive autokrine Wirkung eine noch stärkere Proliferation über IL-

2 ermöglicht wird.  

 

Auch die Expression des Oberflächenmoleküls CD161 wurde in der vorliegenden Arbeit 

unter denselben Versuchsbedingungen, wie zuvor beschrieben, untersucht. CD161 



 104 

gehört zur C-Typ Lektin Superfamilie und ist ein Typ II homodimeres Oberflächenprotein 

(119). CD161 wird auf verschiedenen menschlichen T-Lymphozytenuntergruppen 

exprimiert, einschließlich auf gd T-Zellen (82,83). Die Bedeutung der CD161-Expression 

auf den unterschiedlichen T-Zelluntergruppen ist bislang immer noch nicht vollständig 

verstanden. Es konnte jedoch als Marker für Interleukin-17 produzierende T-Zellen und 

damit mit dem TH17-Phänotyp in Zusammenhand gebracht werden und charakterisiert 

diese Zellen (82). CD161 exprimierende T-Zellen entsprechen aufgrund Expression 

weiterer Oberflächenmoleküle einem Gedächtnisphänotyp. In der vorliegenden Arbeit 

wurde die CD161-Expression sowohl in der Kohorte der Normalspender als auch in der 

Kohorte der Tumorpatienten untersucht. Dabei zeigte sich, dass sowohl bei den 

Normalspendern als auch bei den Tumorpatienten unter Verwendung der 

unterschiedlichen Stimuli sowohl an Tag 1 als auch an Tag 8 signifikante Unterschiede 

ermittelt werden konnten. Bei den Normalspendern führte die Stimulation mit HMBPP, 

sowie BTN3A an Tag 1 zu einer signifikant höheren CD161-Expression auf den Vd2+ T-

Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (p= 0,01 bzw. p=0,01). Bei den Tumorpatienten 

ergab sich hier ein signifikant höheres Ergebnis für BTN3A (p=0,02). Für sc20.1 ergab 

sich in beiden Kohorten kein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle. Anhand der 

Boxplots kann jedoch eine höhere Expression von CD161+ Vd2+ T-Zellen unter 

Verwendung der Stimulanzien dargestellt werden. Ähnliches gilt für die CD161-

Expression an Tag 8. Hier fiel unter Verwendung fast aller Stimulanzien, sowohl bei den 

Normalspendern als auch bei den Tumorpatienten die Expression signifikant höher als 

in der Negativkontrolle aus.  Die nicht ermittelten Signifikanzen könnten womöglich auf 

die Ausreißer in den jeweiligen Kohorten zurückzuführen sein. Auch hier kann jedoch 

die Tendenz zur erhöhten CD161-Expression unter Verwendung der Stimulanzien den 

Boxplots entnommen werden. TH17-Tellpopulationen sind sowohl an protektiven sowie 

an inflammatorischen Prozessen beteiligt. Demnach könnte die gesteigerte CD161-

Expression auf das in der vorliegenden Arbeit verwendete HMBPP, als 

pathogenassoziiertes Antigen, zurückzuführen sein. Takahashi et al. beschrieben nach 

TCR-spezifischen Aktivierung eine strake Proliferation von CD4+CD161+ - sowie 

CD8+CD161+ T-Zellen. In der besagten Arbeitsgruppe stellten sie jedoch fest, dass die 
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CD8+CD161+ Subpopulation hingegen nur eine mangelnde Proliferationsfähigkeit 

aufweisen (84). Dies deutet darauf hin, dass die Proliferationsfähigkeit sowie Steigerung 

der CD161-Expression in den T-Zellsubgruppen unterschiedlich stark ausfällt und somit 

auch möglicherweise unterschiedliche Funktionen ausüben, zytotoxischer oder 

regulatorischer Funktion. Somit könnte die Erkenntnis über die CD161-Expression 

künftig womöglich vorab auf die Effektorfunktion der untersuchten Zellen hindeuten. 

Anschließend wurde untersucht, ob es bei der Expression der besagten 

Oberflächenantigene signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kohorten gab. Die 

Expression von CD39, CD161 sowie PD1 wurden an Tag 1 sowie an Tag 8 auf 

Signifikanzen hin untersucht.  Sowohl an Tag 1 als auch an Tag 8 exprimierten die 

Tumorpatienten signifikant höhere Mengen an CD161+ Vd2+ T-Zellen, sowohl bei der 

Negativkontrolle als auch unter Verwendung der verschiedenen Stimulanzien. Die 

gesteigerte CD161-Expression bei Tumorpatienten könnte womöglich auf eine bereits 

durch die Tumorerkrankung stattgefundene Immunstimulation zurückzuführen sein. Für 

die anderen Oberflächenantigene können zwischen den beiden Kohorten keine 

signifikanten Unterschiede ermittelt werden.  
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5. Zusammenfassung 
 

Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Frage nach der 

Fähigkeit der selektiven Stimulierung mittels des Phosphorantigens HMBPP und den 

beiden BTN3 Antikörpern bestätigt werden. Es konnte zudem wie erwartet hierbei ein 

Unterschied zwischen den beiden Kohorten detektiert werden. Dabei zeigte die Kohorte 

der Normalspender erwartungsgemäß eine stärkere Aktivierungs- sowie Proliferations-

fähigkeit. Normalspender ließen sich signifikant besser mit HMBPP aktivieren und bei 

bestimmter Konzentration signifikant besser proliferieren, bei BTN3A und sc20.1 

konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden, allerdings anhand der 

Mittelwerte eine deutlich stärkere Aktivierung und Proliferation aufgezeigt werden. 

Außerdem konnten interessante interindividuelle Unterschiede detektiert werden, die 

neue Erkenntnisse brachten. Mit Hilfe der untersuchten Oberflächenmoleküle CD45RA 

und CD27 und der Einteilung der gd T-Zellen in unterschiedliche Subgruppen konnten so 

mögliche Erklärungen für die Unterschiede zwischen den Kohorten aufgezeigt werden. 

Normalspender zeigten signifikant höhere Anteile an naiven gd T-Zellen und nicht 

signifikant höhere Anteile an central memory T-Zellen, demnach eine deutliche 

Verschiebung in Richtung nicht differenzierter Subsets, wohingegen die Tumorkohorte 

signifikant höhere effector memory T-Zellen aufwiesen und somit eine deutliche 

Verschiebung in Richtung differenzierter Subsets. Dadurch kann erklärt werden, 

weshalb Normalspender besser aktiviert werden und besser proliferieren können. Auch 

die Einteilung in unterschiedliche Profile 1-6 anhand CD28, CD27 und CD16 lieferte 

Gründe für den Unterschied zwischen den Kohorten, wobei Normalspender der Gruppe 

1 und 2, Tumorpatienten der Gruppe 3 und 4 angehörten. Durch Ermittlung weiterer 

signifikanter Änderungen einiger exprimierter Oberflächenmoleküle CD39, CD161 und 

PD1 wurde mit Hilfe der vorliegenden Arbeit bekräftigt, dass einige Faktoren betrachtet 

werden müssen, die die Proliferation und Aktivierung der gd T-Zellen positiv und negativ 

beeinflussen können. Es konnte jedoch auch erneut verdeutlicht werden, wie komplex 

und weitgreifend der Aktivierungsmechanismus, die damit verbundene Expansion und 

die Auslösung der einzelnen Effektorfunktionen ist 
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VI Anhang 
 
Tabelle 32: Ränge. Anhand der dargestellten mittleren Ränge jedes untersuchten Vergleichs kann die Tabelle 10 
gedeutet werden und eine Aussage über die Richtung der signifikanten Ergebnisse getroffen werden. Der höhere 
der beiden mittleren Ränge beim Vergleich Normalspender und Patient bestimmt die Richtig der Signifikanz, das 
heißt, ob der errechnete P-Wert für den Normalspender oder für den Patienten signifikant höher oder niedriger ist. 
Je näher die Ränge aneinander liegen, desto unwahrscheinlicher ist ein signifikantes Ergebnis.  

 
Ränge 

 Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
d1 CD69+ Vd2+  ohne  Normalspender 7 7.07 49.50 

Patienten 18 15.31 275.50 
d1 CD69+ Vd2+  HMBPP10nM Normalspender 7 17.86 125.00 

Patienten 18 11.11 200.00 
d1 CD69+ Vd2+  BTN3A 0,2µg/ml  Normalspender 7 13.57 95.00 

Patienten 18 12.78 230.00 
d1 CD69+ Vd2+  sc20.1 2µg/ml  Normalspender 7 14.86 104.00 

Patienten 17 11.53 196.00 

 
Tabelle 33: Ränge. Tabellarische Darstellung der ermittelten mittleren Ränge mittels des Wilcoxon-Tests.  
Dabei soll abgelesen werden, ob die Zahl der positiven oder negativen Ränge für jeden Vergleich höher ist.  
Der Hochbuchstabe des höheren Ranges dient zur Überprüfung in der Legende (a-u), welche Aussage mit der 
ermittelten Signifikanz verbunden ist. Diese Tabelle dient zur Deutung der Signifikanzen der Tabelle 14. 

Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 Vδ2+ ohne -  

d0 Vδ2+ gesamt  
Negative Ränge 6a 3.67 22.00 

Positive Ränge 1b 6.00 6.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 10nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0d 0.00 .00 

Positive Ränge 7e 4.00 28.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 1nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0g 0.00 .00 

Positive Ränge 7h 4.00 28.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0j 0.00 .00 

Positive Ränge 7k 4.00 28.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0m 0.00 .00 

Positive Ränge 7n 4.00 28.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml -  
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0p 0.00 .00 

Positive Ränge 7q 4.00 28.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml -  
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 0s 0.00 .00 

Positive Ränge 7t 4.00 28.00 
Patienten d8 Vδ2+ ohne -  

d0 Vδ2+ gesamt 
Negative Ränge 9a 10.39 93.50 

Positive Ränge 9b 8.61 77.50 
d8 Vδ2+ HMBPP 10nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 1d 1.00 1.00 

Positive Ränge 17e 10.00 170.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 1nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 2g 1.50 3.00 

Positive Ränge 16h 10.50 168.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 2j 4.50 9.00 

Positive Ränge 16k 10.13 162.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml -   
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 1m 4.00 4.00 

Positive Ränge 17n 9.82 167.00 



 

d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml -  
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 2p 4.00 8.00 

Positive Ränge 16q 10.19 163.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml -  
d0 Vδ2+ gesamt 

Negative Ränge 2s 5.50 11.00 

Positive Ränge 16t 10.00 160.00 

 

 
Tabelle 34: Ränge. Anhand der dargestellten mittleren Ränge kann die Tabelle 15  gedeutet werden und eine 
Aussage über die Richtung der signifikanten Ergebnisse getroffen werden. Der höhere der beiden mittleren Ränge 
beim Vergleich Normalspender und Patient bestimmt die Signifikanz, das heißt, ob der errechnete Wert für den 
Normalspender oder für den Patienten signifikant höher oder niedriger ist. Je näher die Ränge aneinander liegen 
desto unwahrscheinlicher ist ein signifikantes Ergebnis.  

 
Ränge 

 Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
d8 Vδ2+ ohne Normalspender 7 10.14 71.00 

Patienten 18 14.11 254.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 10nM Normalspender 7 16.21 113.50 

Patienten 18 11.75 211.50 
d8 Vδ2+ HMBPP 1nM Normalspender 7 16.00 112.00 

Patienten 18 11.83 213.00 
d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM Normalspender 7 17.71 124.00 

Patienten 18 11.17 201.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml Normalspender 7 15.71 110.00 

Patienten 18 11.94 215.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml Normalspender 7 15.43 108.00 

Patienten 18 12.06 217.00 
d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml Normalspender 7 11.00 77.00 

Patienten 18 13.78 248.00 
 
 
 
Tabelle 35: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen (Tabelle 16) 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende, die damit verbundene Aussage über die ermittelte Signifikanz 
treffen zu können.    

Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d1 Vd2+ T-Zellen ohne –  

d0 Vd2+ T-Zellen ohne  
Negative Ränge 4a 3.75 15.00 

Positive Ränge 3b 4.33 13.00 
Patienten d1 Vd2+ T-Zellen ohne –  

d0 Vd2+ T-Zellen ohne 
Negative Ränge 8a 9.56 76.50 

Positive Ränge 10b 9.45 94.50 
a. d1 Vd2+ T-Zellen ohne < d0 Vd2+ T-Zellen ohne 
b. d1 Vd2+ T-Zellen ohne > d0 Vd2+ T-Zellen ohne 
c. d1 Vd2+ T-Zellen ohne = d0 Vd2+ T-Zellen ohne 

 

a. d8 Vδ2+ ohne < d0 Vδ2+ ohne  l. d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM = d0 Vδ2+ ohne 
b. d8 Vδ2+ ohne > d0 Vδ2+ ohne m. d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml < d0 Vδ2+ ohne 
c. d8 Vδ2+ ohne = d0 Vδ2+ ohne n. d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml > d0 Vδ2+ ohne 
d. d8 Vδ2+ HMBPP 10nM < d0 Vδ2+ ohne o. d8 Vδ2+ BTN3A 0.2µg/ml = d0 Vδ2+ ohne 
e. d8 Vδ2+ HMBPP 10nM > d0 Vδ2+ ohne p. d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml < d0 Vδ2+ ohne 
f. d8 Vδ2+ HMBPP 10nM = d0 Vδ2+ ohne q. d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml > d0 Vδ2+ ohne 
g. d8 Vδ2+ HMBPP 1nM < d0 Vδ2+ ohne r. d8 Vδ2+ BTN3A 0.02µg/ml = d0 Vδ2+ ohne 
h. d8 Vδ2+ HMBPP 1nM > d0 Vδ2+ ohne s. d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml < d0 Vδ2+ ohne 
i. d8 Vδ2+ HMBPP 1nM = d0 Vδ2+ ohne t. d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml > d0 Vδ2+ ohne 
j. d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM < d0 Vδ2+ ohne u. d8 Vδ2+ BTN3A 0.002µg/ml = d0 Vδ2+ ohne 
k. d8 Vδ2+ HMBPP 0,1nM > d0 Vδ2+ ohne  



 

Tabelle 36: Ränge. Anhand der dargestellten mittleren Ränge jedes untersuchten Vergleichs kann die vorherige 
Tabelle 17 gedeutet werden und eine Aussage über die Richtung der signifikanten Ergebnisse getroffen werden. Der 
höhere der beiden mittleren Ränge beim Vergleich Normalspender und Patient bestimmt die Richtig der Signifikanz, 
das heißt, ob der errechnete P-Wert für den Normalspender oder für den Patienten signifikant höher oder niedriger 
ist. Je näher die Ränge aneinander liegen, desto unwahrscheinlicher ist ein signifikantes Ergebnis.  

 
Ränge 

 Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
d0 Vd2+ T-Zellen ohne  Normalspender 7 10.93 76.50 

Patienten 18 13.81 248.50 
d1 Vd2+  T-Zellen ohne  Normalspender 7 9.43 66.00 

Patienten 18 14.39 259.00 
 
 
Tabelle 37:  Ränge. Vergleich der Subset Verteilung (naive,CM,EM,TEMRA) zwischen Normalspendern und 
Tumorpatienten. Anhand der höheren mittleren Ränge, für das jeweilige Subset, kann die Signifikanz gedeutet 
werden. Dient zur Deutung der Signifikanzrichtungen der Tabelle 18.  

 
Ränge 

 Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme 

 naive Vδ2+ T-Zellen  

(CD45RA+ CD27+) 

Normalspender 7 17.57 123.00 

Patienten 18 11.22 202.00 

CM Vδ2+ T-Zellen  

(CD45RA- CD27+) 

Normalspender 7 16.29 114.00 

Patienten 18 11.72 211.00 

EM Vδ2+ T-Zellen  

(CD45RA- CD27-) 

Normalspender 7 6.86 48.00 

Patienten 18 15.39 277.00 

TEMRA Vδ2+ T-Zellen 

(CD45RA+ CD27-) 

Normalspender 7 12.00 84.00 

Patienten 18 13.39 241.00 

 

 
Tabelle 38: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 21 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende, die damit verbundene Aussage über die ermittelte Signifikanz 
treffen zu können.    

 
Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 CD161+ Vd2+ ohne –  

d1 CD161+ Vd2+ ohne  
Negative Ränge 0a 0.00 0.00 

Positive Ränge 7b 4.00 28.00 
 Patienten d8 CD161+ Vd2+ ohne –  

d1 CD161+ Vd2+ ohne 
Negative Ränge 0a 0.00 0.00 

Positive Ränge 18b 9.50 171.00 
a. d8 CD161+ Vd2+ ohne < d1 CD161+ Vd2+ ohne 
b. d8 CD161+ Vd2+ ohne > d1 CD161+ Vd2+ ohne 
c. d8 CD161+ Vd2+ ohne = d1 CD161+ Vd2+ ohne 

 
 

 

 



 

Tabelle 39: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 22 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende, die damit verbundene Aussage über die ermittelte Signifikanz 
treffen zu können.    

 
Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 CD39+ Vd2+ ohne –  

d1 CD39+ Vd2+ ohne  
Negative Ränge 0a 0.00 0.00 

Positive Ränge 7b 4.00 28.00 

Patienten d8 CD39+ Vd2+ ohne –  
d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 1a 1.00 1.00 

Positive Ränge 17b 10.00 170.00 

a. d8 CD39+ Vd2+ ohne < d1 CD39+ Vd2+ ohne 
b. d8 CD39+ Vd2+ ohne > d1 CD39+ Vd2+ ohne 
c. d8 CD39+ Vd2+ ohne = d1 CD39+ Vd2+ ohne 

 
 
Tabelle 40: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 23  
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende, die damit verbundene Aussage über die ermittelte Signifikanz 
treffen zu können.    

 
Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 PD1+ Vd2+ ohne –  

d1 PD1+ Vd2+ ohne  
Negative Ränge 0a 0.00 0.00 

Positive Ränge 7b 4.00 28.00 
Patienten d8 PD1+ Vd2+ ohne –  

d1 PD1+ Vd2+ ohne 
Negative Ränge 1a 1.00 1.00 

Positive Ränge 17b 10.00 170.00 
a. d8 PD1+ Vd2+ ohne < d1 PD1+ Vd2+ ohne 
b. d8 PD1+ Vd2+ ohne > d1 PD1+ Vd2+ ohne 
c. d8 PD1+ Vd2+ ohne = d1 PD1+ Vd2+ ohne 

 
 
Tabelle 41: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 24 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist.   

 
Ränge 

Gruppe  N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender  d1 CD161+ Vd2+ 

 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 0a 0.00 0.00 

Positive Ränge 7b 4.00 28.00 

 d1 CD161+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 0d 0.00 0.00 

Positive Ränge 7e 4.00 28.00 

 d1 CD161+ Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 2g 4.50 9.00 

Positive Ränge 5h 3.80 19.00 

Patienten  d1 CD161+ Vd2+ 
 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 3a 9.67 29.00 

Positive Ränge 15b 9.47 142.00 



 

 d1 CD161+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 5d 6.80 34.00 

Positive Ränge 13e 10.54 137.00 

 d1 CD161+ Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1 CD161+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 9g 10.00 90.00 

Positive Ränge 8h 7.88 63.00 

 
 
 
 
Tabelle 42: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 25 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist. 

 
Ränge 

Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender  d1 CD39+ Vd2+ 

 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 1a 2.00 2.00 

Positive Ränge 6b 4.33 26.00 

 d1 CD39+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 4d 4.00 16.00 

Positive Ränge 3e 4.00 12.00 

 d1 CD39+ Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 5g 4.20 21.00 

Positive Ränge 2h 3.50 7.00 

Patienten  d1 CD39+ Vd2+ 
 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 2a 6.00 12.00 

Positive Ränge 16b 9.94 159.00 

 d1 CD39+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 5d 8.00 40.00 

Positive Ränge 13e 10.08 131.00 

 d1 CD39+ Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1 CD39+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 11g 7.73 85.00 

Positive Ränge 6h 11.33 68.00 

 

 

 

 

 

a.  d1 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d1 CD161+ Vδ2+ ohne f.  d1 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d1 CD161+ Vδ2+ ohne 
b.  d1 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d1 CD161+ Vδ2+ ohne g. d1 CD161+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml < d1 CD161+ Vδ2+ ohne 
c.  d1 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d1 CD161+ Vδ2+ ohne h. d1 CD161+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml > d1 CD161+ Vδ2+ ohne 
d.  d1 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d1 CD161+ Vδ2+ ohne i.  d1 CD161+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml = d1 CD161+ Vδ2+ ohne 
e.  d1 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d1 CD161+ Vδ2+ ohne  

a.  d1 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d1 CD39+ Vδ2+ ohne f.  d1 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d1 CD39+ Vδ2+ ohne 
b.  d1 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d1 CD39+ Vδ2+ ohne g. d1 CD39+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml < d1 CD39+ Vδ2+ ohne 
c.  d1 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d1 CD39+ Vδ2+ ohne h. d1 CD39+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml > d1 CD39+ Vδ2+ ohne 
d.  d1 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d1 CD39+ Vδ2+ ohne i.  d1 CD39+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml = d1 CD39+ Vδ2+ ohne 
e.  d1 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d1 CD39+ Vδ2+ ohne  



 

Tabelle 43: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 26 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist.  

 
Ränge 

Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender  d1 PD1+ Vd2+ 

 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 1a 0.00 0.00 

Positive Ränge 6b 4.00 28.00 

 d1 PD1+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 4d 0.00 0.00 

Positive Ränge 3e 4.00 28.00 

 d1 PD1+ Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 5g 0.00 0.00 

Positive Ränge 2h 3.50 21.00 

Patienten  d1 PD1+ Vd2+ 
 HMBPP10nM  
                     - 
 d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 3a 2.67 8.00 

Positive Ränge 13b 9.85 128.00 

 d1 PD1+ Vd2+ 
 BTN3A 0,2µg/ml 
                    - 

 d1 PD1+ Vd2+ ohne 

Negative Ränge 2d 4.50 9.00 

Positive Ränge 16e 10.13 162.00 

 d1_PD1+_Vd2+ 
 sc20.1 2µg/ml 
                    - 

 d1_PD1+_Vd2+ ohne 

Negative Ränge 5g 6.40 32.00 

Positive Ränge 11h 9.45 104.00 

 

a.  d1 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d1 PD1+ Vδ2+ ohne f.  d1 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d1 PD1+ Vδ2+ ohne 
b.  d1 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d1 PD1+ Vδ2+ ohne g. d1 PD1+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml < d1 PD1+ Vδ2+ ohne 
c.  d1 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d1 PD1+ Vδ2+ ohne h. d1 PD1+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml > d1 PD1+ Vδ2+ ohne 
d.  d1 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d1 PD1+ Vδ2+ ohne i.  d1 PD1+ Vδ2+ sc20.1 2µg/ml = d1 PD1+ Vδ2+ ohne 
e.  d1 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d1 PD1+ Vδ2+ ohne  

 
 
 
Tabelle 44: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 27 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist.   

 
Ränge 
Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  

d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1a 1.00 1.00 
Positive Ränge 6b 4.50 27.00 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1d 2.00 2.00 
Positive Ränge 6e 4.33 26.00 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1g 1.00 1.00 
Positive Ränge 6h 4.50 27.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 2j 2.50 5.00 
Positive Ränge 5k 4.60 23.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1m 1.00 1.00 
Positive Ränge 6n 4.50 27.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml 
–  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1p 1.00 1.00 
Positive Ränge 6q 4.50 27.00 

Patienten d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 3a 2.33 7.00 
Positive Ränge 15

b 
10.93 164.00 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 4d 10.00 40.00 
Positive Ränge 14

e 
9.36 131.00 



 

d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 4g 10.50 42.00 
Positive Ränge 14

h 
9.21 129.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 3j 4.67 14.00 
Positive Ränge 15

k 
10.47 157.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 7m 5.71 40.00 
Positive Ränge 11

n 
11.91 131.00 

d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml 
–  
d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 6p 5.50 33.00 
Positive Ränge 12

q 
11.50 138.00 

 
 
 
 
Tabelle 45: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 28 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist.   

 
Ränge 
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  

d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1a 1.00 1.00 
Positive Ränge 6b 4.50 27.00 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1d 1.00 1.00 
Positive Ränge 6e 4.50 27.00 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1g 1.00 1.00 
Positive Ränge 6h 4.50 27.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0j 0.00 .00 
Positive Ränge 7k 4.00 28.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0m 0.00 0.00 
Positive Ränge 7n 4.00 28.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0p 0.00 0.00 
Positive Ränge 7q 4.00 28.00 

Patienten d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1a 2.00 2.00 
Positive Ränge 17

b 
9.94 169.00 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1d 2.00 2.00 
Positive Ränge 17

e 
9.94 169.00 

d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 1g 2.00 2.00 
Positive Ränge 17

h 
9.94 169.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0j 0.00 0.00 
Positive Ränge 18

k 
9.50 171.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0m 0.00 0.00 
Positive Ränge 18

n 
9.50 171.00 

d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 0p 0.00 0.00 
Positive Ränge 18

q 
9.50 171.00 

 
 

a.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d8 CD39+ Vδ2+ ohne j.   d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
b.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d8 CD39+ Vδ2+ ohne k.  d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
c.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d8 CD39+ Vδ2+ ohne l.   d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
d.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM < d8 CD39+ Vδ2+ ohne m. d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml < d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
e.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM > d8 CD39+ Vδ2+ ohne n.  d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml > d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
f.   d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 1nM = d8 CD39+ Vδ2+ ohne o.  d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml = d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
g.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM < d8 CD39+ Vδ2+ ohne p.  d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml < d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
h.  d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM > d8 CD39+ Vδ2+ ohne q.  d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml > d8 CD39+ Vδ2+ ohne 
i.   d8 CD39+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM = d8 CD39+ Vδ2+ ohne r.   d8 CD39+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml = d8 CD39+ Vδ2+ ohne 

a.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d8 CD161+ Vδ2+ ohne j.   d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
b.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d8 CD161+ Vδ2+ ohne k.  d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
c.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d8 CD161+ Vδ2+ ohne l.   d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
d.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM < d8 CD161+ Vδ2+ ohne m. d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml < d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
e.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM > d8 CD161+ Vδ2+ ohne n.  d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml > d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
f.   d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 1nM = d8 CD161+ Vδ2+ ohne o.  d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml = d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
g.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM < d8 CD161+ Vδ2+ ohne p.  d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml < d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
h.  d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM > d8 CD161+ Vδ2+ ohne q.  d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml > d8 CD161+ Vδ2+ ohne 
i.   d8 CD161+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM = d8 CD161+ Vδ2+ ohne r.   d8 CD161+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml = d8 CD161+ Vδ2+ ohne 



 

 
Tabelle 46: Ränge. Anhand der mittleren Ränge kann die Richtung der ermittelten Signifikanzen der Tabelle 29 
gedeutet werden. Zur Interpretation werden die Hochbuchstaben des höheren Ranges (positive Ränge oder 
negative Ränge) verwendet, um in der Legende zu überprüfen, welche Aussage damit verbunden ist.   

 
Ränge 
Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
Normalspender d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  

d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 7a 4.00 28.00 
Positive Ränge 0b 0.00 0.00 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 7d 4.00 28.00 
Positive Ränge 0e 0.00 0.00 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 6g 4.33 26.00 
Positive Ränge 1h 2.00 2.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 2j 5.50 11.00 
Positive Ränge 5k 3.40 17.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 2m 6.00 12.00 
Positive Ränge 5n 3.20 16.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 4p 4.00 16.00 
Positive Ränge 3q 4.00 12.00 

Patienten d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 15a 9.27 139.00 
Positive Ränge 3b 10.67 32.00 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 17d 9.76 166.00 
Positive Ränge 1e 5.00 5.00 

d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 16g 10.00 160.00 
Positive Ränge 2h 5.50 11.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 2j 4.00 8.00 
Positive Ränge 16k 10.19 163.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 4m 6.50 26.00 
Positive Ränge 14n 10.36 145.00 

d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml –  
d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
 

Negative Ränge 5p 8.60 43.00 
Positive Ränge 13q 9.85 128.00 

 

a.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM < d8 PD1+ Vδ2+ ohne j.   d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml < d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
b.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM > d8 PD1+ Vδ2+ ohne k.  d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml > d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
c.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 10nM = d8 PD1+ Vδ2+ ohne l.   d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,2µg/ml = d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
d.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM < d8 PD1+ Vδ2+ ohne m. d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml < d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
e.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM > d8 PD1+ Vδ2+ ohne n.  d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml > d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
f.   d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 1nM = d8 PD1+ Vδ2+ ohne o.  d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,02µg/ml = d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
g.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM < d8 PD1+ Vδ2+ ohne p.  d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml < d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
h.  d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM > d8 PD1+ Vδ2+ ohne q.  d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml > d8 PD1+ Vδ2+ ohne 
i.   d8 PD1+ Vδ2+ HMBPP 0,1nM = d8 PD1+ Vδ2+ ohne r.   d8 PD1+ Vδ2+ BTN3A 0,002µg/ml = d8 PD1+ Vδ2+ ohne 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabelle 47: Ränge. Anhand der dargestellten mittleren Ränge kann die vorherige Tabelle 30 gedeutet werden und 
eine Aussage über die Richtung der signifikanten Ergebnisse getroffen werden. Der höhere der beiden mittleren 
Ränge beim Vergleich Normalspender und Patient bestimmt die Signifikanz, das heißt, ob der errechnete Wert für 
den Normalspender oder für den Patienten signifikant höher oder niedriger ist. Je näher die Ränge aneinander 
liegen desto unwahrscheinlicher ist ein signifikantes Ergebnis.  

 
Ränge 

 Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme 
d1 CD161+ Vd2+ ohne Normalspender 7 7.21 50.50 

Patienten 18 15.25 274.50 
d1 CD161+ Vd2+ HMBPP 10nM Normalspender 7 7.71 54.00 

Patienten 18 15.06 271.00 
d1 CD161+ Vd2+ BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 7.86 55.00 

Patienten 18 15.00 270.00 
d1 CD161+ Vd2+ sc20.1 2µg/ml Normalspender 7 8.29 58.00 

Patienten 17 14.24 242.00 
d1 CD39+ Vd2+   ohne Normalspender 7 15.00 105.00 

Patienten 18 12.22 220.00 
d1 CD39+ Vd2+   HMBPP 10nM Normalspender 7 14.14 99.00 

Patienten 18 12.56 226.00 
d1 CD39+ Vd2+   BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 12.71 89.00 

Patienten 18 13.11 236.00 
d1 CD39+ Vd2+   sc20.1 2µg/ml Normalspender 7 14.29 100.00 

Patienten 17 11.76 200.00 
d1 PD1+ Vd2+     ohne Normalspender 7 11.64 81.50 

Patienten 18 13.53 243.50 
d1 PD1+ Vd2+     HMBPP 10nM Normalspender 7 16.14 113.00 

Patienten 18 11.78 212.00 
d1 PD1+ Vd2+     BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 12.71 89.00 

Patienten 18 13.11 236.00 
d1 PD1+ Vd2+     sc20.1 2µg/ml Normalspender 7 13.57 95.00 

Patienten 17 12.06 205.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Tabelle 48: Ränge. Anhand der dargestellten mittleren Ränge kann die vorherige Tabelle 31 gedeutet werden und 
eine Aussage über die Richtung der signifikanten Ergebnisse getroffen werden. Der höhere der beiden mittleren 
Ränge beim Vergleich Normalspender und Patient bestimmt die Signifikanz, das heißt, ob der errechnete Wert für 
den Normalspender oder für den Patienten signifikant höher oder niedriger ist. Je näher die Ränge aneinander 
liegen desto unwahrscheinlicher ist ein signifikantes Ergebnis.  

 
Ränge 

 Group N Mittlerer Rang Rangsumme 
d8 CD161+ Vd2+  ohne Normalspender 7 8.86 62.00 

Patienten 18 14.61 263.00 
d8 CD161+ Vd2+  HMBPP 10nM Normalspender 7 7.14 50.00 

Patienten 18 15.28 275.00 
d8 CD161+ Vd2+  HMBPP 1nM Normalspender 7 8.14 57.00 

Patienten 18 14.89 268.00 
d8 CD161+ Vd2+  HMBPP 0.1nM Normalspender 7 9.71 68.00 

Patienten 17 14.28 257.00 
d8 CD161+ Vd2+  BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 6.57 46.00 

Patienten 18 15.50 279.00 
d8 CD161+ Vd2+  BTN3A 0,02µg/ml Normalspender 7 9.86 69.00 

Patienten 18 14.22 256.00 
d8 CD161+ Vd2+  BTN3A 0,002µg/ml Normalspender 7 9.29 65.00 

Patienten 18 14.44 260.00 
d8 CD39+ Vd2+    ohne  Normalspender 7 17.29 121.00 

Patienten 17 11.33 204.00 
d8 CD39+ Vd2+    HMBPP 10nM Normalspender 7 13.14 92.00 

Patienten 18 12.94 233.00 
d8 CD39+ Vd2+    HMBPP 1nM Normalspender 7 13.14 92.00 

Patienten 18 12.94 233.00 
d8 CD39+ Vd2+    HMBPP 0,1nM Normalspender 7 13.86 97.00 

Patienten 18 12.67 228.00 
d8 CD39+ Vd2+    BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 11.57 81.00 
 Patienten 18 13.56 244.00 
d8 CD39+ Vd2+    BTN3A 0,02µg/ml Normalspender 7 14.00 98.00 
 Patienten 18 12.61 227.00 
d8 CD39+ Vd2+    BTN3A 0,002µg/ml Normalspender 7 13.00 91.00 
 Patienten 18 13.00 234.00 
d8 PD1+ Vd2+      ohne Normalspender 7 13.14 92.00 

Patienten 18 12.94 233.00 
 

d8 PD1+ Vd2+      HMBPP 10nM Normalspender 7                          11.14 78.00 
Patienten 18 13.72 247.00 

 

d8 PD1+ Vd2+      HMBPP 1nM Normalspender 7 12.43 87.00 
Patienten 18 13.22 238.00 

 

d8 PD1+ Vd2+      HMBPP 0,1nM Normalspender 7 11.43 80.00 
Patienten 18 13.61 245.00 

 

d8 PD1+ Vd2+     BTN3A 0,2µg/ml Normalspender 7 9.57 67.00 
Patienten 18 14.33 258.00 

 

d8 PD1+ Vd2+     BTN3A 0,02µg/ml Normalspender 7 10.57 74.00 
 Patienten 18 13.94 251.00 
 

d8 PD1+ Vd2+     BTN3A 0,002µg/ml Normalspender 7 10.00 70.00 
Patienten 18 14.17 255.00 

 
 

 

 

 

 




