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1 Einleitung 

1.1 Die Rolle der T-Lymphozyten im Immunsystem 

1.1.1 Das Immunsystem 

Der Begriff „Immunität“ kommt vom lateinischen Wort „immunitas“ und kann mit „Frei-

sein von etwas“ übersetzt werden. Im medizinischen Sinne wurde Immunität historisch 

als „Freisein von Krankheit“ verstanden und speziell als Schutz vor Infektionskrankhei-

ten [1]. 

Das Immunsystem ist eines unserer größten Organe und zeichnet sich sowohl durch 

seine Komplexität als auch durch seine hohe Dynamik aus [2]. Zu seinen Aufgaben 

gehören die Abwehr von Krankheitserregern und körperfremden Stoffen sowie die  

Beseitigung von körpereigenen toten Zellen und Tumorzellen [3]. Essenziell hierbei ist 

die immunologische Selbsttoleranz, die durch verschiedene Toleranzmechanismen 

aufrechterhalten wird und eine, gegen körpereigene Antigene gerichtete, selbstzerstö-

rerische Autoimmunreaktion verhindert [4]. 

Man unterscheidet das angeborene Immunsystem vom erworbenen Immunsystem [1] 

[5]. Aufgabe des angeborenen Immunsystems ist die schnelle, aber unspezifische Be-

seitigung von Krankheitserregern, Fremdstoffen oder verletzten Zellen [1]. Dies wird 

durch phagozytierenden Zellen wie Makrophagen und Granulozyten erreicht sowie 

durch humorale Mechanismen, zu denen auch das Komplementsystem gehört [2]. Die 

dendritischen Zellen (DCs), die ebenfalls zum angeborenen Immunsystem gehören, 

nehmen in der Peripherie Antigene auf, wandern in die sekundären lymphatischen  

Organe und präsentieren sie dort den Lymphozyten [6]. Sie bilden somit als            

Antigen-präsentierende Zellen (engl. (englisch) antigen-presenting cells = APCs) die 

Verbindung zum erworbenen Immunsystem, welches sich durch eine hohe Spezifität 

und ein immunologisches Gedächtnis auszeichnet [6]. Die Immunantwort des erworbe-

nen Immunsystems kommt durch die antigenspezifischen Lymphozyten zustande [5] 

[7]. Man unterscheidet B-Lymphozyten von T-Lymphozyten [5]. B-Lymphozyten      

exprimieren auf ihrer Zelloberfläche CD19 (CD = engl. cluster of differentiation),      

welches an der Signalübertragung über den B-Zell-Rezeptor beteiligt ist [1] [8]. Sie 

stellen, durch ihre Differenzierung zu Plasmazellen mit der Fähigkeit der Bildung von 

löslichen Antikörpern, die humorale Komponente des erworbenen Immunsystems dar 

[9]. Die T-Lymphozyten sind für die zellvermittelte Immunabwehr verantwortlich [10]. 
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Sie tragen das Antigen CD3 auf ihrer Oberfläche, welches mit dem T-Zell-Rezeptor 

(TCR) assoziiert ist [11].  

T-Zellen lassen sich weiter in CD4-positive und CD8-positive T-Lymphozyten untertei-

len (positiv(e) = +) [10]. CD4+ T-Helferzellen (Th) optimieren als Effektorzellen die  

Immunantwort gegen körperfremde Pathogene und sind außerdem als regulatorische    

T-Zellen (Tregs) für die Kontrolle von Immunantworten verantwortlich [12]. CD8+ zyto-

toxische T-Lymphozyten (CTLs) sind darauf spezialisiert, infizierte Zellen zu töten [13].  

Da diese Arbeit die Polarisierbarkeit von T-Helferzellen behandelt, wird im Folgenden 

auf die Entstehung, Differenzierung, Aktivierung, Funktion und Plastizität der               

T-Helferzellen eingegangen und hierbei ein besonderes Augenmerk auf die regulatori-

schen T-Zellen gelegt. 

1.1.2 T-Zell-Reifung im Thymus 

Die T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark aus einer pluripotenten Stammzelle 

und machen im Thymus einen komplexen Reifungsprozess durch [14] [15]. Hier ent-

stehen Milliarden von Antigenspezifitäten, indem die Gene für den TCR rekombiniert 

und exprimiert werden [5] [16]. Im Folgenden werden die αβ-T-Zellen beschrieben, die 

ca. 95 % der T-Lymphozyten ausmachen und deren TCR aus α- und β-Ketten besteht 

und [1] [9]. Zu Beginn des Differenzierungsprozesses im Thymus trennen sie sich von 

der Zelllinie der γδ-T-Zellen [17], auf die in Kapitel 1.1.9 eingegangen wird.  

Im Thymus werden den unreifen T-Zellen (Thymozyten) körpereigene Antigene auf 

MHC-Molekülen (MHC = engl. major histocompatibility complex) der APCs dargeboten 

[17]. Es kommt zu einem positiven Selektionsprozess, der dafür sorgt, dass nur    

Thymozyten überleben, die eine Affinität zu den Komplexen aus MHC-Molekülen mit 

körpereigenen Antigenen aufweisen [18] [19].  

Danach folgt ein negativer Selektionsprozess, bei dem diejenigen Thymozyten, die 

eine sehr hohe Affinität zu den körpereigenen Antigenen auf MHC-Molekülen         

aufweisen, eliminiert werden [17] [5]. So werden autoreaktive T-Zellen, die eine       

Immunantwort gegen körpereigene Zellen auslösen würden, beseitigt [18] [20].  

Einige Thymozyten mit intermediärer Affinität zu MHC-Molekülen werden nicht durch 

den negativen Selektionsprozess eliminiert, sondern differenzieren sich zu thymischen 

regulatorischen T-Zellen (tTregs) [6] [20] [21] [22]. Über unterschiedliche Mechanismen 
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supprimieren sie Immunantworten und sind damit essenziell für die immunologische 

Selbsttoleranz und Immunhomöostase [23] [24] [25]. 

Die T-Zellen mit geringer Affinität zu den, auf den MHC-Molekülen dargebotenen,   

Antigenen werden zu konventionellen T-Zellen, welche Immunantworten gegen       

unterschiedliche Antigene vermitteln [26]. 

In Abbildung 1 ist der Differenzierungsweg der CD4+ Thymozyten in Abhängigkeit von 

der Affinität der T-Zell-Rezeptoren zu den MHC-Molekülen vereinfacht dargestellt.  

 

Abbildung 1: Differenzierungsweg der CD4+ Thymozyten (modifiziert nach [20]). 

CD4+ Thymozyten differenzieren sich in Abhängigkeit von der Affinität ihrer TCR zu den MHC-Molekülen 

auf APCs, auf denen ihnen körpereigene Antigene dargeboten werden. Die Thymozyten mit hoher       

TCR-Affinität zu den MHC-Molekülen werden im negativen Selektionsprozess eliminiert. Thymozyten, 

deren T-Zell-Rezeptoren eine intermediäre Affinität zu den MHC-Molekülen aufweisen, differenzieren sich 

zu tTregs. Thymozyten mit geringer TCR-Affinität zu den MHC-Molekülen differenzieren sich zu konventi-

onellen T-Helferzellen. Abkürzungen: Antigen-präsentierende Zellen (engl. antigen-presenting cells, 

APCs), engl. cluster of differentiation (CD), engl. major histocompatibility complex (MHC), positiv (+),       

T-Zell-Rezeptor (TCR), thymische regulatorische T-Zellen (tTregs). 

1.1.3 T-Zell-Differenzierung 

Die reifen naiven T-Lymphozyten, die den Thymus verlassen, sind, aufgrund des dort 

stattgefundenen Differenzierungsprozesses, entweder CD4+ oder CD8+ [17]. Sie zirku-

lieren zwischen dem peripheren Blut und den sekundären lymphatischen Organen, wo 

sie von Antigenen zur Proliferation aktiviert werden können und sich nachfolgend zu 

Effektor- und Gedächtniszellen differenzieren [1] [27]. Die Oberflächenmoleküle, die 
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am häufigsten genutzt werden, um diese T-Zell-Subpopulationen zu unterscheiden, 

sind CD45RA, CD27, CD28 und CCR7 (CCR = CC-Chemokinrezeptor) [28].  

In dieser Arbeit wurde die Einteilung der T-Zellen in die fünf Subpopulationen naive 

Zellen (N), zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. central memory cells), Effektor-

Gedächtniszellen (EM = engl. effector memory cells), Effektorzellen (Eff) und TEMRA-

Zellen (TEMRA = engl. terminally differentiated effector memory cells re-expressing 

CD45RA) anhand der Oberflächenmoleküle CCR7, CD45RA und CD27 vorgenommen. 

Die Einteilung in diese Subpopulationen ist in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1: Phänotyp-definierende Marker der T-Zell-Subpopulationen (modifiziert nach [1]). 

 N CM EM Eff TEMRA 

CCR7 + + - - - 

CD45RA + - - - + 

CD27 + + + - - 

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), Effektor-Gedächtniszellen (EM = engl. effector me-

mory cells), Effektorzellen (Eff), naive Zellen (N), negativ (-), positiv (+), terminally differentiated effector 

memory cells re-expressing CD45RA (TEMRA), Zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. central memory 

cells). 

1.1.3.1 Naive T-Zellen 

Naive T-Zellen sind ruhende Lymphozyten, die sich weder teilen noch Effektor-

Funktionen wahrnehmen und zwischen den sekundären lymphatischen Organen    

zirkulieren [1]. Durch die schwache Erkennung von Komplexen aus körpereigenen  

Antigenen mit MHC-Molekülen erhalten sie Überlebenssignale [29] [30] [31]. Zusätzlich 

wirkt das Zytokin Interleukin-7 (IL = Interleukin) über die Bindung an seinen Rezeptor 

CD127 (IL-7Rα) auf naiven T-Zellen als Überlebensfaktor [29] [31] [32]. Um die Prolife-

ration und Differenzierung zu Effektorzellen auszulösen, werden  weitere, durch APCs 

vermittelte, Signale benötigt [31]. Naive T-Lymphozyten sind durch die Expression der 

Oberflächenmoleküle CCR7, CD45RA, CD27, CD28, CD127 und CD62L (L-Selektin) 

gekennzeichnet [31]. Die Differenzierung der naiven T-Zellen durch steigende         

Antigenerfahrung geht mit dem Verlust und der Zurückgewinnung der Expression ein-

zelner Oberflächenmoleküle einher [28]. 

An der Migration der naiven T-Zellen aus dem Blut über die hochendothelialen Venolen 

in die sekundären lymphatischen Organe sind die lymphozytären Oberflächenmoleküle 

CCR7 und CD62L beteiligt [33] [31]. CCR7 ist ein Chemokinrezeptor, an den die     
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Liganden CCL19 und CCL21 (CCL = CC-Chemokinligand) binden, welche in den       

T-Zell-Zonen der sekundären lymphatischen Organe von DCs und Endothelzellen  

dargeboten werden [13] [34]. Zudem ist die Interaktion von CD62L auf naiven Lympho-

zyten mit seinen Liganden auf den Endothelzellen der hochendothelialen Venolen von           

Bedeutung [35] [29] [36]. 

1.1.3.2 Effektorzellen 

Trifft eine naive T-Zelle in der T-Zell-Zone eines Lymphgewebes auf ihr spezifisches 

Antigen, proliferiert sie und durchläuft eine klonale Expansion und Differenzierung [1] 

[27]. So entstehen aus naiven CD4+ T-Zellen T-Helferzellen und aus naiven CD8+     

T-Zellen die CTLs [1] [27]. Hierbei verändert sich die Expression von spezifischen 

Oberflächenmolekülen und Chemokinrezeptoren [27]. Bei der Differenzierung naiver  

T-Zellen zur Effektorzellen wird die Expression von CCR7 und CD62L abgeschaltet, 

damit die Effektorzellen die lymphatischen Gewebe verlassen und in Richtung des  

Infektionsherdes auswandern können [13] [37] [38]. Außerdem wird die Expression des 

Oberflächenmoleküls CD45 verändert [27]. CD45 ist eine membranständige Tyrosin-

Phosphatase, die an der Zellaktivierung von T-Zellen beteiligt ist [1]. Naive T-Zellen 

exprimieren die Isoform CD45RA, Effektorzellen und Gedächtniszellen die kleinere 

Splicing-Variante CD45RO, die eine schnellere Stimulierung der Zellen durch ein   

spezifisches Antigen ermöglicht [13]. CD27 kann, ähnlich wie CD28, als Co-

stimulatorisches Molekül bei der T-Zell-Aktivierung wirken und wird bei Effektorzellen – 

im Gegensatz zu naiven T-Zellen – nicht mehr exprimiert [27] [31]. Effektorzellen    

produzieren direkt nach ihrer Aktivierung IL-2 und exprimieren das Oberflächenmolekül 

CD25, die α-Untereinheit des IL-2-Rezeptors, wodurch sie ihre Antwort selbst verstär-

ken [1] [38]. Dafür wird der Expression von CD127 (IL-7Rα) nach der Aktivierung    

beendet, sodass die Effektorzellen keine Überlebenssignale mehr durch IL-7 empfan-

gen und schließlich durch Apoptose zugrunde gehen [13] [32]. Dies ist wichtig, da die 

T-Zell-Effektorantwort dadurch, nach Eliminierung des Antigens, beendet wird und im 

Immunsystem wieder ein Gleichgewicht eintritt [1]. Eine Ausnahme stellt eine kleine 

Population von Effektorzellen dar, die CD127 heraufregulieren und im Folgenden zu 

Gedächtniszellen werden [32].  

1.1.3.3 T-Gedächtniszellen 

T-Gedächtniszellen entstehen beim Kontakt mit Infektionserregern und persistieren 

nach der Infektion für Jahre, evtl. sogar lebenslang [1] [38]. Ihre Anzahl steigt, durch 

die ständige Exposition gegenüber Pathogenen, im Laufe des Lebens an, wohingegen 
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die Anzahl der naiven Lymphozyten aufgrund der Thymusinvolution abnimmt [33] [39] 

[40] [41]. T-Gedächtniszellen sorgen bei erneuter Infektion mit demselben Krankheits-

erreger für eine schnellere und effizientere sekundäre Immunantwort [38]. Wie die  

naiven T-Zellen gehören sie zu den ruhenden Lymphozyten, tragen CD127 auf ihrer 

Oberfläche und können dadurch Überlebenssignale durch IL-7 empfangen [29] [38] 

[40]. Wie Effektorzellen tragen auch Gedächtniszellen die kürzere Spleißvariante von 

CD45, das CD45RO, auf ihrer Oberfläche [27] [36]. Die Co-stimulatorischen Moleküle 

CD27 und CD28 werden von den Gedächtniszellen weiterhin exprimiert, da sie für  

deren Aktivierung benötigt werden [27] [38] [40]. 

Man unterscheidet zwei Subpopulationen von T-Gedächtniszellen [42] [43].            

Zentrale T-Gedächtniszellen (CM = engl. central memory cells) exprimieren den   

Chemokinrezeptor CCR7 und das L-Selektin und zirkulieren zwischen den peripheren 

lymphatischen Organen [31] [33] [40] [42] [44]. Bei Aktivierung durch ihr spezifisches 

Antigen sezernieren sie hauptsächlich IL-2 und proliferieren sehr stark [31] [44] [45] 

[46]. Nachfolgend differenzieren sie sich zu Effektorzellen, die Effektorzytokine       

produzieren [31]. Die Effektor-Gedächtniszellen (EM) exprimieren kein CCR7 und   

migrieren daher in die entzündeten peripheren Gewebe, wie zum Beispiel (z.B.) die 

Schleimhäute [33] [44]. Bei Stimulation differenzieren sie sich – verglichen mit        

zentralen Gedächtniszellen – schnell zu Effektorzellen, welche innerhalb kürzester Zeit 

Effektorzytokine produzieren [31] [42] [46]. 

1.1.3.4 TEMRA-Zellen 

TEMRA steht für engl. “terminally differentiated effector memory cells re-expressing 

CD45RA” [27] [46]. Diese Zellen sind, wie die Effektorzellen, CCR7-, CD27- und CD28-

negativ (negativ = -), re-exprimieren jedoch CD45RA [27] [33]. TEMRA-Zellen existie-

ren innerhalb der CD8+ T-Zellen und exprimieren Gene, die für Effektorfunktionen, wie 

z.B. die Granzym- und Perforin-vermittelte Zytotoxizität, kodieren [44]. Innerhalb der 

CD4+ T-Zellen gesunder Erwachsener wurden sie noch nicht sicher identifiziert [27].  

1.1.4 T-Zell-Aktivierung 

In den sekundären lymphatischen Organen werden naive T-Lymphozyten aktiviert, 

proliferieren und differenzieren sich daraufhin zu Effektor- und Gedächtniszellen [13] 

[31]. Für die Aktivierung der T-Zellen werden mindestens zwei Signale benötigt [47]. 

Die hochspezifische Bindung des MHC/Peptid-Komplexes der Antigen-präsentierenden 

Zelle an den TCR der T-Zelle stellt das erste Signal dar, welches jedoch allein noch 
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nicht zur Aktivierung der T-Zelle führt [5] [31] [48]. Dieses erste Aktivierungssignal 

durch ein Antigen kann in vitro durch Anti-CD3-Antikörper imitiert werden [1] [48]. 

CD4+ T-Lymphozyten interagieren mit MHCII-Molekülen, die sich nur auf der        

Oberfläche von professionellen APCs befinden [5] [47] [49] [50]. CD8+ T-Lymphozyten 

erkennen MHCI-Moleküle, die auf allen kernhaltigen Körperzellen exprimiert werden [5] 

[50] [51] [52].  

Erst durch ein zweites co-stimulatorisches Signal der APCs werden bei den naiven     

T-Lymphozyten die Proliferation, die Differenzierung zu Effektor- und Gedächtniszellen 

und die Zytokinsekretion eingeleitet [47]. Der am besten untersuchte co-stimulatorische 

Signalweg läuft über die Interaktion der co-stimulatorischen Moleküle CD80 (B7-1) und 

CD86 (B7-2) auf APCs mit dem T-Zell-Oberflächenrezeptor CD28 ab, welcher nach 

Stimulation der T-Zellen durch das erste Signal hochreguliert wird [48] [53]. Die akti-

vierten CD4+ T-Lymphozyten stimulieren dann wiederum die APCs durch Bindung  

ihres CD40-Liganden (CD40L) an den Rezeptor CD40 auf den APCs zur verstärkten 

Expression ihrer B7-Moleküle und zur Zytokinsekretion [1]. Diese Interaktion zwischen 

DCs und T-Zellen wird als immunologische Synapse bezeichnet [47] [48]. Differenzier-

te T-Zellen (Effektor- und Gedächtniszellen) werden deutlich schneller als naive          

T-Zellen durch auf MHC-Molekülen dargebotene Antigene aktiviert und sind weniger 

abhängig von der B7-CD28-Co-Stimulation [38].  

Die Aktivierung der T-Zellen führt zur Veränderung der Expression von Oberflächen-

molekülen und zur Zytokinproduktion [28]. Der IL-2-Rezeptor wird von aktivierten        

T-Zellen transient exprimiert [1]. Er besteht aus einer α-, einer β- und einer                  

γ-Untereinheit, wobei die α-Untereinheit (CD25) ausschließlich im IL-2-Rezeptor      

vorkommt und daher zur Detektion desselben genutzt werden kann [1] [54] [55]. Die 

Antigen-aktivierten CD4+ T-Lymphozyten produzieren IL-2, welches den Wachstums-, 

Überlebens- und Differenzierungsfaktor für die Effektor-T-Lymphozyten darstellt [31] 

[38]. Über die Interaktion von IL-2 mit dem IL-2-Rezeptor verstärken die aktivierten 

CD4+ T-Lymphozyten ihre Antwort selbst und leiten die Proliferation und Differenzie-

rung ein [1] [2]. Neben seiner Funktion als Proliferations- und Differenzierungsfaktor für 

Antigen-aktivierte T-Zellen ist IL-2 für Überleben und Funktion der regulatorischen      

T-Zellen notwendig, welche den IL-2-Rezeptor konstitutiv exprimieren (s. Kapitel 

1.1.6.3) [55] [56] [57]. 

Die Differenzierungsrichtung der T-Zellen und damit Qualität der Effektorantwort wird 

durch das Zytokinmilieu beeinflusst, welches auch dem dritten Signal der                    
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T-Zell-Aktivierung zugerechnet wird [31] [53] [58]. Die Zytokine werden von APCs oder 

anderen Immunzellen bei der unspezifischen Immunreaktion produziert und führen zur 

Differenzierung der CD4+ T-Zellen zu verschiedenen Subtypen, wie z.B. zu Th1-

Zellen, Th2-Zellen oder Th17-Zellen [47] [53] (s. Kapitel 1.1.5). 

Bei der Aktivierung der naiven, CD8+ T-Lymphozyten gibt es zwei Besonderheiten: Die 

Kreuzpräsentation von Antigenen durch spezialisierte DCs sowie die Hilfe durch CD4+ 

T-Helferzellen [52] [59]. Die infizierten Zellen beziehungsweise (bzw.) deren sezernier-

te Proteine werden zunächst von spezialisierten DCs ingestiert, welche dann die    

Peptidfragmente auf MHC-I-Molekülen den CD8+ T-Lymphozyten präsentieren [52] 

[59]. Dieser Vorgang wird als Kreuzpräsentation der Antigene bezeichnet [52] [60]. 

Zusätzlich sorgen die DCs durch die Co-Stimulation über B7-Moleküle für das zweite 

Aktivierungssignal [48] [53]. Bei Infektionen, die starke angeborene Immunreaktionen 

auslösen, reicht dieser Mechanismus für die Aktivierung der CD8+ Lymphozyten aus  

[59]. Bei relativen schwachen angeborenen Immunantworten, wie sie z.B. bei latenten 

Virusinfektionen oder Tumoren vorliegen, wird jedoch für die volle Aktivierung von 

CD8+ T-Zellen die Beteiligung von T-Helferzellen benötigt [59]. T-Helferzellen realisie-

ren dies zum einen durch Stimulation der CD8+ T-Zellen über Zytokine sowie durch die 

Bindung ihres CD40-Liganden (CD40L) an den Rezeptor CD40 auf DCs, wodurch die 

Effizienz der Stimulation der CD8+ T-Zellen durch die APCs erhöht wird [1] [61]. 

1.1.5 T-Helferzellen und ihre Effektorantworten 

CD4+ T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Steuerung und Regulation der 

Immunantwort gegen diverse Keime [62]. Zudem sind sie an der Pathogenese von 

Autoimmunkrankheiten sowie allergischen und atopischen Erkrankungen beteiligt [63]. 

Unterschiedliche T-Helferzell-Subtypen vermitteln pathogenabhängig verschiedenarti-

ge Immunreaktionen [26]. Vor über 30 Jahren wurden mit den Th1- und den Th2-Zellen 

die ersten T-Helferzell-Subtypen beschrieben [64]. Fast zwei Jahrzehnte später kamen 

mit der Entdeckung der Th17-Zellen und der Tregs weitere Subtypen hinzu, die 

schließlich durch die Tfh-Zellen (follikuläre T-Helferzellen), Th9- und Th22-Zellen    

ergänzt wurden [26] [65]. Die Transkriptionsfaktoren, Effektorzytokine und Eigenschaf-

ten der am besten untersuchten T-Helferzell-Subpopulationen sind in Tabelle 2 darge-

stellt. 
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Tabelle 2: T-Heferzell-Subpopulationen und ihre Eigenschaften (modifiziert nach [1], [2] und [66]). 

 Induzie-

rende 

Zytokine 

Transkrip-

tions-

faktoren 

Effektor-

zytokine 

Zielzellen und protektive 

Funktionen 

Pathogenetische       

Bedeutung bezüglich      

Autoimmunität 

Th1 IL-12,  

IFNγ 

T-bet IFNγ, 

TNFα 

Aktivierung von Makropha-

gen, Hilfe für CD8+ T-Zellen, 

Aktivierung von NK-Zellen  

→ Beseitigung von Bakterien 

und Viren 

Autoimmunkrankheiten 

(z.B. T1DM, MS) 

Th2 IL-4,  

IL-25,  

IL-33,  

TSLP 

GATA-3 IL-4,  

IL-5,  

IL-13 

Aktivierung von Eosinophilen  

→ Beseitigung von Würmern 

und Ektoparasiten 

Allergische und atopi-

sche Erkrankungen 

(z.B. Asthma          

bronchiale) 

Th17 IL-6,  

TGFβ, 

IL-23, 

IL-1β 

RORγt IL-17,  

IL-22 

Rekrutierung von  

Neutrophilen  

→ Beseitigung von 

extrazellulären Bakterien  

und Pilzen 

Autoimmunkrankheiten 

und autoinflammatori-

sche Erkrankungen 

(z.B. Psoriasis, RA, 

MS, CED) 

Treg TGFβ,  

IL-2 

FoxP3 IL-10, 

TGFβ 

Antiinflammatorische  

Wirkung, immunologische 

Selbsttoleranz 

Autoimmunkrankheiten 

bei Dysfunktion oder 

Mangel (z.B. IPEX-

Syndrom) 

Th9 TGFβ,  

IL-4 

PU.1, IRF4 IL-9 Schutz vor parasitären   

Erkrankungen 

Allergische und atopi-

sche Erkrankungen 

(z.B. Asthma          

bronchiale) 

Th22 TNFα,  

IL-6 

RORγt, 

AHR 

IL-22 Aufrechterhaltung der  

Barrierefunktion in Haut, 

Darm und Atemwegen,  

Regeneration von Geweben 

Autoimmunerkrankun-

gen (z.B. Psoriasis, 

RA) 

Tfh IL-6, 

IL-21,  

IL-12 

Bcl-6 IL-21,  

IL-4,  

IL-10 

B-Zell-Aktivierung und           

-Differenzierung zu Plasma-

zellen und Gedächtniszellen 

Autoimmunerkrankun-

gen bei Überwiegen 

der Tfh-Zellen 

Abkürzungen: Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR), engl. B-cell lymphoma (Bcl), chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen (CED), Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM), follikuläre T-Helferzelle (Tfh), engl. fork-

head box protein 3 (FoxP3), Interferon (IFN), Interleukin (IL), engl. interferon regulatory factor 4 (IRF4), 

Multiple Sklerose (MS), natürliche Killerzellen (NK-Zellen), positiv (+), regulatorische T-Zelle (Treg), 

engl. retinoic acid orphan receptor gamma t (RORγt), rheumatoide Arthritis (RA), engl. T-box expressed 

in T cells (T-bet), T-Helferzelle (Th), engl. thymic stromal lymphoprotein (TSLP), engl. transforming 

growth factor (TGF), Tumornekrosefaktor (TNF), X-chromosomales Immundysregulation-

Polyendokrinopathie-Enteropathie-Syndrom (IPEX-Syndrom). 
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Die Differenzierung der CD4+ naiven T-Zellen zu den Effektorzell-Subpopulationen 

wird durch das Zytokinprofil beeinflusst, das die APCs Pathogen-abhängig sezernieren 

(drittes Signal) [31] [53] [67] [58]. So produzieren bei Infektion mit Viren und intrazellu-

lären Bakterien DCs, Makrophagen und natürliche Killerzellen (NK-Zellen) die Zytokine 

IL-12 und Interferon γ (IFN = Interferon), welche dann die Differenzierung von naiven 

CD4+ T-Zellen zu Th1-Zellen induzieren [66] [67] [68]. Bei Infektion mit Helminthen 

oder Exposition gegenüber Allergenen entstehen im verletzten Epithel die Zytokine    

IL-25, IL-33 und TSLP (engl. thymic stromal lymphoprotein), zudem wird IL-4 von 

Mastzellen produziert [65]. Diese Zytokine führen zur Differenzierung der naiven CD4+ 

T-Zellen zu Th2-Zellen [65] [69]. Die Zytokine IL-6, TGFβ (engl. transforming growth 

factor β), IL-1β und IL-23 führen bei Befall mit extrazellulären Bakterien oder Pilzen zur 

Entwicklung von Th17-Zellen [70] [71] [72]. Die T-Helferzellen produzieren dann      

ihrerseits Zytokine, über die sie mit ihren Zielzellen kommunizieren [67]. Verantwortlich 

für die Zytokinproduktion sind spezifische Transkriptionsfaktoren, die von den             

T-Helferzellen exprimiert werden [67]. 

Th1 Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor T-bet (engl. T-box expressed in          

T cells) und produzieren vor allem (v.a.) IFNγ, worüber sie Makrophagen aktivieren,  

die dann die phagozytieren Mikroben abtöten [53] [65] [67]. Das von den Th1-Zellen 

produzierte IFNγ führt wiederum über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet 

zur vermehrten Entstehung von Th1-Zellen und damit zu einer positiven Amplifikation 

der Th1-Antwort [1] [73]. Gleichzeitig wird durch IFNγ die Differenzierung zu Th2- und 

Th17-Zellen gehemmt [66]. IFNγ ist ein proinflammatorisches Zytokin und scheint an 

der Genese verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie Diabetes mellitus Typ 1 

(T1DM) und Multipler Sklerose (MS), beteiligt zu sein [65] [74]. Ein weiteres, von den 

Th1-Zellen produziertes, Zytokin ist der Tumornekrosefaktor α (TNFα), der zur        

Rekrutierung von Leukozyten und damit zu einer Verstärkung der Immunantwort führt 

[1] [65]. Th1-Zellen tragen die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 (CXCR = CXC-

Chemokinrezeptor) auf ihrer Oberfläche [28] [73]. CCR5 wird neben den Th1-Zellen 

auch von Monozyten und CD8+ T-Zellen exprimiert [73] [75] [76]. Über seine Liganden 

werden sowohl Th1-Zellen als auch CD8+ Effektorzellen und die sich zu Makrophagen 

differenzierenden Monozyten zum Ort des Entzündungsgeschehens geleitet, wo sie bei 

der Abwehr der Pathogene zusammenarbeiten [13] [73] [75]. CXCR3 wird neben den 

Th1-Zellen auch auf CD8+ CTLs und NK-Zellen exprimiert [73] [77]. Seine Liganden 

CXCL9, CXCL10 und CXCL11 (CXCL = CXC-Chemokinligand) sorgen für die Migrati-

on der CXCR3-tragenden Zellen zum Infektionsort, wo sie für die Th1-gerichtete     
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Immunantwort und die zellvermittelte Tötung der infizierten Zielzellen sorgen [13] [73] 

[77].  

Th2 Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA-3 und produzieren IL-4, IL-5 

und IL-13, wodurch Mastzellen, eosinophile und basophile Granulozyten aktiviert   

werden und ein Immunglobulin-Klassenwechsel hin zu IgE-Antikörpern eingeleitet wird 

[53] [69]. Dadurch wird die Abwehr von Helminthen gewährleistet [1] [53] [69].         

Pathogenetisch spielen Th2-Zellen eine Rolle bei allergischen und atopischen Erkran-

kungen [65] [69]. GATA-3 führt durch eine positive Verstärkung über vermehrte          

IL-4-Produktion zur Stabilisierung der Th2-Effektorantwort [26]. Gleichzeitig hemmt es 

die Th1-Antwort über die Repression des IL-12-Rezeptors [26]. 

Th17-Zellen sind an der Abwehr extrazellulärer Bakterien und Pilze durch die         

Rekrutierung von Neutrophilen beteiligt [53] [67]. Zudem spielen sie eine Rolle in der 

Entstehung von Autoimmunkrankheiten und autoinflammatorischen Erkrankungen,   

wie Psoriasis, Rheumatoider Arthritis (RA), MS und chronisch entzündlichen          

Darmerkrankungen (CED) [53] [67] [78]. Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor 

RORγt (engl. retinoic acid orphan receptor gamma t) und produzieren die Zytokine    

IL-17 und IL-22 [70] [79]. Über IL-17 rekrutieren die Th17-Zellen v.a. neutrophile    

Granulozyten am Ort der Inflammation und führen zusätzlich über eine Erhöhung von 

G-CSF (engl. granulocyte-colony stimulating factor) zur vermehrten Bildung von 

neutrophilen Granulozyten [1] [70] [80]. Diese Tragen dann zur Beseitigung von      

extrazellulären Bakterien und Pilzen bei [2] [65]. Daneben wird IL-17 von weiteren   

Immunzellen, wie z.B. von γδ-T-Lymphozyten und NK-Zellen gebildet [72] [81] [82]. 

Über IL-22, welches neben den Th17-Zellen auch von Th22-Zellen und NK-Zellen  

produziert wird, werden an verschiedenen Zielzellen sowohl Gewebe-protektive als 

auch inflammatorische Wirkungen vermittelt [70] [72] [83]. So führt IL-22 zur Produktion 

von antimikrobiellen Peptiden in den Epithelzellen von Haut, Lunge und Gastrointesti-

naltrakt und ist dadurch an der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Epithelien 

beteiligt [13] [72]. Bei Psoriasis spielt IL-22 allerdings eine pathogenetische Rolle,   

indem es die Proliferation von Keratinozyten fördert [72] [84] [85]. IL-22 scheint zudem 

an weiteren Autoimmunkrankheiten, wie RA und MS beteiligt zu sein [65]. Th17-Zellen 

tragen auf ihrer Oberfläche den Chemokinrezeptor CCR6 [86]. Dessen Ligand (CCL20) 

wird von aktivierten Epithelzellen, Synovialzellen bei RA, aber auch von den         

Th17-Zellen selbst produziert und führt zum Auswandern der Th17-Zellen aus den  

sekundären Lymphatischen Organen hin zum Ort der Inflammation [13] [73] [86] [87]. 
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Da die Expression des Transkriptionsfaktors RORγt sowohl zu IL-17-Produktion als 

auch zur Expression von CCR6 führt, kann dieser Chemokinrezeptor zur Detektion fast 

aller IL-17-produzierender T-Zellen im peripheren Blut genutzt werden [70] [73] [88] 

[89]. Ein weiterer Marker für Th17-Zellen ist das Oberflächenmolekül CD161 [70] [88]. 

Dieses wird ebenfalls von allen IL-17-produzierenden T-Lymphozyten und deren Vor-

läuferzellen exprimiert, also auch von einigen CD8+ T-Zellen und γδ-T-Zellen [88] [90]. 

Außerdem findet sich CD161 auf den meisten natürlichen Killerzellen [91].  

Ebenfalls zu den T-Helferzellen gehören die regulatorischen T-Zellen (Tregs), deren 

Aufgaben die Kontrolle der Immunantworten und die immunologische Selbsttoleranz 

sind [65] [67]. Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3 (engl. forkhead box  

protein 3) und sezernieren die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFβ [65] 

[92] [93]. Verantwortlich für die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu peripheren 

Tregs (pTregs) und für die Aufrechterhaltung der thymischen Tregs (tTregs) ist TGFβ 

[24] [65] [94]. Für das Überleben der Tregs und die Aufrechterhaltung der ihrer Funkti-

on ist IL-2 von Bedeutung, welches an den auf den Tregs konstitutiv exprimierten      

IL-2-Rezeptor bindet [57] [55] [95]. Die Tregs sind Gegenstand dieser Arbeit und    

werden im folgenden Kapitel 1.1.6 detaillierter behandelt. 

In jüngerer Zeit wurden noch zwei weitere T-Helferzelltypen entdeckt: Die Th22-Zellen 

und die Th9-Zellen [84] [96] [97] [83]. Th22-Zellen mit ihrem Zytokin IL-22 können,    

wie oben beschrieben, sowohl Gewebe-protektive als auch inflammatorische Wirkun-

gen entfalten [70] [72] [83]. Die Th9-Zellen werden durch IL-4 und TGFβ induziert,  

können aber auch aus Th2-Zellen durch Stimulation mit TGFβ entstehen [26] [96] [97]. 

Sie wirken über IL-9 protektiv gegen parasitäre Infektionen und spielen eine Rolle bei 

der Pathogenese von allergischen Erkrankungen und Asthma bronchiale [96] [97]. 

Eine weitere T-Helferzell-Population sind die follikulären T-Helferzellen (Tfh-Zellen) [63] 

[98]. Diese Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor Bcl-6 (Bcl = engl. B cell       

lymphoma) und den Chemokinrezeptor CXCR5, migrieren in die B-Zell-Zonen der   

sekundären lymphatischen Organe und induzieren dort die Differenzierung von          

B-Zellen zu Plasmazellen und B-Gedächtniszellen [66] [98] [99]. Dabei spielt v.a. das 

Zytokin IL-21 eine Rolle [100]. Tfh-Zellen stellen eine sehr plastische Zelllinie dar und 

können auch die für die Th1, Th2 und Th17 charakteristischen Zytokine IFNγ, IL-4 und 

Th17 produzieren [100] [101] [102]. Daher gehen manche Autoren mittlerweile davon 

aus, dass es sich bei den Tfh-Zellen nicht um eine von den übrigen T-Helferzellen  
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getrennte Zellpopulation handelt, sondern vielmehr um einen Aktivierungsstatus inner-

halb der Th1, Th2 und Th17-Zellen [101].  

1.1.6 Immunologische Toleranzmechanismen durch regulatorische T-Zellen 

Die immunologische Selbsttoleranz ist eine elementare Funktion des Immunsystems  

[4]. Während fremde Antigene erkannt und eliminiert werden, müssen körpereigene 

Antigene vom Immunsystem toleriert werden [4]. Funktionieren diese Mechanismen 

der Selbsttoleranz nicht, kommt es zu Autoimmunerkrankungen [4] [103]. 

Man kann zwischen zentralen und peripheren Toleranzmechanismen unterscheiden  

[4]. Zentrale Toleranzmechanismen greifen in die Entwicklung der Lymphozyten in 

Knochenmark und Thymus ein, bei den peripheren Toleranzmechanismen sind reife 

Lymphozyten betroffen [4] [23]. 

1.1.6.1 Zentrale T-Zell-Toleranz 

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, werden den unreifen T-Zellen im Thymus         

Selbst-Antigene über MHC-Moleküle präsentiert [17]. Es kommt zu einem negativen 

Selektionsprozess, bei dem die Thymozyten, die eine hohe Affinität zu Selbst-

Antigenen aufweisen, absterben [5] [17] [18] [20]. Diese negative Selektion wird auch 

als zentrale Toleranz bezeichnet [23]. Einige Thymozyten mit intermediärer Affinität zu 

den mit Selbst-Antigenen beladenen MHC-Molekülen gelangen in die Peripherie,      

wo sie sich zu tTregs differenzieren, die Immunantworten gegen Selbst-Antigene    

unterdrücken [22] [23] [104].  

1.1.6.2 Periphere T-Zell-Toleranz 

Die zentrale Toleranz ist nicht absolut effektiv, unter anderem (u.a.), weil den        

Thymozyten im Thymus nicht alle Autoantigene präsentiert werden [4]. So können  

einige autoreaktive T-Zellen den Selektionsmechanismen im Thymus entkommen und 

in die Peripherie gelangen [4] [105]. Daher bedarf es peripheren Toleranzmechanis-

men, zu denen neben Ignoranz, Deletion und Anergie auch die Immunregulation durch 

regulatorische T-Zellen gehört [4] [105] [106].  

1.1.6.3 Regulatorische T-Zellen und deren Phänotyp 

Regulatorische T-Zellen sind CD4+ T-Lymphozyten, die Immunantworten aktiv unter-

drücken und eine essenzielle Rolle bei der immunologischen Selbsttoleranz spielen 

[24] [107] [108] [109]. Sie können sowohl im Thymus aus Thymozyten als auch in der 

Peripherie aus naiven T-Zellen entstehen [53] [110]. IL-2 ist für die Entstehung der 
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Tregs und für die Aufrechterhaltung der Treg-Funktion nötig und wird von aktivierten  

T-Zellen gebildet [38] [55] [95] [111]. Tregs exprimieren den Transkriptionsfaktor 

FoxP3, welcher für die Funktion der Tregs verantwortlich ist, und den IL-2 Rezeptor mit 

seiner α-Untereinheit CD25 [92] [107] [112].  

Die α-Untereinheit des IL-7-Rezeptors (CD127) wird von den Tregs kaum exprimiert, 

deshalb geht man davon aus, dass für sie IL-2 und nicht IL-7 den Überlebensfaktor 

darstellt [57] [55] [113]. Es wurde gezeigt, dass die Expression von CD127 invers mit 

der FoxP3-Expression korreliert [113] [114]. Daher kann ein negativer CD127-Status, 

gemeinsam mit der Expression von CD4 und CD25 zur Definition und Isolierung von 

Tregs genutzt werden [22] [112] [113] [114]. Folglich führt die Hinzunahme eines     

negativen CD127-Statuses zur ursprünglichen Definition von Tregs (CD4+CD25+) zu 

Zellen mit höherer FoxP3-Expression und höheren Suppressionsraten [114]. 

Zudem exprimieren FoxP3+ Tregs das Oberflächenmolekül CTLA-4 (engl. cytotoxic   

T-lymphocyte-associated protein 4) konstitutiv, welches zur CD28-Rezeprotfamilie  

gehört und eine Bindung mit den co-stimulatorischen Molekülen CD80 und CD86 auf 

APCs eingehen kann [24] [115] [116]. 

Über den CD45RA-Status der Tregs lassen sich naive von Effektor- bzw. Gedächtnis-

Tregs unterscheiden [117]. Man geht davon aus, dass die CD45RA+ naiven Tregs dem 

Thymus entstammende, ruhende Tregs darstellen, die sich nach Aktivierung zu 

CD45RA- Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs differenzieren und auch als aktivierte Tregs 

bezeichnet werden [107] [118]. Von manchen Autoren werden die CD45RA+, naiven 

Tregs auch als ruhende Tregs (rTregs) bezeichnet und die CD45RA- Effektor bzw. 

Gedächtnis-Tregs werden aktivierte Tregs (aTregs) genannt [119] [120]. Der Anteil der 

naiven CD45RA+ Tregs nimmt mit fortschreitendem Alter aufgrund der                  

Thymusinvolution ab, die Anzahl der CD45RA- Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs nimmt 

hingegen zu [107] [117] [121] [122]. Nach Stimulation können die CD45RA+ naiven 

Tregs proliferieren und sich zu CD45RA- Effektor- und Gedächtnis-Tregs differenzieren 

[107] [118]. CD45RA+ Tregs zeigen eine stabilere FoxP3-Expresssion als        

CD45RA- Tregs [117] [123]. Sowohl die CD45RA+ als auch die CD45RA- Tregs haben 

in Studien eine gleichwertige Suppressionsfunktion gezeigt [121] [124]. 



 

15 
 

1.1.6.4 Thymische Tregs (tTregs), periphere Tregs (pTregs) und in vitro induzierte 

Tregs (iTregs) 

Die regulatorischen T-Zellen stellen eine heterogene Population dar und lassen sich, je 

nach Entstehungsort, in zwei Gruppen unterteilen: Die tTregs und die pTregs [108] 

[110] [125]. In Abbildung 2 ist die Entstehung der Tregs schematisch dargestellt. Die 

thymischen Tregs (tTregs) werden auch natürliche regulatorische T-Zellen (nTregs) 

genannt und entstehen im Thymus durch Erkennung von Selbst-Antigenen [63] [94] 

[126]. Sie machen ca. 70 % der Tregs aus und sind für die Toleranz von körpereigenen 

Antigenen von Bedeutung [127] [128]. tTregs zeichnen sich durch eine konstitutive 

Expression von CD25 und FoxP3 aus und stellen eine stabile Zelllinie dar [24] [129] 

[130]. Ca. 30 % der Tregs entstehen in vivo in der Peripherie aus naiven CD4+           

T-Zellen durch Antigen-Stimulation unter dem Einfluss von TGFβ und IL-2 und werden 

periphere regulatorische T-Zellen (pTregs) genannt [22] [128] [131] [132]. Die Entste-

hung von pTregs kann unter u.a. in den Lymphknoten, in der Lamina propria des 

Darms und in chronisch entzündeten Geweben stattfinden, hier spielt eine Erkennung 

von körperfremden Antigenen eine Rolle [94] [133]. Eine große Anzahl von pTregs  

findet sich im Darm, wo sie bei der Toleranz von Fremdantigenen eine Rolle spielen 

[133] [134]. Ihre Differenzierung aus naiven CD4+ T-Lymphozyten wird im Darm durch 

den Kontakt mit kommensalen Bakterien und Nahrungsmittelantigenen induziert [135] 

[136]. Außerdem können Tregs durch TGFβ und IL-2 aus konventionellen T-Zellen in 

vitro induziert werden und werden dann in vitro induzierte Tregs (iTregs) genannt [111] 

[134]. Die Begriffe tTreg und nTreg sowie pTreg und iTreg werden häufig synonym 

verwendet [127] [137]. Abbas et al. empfehlen jedoch, den Begriff nTreg zu vermeiden, 

da dieser suggeriere, dass es sich bei pTregs um „unnatürliche“ Tregs handle [137]. 

Zudem wird die Empfehlung ausgesprochen, bei in vivo in der Peripherie entstandenen 

Tregs von pTregs und bei in vitro induzierten Tregs von iTregs zu sprechen [137].      

Im Folgenden halten wir uns an diese Empfehlungen zur Nomenklatur der Tregs.    

Sowohl tTregs als auch pTregs und iTregs sind CD4+ und CD25+ und exprimieren 

FoxP3 als ihren Transkriptionsfaktor, der für ihre suppressive Funktion verantwortlich 

ist [135]. Zwar können auch konventionelle T-Zellen FoxP3 transient exprimieren,   

jedoch ist eine hohe und stabile FoxP3-Expression eine charakteristische Eigenschaft 

von Tregs [110] [129] [138] [139] [140]. Es gibt jedoch phänotypische und funktionelle 

Unterschiede zwischen tTregs und iTregs [135]. So sind iTregs im Vergleich zu tTregs 

instabiler und können sich zu Effektorzellen differenzieren, welche proinflammatorische 

Zytokine sezernieren [134] [135] [141]. Die Stabilität der FoxP3-Expression und damit 
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der Treg-Funktion ist u.a. mit der Demethylierung eines nicht kodierenden Elements im 

FoxP3-Genlocus assoziiert, welches Treg-spezifische demethylierte Region (TSDR) 

genannt wird [129] [140] [142] [143]. In den tTregs liegt die TSDR demethyliert vor, 

daher wird FoxP3 exprimiert und sorgt für eine Stabilität der tTregs [129] [130] [140] 

[143]. Bei in vitro unter dem Einfluss von TGFβ und IL-2 generierten iTregs ist die 

TSDR partiell methyliert, was im Verlauf zum Verlust der FoxP3-Expression und damit 

einer Instabilität der Zelllinie führt [103] [129] [130] [140].  

Außerdem wurden in Genexpressionsanalysen Unterschiede zwischen nTregs und 

iTregs festgestellt, u.a. bezüglich der Expression des Transkriptionsfaktors Helios [128] 

[135]. Dieser scheint keinen Einfluss auf die FoxP3-Expression und damit die Funktion 

der Tregs zu haben [128] [135]. Er wird von den nTregs exprimiert, nicht aber von den 

iTregs und bietet so eine Möglichkeit, diese beiden Treg-Populationen voneinander zu 

unterscheiden [128] [135]. 

 

Abbildung 2: Entstehung von FoxP3+ Tregs im Thymus und in der Peripherie (modifiziert nach [94]). 

tTregs entstehen im Thymus aus Thymozyten und migrieren in die Peripherie. pTregs entstehen in sekun-

dären lymphatischen Organen und Geweben aus naiven CD4+ T-Lymphozyten. Sowohl tTregs als auch 

pTregs zeichnen sich durch die Expression von FoxP3 aus. Zusammen spielen die Tregs eine essenzielle 

Rolle bei der immunologischen Selbsttoleranz. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), engl. 

forkhead box protein 3 (FoxP3), periphere regulatorische T-Zellen (pTregs), positiv (+), regulatorische T-

Zellen (Tregs), thymische regulatorische T-Zellen (tTregs). 
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1.1.6.5 Treg-Funktion 

Tregs supprimieren Immunantworten über verschiedene Mechanismen, die von FoxP3 

kontrolliert werden [24] [25] [92]. Sie hemmen u.a. die Proliferation und Aktivierung von 

CD4+ und CD8+ T-Zellen, die Funktion von Effektor-T-Zellen sowie die Proliferation 

und Antikörperproduktion der B-Zellen [107] [143] [144]. Auch auf NK-Zellen und DCs 

wirken die Tregs inhibitorisch [145] [146] [147]. Die vier am besten untersuchten     

Mechanismen der Treg-Funktion, welche im Folgenden beschrieben werden, sind die 

Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen, die Störung der Reifung und Funktion 

von APCs durch Zellkontakt-abhängige Suppressions-Mechanismen, die Beeinflus-

sung des Zell-Metabolismus und die Zytolyse von Zielzellen [127] [148]. 

Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen 

Tregs produzieren die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFβ, welche       

allerdings auch von anderen Zellen des erworbenen und angeborenen Immunsystems 

gebildet werden [148] [149] [150] [151] [152]. IL-10 wirkt auf APCs, indem es deren 

Expression von MHC-II-Molekülen und Co-Stimulatoren herunterreguliert, was zur 

Hemmung der Aktivierung der T-Zellen und zur Beendigung der zellvermittelten      

Immunreaktion führt [1] [143] [153] [154] [155]. Außerdem hemmt IL-10 aktivierte Mak-

rophagen und Mastzellen sowie CD8+ T-Lymphozyten und führt zu einer Reduktion 

ihrer proinflammatorischen Zytokine [1] [156]. TGFβ induziert die Expression von 

FoxP3 und bewirkt so die Differenzierung von naiven Zellen zu pTregs und die die  

Aufrechterhaltung der nTregs [24] [72]. Die Expression von FoxP3 führt wiederum zur 

TGFβ-Produktion, sodass durch diese positive Feedback-Schleife pTregs aus naiven 

Zellen generiert werden und dadurch die periphere Toleranz aufrechterhalten wird [65] 

[157]. Über TGFβ werden die Proliferation und die Effektorfunktionen von T-Zellen und 

NK-Zellen gehemmt sowie die Aktivierung von Makrophagen, neutrophilen Granulozy-

ten und Endothelzellen [1] [143] [145]. Außerdem bewirkt TGFβ die Reparatur von  

Geweben nach Ablauf einer lokalen Immunreaktion, indem es u.a. die Kollagensynthe-

se und Angiogenese stimuliert [1] [147]. In vitro scheinen die sezernierten Zytokine    

IL-10 und TGFβ allerdings bei der Suppression von Effektorzellen durch Tregs nicht die 

ausschlaggebende Rolle zu spielen [56] [158]. In zahlreichen Studien konnte gezeigt 

werden, dass auch bei Inaktivierung von IL-10 und TGFβ durch gegen die Zytokine 

gerichtete Antikörper die Tregs noch eine gute Suppressionsfunktion zeigten [159] 

[160] [161] [162].  
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Störung der Reifung und Funktion von APCs durch Zellkontakt-abhängige Suppressi-

ons-Mechanismen 

Als Zellkontakt-abhängigen Suppressions-Mechanismus können Tregs über CTLA-4 

und LAG-3 (Lymphozyten-Aktivierungsgen 3) durch Interaktion mit APCs immunsupp-

ressiv wirken, indem sie die Aktivierung von T-Zellen durch die APCs herabsetzen 

[148] [150]. Tregs exprimieren CTLA-4 konstitutiv und empfangen über die Bindung 

von CTLA-4 an die B7-Moleküle (CD80/CD86) auf den APCs co-stimulatorische Signa-

le, was die Aktivierung der Tregs verstärkt [24] [159] [115]. Über die kompetitive  

Hemmung der CD28-vermittelten Co-Stimulation können sie die Aktivierung von         

T-Zellen durch APCs herabsetzen [47] [163]. Dabei binden sie über CTLA-4 mit höhe-

rer Affinität als CD28 an die B7-Moleküle der APCs, welche dann nicht mehr für die 

Co-Stimulation der T-Zellen über CD28 bereitstehen [24] [47] [116] [150]. Zudem führt 

die Bindung von CTLA4 auf Tregs mit CD80/CD86 auf APCs zu einer Herabregulie-

rung von CD80/CD86 bei den APCs [24] [115] [146]. Über LAG-3, ein mit CD4        

verwandtes Transmembran-Protein, können Tregs mit MHC-II-Molekülen auf APCs 

interagieren und so deren Reifung und immunstimulatorische Funktionen hemmen 

[150] [164] [165].  

Beeinflussung des Zell-Metabolismus 

Tregs exprimieren das Oberflächenmolekül CD25 (IL-2-Rα = α-Untereinheit des IL-2-

Rezeptors) und können darüber den Zellmetabolismus von Effektor-T-Lymphozyten 

beeinflussen [127] [150]. Die Bindung von IL-2 an CD25 auf den Tregs kann hierbei zu 

einer Depletion von IL-2 führen, wodurch den übrigen T-Lymphozyten ihr Proliferations-

faktor entzogen wird. Dieser Mechanismus wird allerdings kontrovers diskutiert und 

konnte bislang nur in murinen Experimenten und nicht bei menschlichen Tregs     

nachgewiesen werden [56] [118] [150] [166] [167]. Weiterhin können Tregs über die       

enzymatisch aktiven Oberflächenmoleküle CD39 und CD73 extrazelluläres Adeno-

sintriphosphat zu Adenosin abbauen, welches auf konventionelle T-Zellen und DCs 

immunsuppressiv wirkt [168] [169]. 

Zytolyse von Zielzellen 

Des weiteren können Tregs, ähnlich wie die CD8+ CTLs, Granzyme sezernieren und 

über Perforin zur Zytolyse von Zielzellen wie CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, Mo-

nozyten und DCs führen [150] [170] [171]. 
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Wie essenziell die Rolle der Tregs bei der Erhaltung der Selbsttoleranz ist, wird beim 

IPEX-Syndrom (X-chromosomales Immundysregulation-Polyendokrinopathie-Entero-

pathie-Syndrom) deutlich [172] [173] [174] [175]. Hier kommt es durch Mutationen im 

FoxP3-Gen zu einem Mangel bzw. einer Dysfunktion der Tregs und folglich zu einer 

schweren Multiorganerkrankung mit blutigen Diarrhöen, Ekzemen und autoimmunen 

Endokrinopathien verschiedener Organe [172] [173] [174] [175]. Eine zu starke immun-

suppressive Funktion der Tregs kann hingegen zur Anfälligkeit gegenüber chronischen 

Infektionen und Tumoren führen [107] [108]. Deshalb ist es für ein gesundes Immun-

system essenziell, dass sich pro- und antiinflammatorische Faktoren die Waage halten 

[176] [177]. Die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen T-Helferzellen und 

die Auswirkungen einer Dysbalance sind in Abbildung 3 veranschaulicht.  

 

Abbildung 3: Rolle der Tregs bei der Immunhomöostase (modifiziert nach [161]). 

Für die Immunhomöostase ist es essenziell, dass sich proinflammatorische und regulatorische Mechanis-

men die Waage halten. Im gesunden Immunsystem kontrollieren Tregs, die stabil FoxP3 exprimieren, die 

Immunantworten und verhindern Autoimmunität. Ein Verlust der FoxP3-Expression führt zum Funktions-

verlust der Tregs. Die Balance zwischen proinflammatorischen und regulatorischen Faktoren gerät aus 

dem Gleichgewicht und Autoimmunität wird begünstigt. Abkürzungen: engl. forkhead box protein 3 

(FoxP3), regulatorische T-Zellen (Tregs). 

1.1.7 T-Helferzell-Plastizität 

Wie unter 1.1.5 beschrieben, differenzieren sich die naiven CD4+ T-Zellen in den se-

kundären Lymphatischen Organen zu Effektorzellen mit unterschiedlichen Modalitäten. 

So entstehen Th1-, Th2-, Th-9, Th17-, Th-22-Zellen, Tfh-Zellen sowie Tregs, die sich 

durch spezifische Genexpressionsmuster und Funktionen auszeichnen [1] [26] [65].  

Seit mehr als 30 Jahren ist bekannt, dass sich T-Helferzellen pathogenabhängig in 

verschiedene Subtypen differenzieren [64]. Die zuerst entdeckten T-Helferzell-

Subpopulationen, waren die Th1- und die Th2-Zellen mit ihren Zytokinen IFNγ (Th1) 

und IL-4 (Th2) [64] [68] [178] [179]. Zunächst wurde vermutet, dass die Differenzierung 

der CD4+ T-Zellen zu den T-Helferzell-Subpopulationen endgültig sei und zu einem 

stabilen Phänotyp und Zytokinproduktionsmuster führe [12] [64] [180] [181]. 
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Th1-Zellen wurden für die Abwehr von intrazellulären Pathogenen und die Genese von 

Autoimmunerkrankungen verantwortlich gemacht [74] [180], Th2-Zellen für die Beseiti-

gung von Helminthen und die Ursache von Asthma bronchiale [69] [131]. Diese dicho-

tome Ansicht der T-Helferzell-Antworten hat zum Verständnis der Immunregulation 

beigetragen, wird jedoch nicht der Komplexität der T-Helferzell-Differenzierung und 

Immunregulation gerecht [63] [101]. 

APCs beeinflussen durch die Produktion von Zytokinen die Richtung, in die sich die 

Effektorantwort der T-Helferzellen richtet [26] [101]. Das Zytokinmilieu wird deshalb 

auch als „drittes Signal“ der T-Zell-Aktivierung bezeichnet [31] [53] [58]. Hier spielen 

die DCs eine Rolle, die in den sekundären lymphatischen Organen mit den T-Zellen 

interagieren [67]. Zusätzlich können weitere Zellen des angeborenen Immunsystems in 

der Peripherie durch ihre Zytokinproduktion die T-Helferzell-Antwort beeinflussen [67]. 

Beispielsweise wird die Th1-gerichtete Immunantwort durch IFNγ-produzierende      

NK-Zellen und IL-12-produzierende Makrophagen begünstigt  [66] [67] [68] [182].     

Die Th2-Immunantwort wird über die IL-4-Produktion durch Mastzellen, basophile und 

eosinophile Granulozyten gefördert sowie über die Sekretion von TSLP, IL-25 und     

IL-33 durch Epithelzellen [65] [69].  

Der Phänotyp der T-Helferzell-Subtypen ist nicht endgültig festgelegt, sondern kann 

sich unter bestimmten Voraussetzungen verändern [12] [65]. Die Genexpression und 

das Zytokinprofil der T-Helferzell-Subtypen unterliegen einer gewissen Plastizität [65]. 

Hierbei spielen u.a. Transkriptionsfaktoren, das Zytokinmilieu sowie epigenetische 

Veränderungen eine Rolle [63] [183]. Im Folgenden wird auf die Rolle des Zytokinmili-

eus näher eingegangen, da dies Gegenstand dieser Arbeit ist. Abbildung 4 veran-

schaulicht die Plastizität der T-Helferzellen in Abhängigkeit des Zytokinmilieus. 



 

21 
 

 

Abbildung 4: Plastizität der T-Helferzellen (modifiziert nach [62]). 

Naive CD4+ T-Zellen können Zytokin-abhängig zu verschiedenen T-Helferzelltypen polarisiert werden. 

Auch zwischen den unterschiedlichen CD4+ Effektorzellen besteht eine gewisse Plastizität. In dieser Ab-

bildung sind die bisher bekannten T-Helferzelltypen und ihre Verwandtschaftsbeziehungen untereinander 

gezeigt. Außerdem sind die von ihnen hauptsächlich produzierten Zytokine, ihre Transkriptionsfaktoren 

sowie ihre Funktion und pathogenetische Bedeutung dargestellt. Abkürzungen: Aryl-Hydrocarbon-

Rezeptor (AHR), engl. B-cell lymphoma (Bcl), follikuläre T-Helferzelle (Tfh), engl. forkhead box protein 3 

(FoxP3), Interferon (IFN), Interleukin (IL), engl. interferon regulatory factor 4 (IRF4), periphere regulatori-

sche T-Zelle (pTreg), regulatorische T-Zellen (Tregs), engl. retinoic acid orphan receptor gamma t 

(RORγt), engl. T-box expressed in T cells (T-bet), T-Helferzelle (Th), engl. thymic stromal lymphoprotein 

(TSLP), engl. transforming growth factor (TGF), Tumornekrosefaktor (TNF). 

Wie in Abbildung 4 ersichtlich wird, kann das Zytokinmilieu die Differenzierungsrichtung 

der T-Helferzellen verändern. So können sich beispielsweise Th17-Zellen unter dem 

Einfluss von IL-12 zu Th17/Th1-Zellen differenzieren, die sowohl RORγt als auch T-bet 
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exprimieren [184]. Diese Zellen produzieren somit sowohl IL-17 als auch IFNγ und 

konnten im Darm von Morbus Crohn-Patienten [184] sowie in der Synovia von Patien-

ten mit juveniler idiopathischer Arthritis (JIA) gefunden werden [185] [186]. Wie die 

Th17-Zellen exprimieren auch die Th17/Th1-Zellen das Oberflächenmolekül CD161 

[91]. Im Verlauf können sich die Th17/Th1-Zellen weiter zu Th1-Zellen differenzieren, 

die dann kein IL-17 mehr produzieren [185] [186]. Unter dem Einfluss von IL-4 können 

aus Th17-Zellen Th17/Th2-Zellen werden, die RORγt und GATA-3 exprimieren, sowohl 

IL-17 als auch IL-4 produzieren und bei Asthma-Patienten in erhöhter Zahl vorliegen 

[187] [188]. 

Plastizität zwischen der Treg- und der Th17-Zelllinie 

Besonders zwischen den proinflammatorischen Th17-Zellen und den antiinflammatori-

schen iTregs besteht eine hohe Plastizität [26] [189] [192]. Beide T-Helferzell-Typen 

benötigen TGFβ für ihre Differenzierung [53] [74].  

In hoher Konzentration fördert TGFβ die Differenzierung zu Tregs [1] [190]. TGFβ akti-

viert den Transkriptionsfaktor SMAD3 und führt dadurch zur Expression des FoxP3-

Gens, welches für die Treg-Funktion verantwortlich ist [53] [191] [192]. Die durch TGFβ 

ausgelöste Treg-Differenzierung wird durch IL-2 verstärkt, welches über die Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors STAT5 (STAT = engl. signal transducer and activator of 

transcription) eine Erhöhung der FoxP3-Expression bewirkt [53] [191] [192]. Gleichzei-

tig wird durch TGFβ die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu Th1- und Th2-Zellen 

und durch IL-2 die Differenzierung hin zu Th17-Zellen gehemmt [192] [193] [194]. 

In Anwesenheit von IL-6 führt TGFβ in geringerer Konzentration jedoch zur Differenzie-

rung zu Th17-Zellen [72] [190] [195]. Die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-21 

und IL-23 verstärken und stabilisieren diesen Differenzierungsweg [53] [72] [195].      

IL-6 aktiviert den Transkriptionsfaktor STAT3, der für eine Expression von RORγt    

sowie IL-17 und des IL-23-Rezeptors sorgt [195] [196]. Durch IL-6 wird ebenfalls über 

STAT3 die FoxP3-Expression herunterreguliert und damit die Differenzierung von 

Tregs gehemmt  [72] [197].  

TGFβ kann also sowohl regulatorische als auch proinflammatorische T-Helferzellen 

induzieren, abhängig davon, in welcher Konzentration und in welcher Kombination mit 

weiteren Zytokinen es vorliegt [190]. Daraus wird ersichtlich, dass in einer inflammato-

rischen Umgebung die Balance zwischen Tregs und Th17-Zellen aus dem Gleichge-

wicht geraten kann [26].  
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T-Helferzell-ähnliche Tregs 

Während der letzten zwei Jahrzehnte war die Plastizität bzw. die Stabilität der regulato-

rischen T-Zellen Gegenstand der Forschung [21] [198]. Tregs sind keine terminal diffe-

renzierte Zelllinie, sondern können unter bestimmten Bedingungen Eigenschaften von 

Effektorzellen annehmen [21] [22] [143] [192]. Ob diese Differenzierung zu T-Helferzell-

ähnlichen Tregs ein Ausdruck von Plastizität oder von Instabilität der Treg-Zelllinie ist, 

ist noch nicht endgültig geklärt [21] [143] [176]. 

Tregs können neben FoxP3 auch Transkriptionsfaktoren der Effektor-T-Zell-Subtypen 

exprimieren und werden dann Th-ähnliche Tregs genannt [22]. Dadurch können sie 

ihre regulatorische Funktion auf einen speziellen Subtyp lenken, was als funktionelle 

Plastizität bezeichnet wird [21] [26] [118]. Beispielsweise können sie, durch IL-12   

vermittelt, den für Th1-Zellen typischen Transkriptionsfaktor T-bet exprimieren und 

dadurch speziell Th1-vermittelte Immunantworten kontrollieren [199] [200].  

Möglicherweise sind Th-ähnliche Tregs auch an der Pathogenese von Autoimmuner-

krankungen beteiligt [188] [200] [201]. Eine erhöhte Anzahl von IFNγ produzierenden, 

Th1-ähnlichen Tregs mit reduzierter Suppressionsfunktion wurde bei Patienten mit 

T1DM und bei Patienten mit MS beschrieben [199] [200]. Th2-ähnliche Tregs, die IL-4 

und IL-13 produzierten, konnten in der Haut von Patienten mit Systemischer Sklerose 

gefunden werden [202]. Bei Psoriasis-Patienten [201] und Patienten mit CED [189] 

konnten Th17-ähnliche Tregs beschrieben werden, welche sowohl FoxP3 als auch 

RORγt exprimierten, IL-17 produzierten und eine reduzierte Suppressionsfunktion  

zeigten [203]. 

Unter bestimmten Bedingungen können Tregs ihre FoxP3-Expression auch verlieren 

und einen Effektorzell-Phänotyp annehmen [22] [74] [118]. Sie werden dann auch     

ex-Tregs genannt, da sie keine FoxP3-Expression mehr zeigen, keine Suppressions-

funktion mehr besitzen und inflammatorische Zytokine produzieren [21] [74] [143].     

So können sich humane Tregs in Anwesenheit von TGFβ und der proinflammatori-

schen Zytokine IL-6, IL-1β, IL-21 und IL-23 zu Th17-produzierenden Zellen differenzie-

ren [89] [118] [204]. Es wurde auch eine Differenzierung der Tregs hin zu Th1- und 

Th2-Zellen beschrieben [74] [143]. Dieser Verlust der FoxP3-Expression und damit der 

regulatorischen Funktion der Tregs muss von der oben beschriebenen funktionellen 

Plastizität der Tregs unterschieden werden [21].  
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Eine ausgeglichene Balance zwischen den verschiedenen T-Helferzell-Subtypen ist 

von enormer Wichtigkeit für die Immunhomöostase [176] [177] [198]. Ein Überwiegen 

von Th1- und Th17-Zellen kann zu Autoimmunerkrankungen führen [74] [131] [180], 

ein Überwiegen der Th2-Zellen zu allergischen und atopischen Erkrankungen [69] 

[131]. Unter einer reduzierten Anzahl oder Funktion der Tregs kann die immunologi-

sche Selbsttoleranz leiden, was zu autoimmunen bzw. autoinflammatorischen         

Erkrankungen führen kann [176] [198] [205]. Ein Überwiegen der Tregs kann jedoch zu 

Immunsuppression führen und damit eine Suszeptibilität gegenüber Infektionen oder 

Tumoren zur Folge haben [107] [108]. Daher ist es von großer Bedeutung, die        

Mechanismen zu verstehen, die die Plastizität der verschiedenen T-Helferzell-

Subtypen beeinflussen. 

1.1.8 CD8+ T-Zellen und ihre Effektorfunktionen 

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) sind die Effektorzellen der CD8+ T-Lymphozyten 

und für die Beseitigung von viralen und einigen bakteriellen Infektionen sowie Tumor-

zellen verantwortlich [206] [207]. Dabei wird durch die von DCs gebildeten Zytokine   

IL-12 und IFNγ sowohl die Differenzierung von CD8+ T-Zellen zu CTLs als auch die 

Entstehung von Th1-Zellen induziert [1] [59] [65]. Pathogenetisch sind CTLs an der 

Gewebeschädigung bei manchen Autoimmunkrankheiten beteiligt [208] [209].  

Die CTLs erkennen die infizierten Zellen hochspezifisch über die Bindung ihres TCRs 

an deren MHC-I-Moleküle [206] [210]. Die Bindung wird durch den Co-Rezeptor CD8 

und einen Ring aus Integrinen stabilisiert, wodurch eine abgegrenzte „Immun-Synapse“ 

entsteht [210] [211] [212] [213]. 

CTLs verfügen über zwei Hauptmechanismen, die zur Apoptose von Zielzellen führen: 

Die Exkretion von Perforin und Granzymen aus Granula und die Bindung des          

Fas-Liganden der CTLs an den Todesrezeptor Fas auf den Zielzellen [206] [214]. 

Perforin und Granzyme sind zytotoxische Proteine, die von den CTLs in Granula ge-

speichert und bei deren Aktivierung abgegeben werden [210] [214]. Perforin permeabi-

lisiert die Zellmembran der Zielzellen und ermöglicht damit das Eindringen der 

Granzyme ins Zytoplasma [210] [211]. Granzyme sind Serinproteasen, die Proteine, 

u.a. Caspasen und BID (engl. BH3 interacting domain death agonist), ein Mitglied der 

Bcl-2-Familie spalten und darüber die Apoptose der Zielzelle induzieren [207] [210]. 
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Der Granula-unabhängige und langsamere Mechanismus der Zelltötung ist die Bin-

dung des Fas-Liganden auf CTLs an den Todesrezeptor Fas auf den Zielzellen [206] 

[213]. Dadurch wird ein Signalweg in Gang gesetzt, über den Kaskaden von Caspasen 

aktiviert werden, die schließlich zur Apoptose der Zielzelle führen [214] [215]. 

Neben den beiden oben beschriebenen Mechanismen, die die Apoptose von Zielzellen 

induzieren, können CD8+ Lymphozyten auch über die Sekretion von Effektorzytokinen 

immunologische Funktionen wahrzunehmen [65] [77] [216]. Die meisten CTLs sezer-

nieren ein Zytokinprofil, welches dem der Th1-Zellen ähnelt  [59] [77]. Wie in den Th1-

Zellen ist der Transkriptionsfaktor T-bet aktiv und führt zur IFNγ-Produktion, worüber 

Makrophagen zur Phagozytose der Pathogene aktiviert werden [1] [77] [217]. Über 

TNFα führen sie zur Initiierung und Aufrechterhaltung der Inflammation sowie, zusam-

men mit IFNγ, zur Makrophagen-Aktivierung [217]. Damit unterstützen die CTLs die 

Th1-gerichtete Immunantwort, die sich gegen Viren und intrazelluläre Bakterien richtet 

[218]. Daneben wurden auch CD8+ Zellen beschrieben, deren Zytokinexpressionsmus-

ter den Th2- oder Th17-Zellen ähnelt [216] [219]. Im Blut von Kindern mit Asthma 

bronchiale konnte eine, verglichen mit gesunden Probanden, erhöhte Zahl von IL-4 und 

IL-13-produzierenden CD8+ T-Lymphozyten beschrieben werden [219]. In Hautläsio-

nen von Patienten mit atopischer Dermatitis fanden sich IL-13-produzierenden CD8+ 

T-Zellen in erhöhter Zahl [220]. In Hautläsionen von Patienten mit Psoriasis sowie in 

der Gelenkflüssigkeit von Patienten mit Psoriasis-Arthritis wurde eine erhöhte Zahl von 

IL-17-produzierenen CD8+ T-Zellen gefunden [220] [221] [222] [223]. Zudem wurden 

CD8+ T-Lymphozyten beschrieben, die das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 produ-

zieren und in vitro Eigenschaften von regulatorischen T-Zellen zeigen  [224] [225]. 

Auch das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren auf CD8+ T-Zellen ähnelt dem 

der Th1-Zellen. CXCR3 auf der Oberfläche aktivierter CD8+ Zellen sorgt für eine    

Migration in die entzündeten Gewebe [73] [77]. Wird CCR5 von Effektor- und Gedächt-

nis-CD8+ T-Zellen exprimiert, navigiert es diese zu den entzündeten Geweben sowie 

zu den peripheren lymphatischen Organen, wo die CD4+ T-Zellen mit den DCs intera-

gieren, um eine optimale Aktivierung der CD8+ T-Zellen zu erreichen [226] [227] [228]. 

Neben den CD4+ Tregs nimmt auch eine kleine, heterogene Subgruppe der CD8+     

T-Lymphozyten immunsuppressive Funktionen wahr [224] [229] [230] [231]. Vor über 

vierzig Jahren wurden erstmals CD8+ regulatorische T-Zellen beschrieben, dennoch 

sind die Eigenschaften dieser Zellen noch weniger erforscht als die der CD4+ regulato-

rischen T-Zellen [232]. Die Marker der CD8+ regulatorischen T-Zellen überlappen mit 
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den Markern der CD4+ Tregs; neben CD25 werden auch FoxP3 und CTLA-4 konstitu-

tiv exprimiert [225] [229] [230] [233]. Zu den Suppressionsmechanismen der CD8+ 

regulatorischen T-Zellen gehören neben der direkten Lyse von Zielzellen auch zytokin-

vermittelte und über CTLA-4 vermittelte Mechanismen [231] [232] [234] [225]. So    

wirken die CD8+ Tregs Autoimmunkrankheiten entgegen, spielen eine Rolle in der  

immunologischen Selbsttoleranz und ergänzen die immunregulatorische Funktion der 

CD4+ Tregs [229] [233] [234]. 

1.1.9 γδ-T-Zellen 

CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten machen zusammen etwa 95 % der T-Zellen im      

peripheren Blut aus [1] [9] [17]. Sie exprimieren T-Zell-Rezeptoren, die aus α- und β-

Ketten bestehen und werden daher als αβ-T-Zellen bezeichnet [1] [9] [17]. Neben   

diesen αβ-T-Zellen gibt es die γδ-T-Zellen, deren TCR sich aus γ- und δ-Ketten zu-

sammensetzen und die nur eine limitierte Diversität aufweisen [9] [235]. Die Trennung 

der beiden Zelllinien findet früh im Thymus statt [14] [17]. Die γδ-T-Zellen gehören zu 

den unkonventionellen T-Zellen, da sie MHC-unabhängig von einem breiten Spektrum 

an Stress-assoziierten Antigenen aktiviert werden können [17] [236]. Während          

γδ-T-Zellen bei gesunden Menschen im Blut nur 2-5 % der T-Zellen ausmachen,    

können sie in epithelialen und mucosalen Geweben wie der Haut und der Schleimhaut 

von Lunge und Darm in höherer Anzahl vorkommen [235] [237] [238] [239]. Die         

γδ-T-Zellpopulation kann im Rahmen von Infektionen mit Bakterien oder Protozoen 

stark ansteigen [240] [241].  

Sie verfügen über vielfältige, noch nicht vollständig erforschte, immunologische Funkti-

onen, mit denen sie eine Zwischenstellung zwischen dem angeborenen und dem er-

worbenen Immunsystem einnehmen [236] [242]. Zu den für die angeborene Immunität 

typischen Funktionen gehören die frühe Sekretion der proinflammatorischen Zytokine 

IL-17, IFNγ und TNFα bei bakteriellen oder parasitären Infektionen [243] [244] [245] 

[246] [247] [248] [249] [250]. Ähnlich wie die CTLs und die NK-Zellen können sie über 

die Sekretion von Perforin und Granzymen sowie über die Interaktion von Liganden mit 

Todesrezeptoren auf die Zielzellen zytotoxisch wirken [236] [245] [251] [252]. γδ-T-

Zellen können auch als APCs fungieren, indem sie Antigene prozessieren, diese den 

αβ-T-Zellen darbieten und so zu deren Aktivierung und Proliferation beitragen [242]. 

Außerdem sind γδ-T-Zellen in der Lage, Gedächtniszellen auszubilden und können 

ähnlich wie die Tregs immunregulatorische Funktionen wahrnehmen, was für Zellen 

des erworbenen Immunsystems typisch ist [253] [254].  
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1.2 Rationale, Zielsetzung und Fragestellung 

Für die Aufrechterhaltung der immunologischen Homöostase ist es essenziell,        

dass sich proinflammatorische und antiinflammatorische Faktoren die Waage halten 

[127] [176] [177] [198]. Regulatorische T-Zellen kontrollieren die Immunantworten und 

spielen eine wichtige Rolle bei der immunologischen Selbsttoleranz [24] [74] [107] 

[108] [109]. Kommt es zu einer Dysbalance zwischen regulatorischen und proin-

flammatorischen T-Helferzellen, kann dies zu autoimmunen und autoinflammatorischen 

Erkrankungen führen [53] [127] [176] [177].  

Die initiale Differenzierung der CD4+ T-Lymphozyten zu den unterschiedlichen           

T-Helferzell-Subtypen ist nicht endgültig [12] [62] [65]. Besonders zwischen den Tregs 

und den Th17-Zellen scheinen enge Verwandtschaftsverhältnisse und eine hohe Plas-

tizität zu bestehen [26] [72] [190] [192]. Für die Differenzierung der T-Helferzellen spielt 

das Zytokinmilieu eine wesentliche Rolle [26] [101]. So kann ein proinflammatorisches 

Zytokinmilieu dazu führen, dass Tregs ihre FoxP3-Expression und damit ihre regulato-

rische Funktion verlieren und sich zu Th17-Zellen differenzieren [89] [118] [204].        

Da ein Überwiegen proinflammatorischer T-Helferzellen zur Genese von Autoimmun-

erkrankungen beitragen kann, ist es von Interesse, ob diese Plastizität auch von     

proinflammatorischen T-Helferzellen hin zu Tregs existiert [65] [131].  

In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass naive CD4+CD25- T-Lymphozyten 

durch Stimulation mit TGFβ und IL-2 zu Zellen mit Suppressionsfunktion polarisiert 

werden können [138] [255] [256] [257] [258]. Die meisten Autoren charakterisierten die 

naiven CD4+CD25- Zellen zusätzlich durch die Expression des Oberflächenmoleküls 

CD45RA, andere stimulierten die gesamte CD4+CD25- Zellpopulation [138] [255] [256] 

[257] [258]. CD4+CD25- Zellen stellen den überwiegenden Teil der CD4+                   

T-Lymphozyten und damit eine heterogene Zellpopulation dar [257] [259]. In unserer 

Studie fokussierten wir uns daher auf die Untersuchung der CD4+CD25-CD127-     

Zellen, die nur ca. 3-4 % der CD4+ T-Lymphozyten ausmachen und damit eine kleine-

re und definiertere Zellpopulation darstellen [259]. Aufgrund des negativen CD25- und 

CD127-Status der Zellen gehen wir davon aus, dass es sich bei dieser Zellpopulation 

um konventionelle ruhende T-Zellen handelt, die nicht an der peripheren Homöstase 

teilnehmen [32] [258] [259].  
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Ziel dieser methodischen Arbeit ist es, die Polarisierbarkeit und die Plastizität 

der CD4+CD25-CD127- T-Lymphozyten in Richtung Treg in einem explorativen in 

vitro Versuchsansatz an peripheren Lymphozyten von gesunden Probanden mit 

verschiedenen Zytokin-Stimuli zu untersuchen. 

Hauptzielparameter ist die Analyse der Funktionsfähigkeit der polarisierten 

Tregs durch Untersuchung ihrer Suppressionsfunktion auf autologe Effektor-

Leukozyten. 

Hierfür wurde zunächst eine Methode zur Isolierung und Funktionsuntersuchung von 

CD4+CD25+CD127low/- (low = engl. niedrig) Tregs aus menschlichem Blut etabliert. 

Zudem wurden CD4+CD25-CD127- T-Lymphozyten isoliert, anhand derer die        

Möglichkeit untersucht wurde, durch ein bestimmtes Zytokinmilieu Tregs zu induzieren. 

Mittels Suppression-Assays wurde die Funktion der Tregs und der CD4+CD25-CD127- 

Zellen gemessen. Anschließend wurde der Einfluss eines pro- und eines antiinflamma-

torischen Zytokinmilieus auf die Suppressions-Funktion untersucht. 

Die isolierten Tregs und CD4+CD25-CD127- Zellen wurden zudem bezüglich FoxP3-

Expression und Zytokin-Expressionsmuster untersucht. Dies geschah im Rahmen ei-

ner durchflusszytometrischen Phänotypisierung der Lymphozyten-Subpopulationen, 

bei der zusätzlich die Expression verschiedener Zytokine und Chemokinrezeptoren in 

den isolierten mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral 

blood mononuclear cells) gemessen wurde. 

Die daraus generierten Ergebnisse sollen der Etablierung einer weiteren Unter-

suchung von Lymphozyten von an T-Zell-mediierten Autoimmunkrankheiten  

leidenden Patienten dienen. 
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2 Material und Methoden 

Im Folgenden sind die verwendeten Geräte und Materialien inklusive der Herstelleran-

gaben aufgelistet. Anschließend findet sich eine ausführliche Beschreibung der   

durchgeführten experimentellen Methoden. 

2.1 Material 

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Geräte und Materialien, jeweils mit 

Produktname, Chargen-Bezeichnung (Ch.-B.) bzw. Katalognummer (Cat.) und Herstel-

ler aufgeführt. Für die verwendeten Antikörper ist zusätzlich jeweils der Fluoreszenz-

farbstoff (Synonym: Fluorochrom) und der Klon angegeben. Am Ende des Kapitels 

finden sich die für die Auswertung verwendeten Softwares. 

2.1.1 Geräte 

Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 3 aufgelistet. 

Tabelle 3: Geräte. 

 Produktname Cat. Hersteller 

Absaugpumpe Membranabsaugpumpe AP86 A. Hartenstein GmbH, Würzburg, D 

Durchfluss-

zytometer 

FACSCanto II Flow  

Cytometry System  

 BD Biosciences, New Jersey, USA 

FACS Aria III Cell Sorter  BD Biosciences, New Jersey, USA 

Eiswürfelbereiter AF 103 DL1157 Scotsman Ice, Mailand, I 

Inkubator B 5060 EK-CO2 19476 Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 

Kühlschränke 

 

 

 

 

Liebeherr 4-8° C 1000831 Liebherr-International AG, Bulle, CH 

Liebherr Comfort -20° C A24153 Liebherr-International AG, Bulle, CH 

HERAfreezeTM HFU 586 

Basic -80°C 

51019576 Thermo Fisher Scientific, Langen-

selbold, D 

Magnetische Zellse-

paration (MACS) 

VarioMACS™ Separator 130-090-

282 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 

Gladbach, D 

Manueller Zellzähler Handstückzähler 10126489 Baumer IVO GmbH & Co. KG, Vil-

lingen-Schwenningen, D 

Mehrfachdispenser  Multipette Plus 4981 

000.019 

Eppendorf AG, Hamburg, D 

 

Mechanische     

Pipetten 

Research plus 10 µl 492499Z Eppendorf AG, Hamburg, D 

Research plus 20 µl 2541357 Eppendorf AG, Hamburg, D 
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 Produktname Cat. Hersteller 

Mechanische     

Pipetten 

Research plus 100 µl 493057Z Eppendorf AG, Hamburg, D 

Research plus 200 µl 379067Z Eppendorf AG, Hamburg, D 

Research plus 1000 µl 494528Z Eppendorf AG, Hamburg, D 

Mikroskop Wilovert 30 5610-306-

01 

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, D 

Pipettierhilfen Easypet 3033181 Eppendorf AG, Hamburg, D 

Integra PIPETBOY 101800 INTEGRA Biosciences GmbH, 

Biebertal, D 

Sterilbank (Laminar 

Flow Hood) 

Gelaire BSB 6A 

 

11031 Flow Laboratories GmbH, Mecken-

heim, D 

Vortex RetschMixer  A. Hartenstein GmbH, Würzburg, D 

Waage Sartorius CP1245 Denver Instrument, New York, USA 

Wasserbad GFL Typ 1003 10549679 Gesellschaft für Labortechnik 

GmbH, Burgwedel, D 

Zählkammer Neubauer-Zählkammer ZK13 A. Hartenstein GmbH, Würzburg, D 

Zentrifugen Rotana/K 19477 A. Hettich GmbH & Co. KG,      

Tuttlingen, D 

Universal 32R 1610 A. Hettich GmbH & Co. KG,      

Tuttlingen, D 

Biofuge fresco 75005510 Heraeus Instruments, Hanau, D 

Abkürzungen: engl fluorescence activated cell sorting (FACS), Katalognummer (Cat.), magnetische 

Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), Mikroliter (µl). 

2.1.2 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial 

Das verwendete Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial ist in Tabelle 4 aufgelistet. 

Tabelle 4: Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial. 

 Produktname Cat. Hersteller 

Blutentnahmesystem S-Monovette NH4-Heparin, 9 ml 02.1064 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

S-Monovette Serum-Gel, 4,7 ml 03.1524 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

S-Monovette K3E, 1,8 ml 04.1951 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Safety-Multifly-Kanüle 21G 85.1638.200 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 
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 Produktname Cat. Hersteller 

Direktverdränger-

Pipettenspitzen 

Combitips Plus 50 ml 0030 

069.471 

Eppendorf AG,       

Hamburg, D 

Combitips Plus 1,0 ml 0030 

069.439 

Eppendorf AG,       

Hamburg, D 

Einfrierboxen Kryoboxen aus Karton C60W A. Hartenstein GmbH, 

Würzburg, D 

Einfrierröhrchen Kryoröhrchen 10018734 VWR International, 

Pennsylvania, USA 

Entsorgungstüten Vernichtungsbeutel VB20 A. Hartenstein GmbH, 

Würzburg, D 

FACS-Röhrchen FACS Round-Bottom, Tubes 5 ml 55.476.005 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Filter EASYstrainerTM 70 µm, für 50 ml 

Röhrchen 

542 070 Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhau-

sen, D 

Filter-Röhrchen BD Falcon® 12 x 75 mm Tube 

with Cell Strainer Cap (35 µm 

nylon mesh) 

352235 Corning Life Sciences, 

Tewksbury, USA 

Gefrierbehälter Cryo Freezing Container 51000001 Nalgene, New York, 

USA 

Gestelle für Zentrifu-

genröhrchen 

MINI-Rack MINI A. Hartenstein GmbH, 

Würzburg, D 

MIDI-Rack MIDI A. Hartenstein GmbH, 

Würzburg, D 

Glaspipetten Cellstar Serological Pipette 10 ml 607180 Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhau-

sen, D 

Cellstar Serological Pipette 5 ml 606180 Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhau-

sen, D 

Handschuhe Peha-soft nitrile Handschuhe 942206 P. Hartmann AG,    

Heidenheim, D 

Hautdesinfektionsmittel Cutasept F 976802 BODE Chemie GmbH, 

Hamburg, D 

Laborfolie Laboratory Film, Parafilm 60631 American National 

Can, Chicago, USA 
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 Produktname Cat. Hersteller 

MACS Separationssäu-

len 

LS Columns 130-042-401 MACS Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch Gla-

dbach, D 

Pipettenspitzen Biosphere Filter tips 10 µl 70.1130.210 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Biosphere Filter tips 200 µl 70.760.211 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Biosphere Filter tips 1000 µl 70.762.211 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Reagiergefäße Reagiergefäße, 1,5 ml, PP 72.690.001 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Safe-Lock Tubes 0,5 ml 0030121023 Eppendorf AG,       

Hamburg, D 

Reaktionsgefäßhalter Reaktionsgefäßhalter RGFH A. Hartenstein GmbH, 

Würzburg, D 

Schraubröhrchen  Mikro-Schraubröhre, 1,5 ml, PP 72.692.005 Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht, D 

Zellkulturplatten FALCON®, 96-Well, U-Bottom 351177 Corning Life Sciences, 

Tewksbury, USA 

Tissue Culture Plates, 96 Wells, 

U-Bottom 

734-2328 VWR International, 

Pensylvania, USA  

Tissue Culture Plates, 48 Wells, 

flat bottom 

734-2326 VWR International, 

Pensylvania, USA 

Zentrifugenröhrchen 

(Tubes) 

Cellstar, 15 ml 188271 Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhau-

sen, D 

Cellstar, 50 ml 227261 Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhau-

sen, D 

Abkürzungen: engl.  fluorescence activated cell sorting (FACS), Katalognummer (Cat.), magnetische 

Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), Mikroliter (µl), Mikrometer (µm), Milliliter 

(ml), Millimeter (mm). 

2.1.3 Chemikalien, Puffer, Medien, Lösungen und Kits 

Die verwendeten Chemikalien, Lösungen, Puffer und Medien sind in Tabelle 5 aufgelis-

tet. In Tabelle 6 finden sich die verwendeten gebrauchsfertigen Lösungen und in Tabel-

le 7 die gebrauchsfertigen Kits.  
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Tabelle 5: Chemikalien, Lösungen, Puffer und Medien. 

 Produktname Cat. /Ch.-B. Hersteller 

Alkohol 2-Propanol Cat.: 20839.366 

Ch.-B.: 17B134020 

VWR International,         

Pensylvania, USA 

Ethanol 70 % vergällt Cat.: T913.3 

Ch.-B.: 268275078 

Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, D  

Fertig-

lösungen 

Isotonische Kochsalzlösung Cat.: 6096595.00.00 Fresenius Kabi Deutschland 

GmbH, Bad Homburg, D  

Aqua ad iniectabilia (Aqua 

dest.) 

Cat.: 114558061 B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen, D 

Feststoffe Ammoniumchlorid  Cat.: 39H013015 Sigma-Aldrich Corporation, 

Missouri, USA 

Kaliumbicarbonat Cat.: 71K0121 Sigma-Aldrich Corporation, 

Missouri, USA 

Natriumazid  Cat.: 106H2540 Sigma-Aldrich Corporation, 

Missouri, USA  

Trypanblau Cat.: 1.11732 Merck, Darmstadt, D 

Medien FBS Superior Cat.: S0615 Biochrom GmbH, Berlin, D 

FicoLite-H (Human) Cat.: GTF1511KYA Linaris Biologische Produkte 

GmbH, Dossenheim, D 

Penicillin Streptomycin Cat.: A2213 Biochrom GmbH, Berlin, D 

RPMI 1640 BioWhittakter® 

Lonza with L-Glutamine 

Cat.: BE12-702F 

Ch.-B.: 6MB165 

Lonza Group AG, Basel, 

Schweiz 

Puffer Albumin aus Rinderserum 

(BSA) 

Cat.: A9647 

Ch.-B.: SLBR0418V 

Sigma-Aldrich Corporation, 

Missouri, USA  

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Cat.: A994.2 

Ch.-B.: 426247744 

Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, D  

Ethylendiamintetraessigsäure 

(EDTA) 

Cat.: E5134 Sigma-Aldrich Corporation, 

Missouri, USA 

Phosphate-Buffered-Saline 

(PBS) Tablets 

Cat.: 18912-014 

Ch.-B.: 1924285 

GIBCO, Life Technologies, 

Carlsbad, USA  

Abkürzungen: Albumin aus Rinderserum (BSA = engl. bovine serum albumin), Chargen-Bezeichnung 

(Ch.-B.), Deutschland (D), destilliertes Wasser (Aqua dest. = lateinisch Aqua destillata), Dimethylsul-

foxid (DMSO), Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), fötales Kälberserum (FBS = engl. fetal bovine 

serum), Katalognummer (Cat.), Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS = engl. Phosphate-Buffered-

Saline), Roswell Park Memorial Institute (RPMI). 
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Tabelle 6: Gebrauchsfertige Lösungen. 

Gebrauchsfertige Lösung Zusammensetzung 

Einfriermedium 20 % FBS + 10 % DMSO in RPMI 

Erythrozyten-Lysepuffer 
8,26 g Ammoniumchlorid + 1 g Kaliumbicarbonat + 0,037 g EDTA in 1 l 

Aqua dest. 

FACS-Puffer 0,5 % BSA + 0,01 % Natriumazid in PBS 

MACS-Puffer  0,5 % BSA + 2 mM EDTA in PBS 

Nährmedium 1 % Penicillin Streptomycin + 10 % FBS in RPMI 1640 

PBS-Puffer 1 Tablette in 500 ml Aqua dest. 

Trypanblau 0,5 % Trypanblau in 50 ml PBS 

Abkürzungen: Albumin aus Rinderserum (BSA = engl. bovine serum albumin), Chargen-Bezeichnung 

(Ch.-B.), destilliertes Wasser (Aqua dest. = lateinisch Aqua destillata), Dimethylsulfoxid (DMSO),    

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), engl. fluorescence activated cell sorting (FACS), fötales Kälber-

serum (FBS = engl. fetal bovine serum), Gramm (g), Katalognummer (Cat.), magnetische Zellseparation 

(MACS = engl. magnetic activated cell sorting), millimolar (mM), Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS 

= engl. Phosphate-Buffered-Saline), Roswell Park Memorial Institute (RPMI). 

Tabelle 7: Gebrauchsfertige Kits. 

Handelsname und Zusammensetzung Cat. /Ch.-B. Hersteller 

CD4+ T Cell Isolation Kit, human 

- CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail 

- CD4+ T Cell MicroBead Cocktail 

Cat.: 130-096-533 

Ch.-B.: 5170518126 

MACS Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, D 

CFSE Cell Division Tracker Kit 

- CFSE 

- DMSO 

Cat.: 423801 BioLegend, San Diego, USA 

Transcription Factor Buffer Set Cat.: 562574 BD Biosciences, Franklin Lakes, 

USA - Fix/Perm Buffer Cat.: 519008100 

Ch.-B.: 5352537 

- Diluent Buffer Cat.: 519008101 

Ch.-B.: 5328659 

- Perm/Wash Buffer Cat.: 519008102 

Ch.-B.: 5328666 

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit 

- Zombie AquaTM Dye 

- DMSO 

Cat.: 423101 

Ch.-B.: B201806 

BioLegend, San Diego, USA 

Abkürzungen: Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE), Chargen-Bezeichnung (Ch.-B.), engl. 

cluster of differentiation (CD), Dimethylsulfoxid (DMSO), Katalognummer (Cat.), positiv (+). 
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2.1.4 Antikörper 

Die Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörper, die in dieser Arbeit verwendet wur-

den, sind in Tabelle 8 aufgelistet. 

Tabelle 8: Antikörper. 

Antikörper 

gegen 

Farbe Produktname Clone Cat. Ch.-B. Hersteller 

CCR5 

(CD195) 

APC-

Cy7 

 

APC-CyTM7 Mouse 

Anti-Human CD195 

2D7/ 

CCR5 

557755 2237519 BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

CCR6 PerCP-

Cy 5.5 

PerCP/Cyanine5.5 

anti-human CD196 

(CCR6) Antibody 

G034E3 353406 B205287 BioLegend, San 

Diego, USA 

CCR7 APC-

Cy7 

APC/Cyanine7     

anti-human CD197 

(CCR7) Antibody 

G043H7 353212 B179025 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD127 APC-

Cy7 

APC/Cyanine7     

anti-human CD127 

(IL-7Rα) Antibody 

A019D5 351348 B221188 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD127 BV 421 Brilliant Violet 421™ 

anti-human CD127 

(IL-7Rα) Antibody 

A019D5 351310 B200827 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD161 APC APC anti-human 

CD161 Antibody 

HP-3G10 339912 B165429 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD19 APC APC anti-human 

CD19 Antibody 

HIB19 302212 B164218 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD25 PE-Cy7 PE/Cy7 anti-human 

CD25 Antibody 

BC96 302612 B172656 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD27 PE-Cy7 PE/Cy7 anti-

mouse/rat/human 

CD27 Antibody 

LG.3A10 124216 B185457 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD4 APC APC anti-human CD4 

Antibody 

OKT4 317416 B187793 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD4 APC 

Fire 

750 

APC/Fire™ 750 anti-

human CD4 Antibody 

SK3 344637 B220169 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD4 PE PE anti-human CD4 

Antibody 

OKT4 317410 B175512 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD45RA FITC FITC anti-human HI100 304106 B164007 BioLegend, San 



 

36 
 

Antikörper 

gegen 

Farbe Produktname Clone Cat. Ch.-B. Hersteller 

CD45RA Antibody Diego, USA 

CD8 APC-

H7 

APC-H7 Mouse   

anti-human CD8  

SK1 560179 5163821 BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

CD8 PE PE anti-human CD8 

Antibody 

SK1 344706 B140247 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD8 PE-Cy7 PE/Cy7 anti-human 

CD8 Antibody 

SK1 344712 B196538 BioLegend, San 

Diego, USA 

CD8 PerCP-

Cy 5.5 

PerCP/Cyanine5.5 

anti-human CD8 

Antibody 

SK1 344710 200532 BioLegend, San 

Diego, USA 

CXCR3 PE PE anti-human 

CD183 (CXCR3) 

Antibody 

G025H7 353706 B197626 BioLegend, San 

Diego, USA 

FoxP3 PerCP-

Cy 5.5 

PerCP-CyTM5.5 

Mouse Anti-Human 

FoxP3 

236A/E7 561493 4181986 BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

IFNγ FITC FITC anti-human 

IFN-γ Antibody 

4S.B3 502506 B179400 BioLegend, San 

Diego, USA 

IFNγ PE IFN-γ Detection Anti-

body (PE), human 

 130-

054-

201 

5150112-

265 

MACS Miltenyi 

Biotec GmbH, 

Bergisch Glad-

bach, D 

IL-10 APC APC anti-human     

IL-10 Antibody 

JES3-

19F1 

506807 B193895 BioLegend, San 

Diego, USA 

IL-17 BV 421 Brilliant Violet 421™ 

anti-human IL-17A 

Antibody 

BL168 512322 B206593 BioLegend, San 

Diego, USA 

TCRγδ FITC FITC Mouse Anti-

Human TCRγ/δ 

11F2 347903  BD Biosciences, 

Franklin Lakes, 

USA 

Abkürzungen: Allophycocyanin (APC), engl. Brilliant Violet (BV), CC-Chemokinrezeptor (CCR), Char-

gen-Bezeichnung (Ch.-B.), engl. cluster of differentiation (CD), CXC-Chemokinrezeptor (CXCR), Cyanin 

(Cy), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), engl. forkhead box protein 3 (FoxP3), Interferon (IFN), Interleukin 

(IL), Katalognummer (Cat.), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), 

Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), Phycoerythrin (PE), T-Zell-Rezeptor (TCR). 
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2.1.5 Zytokine/ Stimuli 

Die verwendeten Zytokine sind in Tabelle 9 und die Stimuli in Tabelle 10 aufgelistet. 

Tabelle 9: Zytokine. 

Zytokin Produktname Cat. Ch.-B. Hersteller 

IL-1β Recombinant Human IL-1β 579404 B223360 BioLegend, San Diego, USA 

IL-2 Recombinant Human IL-2 589104 B216786 BioLegend, San Diego, USA 

IL-23 Recombinant Human IL-23 574102 B215828 BioLegend, San Diego, USA 

IL-6 Recombinant Human IL-6  570804 B226168 BioLegend, San Diego, USA 

TGFβ Recombinant Human TGFβ1 580704 B217419 BioLegend, San Diego, USA 

Abkürzungen: Chargen-Bezeichnung (Ch.-B.), Interleukin (IL), Katalognummer (Cat.), engl. transforming 

growth factor (TGF). 

Tabelle 10: Stimuli. 

Stimulus Produktname Cat. /Ch.-B. Hersteller 

Anti-CD3 LEAFTM Purified anti-human 

CD3, Clone: OKT3 

Cat.: 317315 

Ch.-B.: B225107 

BioLegend, San Diego, USA 

BFA Brefeldin A (BFA) in Ethanol Cat.: B6542-5MG Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ionomycin Ionomycin Cat.: I9657-1MG Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA) in DMSO + RPMI 

Cat.: P8139-1MG 

 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Abkürzungen: Brefeldin A (BFA), Chargen-Bezeichnung (Ch.-B.), engl. cluster of differentiation (CD), 

Dimethylsulfoxid (DMSO), Katalognummer (Cat.), Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI). 

2.1.6 Software 

Für die Auswertung der Versuche wurde die in Tabelle 11 aufgelistete Software ver-

wendet.  

Tabelle 11: Software. 

 Software Version Hersteller 

Durchflusszytometrie BD FACS Diva Software  Version 6.1.3,        

Firmware Version 1.47 

(BD FACSCanto II) 

BD Biosciences, 

Franklin Lakes, USA 

Statistik und         

Abbildungen 

GraphPad Prism  Version 5.04 GraphPad Software, 

San Diego, USA 

Abkürzungen: engl. fluorescence activated cell sorting (FACS). 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Ethische Voraussetzungen 

Diese nicht-interventionelle, laborexperimentelle, retrospektive Querschnittsstudie  

wurde von der Ethikkommission bei der Julius-Maximilians-Universität Würzburg     

genehmigt (Ethikvotum 239/10) und nach den Kriterien der Deklaration von Helsinki 

2013 [260] durchgeführt. Alle Probanden wurden vor der Probengewinnung in einem 

ausführlichen Gespräch und mithilfe eines Probandeninformationsblattes über die  

Studieninhalte aufgeklärt und unterzeichneten die Einverständniserklärung, welche sie 

in Kopie ausgehändigt bekommen hatten. 

2.2.2 Zeitlicher Ablauf der durchgeführten Versuche 

Für die Versuche wurden zunächst mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

(PBMCs) mittels Ficoll-Dichtezentrifugation aus dem Vollblut gesunder Probanden  

gewonnen.  

Im ersten Teil der Studie erfolgte eine umfassende, durchflusszytometrische          

Phänotypisierung der isolierten PBMCs bezüglich ihrer Oberflächenmoleküle, ihrer 

Zytokinproduktion und der Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3. 

Der zweite Teil der Studie bestand aus einer Funktionsuntersuchung und Polarisation 

von Tregs (CD4+CD25+CD127low/-) und CD4+CD25-CD127- Zellen. Hierfür erfolgte 

im ersten Schritt die Isolierung von CD4+ T-Lymphozyten mittels magnetischer Zellse-

paration (MACS® Cell Separation der Firma Miltenyi Biotec). Die CD4+ Zellen wurden 

in einem weiteren Isolationsschritt mittels durchflusszytometrischem Zell-Sorting 

(FACS Aria III der Firma BD Biosciences) in CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-

CD127- Zellen unterteilt. Im Anschluss folgte die Funktionsuntersuchung der beiden 

isolierten Zellpopulationen mittels Suppression-Assays vor und nach Stimulation mit 

verschiedenen Zytokin-Cocktails. 

In Abbildung 5 ist der Aufbau der durchgeführten Versuche schematisch dargestellt. 
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Abbildung 5: Übersicht über den zeitlichen Ablauf der durchgeführten Versuche. 

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic 

activated cell sorting), mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood   

mononuclear cells), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zelle (Treg), T-Helferzelle 

(Th). 

2.2.3 Probanden, Ein- und Ausschlusskriterien 

Es wurden Vollblutproben von sechs weiblichen und fünf männlichen gesunden Er-

wachsenen im Alter zwischen 23 und 25 Jahren gewonnen. In Tabelle 12 sind Anzahl, 

Alter und Geschlecht der einzelnen Probanden aufgeführt. Die PBMC-

Phänotypisierung erfolgte mit den Zellen aller elf Probanden. Mit den Zellen von sechs 

Probanden wurde zusätzlich die Polarisation und Funktionsuntersuchung der regulato-

rischen T-Zellen und der CD4+CD25-CD127- Zellen mittels Suppression-Assays 

durchgeführt.  
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Tabelle 12: Charakterisierung der Studienpopulation. 

 PBMC-Phänotypisierung Polarisierung und Funktionsun-

tersuchung von Tregs und 

CD4+CD25-CD127- Zellen 

Anzahl der Probanden (n) 11 6 

Anzahl männlicher Probanden   

 absolut (n) 5 5 

 in Prozent der gesamten 

Probanden 

45,5 % 83,3 % 

Anzahl weiblicher Probanden   

 absolut (n) 6 1 

 in Prozent der gesamten 

Probanden 

54,5 % 16,7 % 

Alter bei Studieneinschluss in 

Jahren (Mean ± SD) 

23,6 ± 0,8 23,7 ± 1,0 

Abkürzungen: Mittelwert (engl. Mean), mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl.  

peripheral blood mononuclear cells), Anzahl (n), regulatorische T-Zellen (Tregs), Standardabweichung 

(SD = engl. standard deviation). 

Da die Verteilung der T-Zell-Subpopulationen altersabhängig ist [41], wurde eine   

möglichst altersgleiche Studienpopulation gewählt. Chronische immunologische und 

nichtimmunologische Erkrankungen, maligne Erkrankungen sowie Infektionen und Imp-

fungen in den vergangenen vier Wochen wurden als Ausschlusskriterium für die Stu-

dienteilnahme definiert. Auch die Einnahme von Medikamenten mit der Ausnahme ora-

ler Kontrazeptiva stellte ein Ausschlusskriterium dar. Da das Rauchen von Zigaretten 

den PBMC-Phänotyp beeinflussen kann [261], wurden zudem Raucher von der Studie 

ausgeschlossen. Von allen Probanden wurde ein Differenzialblutbild angefertigt und 

auf Abweichungen von den Normwerten überprüft. Die gesamten Ein- und Ausschluss-

kriterien für die Teilnahme an der Studie sind in Tabelle 13 dargestellt.  
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Tabelle 13: Ein- und Ausschlusskriterien für die Teilnahme an der Studie. 

Einschlusskri-

terien 

- Gesunde Erwachsene zwischen 20 und 30 Jahren 

- Weibliches und männliches Geschlecht 

- Normwertiges Differenzialblutbild 

Ausschlusskri-

terien 

- Malignome 

- Transplantationen 

- Genetische Syndrome (DiGeorge-Syndrom, Trisomie 21 u.a.) 

- Immundefekte 

- Klinisch relevante Infektionen in den letzten vier Wochen 

- Impfungen in den letzten vier Wochen 

- Schwere, behandlungsbedürftige Allergien  

- Autoimmun-bedingte entzündlich-rheumatische Erkrankungen  

- Jegliche chronischen Erkrankungen 

- Medikamenteneinnahme (Ausnahme: orale Kontrazeption) 

- Nikotinkonsum 

2.2.4 Gewinnung von PBMCs aus dem Blut gesunder Probanden 

2.2.4.1 Blutentnahme und Weiterverarbeitung der Blutproben 

Für die Isolierung der PBMCs wurden von den Probanden 50 Milliliter (ml) venöses 

Vollblut in Heparin-Röhrchen entnommen. Zusätzlich wurde ein Serum-Röhrchen (2 

ml) und ein EDTA-Röhrchen (1 ml) (EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure) entnom-

men. Das Serum der Probanden wurde bei -21°C asserviert. Aus dem EDTA-Röhrchen 

wurde ein Blutbild mit Leukozytendifferenzierung angefertigt und dieses auf Auffällig-

keiten überprüft. 

2.2.4.2 Isolierung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation 

Zur Isolierung der PBMCs wurde die Dichtegradientenzentrifugation angewandt.    

Hierbei werden die Zellbestandteile des venösen Vollblutes nach ihrer spezifischen 

Dichte sortiert [262] [263]. Dies wird über die Auftrennung anhand ihrer unterschiedli-

chen Sedimentationsgeschwindigkeit unter dem Einfluss der Zentrifugalkraft erreicht  

[262]. Die Ficoll-Lösung, die ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer beinhaltet, 

dient dabei als Trennmedium [264]. Blutbestandteile mit hoher Dichte wie Erythrozyten 

und Granulozyten sammeln sich unterhalb der Ficoll-Lösung [262] [265] [266].          

Die PBMCs, die eine ähnliche Dichte wie die Ficoll-Lösung aufweisen, ordnen sich 

direkt über dem Trennmedium ringförmig an und werden im Englischen als „buffy coat“ 

bezeichnet [262] [265] [266]. Bestandteile mit geringerer Dichte, wie das Blutplasma, 

sammeln sich oberhalb der Ficoll-Lösung [262] [265]. 
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Zunächst wurden in zwei 50 ml Zentrifugenröhrchen (engl. Tubes) je 12,5 ml        

Ficoll-Lösung vorgelegt. Anschließend wurden je 25 ml heparinisiertes Vollblut des 

Probanden vorsichtig aus einer Einmalpipette aufgeschichtet. Somit ergab sich ein 

Verhältnis von 1/3 Ficoll-Lösung zu 2/3 Blut (Abbildung 6 a). Im Anschluss wurde die 

Probe 25 Minuten lang bei 1700 Umdrehungen pro Minute (rpm = engl. revolutions per 

minute) ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation lagen, wie in Abbildung 6 b 

dargestellt, von oben nach unten folgende Schichten vor: Plasma, PBMCs, Ficoll-

Lösung, Granulozyten und Erythrozyten. 

 

Abbildung 6: Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung von PBMCs (modifiziert nach [266]). 

Abbildung 6 a zeigt die Ficoll-Vollblut-Schichtung vor der Zentrifugation. In Abbildung 6 b sind die nach 

ihrer Dichte aufgetrennten Blutbestandteile nach der Zentrifugation zu sehen. Abkürzungen: mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood mononuclear cells). 

Anschließend wurde der Ring aus PBMCs mit einer Glaspipette vorsichtig abgesaugt 

und in ein neues 50 ml-fassendes Tube transferiert. Dieses wurde auf 50 ml mit       

0,9-prozentiger Natriumchlorid-Lösung aufgefüllt und anschließend 10 Minuten lang bei 

1700 rpm zentrifugiert, um die Rückstände der Ficoll-Lösung zu entfernen. Der     

Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde in 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer 

resuspendiert, um eventuell (evtl.) vorhandene Erythrozyten zu eliminieren. Die Lösung 

wurde 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und nach Ablauf der Zeit wurden 

10 ml Nährmedium (1 % Penicillin Streptomycin + 10 % FBS (engl. fetal bovine serum 

= fötales Kälberserum) in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640) hinzugegeben. 

Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt für 5 Minuten bei 1500 rpm und im         

Anschluss das Absaugen des Überstandes. Das Pellet wurde nun in 5 ml Nährmedium 

resuspendiert. 
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2.2.4.3 Zellzählung mittels Neubauer-Zählkammer 

Zur Zellzählung wurden in einem Reagiergefäß 10 Mikroliter (µl) der Zellsuspension mit 

90 µl Trypanblau gemischt. 10 µl dieser Zellsuspension wurden nun in die Neubauer-

Zählkammer pipettiert und die Zellen werden unter dem Lichtmikroskop beurteilt. 

Trypanblau wird von Zellen mit intakter Zellmembran nicht aufgenommen, daher stellen 

sich vitale Zellen als nicht gefärbte rundliche Strukturen vor einem blauen Hintergrund 

dar [267]. Es wurden zwei gegenüberliegende Großquadrate der Zählkammer ausge-

zählt, deren Mittelwert gebildet und die Zellzahl anhand folgender Formel bestimmt:  

Gezählte Zellen x 104 x Verdünnungsfaktor x Volumen der Probe [ml]  

= Gesamte Zellzahl der Probe 

Dieses Verfahren wurde bei allen anderen Zählschritten in dieser Studie verwendet. 

Durch die beschriebene Methode konnten ca. 1-2 x 106 PBMCs pro ml Blut gewonnen 

werden, was 50-100 x 106 PBMCs pro Proband entspricht.  

2.2.4.4 Kryokonservierung 

Die isolierten PBMCs wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren, damit sie längerfristig 

gelagert werden und zu einem anderen Zeitpunkt für die folgenden Versuche wieder 

aufgetaut werden konnten. 

Zunächst wurden die sich in 5 ml Nährmedium befindenden PBMCs erneut zentrifugiert 

(5 Minuten, 1500 rpm) und der Überstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet wurde dann 

in 1 ml Einfriermedium je 5 x 106 Zellen aufgenommen und es wurde jeweils 1 ml der 

Suspension in ein Einfrierröhrchen pipettiert. Das im Einfriermedium enthaltene       

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist ein organisches Lösungsmittel, welches bei der Kryokon-

servierung von Zellen als eine Art Gefrierschutzmittel dient, indem es die Bildung von 

Eiskristallen verhindert [268] [269]. Allerdings ist es in flüssigem Zustand zytotoxisch 

und kann zur Verminderung der Zellzahl der Proben führen [270]. Deshalb wurde    

darauf geachtet, die Zellen nur sehr kurz dem flüssigen Einfriermedium auszusetzen. 

Die Einfrierröhrchen wurden in einem Gefrierbehälter für drei Tage bei -80°C eingefro-

ren. Im Gefrierbehälter wurden die Tubes von 2-Propanol umspült, was für einen    

graduellen Einfrierprozess sorgte [271]. Nach Ablauf der drei Tage wurden die Zellen in 

flüssigen Stickstoff mit einer Temperatur von -197°C überführt. 
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2.2.5 PBMC-Phänotypisierung  

Zunächst erfolgte die durchflusszytometrische Analyse des PBMC-Phänotyps bei den 

elf an der Studie teilnehmenden gesunden Probenden mittels Immunfluoreszenzfär-

bung. Dafür wurden an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelte Antikörper gegen Oberflä-

chenantigene sowie gegen intrazelluläre Zytokine und den Transkriptionsfaktor FoxP3 

verwendet. Die Zellen wurden in zwei Inkubationsschritten zunächst mit den extrazellu-

lären Antikörpern und darauffolgend mit den intrazellulären Antikörpern markiert.     

Anschließend wurde eine durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten-

Subpopulationen vorgenommen. 

2.2.5.1 Durchflusszytometrie – Hintergrund 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das in der Immunologie und Hämatologie 

routinemäßig zur Phänotypisierung einzelner Zellen verwendet wird [272]. Hierbei wer-

den verschiedene physikalische Eigenschaften von Partikeln oder Zellen gemessen, 

während diese in einem Flüssigkeitsstrom einzeln durch einen Lichtstrahl fließen [273]. 

Gemessen werden zum einen die Brechung des einstrahlenden Laserlichtes und zum 

anderen die emittierte Fluoreszenz der Zellen [274] [275]. Faktoren wie Größe und 

Körnung der Zelle beeinflussen die Brechung des einstrahlenden Lichtes [274].         

Mit fluoreszierenden Antikörpern können bestimmte Oberflächenmoleküle oder       

intrazelluläre Zellbestandteile markiert werden, anhand derer die untersuchte Probe in 

Subpopulationen unterteilt werden kann [275]. 

Ein Durchflusszytometer besteht aus drei Systemen: Einem Flüssigkeitssystem, in  

welchem die Zellen transportiert werden, einem optischen System, das aus Lasern, 

optischen Filtern und Detektoren besteht und einem elektronischen System, welches 

die Lichtsignale in elektronische Signale überführt [263] [273] [274]. Abbildung 7 gibt 

einen Überblick über den technischen Ablauf der Durchflusszytometrie. 
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Abbildung 7: Technischer Ablauf der Durchflusszytometrie (modifiziert nach [267]). 

Zellen der Probe fließen einzeln durch einen von einem Laser erzeugten Lichtstrahl. Die dabei entstehen-

den Streulichtsignale werden in elektrische Impulse umgewandelt, die von deinem Computer verarbeitet 

und anschließend graphisch dargestellt werden. Werden die Zellen vor der Messung mit Fluorochrom-

gekoppelten Antikörpern markiert, können durch Detektion der emittierten Fluoreszenz die Zellen weiter 

charakterisiert werden. Abkürzungen: Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE), Seitwärtsstreulicht 

(SSC = engl. side-scattered light), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. forward-scattered light). 

Die Lichtbrechung ist abhängig von der Zellgröße und der inneren Komplexität der  

Zelle [273]. Weiterhin wirken sich Zellmembran, Zellkern, Zellorganellen und Speicher-

granula auf die Lichtbrechung aus [273]. Man unterscheidet zwischen Vorwärtsstreu-

licht (FSC = engl. Forward-scattered light) und Seitwärtsstreulicht (SSC = engl.       

Side-scattered light) [273] [274]. Das Vorwärtsstreulicht ist proportional zur Zellgröße 

und wird in der Achse des einfallenden Laserlichtes von einem Detektor registriert 

[273] [274]. Dadurch lassen sich Rückschlüsse auf die Größe der Zelle schließen und 

z.B. größere Monozyten von kleineren Lymphozyten unterscheiden [1]. Seitwärtsstreu-

licht ist proportional zur inneren Komplexität der Zelle bzw. zu ihrer Körnung und wird 

im 90°-Winkel zum einfallenden Laserlichtstrahl detektiert [274]. Neutrophile           

Granulozyten erzeugen beispielsweise aufgrund ihrer intrazellulären Granula, vergli-

chen mit Lymphozyten, ein erhöhtes Seitwärtsstreulicht [1]. Indem Vorwärtsstreulicht 

und Seitwärtsstreulicht gegeneinander aufgetragen werden, lassen sich die einzelnen 

Subpopulationen der gemessenen PBMCs unterscheiden und für die weitere Analyse 

die Lymphozyten selektionieren [273] [275] (s. Abbildung 8). 

Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht beim Übergang eines elektronisch 

angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer Energie [273]. Beim FACS (engl. 
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fluorescence-activated cell sorting), einer Form der Durchflusszytometrie, macht man 

sich Fluoreszenz zu Nutze [273] [276]. Bei der Immunphänotypisierung von Leukozy-

ten können Zellen, durch Verwendung von Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern,   

anhand ihrer Oberflächenantigene oder intrazellulärer Moleküle in Subpopulationen 

unterteilt werden [274]. Mittels Vitalitätsfarbstoffen werden tote von lebendigen Zellen 

unterschieden und für Proliferationsversuche können Zellen mit Proliferations-

Farbstoffen wie Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE) gefärbt werden [274]. 

Wird ein Fluoreszenzfarbstoff mit Licht charakteristischer Wellenlängen bestrahlt,    

absorbiert er Lichtenergie [273] [276]. Durch diese wird ein Elektron des Fluoreszenz-

farbstoffes in einen höheren Energiezustand versetzt [273] [276]. Beim Zurückfallen 

des angeregten Elektrons in seinen Grundzustand wird die dabei abgegebene Energie 

als Lichtenergie emittiert [276]. Dieser Prozess wird vom Durchflusszytometer über 

verschiedene Filter und Detektoren gemessen und von der Software als Ereignis in 

Form von Dot Plots (engl. Streudiagramme) aufgezeichnet [273]. Jeder Fluoreszenz-

farbstoff hat, abhängig von den aufgenommenen bzw. abgegebenen Wellenlängen,  

ein charakteristisches Absorptionsspektrum und Emissionsspektrum [276]. 

Bei Verwendung des FACSCanto II der Firma BD Biosciences können gleichzeitig acht 

verschiedene, Fluorochrom-gekoppelte Antikörper detektiert werden [277]. Durch 

Kombination verschiedener Antikörper in unterschiedlichen Proben kann der Phänotyp 

einer Zellpopulation genauer bestimmt werden und es können Aussagen über         

bestimmte Subpopulationen getroffen werden [275]. Die Zellen werden nach der   

Messung verworfen und stehen nicht mehr für weitere Versuche zur Verfügung  [273].  

Mit dem Zell-Sorter FACSAria III der Firma BD Biosciences können die Zellen anhand 

ihrer Fluorochrom-markierten Antigene nicht nur detektiert, sondern auch anhand ihrer 

gefärbten Oberflächenmoleküle sortiert und in unterschiedlichen Röhrchen aufgefan-

gen werden [278]. So können bestimmte reine Zellpopulationen isoliert werden und 

stehen für die folgenden Versuche zur Verfügung [274].  

Die Analyse der mittels Durchflusszytometrie erhobenen Daten erfolgt durch die     

graphische Selektion von Subpopulationen in Koordinatensystemen, dem sog. Gating 

[273] [274]. Hierbei wird zunächst auf der X-Achse das Vorwärtsstreulicht dem Seit-

wärtsstreulicht auf der Y-Achse gegenübergestellt, sodass im entstehenden Dot Plot 

die Zellen anhand ihrer Größe und inneren Komplexität, wie in Abbildung 8 dargestellt, 

aufgetragen werden [273]. Hierbei entspricht ein Punkt im Dot Plot einer gemessenen 

Zelle [273]. 
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Abbildung 8 Unterscheidung der Subpopulationen der PBMCs anhand ihrer Größe und inneren Komplexi-

tät (modifiziert nach [277]). 

Durch die Messung des Vorwärts- und Seitwärtsstreulichtes können die PBMCs nach ihrer Größe und 

inneren Komplexität unterschieden werden. Jeder Punkt im Dot Plot steht für eine gemessene Zelle. Ver-

glichen mit Lymphozyten, erzeugen Monozyten aufgrund ihrer Größe ein vermehrtes Vorwärtsstreulicht 

und neutrophile Granulozyten aufgrund ihrer zytoplasmatischen Granula ein vermehrtes Seitwärtsstreu-

licht. Abkürzungen: mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood mo-

nonuclear cells), Seitwärtsstreulicht (SSC = engl. side-scattered light), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. 

forward-scattered light). 

Eine Zellpopulation wird selektioniert, in dem ein Gate (engl. gate = Gatter) um die 

Zellpopulation gezeichnet wird [273]. Diese selektionierte Zellpopulation kann im     

Folgenden weiter analysiert werden, indem die gemessenen Fluoreszenzfarbstoffe, die 

an Antikörper gekoppelt sind, in einem Koordinatensystem gegeneinander aufgetragen 

werden [273]. In Abbildung 9 ist die Lymphozyten-Population dargestellt, die anhand 

ihrer Fluorochrom-gekoppelten Antikörper PE anti-human CD8 und APC anti-human 

CD4 bezüglich ihrer Oberflächenmoleküle CD4 und CD8 analysiert wurde. So können 

CD4+ T-Lymphozyten von CD8+ T-Lymphozyten unterschieden und durch Gating  

selektioniert werden. Nachfolgend können an den Zellpopulationen weitere Analysen 

bezüglich ihrer Oberflächenmarker, Transkriptionsfaktoren und Zytokinexpressions-

muster durchgeführt werden.  
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Abbildung 9: Gating Lymphozyten anhand ihrer Oberflächenmoleküle CD4 und CD8. 

Auf der X-Achse ist der mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE markierte Antikörper gegen das Oberflächenmo-

lekül CD8 aufgetragen, auf der Y-Achse der mit dem Fluoreszenzfarbstoff APC markierte Antikörper ge-

gen CD4. Die Prozentwerte stehen für den Anteil der Zellen in den jeweiligen Quadranten an der gesam-

ten Zellpopulation. Im dargestellten Dot Plot eines exemplarischen Probanden handelte es sich bei 43,0 % 

der Lymphozyten um CD4+ T-Lymphozyten und bei 26,4 % um CD8+ T-Lymphozyten. Abkürzungen: 

Allophycocyanin (APC), engl. cluster of differentiation (CD), Phycoerythrin (PE).  

2.2.5.2 Auftauprozess 

Zur Vorbereitung des Auftauprozesses wurde je Proband ein 50 ml fassendes Tube mit 

10 ml Nährmedium befüllt und im Wasserbad auf 37°C erwärmt.  

Für die PBMC-Phänotypisierung wurde ein Einfrierröhrchen mit 5 x 106 Zellen aus dem 

Stickstofftank entnommen. Es wurde in einer Styroporbox mit Eis gelagert und unver-

züglich ins Labor transportiert. Hier wurde es schnellstmöglich durch Schwenken im 

Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Das Einfriermedium mit den sich darin befindenden 

Zellen wurde in das angewärmte Nährmedium pipettiert und anschließend 5 Minuten 

lang bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstandes wurde das Zell-

pellet in 1 ml Nährmedium aufgenommen. 

2.2.5.3 Stimulation der PBMCs mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, Ionomycin und   

Brefeldin A 

Das Nährmedium mit den aufgetauten Zellen wurde zunächst durch ein Filter-

Röhrchen mit einer Porengröße von 35 μm filtriert, um zusammenhängende Zell-

konglomerate zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen in ein Well (engl. Schacht, 

Vertiefung einer Zellkulturplatte) einer 48-Well-Platte mit flachem Boden verbracht.  
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Um die Zytokinproduktion zu induzieren, wurden die Zellen mit den synergistisch    

wirkenden, unspezifischen Zellstimulatoren Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)      

(30 ng/ml, ng = Nanogramm) und Ionomycin (1μg/ml, µg = Mikrogramm) unter Umge-

hung des T-Zell-Rezeptors stimuliert. PMA ist ein Phorbolester, der über Proteinkinase 

C vermittelte Signalwege die Zellaktivierung und von Lymphozyten stimuliert [48] [279]. 

Ionomycin ist ein Ca2+-Ionophor und führt in Kombination mit PMA über verschiedene 

intrazelluläre Signalwege zur Aktivierung der T-Zellen und zur intrazellulären Zytokin-

produktion [279] [280]. 

Um die gebildeten Zytokine in den Zellen zu halten und mittels Durchflusszytometrie 

messen zu können, wurde dem Nährmedium außerdem Brefeldin A (BFA) (5μg/ml) 

zugegeben. BFA zerstört die Struktur und Funktion des Golgi-Apparates und verhindert 

dadurch die Proteinsekretion der Zellen [281] [263]. Da die Proteinsynthese nicht    

beeinflusst wird, führt BFA zu einer Akkumulation der gebildeten Zytokine im Zyto-

plasma der Zellen [274]. 

Die stimulierten Zellen wurden 4 Stunden lang im Inkubator bei 37°C und 5 % Kohlen-

stoffdioxid (CO2) inkubiert. 

2.2.5.4 Immunfluoreszenzfärbung – Übersicht 

Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die in Tabelle 14 dargestellten Färbepanel 

verwendet. Im ersten Schritt wurden die Oberflächenantigene mittels Fluorochrom-

gekoppelter Antikörper markiert und zeitgleich eine Vitalitätsfärbung mittels Zombie-

AquaTM Fixable Viability Kit (BioLegend) durchgeführt. In einem zweiten Schritt wurden 

intrazelluläre Antigene, wie Zytokine und der Transkriptionsfaktor FoxP3 mittels      

Fluorochrom-gekoppelter Antikörper markiert.  
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Tabelle 14: Färbepanel zur Phänotypisierung der PBMCs.  

 Fluoreszenzfarbstoffe 

An-

satz 

FITC PE PerCP 

5.5 

APC APC-

Cy7 

APC-

H7 

APC  

Fire 750 

BV421 PE-

Cy7 

BV 

500 

1 CD45RA IFNγ CD8 CD4 CCR7 - - IL-17 CD27  Z 

2 CD45RA CD4 FoxP3 IL-10 - CD8 - CD127 CD25 Z 

3 IFNγ CD8 FoxP3 CD4 CD12

7 

- - IL-17 CD25 Z 

4 IFNγ CXCR3 CCR6 CD161 - - CD4 IL-17 CD8 Z 

5 TCRγδ IFNγ CCR6 CD19 - - CD4 IL-17 CD8 Z 

6 IFNγ CXCR3 CCR6 CD4 CCR5 - - IL-17 CD8 Z 

7 Ungefärbte Kontrolle 

Gezeigt ist das Färbepanel zur Phänotypisierung der PBMCs anhand ihrer Oberflächenantigene sowie 

zur Messung der Zytokinproduktion und der FoxP3-Expression. Die intrazellulären Antigene sind in 

kursiver Schrift gekennzeichnet. Ansatz 7 stellte die Kontrolle dar und enthielt keine Antikörper. Abkür-

zungen: Allophycocyanin (APC), engl. Brilliant Violet (BV), CC-Chemokinrezeptor (CCR), engl. cluster 

of differentiation (CD), CXC-Chemokinrezeptor (CXCR), Cyanin (Cy), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), 

engl. forkhead box protein 3 (FoxP3), Interferon (IFN), Interleukin (IL), mononukleäre Zellen des peri-

pheren Blutes (PBMC = engl. peripheral blood mononuclear cells), Peridinin-Chlorophyll-Protein 

(PerCP), Phycoerythrin (PE), T-Zell-Rezeptor (TCR), Zombie (Z). 

Panel 1 stellte das T-Zell-Differenzierungspanel dar. Anhand der Oberflächenmoleküle 

CD45RA, CD27 und CCR7 konnte, jeweils innerhalb der CD4+ und CD8+ T-

Lymphozyten, zwischen naiven Zellen (CD45RA+CD27+CCR7+), zentralen Gedächt-

niszellen (CD45RA-CD27+CCR7+), Effektor-Gedächtniszellen (CD45RA-CD27+ 

CCR7-), Effektorzellen (CD45RA-CD27-CCR7-) und TEMRA-Zellen (CD45RA+CD27-

CCR7-) unterschieden werden [28]. Zudem waren Antikörper gegen die proinflammato-

rischen Zytokine IFNγ und IL-17 im Panel enthalten [53] [70].  

Panel 2 war ein Panel zur Charakterisierung der Tregs, die anhand der der Oberflä-

chenmoleküle CD4, CD25 und CD127 (CD4+CD25+CD127low/-) definiert wurden (low 

= engl. niedrig) [55] [92]. Zusätzlich waren im Panel Antikörper gegen CD45RA enthal-

ten, um zwischen naiven Tregs und Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs unterscheiden zu 

können [117]. Zudem waren Antikörper gegen den für die Tregs charakteristischen 

Transkriptionsfaktor FoxP3 und gegen das antiinflammatorische Zytokin IL-10 enthal-

ten [149]. Die zweite, in dieser Studie untersuchte Zellpopulation, die CD4+CD25-

CD127- Zellen, konnten ebenfalls in Panel 2 charakterisiert werden. 
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In Panel 3 wurden die zur Treg-Definition benötigten Marker (CD4, CD25, CD127 und 

FoxP3) mit dem Th1-Zytokin IFNγ und dem Th17-Zytokin IL-17 kombiniert [53] [55] [70] 

[92]. 

In Panel 4 waren Antikörper gegen die für die Th1-Zellen typischen Marker CXCR3 und 

IFNγ sowie die Th17-assoziierten Marker CCR6, CD161 und IL-17 enthalten [53] [70] 

[73].  

Panel 5 beinhaltete Antikörper gegen die zur Charakterisierung der γδ-T-Zellen 

(TCRγδ) und B-Zellen (CD19) nötigen Oberflächenmarker. Zusätzlich waren Antikörper 

gegen die Zytokine IFNγ und IL-17 sowie gegen den Chemokinrezeptor CCR6 enthal-

ten [8] [9].  

Panel 6 enthielt Antikörper gegen die für die Migration der T-Zellen an den Ort des 

Entzündungsgeschehen wichtigen Chemokinrezeptoren. CXCR3 und CCR5 werden 

u.a. auf Th1-Zellen exprimiert, CCR6 auf Th17-Zellen [73]. 

Panel 7 stellt die nicht gefärbte Negativkontrolle dar, anhand derer die Populations-

grenzen in der durchflusszytometrischen Auswertung abgeschätzt werden können. 

2.2.5.5 Extrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung und Vitalitätsfärbung 

Die extrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung und die Vitalitätsfärbung mittels des  

ZombieAquaTM Fixable Viability Kit erfolgten zeitgleich. 

Zunächst wurde die Vitalitätsfärbung vorbereitet und anschließend bei 4°C maximal     

4 Stunden lang bis zur Verwendung gelagert. ZombieAquaTM Dye ist ein Fluoreszenz-

farbstoff, der Zellen mit beschädigten Zellmembranen färbt [274]. Die intakte         

Zellmembran vitaler Zellen kann der Farbstoff nicht passieren und die Zellen bleiben 

daher ungefärbt [263] [274]. Durch diese Färbung können lebende von toten Zellen 

unterschieden werden und bei der Auswertung werden nur die lebenden Zellen       

berücksichtigt [274]. Zu Beginn erfolgte die Präparation des ZombieAquaTM Fixable 

Viability Kits gemäß Angaben des Herstellers: 100 μl DMSO wurden in ein Fläschchen 

ZombieAquaTM Dye gegeben und die Farbe darin aufgelöst. Anschließend wurde eine 

1:500-Verdünnung der ZombieAquaTM Dye-Lösung mit PBS-Puffer angefertigt (PBS    

= engl. phosphate-buffered saline = Phosphat-gepufferte Salzlösung). 

Für die extrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung wurden 7 Reagiergefäße vorbereitet 

und anschließend bei 4°C maximal 4 Stunden lang bis zur Verwendung gelagert. Es 

kamen Fluorochrom-gekoppelte Antikörper gegen zelluläre Oberflächen-Antigene zum 
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Einsatz. Die Ansätze enthielten die in Tabelle 14 gezeigten Kombinationen aus Anti-

körpern gegen Oberflächenantigene. In jedem Reagiergefäß wurden 50 μl PBS-Puffer 

vorgelegt und jeweils 0,3 µl der Antikörperlösungen hinzugefügt, mit Ausnahme der 

Antikörper PE (Phycoerythrin) anti-human CD8 und FITC (Fluoresceinisothiocyanat) 

Mouse Anti-Human TCRγ/δ, von denen 1,0 µl verwendet wurde. Anschließend wurden 

die Lösungen mittels Vortex gründlich gemischt. Ansatz 7 stellte die Kontrolle dar und 

beinhaltete ausschließlich PBS-Puffer. 

Nach Ablauf der vierstündigen Stimulation der PBMCs wurden die sich in 1 ml Nähr-

medium befindenden Zellen aus dem Inkubator entnommen und auf 7 FACS-Röhrchen 

aufgeteilt (143 μl Zellsuspension pro Röhrchen). Die Zellen wurden mit je 1 ml PBS-

Puffer gewaschen (d.h. 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und der Überstand abge-

saugt).  

Nun wurden zu Tube 1-6 je 50 μl der ZombieAquaTM Dye-Verdünnung und 50 μl der 

jeweiligen Antikörper-Mischung hinzugefügt. Tube 7 stellte die ungefärbte Kontrollpro-

be dar, hier wurden 100 μl PBS-Puffer zugegeben. Mittels Vortex wurden die Zellen in 

der Färbelösung resuspendiert. Es folgte eine 20-minütige Inkubation bei Dunkelheit 

und Raumtemperatur zur Fixierung der extrazellulären Färbung. 

2.2.5.6 Intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung  

Ziel der intrazellulären Immunfluoreszenzfärbung war die Quantifizierung der          

produzierten Zytokine der Lymphozyten-Subpopulationen sowie die Messung der 

FoxP3-Expression. 

Die Zellen wurden nach Ablauf der 20-minütigen Inkubation mit je 1 ml PBS-Puffer pro 

Tube gewaschen (5 Minuten, 1500 rpm).  

Um die intrazellulären Zytokine und Transkriptionsfaktoren für die Färbung zugänglich 

zu machen, mussten die Zellmembranen permeabilisiert werden. Dafür kam das 

Transcription Factor Buffer Set (BD Biosciences) zum Einsatz. Die Fix/Perm Working 

Solution und die Perm/Wash Working Solution wurden nach Angaben des Herstellers 

präpariert. In jedes Röhrchen wurden 200 μl Fix/Perm Working Solution gegeben,   

welche die Zellen fixiert und die Zellmembranen permeabilisiert. Nach dem Mischen 

durch den Vortex folgte eine 20-minütige Inkubation bei Dunkelheit und Raumtempera-

tur.  
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Während dieser 20-minütigen Inkubation wurden die Antikörpermischungen für die 

intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung vorbereitet. Hierfür wurden wiederum 7 Rea-

giergefäße benötigt, in die jeweils 50 μl Perm/Wash Working Solution gegeben wurden. 

Anschließend wurden in die Reagiergefäße 1-6 je 0,8 μl der Fluorochrom-gekoppelten 

Antikörper gegen intrazelluläre Zytokine und Transkriptionsfaktoren hinzugefügt und 

mittels Vortex gründlich gemischt. Die Zusammensetzung der Antikörper gegen      

intrazelluläre Antigene ist in Tabelle 14 gezeigt. Ansatz 7 stellte die Kontrolle dar und 

enthielt ausschließlich Perm/Wash Working Solution. 

Nach Ablauf der 20-minütigen Inkubation der Zellen mit der Fix/Perm Working Solution 

wurde jedes Röhrchen mit 1 ml Perm/Wash Working Solution gewaschen (5 Minuten, 

1500 rpm). Nun wurden in die Tubes 1-6 je 50 μl der jeweiligen Antikörper-Mischung 

gegen intrazelluläre Antigene hinzugegeben und mittels Vortex die Zellen in der      

Färbung resuspendiert. In Tube 7 wurde 50 µl Perm/Wash Working Solution gegeben. 

Es folgte eine letzte 20-minütige Inkubation bei Dunkelheit und Raumtemperatur, in der 

die Fluorochrom-gekoppelten Antikörper an die intrazellulären Antigene binden konn-

ten.  

2.2.5.7 Durchflusszytometrische Messung des PBMC-Phänotyps 

Nach Ablauf der Inkubation mit der intrazellulären Antikörperfärbung wurden die Tubes 

mit je 1 ml Perm/Wash Working Solution gewaschen (5 Minuten, 1500 rpm).               

Im Anschluss wurden je Tube 200 μl FACS-Puffer hinzugefügt und die Zellen wurden 

mittels Vortex resuspendiert. Die somit für die durchflusszytometrische Messung     

präparierten Tubes wurden in einer Styroporbox auf Eis zum FACSCanto II transpor-

tiert und unverzüglich gemessen. 

2.2.5.8 Auswertung mit FACS-Diva-Software 

Die Auswertung der durchflusszytometrischen PBMC-Phänotypisierung erfolgte in der 

FACS-Diva-Software (Version 6.1.3). Im Folgenden wird die Gating-Strategie gezeigt, 

die bei der Auswertung aller Ansätze erfolgte. Zunächst wurde mittels des Vorwärts-

streulichtes und des Seitwärtsstreulichtes die Lymphozytenpopulation selektioniert – 

dieser Dot-Plot ist in Abbildung 10 dargestellt. 



 

54 
 

 

Abbildung 10: Gating und damit Selektion der Lymphozytenpopulation innerhalb der PBMCs. 

In einem Dot-Plot, in dem Vorwärtsstreulicht gegen Seitwärtsstreulicht aufgetragen wurde, wurde die  

Lymphozytenpopulation selektioniert, die sich auf der X-Achse zwischen 50.000 und 150.000 Einheiten 

befand. Abkürzungen: mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood   

mononuclear cells), Seitwärtsstreulicht (SSC = engl. side-scattered light), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. 

forward-scattered light). 

Anschließend wurde der ungefärbte Kontrollansatz betrachtet (Ansatz 7). Es wurden 

Dot-Plots aus allen Kombinationen der vorhandenen Kanäle erstellt und überprüft, ob 

sich die Zellpopulation jeweils im linken unteren Quadranten befand. Ein exemplari-

scher Dot-Plot ist in Abbildung 11 dargestellt. 

 

Abbildung 11: Dot-Plot des ungefärbten Kontrollansatzes. 

In diesem Dot-Plot des ungefärbten Kontrollansatzes eines exemplarischen Probanden sind die Fluores-

zenzfarbstoffe PE und PE-Cy7 aufgetragen. Da die Zellen nicht gefärbt sind, befindet sich die gesamte 

Zellpopulation im linken unteren Quadranten. Abkürzungen: Cyanin (Cy), Phycoerythrin (PE). 

Dann wurden in allen Ansätzen die über die Vitalitätsfärbung mit der ZombieAquaTM 

Dye-Lösung markierten, toten Zellen durch Gating selektioniert und damit eliminiert.  
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So wurde sichergestellt, dass in der nachfolgenden Auswertung ausschließlich die vita-

len Lymphozyten berücksichtigt wurden. Dieser Vorgang ist in Abbildung 12 dargestellt. 

  

Abbildung 12: Gating und damit Eliminierung der toten Zellen.  

Die Prozentwerte stellen den Anteil der mittels der ZombieAquaTM Dye-Lösung markierten toten Zellen 

(oben) und. der vitalen Zellen (unten) eines exemplarischen Patienten dar. Abkürzungen: Vorwärtsstreu-

licht (engl. forward-scattered light, FSC). 

Nachfolgend wurden, wie in Abbildung 13 gezeigt, in allen Ansätzen die CD4+ und die 

CD8+ Lymphozyten selektioniert, an denen dann im Anschluss die weitere Auswertung 

vorgenommen wurde. 

  

Abbildung 13: Gating der CD4+ und der CD8+ Lymphozyten.  

Das Oberflächenmolekül CD4 wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff APC markiert und das Oberflächenmo-

lekül CD8 mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE. Die Prozentwerte stellen den Anteil der Zellen an den vitalen 

Lymphozyten in den jeweiligen Quadranten dar. Abkürzungen: Allophycocyanin (APC), engl. cluster of 

differentiation (CD), negativ (-), Phycoerythrin (PE), positiv (+). 

Bei der übrigen Auswertung wurden alle gemessenen Parameter in Dot-Plots gegenei-

nander aufgetragen. Hierbei wurde innerhalb der Auswertung der Zellen eines        

Probanden darauf geachtet, dass die Gates jedes gemessenen Parameters in der  
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gesamten Auswertung konstant gesetzt wurden. Auch bei den korrespondierenden 

Analysen der unterschiedlichen Probanden wurden die Gates konstant angewendet. 

Die Dot Plots ausgewählter Subpopulationen sind im Ergebnisteil unter 3.1 dargestellt. 

2.2.5.9 Statistik 

Beim Großteil der Auswertung der PBMC-Phänotypisierung handelte es sich um eine 

rein deskriptive Statistik. Die prozentualen Anteile der Subpopulationen wurden mit der 

FACS-Diva-Software (Version 6.1.3) generiert. Lediglich die FoxP3-Expression und die 

Zytokinproduktion in den unterschiedlichen Treg-Subpopulationen wurde mittels      

Wilcoxon-Rank-Test für verbundene Stichproben in GraphPad Prism (Version 5.04) 

ausgewertet. 

2.2.6 Polarisierung und Funktionsuntersuchung regulatorischer T-Zellen und 

CD4+CD25-CD127- Zellen mittels Suppression-Assays 

2.2.6.1 Zusammenfassung des Versuchsaufbaus 

Ziel der durchgeführten Versuche war es, CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) aus 

den PBMCs zu isolieren und deren Suppressionsfähigkeit direkt nach der Isolation  

sowie nach sechstägiger Stimulation mit verschiedenen Zytokin-Cocktails zu           

untersuchen. Analog dazu wurden die Funktionsversuche mit den isolierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen durchgeführt. Untersucht wurden die Zellen von sechs der 

elf an der Studie teilnehmenden gesunden Probanden.  

Da die Expression von CD127 invers mit der FoxP3-Expression korreliert, wurden die 

Tregs durch den Phänotyp CD4+CD25+CD127low/- definiert [113] [114]. Der Vorteil 

der Verwendung des Oberflächenmoleküls CD127 im Gegensatz zum intrazellulär  

vorliegenden FoxP3 zur Identifikation der Tregs bestand darin, dass so keine Fixierung 

und Permeabilisierung der Zellen notwendig war [282]. Dadurch blieben die isolierten 

Zellen vital und standen für die folgenden Suppressionsversuche zur Verfügung. 

Um aus den PBMCs CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen zu    

gewinnen, mussten zwei verschiedene Isolationsschritte erfolgen: Die magnetische 

Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), die mittels VarioMACSTM 

Separator der Firma Miltenyi Biotec durchgeführt wurde und das durchflusszytometri-

sche Zell-Sorting, das mittels FACS Aria III Cell Sorter der Firma BD Biosciences   

stattfand. Diese Abfolge dieser Isolationsschritte ist in Abbildung 14 dargestellt.  
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Abbildung 14: Isolation von CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) und CD4+CD25-CD127- Zellen.  

Aus den PBMCs wurden mittels magnetischer Zellseparation (VarioMACSTM Separator, Miltenyi Biotec) 

CD4+ Zellen durch Depletion der CD4- Zellen isoliert. Die CD4- Zellfraktion diente in den Folgeversuchen 

als CD4- Effektorzellen. Aus den CD4+ Zellen wurden in einem weiteren Isolationsschritt mittels durch-

flusszytometrischem Zell-Sorting (FACS Aria III Cell Sorter, BD Biosciences) CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen (Tregs) und CD4+CD25-CD127- Zellen isoliert. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), 

engl. fluorescent activated cell sorting (FACS), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic   

activated cell sorting), mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood   

mononuclear cells), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zellen (Tregs). 

Als Effektorzellen, deren Proliferation in den Suppression-Assays gemessen wurde, 

dienten die, aus dem ersten Isolationsschritt stammenden, CD4- Zellen. Diese Zellen 

werden im Folgenden als CD4- Effektorzellen bezeichnet. 

Am ersten Tag des Versuchsaufbaus wurden die Suppression-Assays als sechstägige   

Co-Kultur mit CD4- Effektorzellen mit je einem Drittel der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen angesetzt (Ansatz 1:        

Prästimulations-Suppression-Assay). An Tag 6 des Versuchsaufbaus wurde die 

Proliferation der CD4- Effektorzellen aus den Prästimulations-Suppression-Assays 

durchflusszytometrisch gemessen.   

An Tag 1 Des Versuchsaufbaus wurde außerdem je ein Drittel der 

CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen mit dem Th17-Cocktail 

stimuliert (Ansatz 2). Je ein weiteres Drittel der CD4+CD25+CD127low/- und der 

CD4+CD25-CD127- Zellen wurde mit dem Treg-Cocktail stimuliert (Ansatz 3).        

PBMCs

Magnetische Zellseparation 
(VarioMACSTM Separator)

CD4+ Zellen

durchflusszytometrisches Zell-Sorting 
(FACS Aria III Cell Sorter)

CD4+CD25+CD127low/-
Zellen (Tregs)

CD4+CD25-CD127-
Zellen

CD4-
Effektorzellen
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Nach sechstägiger Stimulation wurden mit den stimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

und CD4+CD25-CD127- Zellen die Poststimulations-Suppression-Assays als      

sechstägige Co-Kultur mit CD4- Effektorzellen angesetzt. Die Proliferation der CD4- 

Effektorzellen aus den Poststimulations-Suppression-Assays wurde an Tag 12 des 

Versuchsaufbaus durchflusszytometrisch gemessen.  

Der zeitliche Ablauf der durchgeführten Versuche ist in Abbildung 15 dargestellt. 

                   Ansatz 1              Ansatz 2          Ansatz 3 

 

Abbildung 15: Zeitlicher Ablauf der Suppression-Assays und Stimulationen.  

An Tag 1 der Versuchsreihe fand nach Isolierung der CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- 

Zellen mit je einem Drittel der Zellen der Suppression Assay ohne vorherige Stimulation als sechstägige 

Co-Kultur mit CD4- Effektorzellen statt (Ansatz 1: Prästimulations-Suppression-Assay). Je ein Drittel der 

CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen wurden 6 Tage lang mittels eines Th17-

Cocktails stimuliert (Ansatz 2). Das letzte Drittel der CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- 

Zellen wurde 6 Tage lang mittels eines Treg-Cocktails stimuliert (Ansatz 3). Im Anschluss an die Stimulati-

on wurden auch hier Suppression-Assays (Poststimulations-Suppression-Assays) als sechstägige Co-

Kultur mit CD4- Effektorzellen angesetzt. Durchflusszytometrisch gemessen wurde der Suppression-Assay 

mit den unstimulierten Zellen (Ansatz 1) an Tag 6 und die Poststimulations-Suppression-Assays (Ansätze 

2 und 3) an Tag 12. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), engl. fluorescent activated cell sort-

ing (FACS), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zellen (Tregs). 

2.2.6.2 Auftauprozess 

Zur Vorbereitung des Auftauprozesses wurde pro Proband ein 50 ml fassendes Tube 

mit 25 ml Nährmedium befüllt und im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

Für die folgenden Versuche wurden die zuvor isolierten PBMCs aus dem Stickstofftank 

entnommen. Die aus dem Tank entnommenen Einfrierröhrchen wurden in einer      

Styroporbox mit Eis gelagert und unverzüglich ins Labor transportiert. Hier wurden sie 

schnellstmöglich durch Schwenken im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Das Einfrierme-

dium, in dem sich die Zellen befanden, wurde in das angewärmte Nährmedium       

pipettiert und anschließend 5 Minuten lang bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen 

wurde das Zellpellet in 10 ml Nährmedium aufgenommen. 

Tag 1

Tag 6

Tag 12

Prästimulations-
Suppression-Assay

Messung mittels 
FACSCanto II

Stimulation mit Th17-
Cocktail

Poststimulations-
Suppression-Assay

Messung mittels 
FACSCanto II

Stimulation mit Treg-
Cocktail

Poststimulations-
Suppression-Assay

Messung mittels 
FACSCanto II
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2.2.6.3 Isolierung von CD4+ T-Lymphozyten mittels magnetischer Zellseparation 

Magnetische Zellseparation – Hintergrund 

Die magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting) ist ein 

Verfahren, bei dem an magnetische MicroBeads gekoppelte Antikörper genutzt      

werden, um bestimmte Zellpopulationen zu isolieren [283] [284]. Zunächst werden die 

Zellen mit spezifischen Antikörpern inkubiert, welche an die korrespondierenden  

Epitope auf der ihrer Zelloberfläche binden [284]. Im hier verwendeten Verfahren der 

indirekten Markierung sind an die Antikörper Biotinmoleküle gebunden, die als Binde-

moleküle fungieren [285]. Es folgt ein Inkubationsschritt mit Anti-Biotin-Antikörpern,   

die an 50 Nanometer (nm) große, magnetische Partikel, die sogenannten MicroBeads, 

gekoppelt sind [284]. Diese Anti-Biotin MicroBeads binden indirekt über die Biotinmole-

küle an die primären Antikörper auf den Zielzellen und markieren diese magnetisch. 

Die so behandelte Zellsuspension lässt man nun durch eine in einem Magnetfeld   

platzierte Säule fließen [284]. In dieser Säule werden nun diejenigen Zellen zurückge-

halten, die mit magnetischen MicroBeads markiert sind [283] [284]. Die unmarkierten 

Zellen fließen durch die Säule hindurch und werden in einem Röhrchen aufgefangen 

[283] [285]. Nach der Separation kann die Säule aus dem Magnetfeld entfernt werden, 

um die magnetisch markierte Zellfraktion zu erhalten  [285]. 

Isolierung von CD4+ T-Lymphozyten mittels CD4+ T Cell Isolation Kit human 

Aus den PBMCs wurden nun zunächst mittels magnetischer Zellseparation CD4+       

T-Lymphozyten isoliert. Dafür kam das CD4+ T Cell Isolation Kit human der Firma  

Miltenyi Biotec zum Einsatz und es wurde das Protokoll des Herstellers für die manuel-

le Separation angewendet [285]. Es handelte sich hierbei um die Isolation unmarkierter 

CD4+ Zielzellen durch Depletion markierter CD4- Zellen, also um eine Negativselektion  

[285]. Die CD4- Zellen wurden durch magnetische Markierung verschiedener Oberflä-

chenantigene in der Säule zurückgehalten [285]. Im verwendeten Antikörpercocktail 

befanden sich Biotin-konjugierte Antikörper gegen CD8a, CD14, CD15, CD16, CD19, 

CD36, CD56, CD123, TCRγδ und CD235a [285]. So wurden CD8+ T-Zellen, Monozy-

ten, Granulozyten, B-Zellen, NK-Zellen, DCs, γδ-T-Zellen und Erythrozyten eliminiert 

und die CD4+ unmarkierten Zellen, die durch die Säule hindurchflossen, konnten    

aufgefangen werden [274] [285]. Nach Entfernung der Säule aus dem Magnetfeld 

konnten die markierten CD4- Zellen extrahiert werden  [285]. Das Funktionsprinzip 

dieser Negativselektion im MACS ist in Abbildung 16 veranschaulicht.  
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Abbildung 16: Magnetische Zellseparation (MACS) (modifiziert nach [284]).  

Negativselektion unmarkierter CD4+ Zielzellen durch Depletion markierter CD4- Zellen.  

Schritt 1: Die mit magnetischen MicroBeads markierten Antikörper binden indirekt über an Biotinmoleküle 

gekoppelte Antikörper an die Oberflächenmoleküle der CD4- Zellen. Schritt 2: Die mit MicroBeads markier-

ten CD4- Zellen werden durch das Magnetfeld in der Säule zurückgehalten. Schritt 3: Nach Entfernung der 

Säule aus dem Magnetfeld werden die markierten CD4- Zellen ausgewaschen. Abkürzungen: engl. cluster 

of differentiation (CD), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), negativ 

(-), positiv (+). 

Sämtliche für die magnetische Zellseparation verwendeten Reagenzien wurden auf Eis 

gelagert. Die aufgetauten und sich an diesem Punkt des Protokolls in 10 ml Nährmedi-

um befindenden PBMCs wurden zunächst durch ein Zellfilter mit einer Porengröße von 

70 Mikrometer (µm) filtriert, um zusammenhängende Zellaggregate zu eliminieren.  

Anschließend wurden sie mithilfe der Neubauer-Zählkammer gezählt (s. 2.2.4.3) und 

die Zellzahl wurde auf 107 aufgerundet. Nun wurden die Zellen zentrifugiert (5 Minuten, 

1500 rpm), der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 40 µl MACS-Puffer je 107 

Zellen resuspendiert. Nachfolgend wurden 10 µl CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail 

je 107 Zellen hinzugefügt, die Suspension wurde gemischt und 5 Minuten bei 4°C inku-

biert. Nach Ablauf der Zeit wurden 30 µl MACS-Puffer je 107 Zellen und anschließend 

20 µl CD4+ T Cell MicroBead Cocktail je 107 Zellen hinzugegeben. Die Suspension 

wurde gemischt und dann für weitere 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Da für die Zellsepa-

ration ein Volumen von mindestens 500 µl nötig ist, wurde nun, abhängig von der  

Ausgangszellzahl und den hinzugefügten Mengen, mit MACS-Puffer auf ein Volumen 

von 500 µl aufgefüllt. 



 

61 
 

Die magnetische Zellseparation erfolgte nun mittels VarioMACS™ Separator der Firma 

Miltenyi Biotec GmbH. Die LS-Säule wurde im Magnetfeld positioniert und zur Vorbe-

reitung mit 3 ml MACS-Puffer gespült. Anschließend wurde die Zellsuspension auf die 

Säule gegeben und die CD4+ Zellen wurden in einem unterhalb der Säule platzierten 

15 ml Tube aufgefangen. Nachfolgend wurden 3-mal je 1 ml MACS-Puffer auf die  

Säule gegeben um in der Säule verbliebene CD4+ Zellen auszuwaschen. Aus den so 

isolierten CD4+ Zellen wurden in den folgenden Schritten die CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen (Tregs) und die CD4+CD25-CD127- Zellen isoliert. Aufgrund der geringen    

Zellzahlen, die limitierend für die Folgeversuche waren, wurde die Reinheit der CD4+ 

Zellfraktion nicht bei jedem einzelnen Probanden gemessen, sondern nur exemplarisch 

in den Vorversuchen. Hier hatte sich eine Reinheit von 97-99 % gezeigt. 

Um die CD4- Fraktion aus der Säule zu extrahieren, wurde diese aus dem Magnetfeld 

entfernt und auf einem 15 ml Tube platziert. Es wurden 5 ml MACS-Puffer auf die   

Säule gegeben und das Volumen schnell mittels des beiliegenden Stempels durch die 

Säule gedrückt. Die CD4- Zellen dienten in den später folgenden Suppression-Assays 

als CD4- Effektorzellen, anhand deren Proliferation die Funktion der regulatorischen   

T-Zellen gemessen wurde. 

2.2.6.4 Durchflusszytometrische Isolierung der CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

(Tregs) und CD4+CD25-CD127- Zellen 

Der nächste Isolationsschritt wurde mithilfe des Zell-Sorters FACS Aria III der Firma 

BD Biosciences durchgeführt. Ziel war es CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) und 

CD4+CD25-CD127- Zellen zu erhalten, um deren Funktion und Polarisierbarkeit in den 

darauffolgenden Versuchen zu untersuchen.  

Extrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung der CD4+ Zellen 

An dieser Stelle des Protokolls lagen die mittels magnetischem Zell-Sorting aus den 

PBMCs isolierten CD4+ Lymphozyten in 3 ml MACS-Puffer vor. Nach der Zentrifugati-

on (5 Minuten, 1500 rpm) und dem Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet in 

100 µl MACS-Puffer aufgenommen. Es wurde je 3 µl der Fluorochrom-gekoppelten 

Antikörper gegen CD127 (Fluorochrom: BV 421 = Brilliant Violet 421) und CD25    

(Fluorochrom: PE-Cy7 = Phycoerythrin-Cyanine7) hinzugegeben und die Zellen     

wurden 20 Minuten lang bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen (5 Minuten, 1500 rpm) und in   

500 µl Nährmedium resuspendiert. 
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Durchflusszytometrisches Zell-Sorting der CD4+ Zellen 

Beim Zell-Sorting wurden die CD4+ Lymphozyten im Zell-Sorter FACS Aria III anhand 

der markierten Oberflächenantigene CD25 und CD127 in zwei Fraktionen aufgeteilt 

und gleichzeitig gezählt. Die beiden isolierten Zellpopulationen waren die regulatori-

schen T-Zellen mit dem Phänotyp CD4+CD25+CD127low/- und die CD4+CD25-

CD127- Zellen, die in den folgenden Versuchsschritten durch Zytokin-Stimulation in 

Richtung Treg polarisiert werden sollten. Jede Zellfraktion wurde in einem 2 ml Nähr-

medium beinhaltenden 15 ml Tube aufgefangen.  

Die beim Zell-Sorting verwendete Gating-Strategie ist in Abbildung 17 dargestellt.  

 

Abbildung 17: Gating-Strategie zur Isolierung von CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen 

durch Zell-Sorting.  

Dargestellt ist die Gating-Strategie beim Isolieren der CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- 

Zellen mittels des Zell-Sorters FACS Aria III anhand eines exemplarischen Probanden. Die Prozentwerte 

geben den Anteil der CD4+CD25+CD127low/- Zellen (7,6 %) und der CD4+CD25-CD127- Zellen (4,8 %) 

an den, zuvor mittels MACS-Isolation aus den PBMCs isolierten, CD4+ Zellen an. Abkürzungen: engl. 

brilliant violet (BV), engl. cluster of differentiation (CD), Cyanin (Cy), engl. fluorescent activated cell sorting 

(FACS), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic activated cell sorting), mononukleäre Zellen 

des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood mononuclear cells), negativ (-), niedrig (engl. low), 

Phycoerythrin (PE), positiv (+). 

2.2.6.5 Vorbereitungen für die Suppression-Assays 

Die Funktion der regulatorischen T-Zellen kann mittels Suppression-Assays in einer 

Co-Kultur mit anderen Immunzellen überprüft werden [286]. 

Ziel des folgenden Prästimulations-Suppression-Assays war es, die Funktion der    

isolierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) und der CD4+CD25-CD127- Zellen 

in einer Co-Kultur mit den CD4- Effektorzellen zu untersuchen. Hierbei diente die    
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Fähigkeit der Tregs, die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu supprimieren als 

Messinstrument für ihre Funktionalität. 

Zudem wurde die Auswirkung des Zytokinmilieus auf die Funktion der 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen und damit deren Polarisier-

barkeit untersucht. Dafür wurden die beiden Zellpopulationen über 6 Tage mit je einem 

proinflammatorischen (Th17-Cocktail) und einem antiinflammatorischen Zytokin-

Cocktail (Treg-Cocktail) behandelt. Anschließend wurde ihre Funktionalität im Poststi-

mulations-Suppression-Assay gemessen.  

Um diese zwei Versuchsansätze durchführen zu können, wurden die durchflusszyto-

metrisch isolierten CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen zunächst 

aufgeteilt. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- Zellen bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen, in dem die Suppression-Assays angesetzt wur-

den, wurde mit 0:1, 0,5:1 und 1:1 festgelegt und streng eingehalten. Die angestrebten 

absoluten Zellzahlen für die Ansätze waren 0:40.000, 20.000:40.000 und 

40.000:40.000 Zellen. Demnach wurden für den Prästimulations-Suppression-Assay 

60.000 CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen benötigt und für die 

beiden Poststimulations-Suppression-Assays nach der Stimulation mit dem Th17- bzw. 

dem Treg-Cocktail ebenfalls je 60.000 CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen. Bei vier Probanden waren nach der Isolierung durch den Zell-Sorter 

weniger als die benötigten 180.000 CD4+CD25-CD127- Zellen vorhanden (minimal 

120.000 Zellen). Hier wurden die Suppressions-Assays mit je einem Drittel der 

CD4+CD25-CD127- Zellen angesetzt (minimal 40.000 Zellen). Die Anzahl der       

CD4- Effektorzellen wurde dementsprechend angepasst. Daher resultierten für die 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen unterschiedliche Kontrollan-

sätze.  

2.2.6.6 Prästimulations-Suppression-Assay 

Um die Funktionalität der frisch isolierten CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-

CD127- Zellen zu untersuchen, wurden direkt nach deren Isolierung Suppression-

Assays angesetzt. Hierfür wurde eine Konzentration von 40.000 Zellen in 50 µl    

Nährmedium benötigt, was einer Konzentration von 800.000 Zellen pro ml entspricht. 

Die Zellsuspensionen wurden zentrifugiert (5 Minuten, 1500 rpm), der Überstand wurde 

abgesaugt und die Zellpellets wurden in die entsprechende Menge Nährmedium     

aufgenommen, um eine Konzentration von 800.000 Zellen pro ml zu erhalten. 
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Die CD4- Effektorzellen mussten zunächst mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE gefärbt 

werden, damit später ihre Proliferation durchflusszytometrisch gemessen werden  

konnte. CFSE ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der die Zellmembran passieren kann und 

sich permanent an intrazelluläre Strukturen anlagert [274] [287]. Mit CFSE gefärbte 

Zellen geben den Farbstoff bei der Proliferation gleichmäßig an ihre Tochterzellen  

weiter [287] [288] [289]. Die CFSE-Konzentration in den Zellen nimmt daher von     

Generation zu Generation ab und der Farbstoff kann somit genutzt werden, um bis zu 

8 aufeinanderfolgende Generationen proliferierter Zellen zu detektieren [287] [288]. 

Hierfür wurde das CFSE Cell Division Tracker Kit von BioLegend verwendet und die    

5 millimolare (mM) Stock-Konzentration wurde nach Angaben des Herstellers präpa-

riert [290]. 1 µl des 5 mM CFSE wurden dann in 2 ml PBS gelöst, um eine 2,5 µM 

CFSE-Lösung zu erhalten. Nun wurden von den zuvor gezählten CD4- Effektorzellen  

5 x 106 Zellen für die Färbung entnommen. Die übrigen CD4- Effektorzellen wurden 

nach der unter 2.2.4.4 beschriebenen Methode kryokonserviert, sodass sie zu einem 

späteren Zeitpunkt für die Poststimulations-Suppression-Assays zur Verfügung     

standen. Die 5 x 106 CD4- Effektorzellen, die für den Prästimulations-Suppression-

Assay benötigt wurden und sich in Suspension mit MACS-Puffer befanden, wurden 

zentrifugiert (5 Minuten, 1500 rpm). Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und 

das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Dann wurde zur Zellsuspension 1 ml der  

zuvor präparierten CFSE-Lösung hinzugegeben und die Lösungen miteinander      

vermischt. Die Zellen wurden nun 5 Minuten lang bei Dunkelheit und Raumtemperatur 

mit CFSE inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Färbung mit 10 ml Nährmedium 

gestoppt und die Zellen wurden erneut gezählt, da CFSE aufgrund seiner                

zytotoxischen Eigenschaften zu einer Reduktion der Zellzahl führen kann [287].        

Die Zellsuspension wurde nun erneut zentrifugiert (5 Minuten, 1500 rpm) und der 

Überstand abgesaugt. Dann wurden die CD4-negativen, nun CFSE gefärbten Zellen in 

die nötige Menge Nährmedium aufgenommen, sodass eine Konzentration von 800.000 

Zellen pro ml erreicht wurde. 

Nun wurden in einer 96-Well-Zellkulturplatte mit runden Böden die Co-Kulturen ange-

setzt. In jedem der 6 Wells wurden 50 µl der CFSE-gefärbten CD4- Effektorzellen 

(Konzentration 800.000 Zellen/ml) mit CD4+CD25+CD127low/- oder CD4+CD25-

CD127- Zellen (Konzentration 800.000 Zellen/ml) und/ oder Nährmedium zusammen-

gebracht, sodass die in Abbildung 18 dargestellten Mengenverhältnisse von 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen von 

0:1, 0,5:1 und 1:1 entstanden. 
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Zusätzlich wurden in alle Wells 100 µl einer Anti-CD3-Lösung der Konzentration           

1 µg/ml pipettiert, sodass in den nun 200 µl beinhaltenden Wells eine Anti-CD3-

Konzentration von 0,5 µg/ml herrschte. Diese Anti-CD3-Lösung war durch Lösen von 

Anti-CD3 (Stock-Konzentration: 1 mg/ml) in Nährmedium hergestellt worden. Anti-CD3 

induziert über die Bindung an den T-Zell-Co-Rezeptor CD3 eine Aktivierung aller        

T-Zellen [1]. Da sich innerhalb der CD4- Effektorzellen auch APCs befanden, welche 

mit ihren Oberflächenmolekülen CD80/CD86 an CD28 auf den T-Zellen binden     

konnten, reichte das lösliche Anti-CD3 für die Stimulation aus und Anti-CD28 wurde 

nicht benötigt [56]. 

 

Abbildung 18: Zusammensetzung der Ansätze des Prästimulations-Suppression-Assays. 

In jedes der 6 Wells wurden 50 µl Lösung der CFSE-gefärbte CD4- Effektorzellen (Konzentration: 800.000 

Zellen/ml) sowie 100 µl der Anti-CD3-Lösung (Konzentration: 1µg/ml) pipettiert. Zusätzlich wurden in jedes 

Well die in der Abbildung dargestellten Mengen an Nährmedium und der CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zelllösung (Konzentration: 800.000 Zellen/ml) hinzugegeben. Bei den vier Probanden, 

bei denen nach den beiden Isolationsschritten weniger als 180.000 CD4+CD25-CD127- Zellen vorgelegen 

hatten, wurden die Suppression-Assays mit entsprechend geringeren Zellzahlen angesetzt, also mit je 

einem Drittel der nach der Isolation vorhandenen Zellen. So entstanden Ansätze, in denen 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit CD4- Effektorzellen im Verhältnis 0:1, 0,5:1 

und 1:1 vorlagen. Abkürzungen: Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE), engl. cluster of differentia-

tion (CD), Mikrogramm (µg), Mikroliter (µl), Milliliter (ml), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+). 
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Die Zellkulturplatte wurde nun für 6 Tage im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 

Anschließend wurde die CFSE-Konzentration der CD4- Effektorzellen mit dem Durch-

flusszytometer FACSCanto II gemessen.  

2.2.6.7 Stimulation 

In Vorbereitung auf die Stimulation wurden die Wells einer 96-Well-Zellkulturplatte mit 

runden Böden mit je 150 µl einer Anti-CD3-Lösung der Konzentration 5 µg/ml gefüllt. 

Diese Anti-CD3-Lösung war durch Lösen von Anti-CD3 (Stock-Konzentration: 1 mg/ml) 

in Nährmedium hergestellt worden. Beim hier verwendeten Coating-Verfahren verblieb 

die Lösung im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 für eine Stunde in den Wells der     

Zellkulturplatte. 

In der Zwischenzeit wurden die Zytokin-Cocktails für die Stimulation hergestellt, indem 

die Zytokine in Nährmedium gelöst wurden. Der proinflammatorische Th17-Cocktail 

bestand aus IL-1β, IL-6, IL-23 und TGFβ. Im Treg-Cocktail waren IL-2 und TGFβ ent-

halten. In Tabelle 15 sind die Zytokin-Konzentrationen beschrieben, die nach Mischen 

der Zytokin-Cocktails mit der Zellsuspension in der Zellkultur vorlagen. Die für die   

Stimulation optimalen Konzentrationen der Zytokine waren zuvor in laborinternen   

Vorversuchen ermittelt worden. 

Tabelle 15: Zusammensetzung der Stimulationscocktails.  

Stimulationscocktails Zytokine Konzentration in der Zellkultur 

Th17-Cocktail IL1β 10 ng/ml 

IL-6 20 ng/ml 

TGFβ 5 ng/ml 

IL-23 100 ng/ml 

Treg-Cocktail IL-2 10 ng/ml 

TGFβ 50 ng/ml 

Abkürzungen: Interleukin (IL), Milliliter (ml), Nanogramm (ng), regulatorische T-Zelle (Treg),                  

T-Helferzelle (Th), engl. transforming growth factor (TGF). 

Für jeden Stimulationsansatz waren 60.000 CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen pro 100 µl Nährmedium erwünscht. Zu den Zellen wurde also die nötige 

Menge Nährmedium hinzugegeben, um eine Zellsuspension mit einer Konzentration 

von 600.000 Zellen/ml zu erhalten. Bei den vier Probanden, bei denen nach den bei-

den Isolationsschritten weniger als 180.000 CD4+CD25-CD127- Zellen vorgelegen 

hatten, wurden die Ansätze mit entsprechend geringeren Zellzahlen angesetzt, also mit 
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je einem Drittel der nach der Isolation vorhandenen Zellen pro Stimulationsansatz   

(minimal 40.000 Zellen pro Ansatz).  

Nach Ablauf des einstündigen Coatings der Zellkulturplatte mit Anti-CD3 wurde die  

Anti-CD3-Lösung mittels einer 200 µl Pipette entfernt. Es wurden dann in jedes Well 

100 µl der vorbereiteten Zellsuspension und 100 µl des jeweiligen Stimulations-

Cocktails zugegeben. So wurden in vier verschiedenen Stimulationsansätzen die 

CD4+CD25+CD127low/- und die CD4+CD25-CD127- Zellen sowohl mit dem Th17- als 

auch mit dem Treg-Cocktail stimuliert.  

Es schloss sich eine sechstägige Inkubation der Zellkulturplatte im Inkubator bei 37°C 

und 5 % CO2 an. 

2.2.6.8 Poststimulations-Suppression-Assay 

Nach Ablauf der sechstägigen Inkubation der CD4+CD25+CD127low/- und 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit den Stimulations-Cocktails wurden die Poststimulations-

Suppression-Assays angesetzt. 

Hierfür wurden zunächst die CD4- Effektorzellen aus dem Stickstofftank entnommen 

und analog zu dem in 2.2.5.2 beschriebenen Auftauprozess im Wasserbad aufgetaut, 

in vorgewärmtes Nährmedium pipettiert, gewaschen und anschließend in 10 Nährme-

dium aufgenommen. Anschließend wurden die Zellen mithilfe der Neubauer-

Zählkammer gezählt (s. 2.2.4.3). Es wurden 5 x 106 Zellen entnommen und analog zu 

dem in 2.2.6.6 beschriebenen Prozess mit CFSE gefärbt. Nach dem Färbeprozess 

wurden die CD4- Effektorzellen erneut gezählt und durch Zugabe von Nährmedium 

eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 800.000 Zellen/µl hergestellt. 

Nun wurde die Zellkulturplatte mit dem Stimulationsansatz aus dem Inkubator         

entnommen und der Inhalt jedes der 4 Wells in ein 0,5 ml Reagiergefäß pipettiert. Die 

Zellsuspensionen wurden zentrifugiert (5 Minuten, 2000 rpm) und anschließend      

wurden die Überstände in 4 weitere Reagiergefäße pipettiert. Diese wurden bei -21 °C 

eingefroren, um in Folgeversuchen die Möglichkeit zu haben, die sich im Medium    

befindlichen Zytokine mittels ELISA (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay)  

nachzuweisen. Die CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen wurden 

für den folgenden Suppression-Assay in einer Suspension mit einer Konzentration von 

800.000 Zellen/ml benötigt. Das 60.000 Zellen beinhaltende Zellpellet wurde folglich in 

75 µl Nährmedium aufgenommen. Es wurde sich aufgrund der geringen Zellzahl an 
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dieser Stelle aktiv gegen eine erneute Zellzählung entschieden, um den Zellverlust 

durch erneutes Zentrifugieren und Absaugen zu umgehen.  

Nun wurden in einer 96-Well-Zellkulturplatte mit runden Böden die Poststimulations-

Suppression-Assays angesetzt. In jedem der 12 Wells wurden analog zum in 2.2.6.6 

beschriebenen Protokoll 50 µl CFSE-gefärbte CD4- Effektorzellen (Konzentration 

800.000 Zellen/ml) mit stimulierten CD4+CD25+CD127low/- oder CD4+CD25-CD127- 

Zellen (Konzentration 800.000 Zellen/ml) und/oder Nährmedium zusammengebracht, 

sodass die Verhältnisse von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen 

zu CD4- Effektorzellen von 0:1, 0,5:1 und 1:1 entstanden. Bei den vier Probanden, bei 

denen nach den beiden Isolationsschritten weniger als 180.000 CD4+CD25-CD127- 

Zellen vorgelegen hatten, wurden die Suppression-Assays mit entsprechend geringe-

ren Zellzahlen angesetzt, also mit je einem Drittel der nach der Isolation vorhandenen 

Zellen. Die Konzentration der CFSE-gefärbten CD4- Effektorzellen wurde entspre-

chend angepasst, um die Verhältnisse von CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Ef-

fektorzellen von 0:1, 0,5:1 und 1:1 zu erhalten.  

Zusätzlich wurde analog zum im 2.2.6.6 beschriebenen Vorgang eine Anti-CD3 Lösung 

der Konzentration 1 µg/ml hergestellt. Von dieser Lösung wurden in jedes Well 100 µl 

zugegeben, sodass in den nun 200 µl beinhaltenden Wells die Anti-CD3-Konzentration 

0,5 µg/ml betrug. 

Abbildung 19 zeigt die Mengenverhältnisse der einzelnen Komponenten. 
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Abbildung 19: Zusammensetzung der Ansätze der Poststimulations-Suppression-Assays. 

In jedes der 12 Wells wurden 50 µl Lösung der CFSE-gefärbte CD4- Effektorzellen (Konzentration: 

800.000 Zellen/ml) sowie 100 µl der Anti-CD3-Lösung (Konzentration: 1µg/ml) pipettiert. Zusätzlich wurden 

in jedes Well die in der Abbildung dargestellten Mengen an Nährmedium und der mittels Zytokin-Cocktails 

stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zelllösung (Konzentration: 800.000 Zel-

len/ml) hinzugegeben. Der Th17-Cocktail beinhaltete die Zytokine IL1β, IL-6, TGFβ und IL-23; der Treg-

Cocktail enthielt die Zytokine TGFβ und IL-2. Bei den vier Probanden, bei denen nach den beiden Isolati-

onsschritten weniger als 180.000 CD4+CD25-CD127- Zellen vorgelegen hatten, wurden die Suppression-

Assays mit entsprechend geringeren Zellzahlen angesetzt, also mit je einem Drittel der nach der Isolation 

vorhandenen Zellen. So entstanden Ansätze, in denen CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen mit CD4- Effektorzellen im Verhältnis 0:1, 0,5:1 und 1:1 vorlagen. Abkürzungen: Carboxyfluorescein 

Succinimidylester (CFSE), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), Mikrogramm (µg), Mikroliter 

(µl), Milliliter (ml), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zelle (Treg), T-Helferzelle 

(Th), engl. transforming growth factor (TGF). 

Die Zellkulturplatte mit den Poststimulations-Suppression-Assays wurde nun für 6 Tage 

im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die CFSE-

Konzentration der Indikatorzellen durchflusszytometrisch mit dem FACSCanto II ge-

messen. 
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2.2.6.9 Auswertung mit der FACSDiva-Software 

Die Proliferation der CD4- Effektorzellen wurde über die CFSE-Färbung                

durchflusszytometrisch gemessen. Hierfür wurde das FACSCanto II Gerät der Firma 

BD Biosciences genutzt. Die Auswertung erfolgte in der FACSDiva-Software. 

Im Folgenden wird die Gating-Strategie gezeigt und es werden repräsentative Dot 

Plots dargestellt. Zunächst wurde, analog zur Auswertung der PBMC-

Phänotypisierung, mittels des Vorwärtsstreulichtes und des Seitwärtsstreulichtes die 

Lymphozytenpopulation selektioniert (s. Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Gating der Lymphozytenpopulation bei der Auswertung der Suppression-Assays.  

Jeder Punkt im Dot Plot repräsentiert eine durchflusszytometrisch gemessene Zelle eines exemplarischen 

Probanden. Abbildung 20 a zeigt einen Kontrollansatz, in dem sich ausschließlich CD4- Effektorzellen 

befanden. Abbildung 20 b zeigt einen Ansatz, in dem sich CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4- Ef-

fektorzellen in einem Verhältnis von 1:1 befanden. Hier erkennt man im Vergleich zu Abbildung 20 a eine 

zusätzliche Zellpopulation, die die CD4+CD25+CD127low/- Zellen repräsentiert. Abkürzungen: 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. 

low), positiv (+), Seitwärtsstreulicht (SSC = engl. side-scattered light), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. 

forward-scattered light). 

Nachfolgend wurde, wie in Abbildung 21 gezeigt, die CFSE-Konzentration gegen das 

Vorwärtsstreulicht aufgetragen. Diese Darstellung wurde gewählt, um die nicht CFSE-

gefärbten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen von der Prolifera-

tionsanalyse zu eliminieren. 
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Abbildung 21: Darstellung der Proliferation der CD4- Effektorzellen durch Gegenüberstellung der CFSE-

Konzentration zum Vorwärtsstreulicht. 

Jeder Punkt im Dot Plot repräsentiert eine durchflusszytometrisch gemessene Zelle eines exemplarischen 

Probanden. Abbildung 21 a zeigt den Kontrollansatz, der ausschließlich CD4- Effektorzellen beinhaltete. 

Man erkennt die nicht-proliferierte CD4- Effektorzell-Population mit hohem CFSE-Gehalt und die nachfol-

genden Zell-Generationen mit sukzessiver Minderung der CFSE-Konzentration. Abbildung 21 b zeigt den 

Ansatz, in dem CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4- Effektorzellen in einem Verhältnis von 1:1 vorla-

gen. Die nicht mit CFSE gefärbten CD4+CD25+CD127low/- Zellen wurden durch Gating von der Prolifera-

tionsanalyse eliminiert. Abkürzungen: Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE), CD4+CD25+ 

CD127low/- Zellen (CD25+), engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), 

Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. forward-scattered light). 

Um die Proliferation zu visualisieren, wurde nun, wie in Abbildung 22 gezeigt, eine  

Histogrammdarstellung gewählt, in der die CFSE-Konzentration gegenüber der Anzahl 

der Zellen aufgetragen wird. Da CFSE bei den Zellteilungen der CD4- Effektorzellen 

gleichmäßig an die Tochterzellen weitergegeben wird, entstehen im Histogramm nach 

links verschobene Zacken (engl. Peaks) mit geringerer Intensität des Fluoreszenz-

Farbstoffes. Der rechte Peak repräsentiert die Zellen, die nicht proliferiert haben. Die 

übrigen, nach links verschobenen Peaks repräsentieren die Generationen von Tocht-

erzellen, die bei der Zellteilung entstanden sind.  
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Abbildung 22: Histogrammdarstellung der CFSE-Konzentration zur Messung der Proliferation der CD4- 

Effektorzellen. 

Gezeigt ist eine Histogrammdarstellung eines exemplarischen Probanden, in der die CFSE-Konzentration 

gegenüber der Zellzahl aufgetragen ist. Gemessen wurden nach sechstägiger Zellkultur unter Stimulation 

mit Anti-CD3. Jeder Peak repräsentiert eine Generation CFSE-markierter CD4- Effektorzellen. Abbildung 

22 a zeigt den Kontrollansatz. Hier waren ausschließlich CD4- Effektorzellen enthalten, von denen 51,7 % 

proliferiert hatten. Abbildung 22 b zeigt den Ansatz, in dem CD4+CD25+CD127low/- Zellen und          

CD4- Effektorzellen im Verhältnis 1:1 vorlagen. Hier hatten nur 6,8 % der CD4- Effektorzellen proliferiert. 

Abkürzungen: Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE), engl. cluster of differentiation (CD), negativ  

(-), niedrig (engl. low), positiv (+). 
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2.2.6.10 Ermittlung der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen 

Es wurde die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den unterschiedlichen             

Versuchsansätzen gemessen. Da Tregs die Fähigkeit besitzen, die Proliferation von 

Effektorzellen zu hemmen, konnte aus der Proliferation der Effektozellen auf die   

Funktion der Tregs geschlossen werden [24].  

Um die Suppressionsfunktion von Tregs zu beurteilen, hat es sich etabliert, die durch 

die Tregs herbeigeführte Reduktion der Proliferation der Effektorzellen zu berechnen 

[289] [291] [292]. Die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen bzw. 

der CD4+CD25-CD127- Zellen wurde in unserer Studie mittels folgender Formel     

ermittelt:  

 

Hierbei wurde die Proliferation der CD4- Effektorzellen [%] in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zu der Proliferation der  

CD4- Effektorzellen [%] im Kontrollansatz in Relation gesetzt. Die Subtraktion dieser 

Ratio von 1 ergab die durch die CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen herbeigeführte Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen. Multipliziert 

mit 100 ergab sich die Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent, 

welche als Maß für die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen herangezogen wurde. Resultierte ein negativer Wert, so 

bedeutete dies, dass die Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen höher war als im Kontrollan-

satz und es demnach zu einer Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen 

gekommen war. 

Der Vorteil dieses Rechenschrittes ist, dass die interindividuell variierenden Proliferati-

onsraten anhand des Kontrollansatzes normalisiert werden, indem die Proliferation der 

CD4- Effektorzellen [%] in der Co-Kultur mit CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen zu der Proliferation der CD4- Effektorzellen [%] im Kontrollansatz in 

Relation gesetzt wird. Dadurch wird die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+ 

CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zwischen den verschiedenen Probanden 

besser vergleichbar.  
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2.2.6.11 Statistik 

Für die Durchführung der statistischen Tests sowie für die Erstellung der Grafiken  

wurde das Programm GraphPad Prism (Version 5.04) verwendet. Es erfolgte eine  

ausführliche statistische Beratung von Dr. Rebecca Roth, die am Institut für klinische 

Epidemiologie und Biometrie an der Julius-Maximilians-Universität Würzburg für die 

statistische Beratung bei medizinischen Promotionen zuständig ist. 

Aufgrund der geringen Probandenzahl (n = 6) war eine Normalverteilung der           

erhobenen Daten nicht anzunehmen. Auf Normalverteilung getestet wurde mittels  

Kolmogorov-Smirnov-Testes. Die statistische Auswertung erfolgte daher mittels eines 

nichtparametrischen Testes.  

Es wurde die Proliferation der CD4- Effektorzellen sowie die Suppressionsfunktion der 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen unter unterschiedlichen    

Stimulationsbedingungen und Co-Kultur-Zusammensetzungen jeweils innerhalb eines 

individuellen Probanden miteinander verglichen. Daher handelte es sich um abhängige 

Daten innerhalb der einzelnen Spenderperson und der Wilcoxon-Rank-Test für       

verbundene Stichproben wurde gewählt.  

Beim Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen war das Ziel des statistischen 

Tests, die Hypothese zu überprüfen, dass die Proliferation der CD4- Effektorzellen in 

der Co-Kultur mit CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen anders 

sein würde als im Kontrollansatz. Von besonderem Interesse war, ob die Proliferation 

der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen geringer als im Kontrollansatz sein würde, 

da dies auf eine Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen hindeuten könnte. Um aber auch die Co-Kulturen mit gesteigerter 

Proliferation abzubilden, wurde der zweiseitige Wilcoxon-Rank-Test verwendet.  

Bei der Betrachtung der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen wurde überprüft, ob die Suppressionsfunktion signifikant 

von Null abwich. Im Weiteren wurde die Suppressionsfunktion der unterschiedlichen 

unstimulierten und mittels Zytokin-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- und 

CD4+CD25-CD127- Zellen, jeweils innerhalb eines Probanden, miteinander verglichen. 

Auch hier wurde der zweiseitige Wilcoxon-Rank-Test verwendet. 

Auf eine Korrektur hinsichtlich multiplen Testens wurde verzichtet, da es sich um einen 

explorativen und nicht um einen konfirmatorischen Ansatz handelte. Das Signifikanzni-

veau wurde auf einen p-Wert < 0,05 festgelegt. 
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3 Ergebnisse 

Der Ergebnisteil untergliedert sich in zwei Abschnitte. Im Kapitel 3.1 werden die Ergeb-

nisse der PBMC-Phänotypisierung beschrieben. Im Kapitel 3.2 wird auf die Resultate 

der Prä- und Poststimulations-Suppression-Assays eingegangen.  

3.1 PBMC-Phänotypisierung 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der PBMC-Phänotypisierung beschrieben. Die   

in diesem Kapitel genannten Prozentwerte geben den Mittelwert für die jeweilige     

Population an. In Tabelle 16 sind die Probanden, deren PBMCs phänotypisiert wurden, 

aufgeführt und hinsichtlich ihres Alters und Geschlechts charakterisiert. 

Tabelle 16: Charakterisierung der in der PBMC-Phänotypisierung untersuchten Probanden hinsichtlich 

ihres Alters und Geschlechts. 

Proband Nr. Alter in Jahren Geschlecht  

1 25 m 

2 23 m 

3 23 w 

4 25 m 

5 23 m 

6 23 m 

7 24 w 

8 23 w 

9 24 w 

10 23 w 

11 24 w 

Abkürzungen: männlich (m), Nummer (Nr.), weiblich (w). 

3.1.1 Gating der Lymphozyten und Eliminierung der toten Zellen 

Zunächst wurde in allen Ansätzen in einem Dot-Plot Seitwärtsstreulicht gegenüber 

Vorwärtsstreulicht aufgetragen und die Lymphozyten-Population, wie in Abbildung 10 

in Kapitel 2.2.5.8 dargestellt, selektioniert. 

Anschließend wurden die über die Vitalitätsfärbung detektierten toten Zellen eliminiert 

(s. Abbildung 12, Kapitel 2.2.5.8). Im Mittel waren 97,5 % der gemessenen Lymphozy-

ten vital. Tabelle 17 zeigt die prozentuale Verteilung der durchflusszytometrisch      

gemessenen Ereignisse, aufgeteilt in vitale und tote Zellen.  
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Tabelle 17: Verteilung der gemessenen Ereignisse anhand der Vitalitätsfärbung. 

Gemessene Ereignisse Mean ± SD Median Min – Max 

Vitale Zellen 97,5 ± 1,0 97,6 95,1 – 98,7 

Tote Zellen 2,5 ± 1,0 2,4 1,3 – 4,9 

Alle Werte sind Prozentwerte der insgesamt gemessenen Ereignisse und werden als Mittelwert ±   

Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Abkürzungen: maximaler 

Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), Standardabweichung (SD = engl. standard 

deviation). 

3.1.2 Proportionale Zusammensetzung der Lymphozyten und Zytokinprodukti-

on innerhalb der T-Lymphozyten-Populationen 

3.1.2.1 Proportionale Zusammensetzung der Lymphozyten 

Anschließend wurde die Zusammensetzung der Lymphozyten, wie in Abbildung 23 

veranschaulicht, analysiert. Für die Gating-Strategie bezüglich CD4, CD8, CD19 und 

TCRγδ verweisen wir auf Abbildung 24 in Kapitel 3.1.2.2. 

 

Abbildung 23: Schema zur Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen.  

Markiert wurden die Oberflächenantigene CD19 (B-Lymphozyten), CD4 (CD4+ T-Lymphozyten), CD8 

(CD8+ T-Lymphozyten) und TCRγ/δ (γδ-T-Lymphozyten). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation 

(CD), positiv (+), T-Zell-Rezeptor (TCR). 

In Tabelle 18 ist die prozentuale Verteilung der Lymphozyten-Populationen dargestellt.  

Tabelle 18: Proportionale Verteilung der Lymphozyten.  

Lymphozyten Mean ± SD Median Min – Max 

B-Lymphozyten 9,7 ± 4,6 8,3 4,1 – 18,0 

CD4+ T-Lymphozyten 47,4 ± 11,3 48,1 27,3 – 67,8 

CD8+ T-Lymphozyten 18,1 ± 4,3 16,8 12,7 – 27,0 

γδ-T-Lymphozyten 2,3 ± 1,4 1,8 0,8 – 4,9 

Alle Werte sind Prozentwerte der gesamten Lymphozyten-Population und werden als Mittelwert ±  

Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Bei den γδ-T- Zellen wurden 

die Messwerte zweier Probanden ausgeschlossen, da bei unwahrscheinlich hohen Werten von einer 

Fehlmessung ausgegangen wurde. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), maximaler Wert 

(Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. stan-

dard deviation). 

Lymphozyten

B-Lymphozyten

T-Lymphozyten

αβ-T-Lymphozyten

CD4+                      
T-Lymphozyten

CD8+                      
T-Lymphozyten

γδ-T-Lymphozyten
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Die B-Lymphozyten wurden anhand ihres Oberflächenmarkers CD19 definiert und 

machten im Mittel 9,7 % der Lymphozyten aus. 47,4 % der Lymphozyten waren CD4+ 

T-Zellen und 18,1 % waren CD8+ T-Zellen, was eine CD4/CD8-Ratio von 2,6 ergab. 

Die Population der γδ-T-Zellen machte 2,3 % der Lymphozyten aus. Bei den             

γδ-T-Zellen wurden die Messwerte zweier Probanden von der Auswertung               

ausgeschlossen, da sie sich mit 15,5 % und 25,6 % der Lymphozyten für gesunde 

Probanden als unwahrscheinlich hoch darstellten und daher von einer Fehlmessung 

ausgegangen wurde [237]. 

3.1.2.2 Zytokinproduktion innerhalb der T-Lymphozyten-Subpopulationen 

Die Zytokinproduktion der analysierten Lymphozyten-Populationen ist in Tabelle 19 

gezeigt. 

Tabelle 19: Zytokinproduktion innerhalb der Lymphozyten-Populationen.  

 Mean ± SD Median Min – Max 

B-Lymphozyten    

IFNγ 1,0 ± 1,6 0,5 0,0 – 6,0 

IL-17 2,0 ± 1,8 1,3 0,5 – 5,2 

CD4+ T-Lymphozyten    

IFNγ 13,6 ± 7,5 11,7 5,2 – 28,2 

IL-17 2,4 ± 1,5 1,8 1,0 – 5,7  

IFNγ und IL-17 0,5 ± 0,3 0,4 0,1 – 1,0 

IL-10 0,3 ± 0,2 0,2 0,1 – 0,8 

CD8+ T-Lymphozyten    

IFNγ 43,8 ± 17,4 40,0 17,9 – 69,2 

IL-17 1,2 ± 0,9 0,8 0,2 – 3,4 

IFNγ und IL-17 0,5 ± 0,4 0,4 0,0 – 1,3  

IL-10 0,6 ± 1,0 0,3 0,0 – 3,4 

γδ-T-Lymphozyten  

IFNγ 65,8 ± 2,03 74,5 30,6 – 90,6 

IL-17 2,3 ± 1,8 1,4 0,2 – 4,9 

Alle Werte sind Prozentwerte und geben den Anteil der IFNγ-, IL-17- bzw. IL-10-produzierenden Zellen 

an den übergeordneten Lymphozyten-Population wieder. Sie werden als Mittelwert ± Standardabwei-

chung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Bei den γδ-T- Zellen wurden die Messwerte 

zweier Probanden ausgeschlossen, da von einer Fehlmessung ausgegangen wurde. Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), Interferon (IFN), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), Mittelwert 

(engl. Mean), minimaler Wert (Min), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 
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Die IFNγ-Produktion war in der Population der γδ-T-Lymphozyten mit 65,8 % am 

höchsten. 43,8 % der CD8+ T-Lymphozyten und 13,6 % der CD4+ T-Lymphozyten 

produzierten IFNγ. Bei den B-Lymphozyten war die IFNγ-Produktion mit 1,0 % gering.  

IL-17 wurde von 2,4 % der CD4+ Lymphozyten und von 1,2 % der CD8+                     

T-Lymphozyten gebildet. In der Population der γδ-T-Lymphozyten produzierten 2,3 % 

der Zellen IL-17. 2,0 % der B-Lymphozyten zeigten eine IL-17-Produktion.  

0,5 % der CD4+ und der CD8+ Lymphozyten produzierten sowohl IFNγ als auch IL-17. 

IL-10 wurde nur innerhalb der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten gemessen. Bei 0,6 % 

der CD8+ T-Lymphozyten und bei 0,3 % der CD4+ T-Lymphozyten konnte eine IL-10-

Produktion nachgewiesen werden.  

Abbildung 24 zeigt die Gating-Strategie der Analyse der Lymphozyten-Populationen 

und der Analyse der Zytokine IFNγ und IL-17 innerhalb der Lymphozyten-

Populationen. Für die Gating-Strategie bezüglich der IL-10-Produktion verweisen wir 

auf Kapitel 3.1.4.3, Abbildung 31.  
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Abbildung 24: Gating-Strategie der Lymphozyten-Populationen und der Messung der Zytokine IFNγ und 

IL-17 innerhalb der Lymphozyten-Populationen. 

Abbildung 24 a zeigt die Gating-Strategie der CD4+ Lymphozyten und die Zytokinproduktion innerhalb der 

CD4+ T-Lymphozyten, Abbildung 24 b die Gating-Strategie der CD8+ T-Lymphozyten und die Zytokinpro-

duktion innerhalb der CD8+ Lymphozyten, Abbildung 24 c die Gating-Strategie der CD19+ B-Lymphozyten 

und die Zytokinproduktion innerhalb der CD19+ B-Lymphozyten und Abbildung 24 d die Gating-Strategie 

der γδ-T-Lymphozyten und die Zytokinproduktion innerhalb der γδ-T-Lymphozyten. Die Prozentwerte 

stellen in den linken Dot Plots den Anteil der Lymphozyten-Population an den gesamten Lymphozyten dar 

und in den rechten Dot-Plots die IFNγ- und IL-17-produzierenden Zellen der jeweiligen Quadranten an der 

übergeordneten Lymphozyten-Population eines exemplarischen Probanden. Abkürzungen: Allophycocya-

nin (APC), engl. brilliant violet (BV), engl. cluster of differentiation (CD), Cyanin (Cy), Fluoresceinisothio-

cyanat (FITC), Interferon (IFN), Interleukin (IL), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), Phycoerythrin (PE), 

positiv (+), T-Zell-Rezeptor (TCR), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. forward-scattered light). 

3.1.3 T-Zell-Differenzierung 

Im Anschluss wurden die verschiedenen Lymphozyten-Subgruppen der T-Zell-

Differenzierung näher betrachtet. Abbildung 25 veranschaulicht das Analyse-Schema 

der Subpopulationen. Die Einteilung der T-Lymphozyten in naive Zellen (N: 

CD45RA+CCR7+CD27+), zentrale Gedächtniszellen (CM: CD45RA-CCR7+CD27+), 

Effektor-Gedächtniszellen (EM: CD45RA-CCR7-CD27+), Effektorzellen (Eff: CD45RA-

CCR7-CD27-) und TEMRA-Zellen (TEMRA: CD45RA+CCR7-CD27-) erfolgte sowohl 

innerhalb der CD4+ T-Zellen als auch innerhalb der CD8+ T-Zellen.  

 

Abbildung 25: Schema zur Analyse der Subpopulationen der T-Zell-Differenzierung.  

Die Einteilung der Lymphozyten in naive Zellen, zentrale Gedächtniszellen, Effektor-Gedächtniszellen, 

Effektorzellen und TEMRA-Zellen erfolgte anhand der Oberflächenantigene CD45RA, CCR7 und CD27 

innerhalb der CD4+ Lymphozyten-Population und der CD8+ Lymphozyten-Population. Abkürzungen: CC-

Chemokinrezeptor (CCR), engl. cluster of differentiation (CD), Effektor-Gedächtniszellen (EM = engl. effec-

tor memory cells), Effektorzellen (Eff), naive Zellen (N), negativ (-), positiv (+), engl. terminally differentia-

ted effector memory cells re-expressing CD45RA (TEMRA), zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. central 

memory cells). 

 

Lymphozyten CD4+ bzw. CD8+

CD45RA+ CCR7+ CD27+ (N)

CD45RA- CCR7+ CD27+ (CM)

CD45RA- CCR7- CD27+ (EM)

CD45RA- CCR7- CD27- (Eff)

CD45RA+ CCR7- CD27- (TEMRA)
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Die prozentuale Verteilung der Subpopulationen ist Tabelle 20 zu entnehmen.  

Tabelle 20: Proportionale Verteilung der Subpopulationen der T-Zell-Differenzierung. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+ N CD45RA+ CCR7+ CD27+ 26,6 ± 15,6 22,2 9,0 – 56,2 

 CM CD45RA- CCR7+ CD27+ 14,5 ± 10,9 11,9 3,2 – 41,5 

 EM CD45RA- CCR7- CD27+ 30,5 ± 14,4 32,3 7,1 – 56,3 

 Eff CD45RA- CCR7- CD27- 9,7 ± 4,6 9,3 3,5 – 17,2 

 TEMRA CD45RA+ CCR7- CD27- 0,3 ± 0,2 0,2 0,0 – 0,9 

CD8+ N CD45RA+ CCR7+ CD27+ 25,4 ± 14,4 23,8 4,7 – 45,6 

 CM CD45RA- CCR7+ CD27+ 5,3 ± 2,9 4,7 1,7 – 10,5 

 EM CD45RA- CCR7- CD27+ 20,0 ± 11,0 20,7 4,9 – 38,0 

 Eff CD45RA- CCR7- CD27- 13,5 ± 11,4 10,7 1,2 – 33,7 

 TEMRA CD45RA+ CCR7- CD27- 13,0 ± 8,3 12,7 2,2 – 27,5 

Gezeigt ist die proportionale Verteilung der naiven Zellen, zentralen Gedächtniszellen, Effektor-

Gedächtniszellen, Effektorzellen und TEMRA-Zellen innerhalb der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten 

anhand der Oberflächenantigene CD45RA, CCR7 und CD27. Alle Werte sind Prozentwerte der CD4+ 

bzw. CD8+ Lymphozyten und werden als Mittelwert ± Standardabweichung, Median, minimaler und 

maximaler Wert angegeben. Abkürzungen: CC-Chemokinrezeptor (CCR), engl. cluster of differentiation 

(CD), Effektor-Gedächtniszellen (EM = engl. effector memory cells), Effektorzellen (Eff), maximaler Wert 

(Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), naive Zellen (N), negativ (-), positiv (+), Stan-

dardabweichung (SD = engl. standard deviation), engl. terminally differentiated effector memory cells 

re-expressing CD45RA (TEMRA), zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. central memory cells). 

Innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten waren 26,6 % der Zellen naive Zellen, 14,5 % 

zentrale Gedächtniszellen, 30,5 % Effektor-Gedächtniszellen, 9,7 % Effektorzellen und 

die TEMRA-Zellen machten mit 0,3 % den geringsten Anteil aus. Die Population der 

CD8+ T-Lymphozyten bestand zu 25,4 % aus naiven Zellen, zu 5,3 % aus zentralen 

Gedächtniszellen, zu 20,0 % aus Effektor-Gedächtniszellen, zu 13,5 % aus Effektorzel-

len und zu 13,0 % aus TEMRA-Zellen.   

Im Folgenden wird die Gating-Strategie der naiven Zellen, zentralen Gedächtniszellen, 

Effektor-Gedächtniszellen, Effektorzellen und TEMRA-Zellen anhand von Dot Plots 

eines exemplarischen Patienten gezeigt. In Abbildung 26 ist als erster Schritt das    

Gating bezüglich der Oberflächenmarker CD45RA und CD27 innerhalb der CD4+ und 

der CD8+ T-Lymphozyten dargestellt. Für die CD45RA-Expression wurde der Cut-Off 

(engl. cut off = Grenzwert) so gewählt, dass nur die Zellen mit hoher CD45RA-
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Expression den CD45RA+ Zellen zugeordnet wurden. Die CD45RA-intermediären  

Zellen fielen in die CD45RA- Population. Abbildung 27 zeigt den zweiten Schritt, der 

das Oberflächenmolekül CCR7 miteinbezieht, innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten. 

Das Gating innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten erfolgte analog dazu.  

 

Abbildung 26: Gating-Strategie der Subpopulationen der T-Zell-Differenzierung. Schritt 1: Gating anhand 

der Oberflächenantigene CD45RA und CD27. 

Abbildung 26 a zeigt die Unterteilung der CD4+ T-Lymphozyten und Abbildung 26 b die Unterteilung der 

CD8+ T-Lymphozyten anhand der Oberflächenantigene CD45RA und CD27. Die Prozentwerte stellen den 

Anteil der Zellen an den CD4+ bzw. CD8+ Lymphozyten eines exemplarischen Probanden in den jeweili-

gen Quadranten dar. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), Cyanin (Cy), Fluoresceinisothiocy-

anat (FITC), Phycoerythrin (PE), positive (+). 
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Abbildung 27: Gating-Strategie der Subpopulationen der T-Zell-Differenzierung innerhalb der CD4+ T-

Lymphozyten. Schritt 2: Einbeziehung des Oberflächenantigens CCR7 zusätzlich zu CD45RA und CD27.  

In Abbildung 27 a ist der Anteil der naiven Zellen an den CD4+ T-Lymphozyten dargestellt. Abbildung 27 b 

zeigt den Anteil der zentralen Gedächtniszellen und der Effektor-Gedächtniszellen an den CD4+ T-

Lymphozyten. In Abbildung 27 c ist der Anteil der Effektorzellen und in Abbildung 27 d der Anteil der 

TEMRA-Zellen an den CD4+ Lymphozyten dargestellt. Die Prozentwerte stellen den Anteil der jeweiligen 

Zellpopulation an den gesamten CD4+ T-Lymphozyten eines exemplarischen Probanden dar.                              

Abkürzungen: Allophycocyanin (APC), engl. cluster of differentiation (CD), CC-Chemokinrezeptor (CCR), 

Cyanin (Cy), Effektor-Gedächtniszellen (EM = engl. effector memory cells), Effektorzellen (Eff), naive Zel-

len (N), negativ (-), positiv (+), engl. terminally differentiated effector memory cells re-expressing CD45RA 

(TEMRA), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. forward-scattered light), zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. 

central memory cells). 

In den CD4+ und CD8+ Lymphozyten sowie den fünf Subpopulationen naive Zellen, 

zentrale Gedächtniszellen, Effektor-Gedächtniszellen, Effektorzellen und TEMRA-

Zellen wurde die Produktion der Zytokine IFNγ und IL-17 gemessen. Tabelle 21 zeigt 

die erhobenen Werte.  
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Tabelle 21: Zytokinproduktion der Subpopulationen der T-Zell-Differenzierung.  

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+ N CD45RA+ CCR7+ CD27+    

 IFNγ 1,9 ± 1,3 1,8 0,5 – 4,4  

 IL-17 1,6 ± 1,3 1,1 0,5 – 4,7  

 CM CD45RA- CCR7+ CD27+    

 IFNγ 11,0 ± 5,2 10,1 3,4 – 22,2 

 IL-17 2,3 ± 1,9 1,7 0,0 – 5,9 

 EM CD45RA- CCR7- CD27+    

 IFNγ 23,5 ± 8,4 22,5 9,0 – 37,7 

 IL-17 2,8 ± 1,6 2,4 1,4 – 6,8  

 Eff CD45RA- CCR7- CD27-    

 IFNγ 33,6 ± 12,2 34,0 14,0 – 56,0  

 IL-17 5,0 ± 1,8 5,4 2,3 – 8,6 

CD8+ N CD45RA+ CCR7+ CD27+    

 IFNγ 6,2 ± 3,1 6,0 3,1 – 14,5 

 IL-17 1,6 ± 1,5 1,0 0,0 – 4,3 

 CM CD45RA- CCR7+ CD27+    

 IFNγ 55,6 ± 14,6 60,0 22,9 – 74,2 

 IL-17 1,6 ± 2,0 1,3 0,0 – 5,9 

 EM CD45RA- CCR7- CD27+    

 IFNγ 64,5 ± 14,6 66,8 33,3 – 80,1 

 IL-17 1,1 ± 0,9 0,9 0,0 – 3,2 

 Eff CD45RA- CCR7- CD27-    

 IFNγ 74,5 ± 16,9 81,6 41,7 – 87,9 

 IL-17 1,6 ± 1,2 1,7 0,0 – 3,6 

 TEMRA CD45RA+ CCR7- CD27-    

 IFNγ 72,6 ± 13,5 74,1 43,6 – 86,0 

 IL-17 1,0 ± 1,2 0,5 0,0 – 3,2 

Gezeigt ist die Zytokinproduktion der naiven Zellen, zentralen Gedächtniszellen, Effektor-Gedächtnis-

zellen, Effektorzellen und TEMRA-Zellen innerhalb der CD4+ bzw. CD8+ Lymphozyten. Alle Werte sind 

Prozentwerte der übergeordneten, fett markierten, Subpopulationen und werden als Mittelwert ± Stan-

dardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of 

differentiation (CD), CC-Chemokinrezeptor (CCR), Effektor-Gedächtniszellen (EM = engl. effector me-

mory cells), Effektorzellen (Eff), Interferon (IFN), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. 

Mean), minimaler Wert (Min), naive Zellen (N), negativ (-), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. 

standard deviation), engl. terminally differentiated effector memory cells re-expressing CD45RA (TEM-

RA), zentrale Gedächtniszellen (CM = engl. central memory cells). 
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Die größten IFNγ- und IL-17-Produzenten innerhalb der CD4+ sowie der CD8+            

T-Lymphozyten waren die Effektorzellen. Die TEMRA-Zellen wurden bislang innerhalb 

der CD4+ Lymphozyten nicht sicher nachgewiesen [27] und auch in unserer Studie 

machen sie mit 0,3 % einen sehr geringen Anteil aus. Daher lieferte die Auswertung 

der Zytokinproduktion für diese Zellpopulation keine aussagekräftigen Werte und ist in 

Tabelle 21 nicht dargestellt. Das Gating für IFNγ und IL-17 erfolgte analog zu der in 

Abbildung 25 dargestellten Gating-Strategie. 

3.1.4 Regulatorische T-Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen 

3.1.4.1 Definition der Subpopulationen 

In diesem Kapitel wird die Charakterisierung der bei den Suppression-Assays verwen-

deten CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) und CD4+CD25-CD127- Zellen darge-

stellt. Da die Suppressionsfunktion und Plastizität der CD4+ T-Lymphozyten Hauptau-

genmerk dieser Arbeit war, wird im Folgenden auf die Darstellung der innerhalb der 

CD8+ Zellpopulation gemessenen Ergebnisse verzichtet. 

Der Vollständigkeit halber wurde der Phänotyp der CD4+CD25+CD127- und 

CD4+CD25-CD127- Zellen sowohl inklusive als auch exklusive der CD127low Zellen 

bestimmt. Folglich ergaben sich die in  

Abbildung 28 dargestellten vier Zellpopulationen: CD4+CD25+CD127low/-, 

CD4+CD25+CD127-, CD4+CD25-CD127low/- und CD4+CD25-CD127-.  

Zusätzlich wurde das Oberflächenantigen CD45RA in die Analyse einbezogen, da 

hierüber zwischen naiven und Gedächtnis- bzw. Effektor-Tregs unterschieden werden 

kann [117]. Innerhalb der untersuchten Populationen war die FoxP3-Expression sowie 

die Produktion der Zytokine IFNγ, IL-17 und IL-10 von Interesse.  

 

Abbildung 28: Schema zur Analyse der Subpopulationen anhand der Antigene CD4, CD25 und CD127. 

Die in den Suppression-Assays untersuchten Zellpopulationen sind fett markiert und grau hinterlegt.   

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+).  

Lymphozyten CD4+

CD25+CD127low/-

CD25+CD127-

CD25- CD127low/-

CD25-CD127-
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In Tabelle 22 ist jeweils der prozentuale Anteil der verschiedenen Subpopulationen an 

den CD4+ Lymphozyten dargestellt. 

Tabelle 22: Anteil der Treg-Subpopulationen an den CD4+ Lymphozyten. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+ CD25+ 3,4 ± 0,9 3,5 1,8 – 4,8 

 CD25+ CD127low/-  2,1 ± 0,6 2,0 1,4 – 3,9  

CD25+ CD127- 0,7 ± 0,1 0,7 0,4 – 0,9 

 CD25- 96,6 ± 0,9 96,5 95,1 – 98,2 

 CD25- CD127low/- 20,1 ± 8,8 20,7 7,5 – 32,6  

 CD25- CD127- 3,2 ± 1,3 3,4 1,2 – 4,7 

Gezeigt ist der proportionale Anteil der CD25+, CD25+CD127low/-, CD25+CD127-, CD25-, CD25-

CD127low/- und CD25-CD127- Zellen an den CD4+ Lymphozyten. Alle Werte sind Prozentwerte und 

geben den Anteil der Zellen an den CD4+ Lymphozyten wieder. Sie werden als Mittelwert ± Stan-

dardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Die in den Suppression-Assays 

untersuchten Zellpopulationen sind fett markiert und grau hinterlegt. Abkürzungen: engl. cluster of diffe-

rentiation (CD), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), negativ (-), nied-

rig (engl. low), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 

3,4 % der CD4+ T-Lymphozyten exprimierten das Oberflächenmolekül CD25. In den 

Suppression-Assays wurden die Tregs als CD4+CD25+CD127low/- Zellen definiert 

und bezüglich ihrer Funktion untersucht. Die CD4+CD25+CD127low/- Zellpopulation 

schloss neben den CD127-negativen Zellen auch die Zellen ein, die einer geringe 

CD127-Expression zeigten. So machten die CD4+CD25+CD127low/- Zellen im Mittel 

2,1 % innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten aus. Die CD4+CD25+CD127- Zellen, die 

nur CD127-negative Zellen beinhalteten, machten nur 0,7 % der CD4+ T-Lymphozyten 

aus.  

96,6 % der CD4+ T-Lymphozyten waren CD25-. 20,1 % der CD4+ Zellen waren CD25- 

und exprimierten CD127 nicht oder nur in geringem Ausmaß (CD4+CD25-CD127low/- 

Zellen). Die zweite, in den Suppression-Assays untersuchte Zellpopulation war die 

CD4+CD25-CD127- Zellpopulation. Diese Zellen exprimierten weder CD25 noch 

CD127 und machten im Mittel 3,2 % der CD4+ T-Lymphozyten aus.  

In Abbildung 29 ist die Gating-Strategie der CD4+ Lymphozyten anhand ihrer Oberflä-

chenantigene CD25 und CD127 dargestellt. Im vorhergegangenen Schritt waren die 

CD4+ T-Lymphozyten zunächst, wie in Abbildung 13 im Kapitel 2.2.5.8 dargestellt,  

selektioniert worden. 
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Abbildung 29: Gating-Strategie für die Oberflächenantigene CD25 und CD127 innerhalb der CD4+ T-

Lymphozyten. 

In der in Abbildung 29 a gezeigten Gating-Strategie wurden die CD127low Zellen und die CD127- Zellen 

zusammengefasst. Die In dieser Abbildung dargestellten CD4+CD25+CD127low/- Zellen im linken oberen 

Quadranten wurden als Tregs für die Suppression-Assays verwendet und machten im hier gezeigten   

Dot-Plot eines exemplarischen Probanden 1,9% der CD4+ T-Lymphozyten aus. Abbildung 29 b zeigt die 

Gating-Strategie, bei der die CD127low Zellen nicht zur CD127- Population gezählt wurden. Die sich im 

unteren Gate befindenden CD4+CD25-CD127- Zellen wurden in den Suppression-Assays untersucht und 

machten im Dot-Plot des hier gezeigten exemplarischen Probanden 4,2 % der CD4+ T-Lymphozyten aus. 

Die Prozentwerte stellen den Anteil der Zellen in den jeweiligen Quadranten bzw. Gates an der überge-

ordneten Lymphozyten-Population dar. Abkürzungen: engl. brilliant violet (BV), engl. cluster of differentia-

tion (CD), Cyanin (Cy), negativ (-), niedrig (engl. low), Phycoerythrin (PE), positiv (+), regulatorische T-

Zellen (Tregs). 

3.1.4.2 Naive und Effektor- bzw. Gedächtnis- Tregs 

Über den CD45RA-Status können naive von Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs         

unterschieden werden [117]. Der Anteil der CD45RA+ bzw. CD45RA- Zellen an den 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) ist Tabelle 23 zu entnehmen.  

Tabelle 23: CD45RA-Status innerhalb der CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs). 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+CD25+ CD127low/- (Tregs) CD45RA+ 14,3 ± 7,0 11,6 7,3 – 28,3 

CD45RA- 85,7 ± 7,1 88,5 71,8 – 92,8 

Gezeigt ist der prozentuale Anteil der Tregs, welche CD45RA+ bzw. CD45RA- sind. Alle Werte sind 

Prozentwerte und werden als Mittelwert ± Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert 

angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. 

Mean), minimaler Wert (Min), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zellen (Tregs), 

Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 
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In unserer Studie waren 14,3 % der Tregs CD45RA+ und zählten damit zu den naiven 

Tregs. 85,7 % exprimierten das Oberflächenantigen CD45RA nicht und können damit 

den Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs zugeordnet werden. 

In Abbildung 30 ist die Gating-Strategie bezüglich der CD45RA- und FoxP3-Expression 

innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten sowie innerhalb der CD4+CD25+CD127low/-, 

CD4+CD25+CD127-, CD4+CD25-CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Subpopulatio-

nen gezeigt. 
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Abbildung 30: Gating-Strategie der CD4+ Lymphozyten und deren Subpopulationen für die CD45RA- und 

FoxP3-Expression. 

Dargestellt ist die Expression von CD45RA und FoxP3 in den CD4+ Lymphozyten (a) und in den Subpo-

pulationen CD4+CD25+CD127low/- (b) und CD4+CD25-CD127low/- (c) sowie CD4+CD25+CD127- (d) 

und CD4+CD25-CD127- (e) eines exemplarischen Probanden. Die Prozentwerte stellen den Anteil der 

Zellen in den jeweiligen Quadranten an der übergeordneten Lymphozyten-Population dar. Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), Cyanin (Cy), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), engl. forkhead box pro-

tein 3 (FoxP3), negativ (-), niedrig (engl. low), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), positiv (+). 
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3.1.4.3 FoxP3-Expression innerhalb der Treg-Subpopulationen 

In den CD4+ T-Lymphozyten sowie in deren Subpopulationen war die Expression des 

Transkriptionsfaktors FoxP3 von Interesse, da dieser für die Treg-Funktion eine große 

Rolle spielt. Der prozentuale Anteil der FoxP3-exprimierenden Zellen innerhalb der 

Subpopulationen ist in Tabelle 24 gezeigt.  

Tabelle 24: Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

FoxP3+ in  CD4+ 7,7 ± 2,3 7,4 4,6 – 13,4 

CD4+CD25+ 53,7 ±12,7 55,6 28,6 – 69,4 

CD4+CD25+ CD127low/- 81,4 ± 9,5 84,9 57,5 – 88,9 

CD4+CD25+ CD127- 89,4 ± 6,1 90,4 76,2 – 95,5 

CD4+CD25+CD127low/-CD45RA+ 65,9 ± 19,7 68,6 28,4 – 86,8 

CD4+CD25+CD127low/-CD45RA- 83,9 ± 8,0 87,0 64,1 – 91,4 

CD4+CD25+CD127+ 26,0 ± 10,6 29,4 9,1 – 42,4 

CD4+CD25- 5,9 ± 1,7 5,4 4,2 – 10,4 

CD4+CD25- CD127low/- 16,6 ± 5,5 15,2 10,2 – 29,2 

CD4+CD25- CD127- 21,0 ± 4,8 19,5 13,3 – 29,1 

Gezeigt ist die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 innerhalb der CD4+ Lymphozyten sowie in 

deren Subpopulationen. Grau hinterlegt sind die, in den Suppression-Assays untersuchten, Zellpopula-

tionen. Alle Werte sind Prozentwerte und geben an, welcher Anteil der jeweiligen Subpopulation FoxP3 

exprimierte. Sie werden als Mittelwert ± Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert 

angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), engl. forkhead box protein 3 (FoxP3), 

maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), negativ (-), niedrig (engl. low), 

positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 

7,7 % der CD4+ T-Lymphozyten exprimierten den Transkriptionsfaktor FoxP3. Bei 53,7 

% der CD4+CD25+ T-Lymphozyten konnte eine FoxP3-Expression nachgewiesen 

werden. 81,4 % der, für die Suppression-Assays isolierten CD4+CD25+CD127low/- 

Tregs exprimierten FoxP3. Einen noch höheren Anteil machten die FoxP3-

exprimierenden Zellen mit 89,4 % in der CD4+CD25+CD127- Zellpopulation aus.    

Von den CD4+CD25+CD127+ Zellen exprimierten 26,0 % FoxP3. Die Zellen der     

Effektor- bzw. Gedächtnis-Treg-Population (CD4+CD25+CD127low/-CD45RA-) zeigten 

mit 83,9 % eine höhere FoxP3-Expression als die naiven Tregs (CD4+CD25+ 

CD127low/-CD45RA+), von denen nur 65,9 % FoxP3 exprimierten. 
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5,9 % der CD4+CD25- Zellen und 16,6 % der CD4+CD25-CD127low/- Zellen expri-

mierten FoxP3. Innerhalb der in den Suppression-Assays untersuchten CD4+CD25-

CD127- Zellen wiesen 21,0 % der Zellen eine FoxP3-Expression auf.  

In Abbildung 31 ist die Gating-Strategie der FoxP3-Expression gegenüber der IL-10-

Produktion für die Subpopulationen CD4+, CD4+CD25+CD127low/-, 

CD4+CD25+CD127-, CD4+CD25-CD127low/- und CD4+CD25-CD127- in Form von 

Dot Plots dargestellt. Auf die Ergebnisse der IL-10-Produktion wird im folgenden Kapi-

tel eingegangen. 
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Abbildung 31: Gating-Strategie der CD4+ Lymphozyten und deren Subpopulationen für die FoxP3-

Expression und die IL-10-Produktion. 

Dargestellt ist die FoxP3-Expression und die IL-10-Produktion in den CD4+ Lymphozyten (a) und in den 

Subpopulationen CD4+CD25+CD127low/- (b) und CD4+CD25-CD127low/- (c) sowie CD4+CD25+CD127- 

(d) und CD4+CD25-CD127- (e) eines exemplarischen Probanden. Die Prozentwerte stellen den Anteil der 

Zellen in den jeweiligen Quadranten an der übergeordneten Lymphozyten-Population dar. Abkürzungen: 

Allophycocyanin (APC), engl. cluster of differentiation (CD), Cyanin (Cy), engl. forkhead box protein 3 

(FoxP3), Interleukin (IL), negative (-), niedrig (engl. low), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), positive 

(+). 
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Die Unterschiede bezüglich der FoxP3-Expression ausgewählter Subpopulationen 

wurden mittels Wilcoxon-Rank-Test verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 25 dar-

gestellt.  

Tabelle 25: Vergleich der FoxP3-Expression innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

 p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 

FoxP3-Expression 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

81,4 ± 

9,5 

84,9 57,5 – 

88,9 

CD4+CD25- 

CD127- 

21,0 ± 

4,8 

19,5 13,3 – 

29,1 

0,001 ** 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

81,4 ± 

9,5 

84,9 57,5 – 

88,9 

CD4+CD25+ 

CD127- 

89,4 ± 

6,1 

90,4 76,2 – 

95,5 

0,001 ** 

CD4+CD25- 

CD127low/- 

16,6 ± 

5,5 

15,2 10,2 – 

29,2 

CD4+CD25- 

CD127- 

21,0 ± 

4,8 

19,5 13,3 – 

29,1 

0,002 ** 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

81,4 ± 

9,5 

84,9 57,5 – 

88,9 

CD4+CD25+ 

CD127+ 

26,0 ± 

10,6 

29,4 9,1 – 

42,4 

0,004 ** 

CD4+CD25+ 

CD127low/-

CD45RA+ 

65,9 ± 

19,7 

68,6 28,4 – 

86,8 

CD4+CD25+ 

CD127low/-

CD45RA- 

83,9 ± 

8,0 

87,0 64,1 – 

91,4 

0,005 ** 

Dargestellt sind die Ergebnisse des Wilcoxon-Rank-Testes, die durch den Vergleich der FoxP3-

Expression in den genannten Subpopulationen generiert wurden. Jede Zeile zeigt den Vergleich der 

FoxP3-Expression zwischen zwei Subpopulationen, jeweils in Prozent mit Mittelwert ± Standardabwei-

chung, Median, Minimum und Maximum. Die p-Werte sind in der letzten Spalte dargestellt und mit 

Sternchen markiert und grau hinterlegt, sofern eine signifikant unterschiedliche FoxP3-Expression 

zwischen den beiden Populationen vorlag. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), engl. 

forkhead box protein 3 (FoxP3), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), 

negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zelle (Treg), Standardabweichung (SD = 

engl. standard deviation). 

Zunächst wurde die FoxP3-Expression in den beiden, in den Suppression-Assays ver-

wendeten Zellpopulationen miteinander verglichen. Die CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

exprimierten mit 81,4 % signifikant mehr FoxP3 als die CD4+CD25-CD127- Zellen, von 

denen nur 21,0 % FoxP3 exprimierten (p = 0,001). Beim Vergleich der 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit den CD4+CD25+CD127- Zellen zeigte sich, dass 

ein Einschluss der CD127low-Zellen in die Population zu einer signifikant geringeren 

FoxP3-Expression führte (p = 0,001). Ebenso zeigte sich in der CD4+CD25-

CD127low/- Zellpopulation eine signifikant geringere FoxP3-Expression als in der 

CD4+CD25-CD127- Zellpopulation (p = 0,002). Der Zusammenhang zwischen der  
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Expression des Oberflächenmoleküls CD127 und der FoxP3-Expression wurde beim 

Vergleich der CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit den CD4+CD25+CD127+ Zellen 

deutlich. Hier zeigen die Zellen mit niedriger und fehlender CD127-Expression eine mit 

81,4 % signifikant höhere FoxP3-Expression als die CD127+ Zellen, von denen nur 

26,0 % FoxP3 exprimieren (p = 0,004). Zudem analysierten wir die FoxP3-Expression 

innerhalb der Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs und der naiven Tregs. Hier zeigten die 

CD45RA- Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs mit 83,9 % eine signifikant höhere FoxP3-

Expression als die CD45RA+ naiven Tregs, von denen nur 65,9 % FoxP3 exprimierten 

(p = 0,005).  

Graphisch veranschaulicht ist der Vergleich der FoxP3-Expression in Abbildung 32. 

 

Abbildung 32: Vergleich der FoxP3-Expression innerhalb der jeweiligen Subpopulationen. 

Verglichen wurde die FoxP3-Expression zwischen den jeweiligen Subpopulationen. Auf der Y-Achse ist 

der Anteil der FoxP3-exprimierenden Zellen innerhalb der jeweiligen Subpopulation in Prozent dargestellt. 

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen 

Subpopulationen innerhalb der CD4+ Lymphozyten aufgetragen. Für die signifikanten Unterschiede be-

züglich der FoxP3-Expression in den jeweiligen Zellpopulationen sind die p-Werte angegeben. Abkürzun-

gen: engl. cluster of differentiation (CD), engl. forkhead box protein 3 (FoxP3), negativ (-), niedrig (engl. 

low), positiv (+). 
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3.1.4.4 Zytokinproduktion innerhalb der Treg-Subpopulationen 

Es wurde die Zytokinproduktion der Subpopulationen CD4+CD25+CD127low/-, 

CD4+CD25+CD127-, CD4+CD25-CD127low/- und CD4+CD25-CD127- gemessen.   

IL-10 ist dabei ein klassisches anti-inflammatorisches Zytokin, während IFNγ ein 

Schlüsselzytokin von Th1 Zellen und IL-17 von Th17 darstellt [150] [65] [53] [70].      

Die Ergebnisse sind in Tabelle 26 dargestellt.  

Tabelle 26: Zytokinproduktion innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+CD25+CD127low/- IFNγ 2,8 ± 1,7 2,4 0,6 – 5,7 

IL-17 1,9 ± 0,9 1,8 0,6 – 3,3 

IL-10 0,5 ± 0,3 0,5 0,0 – 0,8 

CD4+CD25+CD127- IFNγ 1,0 ± 1,3 0,0 0,0 – 3,6 

IL-17 0,9 ± 1,5 0,0 0,0 – 4,8 

IL-10 0,3 ± 0,5 0,0 0,0 – 1,1 

CD4+CD25-CD127low/- IFNγ 8,2 ± 5,1 6,0 2,1 – 17,4 

IL-17 1,6 ± 0,9 1,4 0,7 – 3,0 

IL-10 0,3 ± 0,2 0,3 0,1 – 0,7 

CD4+CD25-CD127- IFNγ 10,1 ± 6,9 8,2 2,9 – 23,7 

IL-17 1,9 ± 1,2 1,8 0,4 – 4,8 

IL-10 0,5 ± 0,5 0,4 0,0 – 1,5 

Gezeigt ist die Zytokinproduktion innerhalb der Subpopulationen CD4+CD25+CD127low/-, 

CD5+CD25+CD127-, CD4+CD25-CD127low/- und CD4+CD25-CD127-. Grau hinterlegt sind die in den 

Suppression-Assays untersuchten Zellpopulationen. Alle Werte sind Prozentwerte und geben an,      

welcher Anteil der jeweiligen Subpopulation das entsprechende Zytokin produziert. Sie werden als 

Mittelwert ± Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), Interferon (IFN), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), Mittelwert 

(engl. Mean), minimaler Wert (Min), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zelle 

(Treg), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 

Innerhalb der isolierten Tregs (CD4+CD25+CD127low/-) produzierten 2,8 % der Zellen 

IFNγ, 1,9 % produzierten IL-17 und 0,5 % wiesen eine IL-10-Produktion auf. Die 

CD4+CD25-CD127- Zellen wiesen eine IFNγ-Produktion von 10,1 %, eine IL-17-

Produktion von 1,9 % und eine IL-10-Produktion von 0,5 % auf.  

Die Gating-Strategie von IFNγ und IL-17 ist in Abbildung 33 dargestellt. Die Gating-

Strategie für IL-10 ist im vorangegangenen Kapitel 3.1.4.3 in Abbildung 31 gegenüber 

der FoxP3-Expression aufgetragen. 
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Abbildung 33: Gating-Strategie der CD4+ Lymphozyten und deren Subpopulationen für IFNγ und IL-17. 

Dargestellt ist die IFNγ- und die IL-17-Produktion in den CD4+ Lymphozyten (a) sowie in den Subpopulati-

onen CD4+CD25+CD127low- (b), CD4+CD25-CD127low- (c), CD4+CD25+CD127- (d) und CD4+CD25-

CD127- (e) eines exemplarischen Probanden. Die Prozentwerte stellen den Anteil der Zellen in den jewei-

ligen Quadranten an der übergeordneten Lymphozyten-Population dar. Abkürzungen: engl. brilliant violet 

(BV), engl. cluster of differentiation (CD), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Interferon (IFN), Interleukin (IL), 

negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+). 

Die Zytokinproduktion ausgewählter Subpopulationen wurden mittels Wilcoxon-Rank-

Test verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 27 dargestellt.  
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Tabelle 27: Vergleich der Zytokinproduktion innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

 p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 

IFNγ-Produktion 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

2,8 ± 

1,7 

2,4 0,6 – 

5,7 

CD4+CD25- 

CD127- 

10,1 ± 

6,9 

8,2 2,9 – 

23,7 

0,001 

** 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

2,8 ± 

1,7 

2,4 0,6 – 

5,7 

CD4+CD25+ 

CD127- 

1,0 ± 

1,3 

0,0 0,0 – 

3,6 

0,005 

** 

CD4+CD25- 

CD127low/- 

8,2 ± 

5,1 

6,0 2,1 – 

17,4 

CD4+CD25- 

CD127- 

10,1 ± 

6,9 

8,2 2,9 – 

23,7 

0,148 

IL-17-Produktion 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

1,9 ± 

0,9 

1,8 0,6 – 

3,3 

CD4+CD25- 

CD127- 

1,9 ± 

1,2 

1,8 0,4 – 

4,8 

0,594 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

1,9 ± 

0,9 

1,8 0,6 – 

3,3 

CD4+CD25+ 

CD127- 

0,9 ± 

1,5 

0,0 0,0 – 

4,8 

0,023 

* 

CD4+CD25- 

CD127low/- 

1,6 ± 

0,9 

1,4 0,7 – 

3,0 

CD4+CD25- 

CD127- 

1,9 ± 

1,2 

1,8 0,4 – 

4,8 

0,610 

IL-10-Produktion 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

0,5 ± 

0,3 

0,5 0,0 – 

0,8 

CD4+CD25- 

CD127- 

0,5 ± 

0,5 

0,4 0,0 – 

1,5 

0,735 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

0,5 ± 

0,3 

0,5 0,0 – 

0,8 

CD4+CD25+ 

CD127- 

0,3 ± 

0,5 

0,0 0,0 – 

1,1 

0,057 

CD4+CD25- 

CD127low/- 

0,3 ± 

0,2 

0,3 0,1 – 

0,7 

CD4+CD25- 

CD127- 

0,5 ± 

0,5 

0,4 0,0 – 

1,5 

0,264 

Dargestellt sind die Ergebnisse des Wilcoxon-Rank-Testes, die durch den Vergleich Zytokinproduktion 

in den genannten Subpopulationen generiert wurden. Jede Zeile zeigt den Vergleich der Zytokinproduk-

tion zwischen zwei Subpopulationen, jeweils in Prozent mit Mittelwert ± Standardabweichung, Median, 

Minimum und Maximum. Die p-Werte sind in der letzten Spalte dargestellt und mit Sternchen markiert 

und grau hinterlegt, sofern eine signifikant unterschiedliche Zytokinproduktion vorlag.                       

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), Interferon (IFN), Interleukin (IL), maximaler Wert 

(Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulato-

rische T-Zelle (Treg), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 

Zunächst wurde die Zytokinproduktion in den beiden in den Suppression-Assays unter-

suchten Zellpopulationen miteinander verglichen. Die CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

produzierten mit 2,8 % signifikant weniger IFNγ als die CD4+CD25-CD127- Zellen, von 

denen 10,1 % IFNγ produzierten (p = 0,001). Für die Zytokine IL-17 und IL-10 ergaben 

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den CD4+CD25+CD127low/- Zellen 
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und den CD4+CD25-CD127- Zellen. Beim Vergleich der CD4+CD25+CD127low/- Zel-

len mit den CD4+CD25+CD127- Zellen zeigte sich, dass ein Einschluss der CD127low-

Zellen in die Population zu einer signifikant höheren Produktion von IFNγ (p = 0,005) 

und IL-17 (p = 0,023) führte. Für den Vergleich der IL-10-Produktion innerhalb der bei-

den Populationen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der Vergleich der 

Zytokinproduktion zwischen den CD4+CD25-CD127low/- und den CD4+CD25-CD127- 

Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede. 

Graphisch veranschaulicht ist der Vergleich der IFNγ-Produktion in Abbildung 34, der 

Vergleich der IL-17-Produktion in Abbildung 35 und der Vergleich der IL-10-Produktion 

in Abbildung 36.  

 

Abbildung 34: Vergleich der intrazellulären IFNγ-Produktion innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

Verglichen wurde die IFNγ-Produktion zwischen den jeweiligen Subpopulationen. Auf der Y-Achse ist der 

Anteil der IFNγ-produzierenden Zellen an der jeweiligen Subpopulationen in Prozent dargestellt.         

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen 

Subpopulationen innerhalb der CD4+ Lymphozyten aufgetragen. Für die signifikanten Unterschiede be-

züglich der IFNγ-Produktion in den jeweiligen Zellpopulationen sind die p-Werte angegeben. Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), Interferon (IFN), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+). 
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Abbildung 35: Vergleich der intrazellulären IL-17-Produktion innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

Verglichen wurde die IL-17-Produktion zwischen den jeweiligen Subpopulationen. Auf der Y-Achse ist der 

Anteil der IL-17-produzierenden Zellen an der jeweiligen Subpopulationen in Prozent dargestellt.         

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen 

Subpopulationen innerhalb der CD4+ Lymphozyten aufgetragen. Für den signifikanten Unterschied bezüg-

lich der IL-17-Expression zwischen den CD4+CD25+CD127low/- Zellen und den CD4+CD25+CD127- 

Zellen ist der p-Wert angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), negativ 

(-), niedrig (engl. low), positiv (+). 
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Abbildung 36: Vergleich der intrazellulären IL-10-Produktion innerhalb der Treg-Subpopulationen. 

Verglichen wurde die IL-10-Produktion zwischen den jeweiligen Subpopulationen. Auf der Y-Achse ist der 

Anteil der IL-10-produzierenden Zellen an der jeweiligen Subpopulationen in Prozent dargestellt.         

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen 

Subpopulationen innerhalb der CD4+ Lymphozyten aufgetragen. Bezüglich der IL-10-Produktion ergaben 

sich keine signifikanten Unterschiede. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), 

negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+). 

3.1.5 Chemokinrezeptoren und CD161 

Es wurden die Expression der extrazellulären Domäne der Chemokinrezeptoren 

CXCR3, CCR6 und CCR5 sowie die Expression des Oberflächenmoleküls CD161  

analysiert. Auf die Expression des Chemokinrezeptors CCR7 wurde in Kapitel 3.1.3 im 

Rahmen der T-Zell-Differenzierung eingegangen. CXCR3 und CCR5 sind dabei      

typische Chemokinrezeptoren für Th1 Zellen, CCR6+ für den Th17 Phänotyp und 

CD161+ wird mit Th17/Th1-Zellen assoziiert [28] [86] [91]. In Tabelle 28 ist der Anteil 

der Zellen, die die einzelnen Chemokinrezeptoren bzw. den Marker CD161 exprimie-

ren, an den gesamten CD4+ bzw. CD8+ Lymphozyten dargestellt. 
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Tabelle 28: Expression der Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR6 und CCR5 sowie des Oberflächenmole-

küls CD161. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+ CXCR3+ 6,5 ± 4,7 5,5 0,3 – 14,3 

 CCR5+ 2,3 ± 0,7 2,1 1,2 – 3,6 

 CCR6+ 17,5 ± 9,5 16,9 5,0 – 38,9 

 CD161+ 9,0 ± 3,5 9,1 3,0 – 13,4 

CD8+ CXCR3+ 21,5 ± 10,7 24,1 0,8 – 31,7 

 CCR5+ 49,4 ± 20,0 45,5 27,0 – 97,6 

 CCR6+ 10,0 ± 4,0 10,1 4,2 – 16,5 

 CD161+ 4,1 ± 3,3 2,6 1,5 – 12,8 

Gezeigt ist die Expression der extrazellulären Domäne der Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR6 und 

CCR5 sowie des Oberflächenmoleküls CD161 innerhalb der CD4+ bzw. der CD8+ Zellen. Alle Werte 

sind Prozentwerte und geben an, welcher Anteil der CD4+ bzw. der CD8+ Zellen den angegebenen 

Marker exprimiert. Sie werden als Mittelwert ± Standardabweichung, Median, minimaler und maximaler 

Wert angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), CC-Chemokinrezeptor (CCR), 

CXC-Chemokinrezeptor (CXCR), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), 

naive Zellen (N), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 

Innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten exprimierten 6,5 % der Zellen den Chemokinre-

zeptor CXCR3. 2,3 % der CD4+ T-Lymphozyten exprimierten CCR5. Bei 17,5 % der 

CD4+ T-Lymphozyten konnten wir eine CCR6-Expression nachweisen und bei 9,0 % 

der CD4+ T-Lymphozyten eine Expression von CD161.  

Die Expression von CXCR3 innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten lag bei 21,5 %.       

Der Chemokinrezeptor CCR5 wurde von 49,4 % der CD8+ T-Lymphozyten exprimiert. 

10,0 % der CD8+ T-Lymphozyten exprimierten CCR6 und bei 4,1 % der CD8+            

T-Lymphozyten konnten wir die Expression des Oberflächenmarkers CD161 messen.  

Tabelle 29 zeigt die Produktion der Zytokine IFNγ und IL-17 in den jeweiligen Chemo-

kinrezeptor-tragenden Subpopulationen.  
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Tabelle 29: Zytokinproduktion innerhalb der Chemokinrezeptor-tragenden und CD161-exprimierenden 

Zellen. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

CD4+ CXCR3+    

 IFNγ 32,6 ± 11,6 42,6 20,0 – 62,2 

 IL-17 2,7 ± 2,0 2,2 0,0 – 6,3 

 CCR5+    

 IFNγ 23,8 ± 12,0 22,2 4,8 – 43,5 

 IL-17 3,8 ±2,6 3,7 0,0 – 8,3 

 CCR6+    

 IFNγ 22,0 ± 9,6 21,8 6,9 – 38,8 

 IL-17 5,6 ± 1,3 5,9 3,7 – 8,3 

 CD161+    

 IFNγ 31,2 ± 12,3 32,3 13,0 – 54,4 

 IL-17 6,0 ± 2,5 5,2 3,0 – 10,5 

CD8+ CXCR3+    

 IFNγ 42,6 ± 15,7 39,8 20,0 – 66,1 

 IL-17 2,5 ± 4,0 1,3 0,0 – 14,3 

 CCR5+    

 IFNγ 36,3 ± 16,3 35,8 13,4 – 59,4 

 IL-17 0,9 ± 0,6 0,6 0,2 – 1,8 

 CCR6+    

 IFNγ 44,4 ± 17,4 40,2 19,0 – 73,3 

 IL-17 1,7 ± 0,7 1,9 0,8 – 2,4 

 CD161+    

 IFNγ 62,0 ± 18,8 60,0 21,2 – 84,0 

 IL-17 1,6 ± 2,0 0,0 0,0 – 5,6 

Gezeigt ist der Anteil der IFNγ bzw. IL-17-produzierenden Zellen an den Chemokinrezeptor-tragenden 

und CD161-exprimierenden CD4+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten. Alle Werte sind Prozentwerte und geben 

an, welcher Anteil der Zellen das angegebene Zytokin produzierte. Sie werden als Mittelwert ± Stan-

dardabweichung, Median, minimaler und maximaler Wert angegeben. Abkürzungen: engl. cluster of 

differentiation (CD), CC-Chemokinrezeptor (CCR), CXC-Chemokinrezeptor (CXCR), Interferon (IFN), 

Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), Mittelwert (engl. Mean), minimaler Wert (Min), naive Zellen (N), 

positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation). 
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Bei den CD4+ T-Lymphozyten war die IFNγ-Produktion mit 32,6 % am höchsten inner-

halb der CD4+CXCR3+ Zellen, gefolgt von 31,2 % innerhalb der CD4+CD161+ Zellen. 

23,8 % der CD4+CCR5+ Zellen und 22,0 % der CD4+CCR6+ Zellen produzierten 

IFNγ. Die IL-17-Produktion war mit 6,0 % am höchsten innerhalb der CD4+CD161+ 

Zellen, gefolgt von 5,6 % innerhalb der CD4+CCR6+ Zellen. 3,8 % der CD4+CCR5+ 

Zellen und 2,7 % der CD4+CXCR3+ Zellen zeigten eine IL-17-Produktion.  

Innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten zeigten die CD8+CD161+ Zellen mit 62,0 % die 

höchste IFNγ-Produktion. 44,4 % der CD8+CCR6+ Zellen, 42,6 % der CD8+CXCR3+ 

Zellen und 36,3 % der CD8+CCR5+ Zellen produzierten IFNγ. IL-17 wurde von 2,5 % 

der CD8+CXCR3+ Zellen, von 1,7 % der CD8+CCR6+ Zellen, von 1,6 % der 

CD8+CD161+ Zellen und von 0,9 % der CD8+CCR5+ Zellen produziert.  

In Abbildung 37 ist die Gating-Strategie der untersuchten Chemokinrezeptoren 

CXCR3, CCR5 und CCR6 innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten und die Zytokinproduk-

tion von IFNγ und IL-17 innerhalb der Chemokinrezeptor-tragenden Subpopulationen 

dargestellt. Das Gating innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten erfolgte analog dazu. 
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Abbildung 37: Gating-Strategie der Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR6 und CCR5 in Verbindung mit den 

Zytokinen IFNγ und IL-17 innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten.  

Abbildung 37 a zeigt die Gating-Strategie für CXCR3, IFNγ und IL-17, Abbildung 37 b die Gating-Strategie 

für CCR6, IFNγ und IL-17 und Abbildung 37 c die Gating-Strategie für CCR5, IFNγ und IL-17. Die Pro-

zentwerte stellen den Anteil der Zellen in den jeweiligen Quadranten an den CD4+ T-Lymphozyten eines 

exemplarischen Probanden dar. Abkürzungen: Allophycocyanin (APC), engl. cluster of differentiation (CD), 

CC-Chemokinrezeptor (CCR), CXC-Chemokinrezeptor (CXCR), Cyanin (Cy), Fluoresceinisothiocyanat 

(FITC), Interferon (IFN), Interleukin (IL), positiv (+). 



 

105 
 

Abbildung 38 zeigt die Gating-Strategie für das Oberflächenmolekül CD161 innerhalb 

der CD4+ T-Lymphozyten und die Produktion von IFNγ und IL-17 innerhalb der 

CD4+CD161+ Zellpopulation. Das Gating von CD161 erfolgte in der CD8+ Zellpopula-

tion analog dazu. 

 

Abbildung 38: Gating-Strategie des Oberflächenmoleküls CD161 innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten und 

der Zytokinproduktion von IFNγ und IL-17 innerhalb der CD4+CD161+ Zellen.  

Die Prozentwerte stellen den Anteil der Zellen im Gate bzw. in den jeweiligen Quadranten an der überge-

ordneten Lymphozyten-Population eines exemplarischen Probanden dar. Abkürzungen: Allophycocyanin 

(APC), engl. brilliant violet (BV), engl. cluster of differentiation (CD), Fluoresceinisothiocyanat (FITC),  

Interferon (IFN), Interleukin (IL), positiv (+), Vorwärtsstreulicht (FSC = engl. forward-scattered light). 
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3.2 Polarisierung und Funktionsuntersuchung regulatorischer T-Zellen 

und CD4+CD25-CD127- Zellen mittels Suppression-Assays  

Die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- 

Zellen wurde anhand ihrer Fähigkeit gemessen, die Proliferation der CFSE-gefärbten 

autologen CD4- Effektorzellen zu hemmen. 

Es wurde die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-

CD127- Zellen direkt nach deren Isolation untersucht (PreStim = Prästimulations-

Suppression-Assays) sowie nach Stimulation mittels Th17- und Treg-Zytokin-Cocktails 

(PostStim = Poststimulations-Suppression-Assays). 

Gemessen wurde die Proliferation der CD4- Effektorzellen. Die Suppressionsfunktion 

der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen wurde mittels der in 

Kapitel 2.2.6.10 beschriebenen Formel ermittelt.  

Die Abkürzung CD25+ steht in den folgenden Tabellen und Grafiken für die 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) und die Abkürzung CD25- für die CD4+CD25-

CD127- Zellen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen zu CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen, wird durch die Formulierungen 0:1, 

0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. 

In Tabelle 30 sind die Probanden, deren CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-

CD127- Zellen polarisiert und mittels Suppression-Assays untersucht wurden, aufge-

führt und hinsichtlich ihres Alters und Geschlechts charakterisiert. 

Tabelle 30: Charakterisierung der in Suppression-Assays untersuchten Probanden hinsichtlich ihres Alters 

und Geschlechts. 

Proband Nr. Alter in Jahren Geschlecht  

1 25 m 

2 23 m 

3 23 w 

4 25 m 

5 23 m 

6 23 m 

Abkürzungen: männlich (m), Nummer (Nr.), weiblich (w). 
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3.2.1 Zellzahlen nach den verschiedenen Isolationsprozessen 

Bevor die Suppression-Assays durchgeführt werden konnten, mussten zwei            

verschiedene Isolationsschritte erfolgen. Die Zellzahlen nach den verschiedenen    

Isolationsprozessen sind in Tabelle 31 aufgelistet.  

Tabelle 31: Zellzahlen nach den verschiedenen Isolationsprozessen. 

  Mean ± SD Median Min – Max 

PBMCs  gezählt nach Isolierung mittels Ficoll [x 106] 58,2 ± 12,1 57,5 46 – 78 

gezählt nach Kryokonservierung [x 106] 42,8 ± 15,3 42 17 – 62 

CD4+  gezählt nach MACS-Isolierung [x 106] 9,0 ± 4,3 7,1 4,9 – 14,8 

vom Sorter registriert [x 106] 5,4 ± 2,7 4,5 2,8 – 9,2 

CD4+CD25+ 

CD127low/- 

(Tregs) 

gezählt nach Zell-Sorting 286.500 ± 

102697 

248.000 

 

180.000 – 

415.000 

vom Sorter registrierter Anteil an den CD4+ 

Zellen [%] 

6,2 ± 1,1 6,0 5,1 – 8,2 

CD4+CD25- 

CD127-  

gezählt nach Zell-Sorting 144.500 ± 

46.008 

142.000 76.000 – 

200.000 

vom Sorter registrierter Anteil an den CD4+ 

Zellen [%] 

3,3 ± 2,4 2,4 1,5 – 7,8 

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), magnetische Zellseparation (MACS = engl. magnetic 

activated cell sorting), maximaler Wert (Max), minimaler Wert (Min), Mittelwert (engl. Mean), mononuk-

leäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood mononuclear cells), negativ (-), 

niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zellen (Tregs), Standardabweichung (SD = engl. stan-

dard deviation). 

Die Isolation der PBMCs aus 50 ml Vollblut ergab im Mittel 58,2 x 106 Zellen. Nach 

Kryokonservierung und Auftauen waren noch 42,8 x 106 PBMCs vorhanden. Daraus 

konnten mittels MACS-Isolation durchschnittlich 9,0 x 106 CD4+ T-Lymphozyten ge-

wonnen werden. Vom Sorter wurden im Mittel 5,4 x 106 CD4+ Lymphozyten registriert. 

Nach dem durchflusszytometrischen Zell-Sorting lagen im Mittel 286.500 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und 144.500 CD4+CD25-CD127- Zellen vor. Im durch-

flusszytometrischen Zell-Sorting machte die Population der CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen durchschnittlich 6,2 % der CD4+ Zellen aus und die Population der CD4+CD25-

CD127- Zellen machte 3,3 % der CD4+ Zellen aus.  
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3.2.2 Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den unterschiedli-

chen Versuchsansätzen 

3.2.2.1 Deskriptive Statistik der Prä- und Poststimulations-Suppression-Assays 

In der folgenden Tabelle 32 sind die Ergebnisse der Prä- und Poststimulations-

Suppression-Assays beschrieben. Die Zahlenwerte stehen für die Proliferation der 

CD4- Effektorzellen in Prozent im Kontrollansatz (0:1) sowie in den Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen (0,5:1 und 1:1). 

Die unterschiedlichen Proliferationswerte der Kontrollansätze für die CD4+CD25+ 

CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen kamen zustande, da bei vier Probanden 

die angestrebte Ausgangszellzahl von 180.000 CD4+CD25-CD127- Zellen nach dem 

Zell-Sorting nicht vorlag. Daher wurden in diesen Fällen, um das Verhältnis von 

CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen von 0:1, 0,5:1 und 1:1 einzuhalten, 

Kontrollansätze mit geringeren Zellzahlen gewählt (s. Kapitel 2.2.6.5). 

Tabelle 32: Deskriptive Darstellung der Ergebnisse der Prä- und Poststimulations-Suppression-Assays.  

 Versuchsansatz Mean ± SD Median Min – Max 

Prästimulations-

Suppression-Assay 

CD25+ 0:1 32,22 ± 17,20 31,15 14,40 – 51,70 

CD25+ 0,5:1 8,53 ± 6,52 6,80 3,90 – 21,40 

CD25+ 1:1 6,77 ± 4,07 5,20 3,40 – 12,90 

CD25- 0:1 30,05 ± 15,10 31,15 13,80 – 49,00 

CD25- 0,5:1 33,82 ± 17,36 51,68 14,70 – 55,80 

CD25- 1:1 40,07 ± 18,32 36,40 17,30 – 67,90 

Poststimulations-

Suppression-Assay 

nach Stimulation mit 

dem Th17-Cocktail 

(IL-1β, IL-6, IL-23, 

TGFβ) 

 

CD25+ 0:1 38,82 ± 16,05 36,95 21,30 – 57,30 

CD25+ 0,5:1 34,15 ± 18,45 30,70 9,80 – 59,70 

CD25+ 1:1 33,03 ± 18,23 32,10 9,30 – 58,60 

CD25- 0:1 40,78 ± 16,39 40,55 25,20 – 58,00 

CD25- 0,5:1 45,50 ± 20,33 42,80 25,90 – 72,30 

CD25- 1:1 42,35 ± 25,79 39,50 16,20 – 72,90 

Poststimulations-

Suppression-Assay 

nach Stimulation mit 

dem Treg-Cocktail 

(IL-2, TGFβ) 

 

CD25+ 0:1 38,82 ± 16,05 36,95 21,30 – 57,30 

CD25+ 0,5:1 15,42 ± 7,78 14,45 4,90 – 24,90 

CD25+ 1:1 14,63 ± 6,52 13,55 6,70– 24,10 

CD25- 0:1 40,78 ± 16,39 40,55 25,20 – 58,00 

CD25- 0,5:1 20,08 ± 9,12 17,85 9,10 – 34,40 

CD25- 1:1 21,43 ± 10,24 18,20 9,30 – 35,40 
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__________________________________________________________________________________ 

Die Zahlenwerte stehen für die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent, jeweils mit Mittelwert ± 

Standardabweichung, Median, Minimum und Maximum. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- 

bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen, wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 

1:1 wiedergegeben. Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zel-

len (CD25-), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), magnetische Zellseparation (MACS = 

engl. magnetic activated cell sorting), maximaler Wert (Max), minimaler Wert (Min), Mittelwert (engl. 

Mean), mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = engl. peripheral blood mononuclear 

cells),   negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), regulatorische T-Zellen (Tregs), Standardabweichung 

(SD = engl. standard deviation), T-Helferzelle (Th), engl. transforming growth factor (TGF). 

In Abbildung 22 im Kapitel 2.2.6.9 ist die Messung der Proliferation der CD4- Effektor-

zellen eines exemplarischen Probanden im Kontrollansatz sowie in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen in einer Histogrammdarstellung der gemessenen 

CFSE-Konzentration veranschaulicht.  

3.2.2.2 Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Prolifera-

tion in den Kontrollansätzen  

Es wurde jeweils die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen 

(CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit CD4- Effektorzellen) mit 

der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Kontrollansätzen (ausschließlich CD4- 

Effektorzellen) mittels Wilcoxon-Rank-Testes verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabel-

le 33 dargestellt. Besonderes Interesse galt der Frage, ob die Proliferation der CD4- 

Effektorzellen in den Co-Kulturen geringer als im Kontrollansatz sein würde, da dies 

auf eine Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen hindeuten könnte. 
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Tabelle 33: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen zwischen den Co-Kulturen und den Kon-

trollansätzen. 

Kontroll-

ansatz 

Proliferation der CD4- Ef-

fektorzellen [%] 

Co-Kultur Proliferation der CD4- Ef-

fektorzellen [%] 

p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 

Prästimulations-Suppression-Assay 

CD25+ 0:1 32,22 ± 

17,20 

31,15 14,40 – 

51,70 

CD25+ 0,5:1 8,53 ± 

6,52 

6,80 3,90 – 

21,40 

0,031 * 

CD25+ 0:1 32,22 ± 

17,20 

31,15 14,40 – 

51,70 

CD25+ 1:1 6,77 ± 

4,07 

5,20 3,40 – 

12,90 

0,031 * 

CD25- 0:1 30,05 ± 

15,10 

31,15 13,80 – 

49,00 

CD25- 0,5:1 33,82 ± 

17,36 

51,68 14,70 – 

55,80 

0,094 

CD25- 0:1 30,05 ± 

15,10 

31,15 13,80 – 

49,00 

CD25- 1:1 40,07 ± 

18,32 

36,40 17,30 – 

67,90 

0,063 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail (IL-1β, IL-6, IL-23, 

TGFβ) 

CD25+ 0:1 38,82 ± 

16,05 

36,95 21,30 – 

57,30 

CD25+ 0,5:1 34,15 ± 

18,45 

30,70 9,80 – 

59,70 

0,313 

CD25+ 0:1 38,82 ± 

16,05 

36,95 21,30 – 

57,30 

CD25+ 1:1 33,03 ± 

18,23 

32,10 9,30 – 

58,60 

0,156 

CD25- 0:1 40,78 ± 

16,39 

40,55 25,20 – 

58,00 

CD25- 0,5:1 45,50 ± 

20,33 

42,80 25,90 – 

72,30 

0,031 * 

CD25- 0:1 40,78 ± 

16,39 

40,55 25,20 – 

58,00 

CD25- 1:1 42,35 ± 

25,79 

39,50 16,20 – 

72,90 

1,000 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail (IL-2, TGFβ) 

CD25+ 0:1 38,82 ± 

16,05 

36,95 21,30 – 

57,30 

CD25+ 0,5:1 15,42 ± 

7,78 

14,45 4,90 – 

24,90 

0,031 * 

CD25+ 0:1 38,82 ± 

16,05 

36,95 21,30 – 

57,30 

CD25+ 1:1 14,63 ± 

6,52 

13,55 6,70– 

24,10 

0,031 * 

CD25- 0:1 40,78 ± 

16,39 

40,55 25,20 – 

58,00 

CD25- 0,5:1 20,08 ± 

9,12 

17,85 9,10 – 

34,40 

0,031 * 

CD25- 0:1 40,78 ± 

16,39 

40,55 25,20 – 

58,00 

CD25- 1:1 21,43 ± 

10,24 

18,20 9,30 – 

35,40 

0,031 * 

Dargestellt sind die Ergebnisse des zweiseitigen Wilcoxon-Rank-Testes, die aus den Proliferationswer-

ten in Prozent der CD4- Effektorzellen generiert wurden. Jede Zeile zeigt den Vergleich der Proliferation 

der CD4- Effektorzellen in einer Co-Kultur mit CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen 

mit dem jeweiligen Kontrollansatz (nur CD4- Effektorzellen). Für die einzelnen Ansätze ist die Prolifera-

tion der CD4- Effektorzellen in Prozent dargestellt, jeweils mit Mittelwert ± Standardabweichung, Medi-
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an, Minimum und Maximum. Die p-Werte sind in der rechten Spalte dargestellt und mit Sternchen mar-

kiert und grau hinterlegt, sofern es zu einer signifikanten Reduktion oder Steigerung der Proliferation 

der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur im Vergleich zum Kontrollansatz gekommen war. Das Verhält-

nis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen, wird durch die 

Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

(CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen (CD25-), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), ma-

ximaler Wert (Max), minimaler Wert (Min), Mittelwert (engl. Mean), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv 

(+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation), engl. transforming growth factor (TGF). 

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Vergleichs der Proliferation der CD4-            

Effektorzellen in den Co-Kulturen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den 

Kontrollansätzen veranschaulicht. Abbildung 39 zeigt die Ergebnisse für die               

Co-Kulturen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen, Abbildung 40 für die Co-Kulturen mit 

CD4+CD25-CD127- Zellen. 

 

Abbildung 39: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Kontrollansätzen. 

Auf der Y-Achse ist die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent dargestellt. Angegeben ist jeweils 

der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze 

aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird 

durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen es zu 

einer signifikanten Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz gekommen war, sind die p-Werte      

angegeben (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig 

(engl. low), positiv (+), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-

Suppression-Assay (PreStim). 
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Abbildung 40: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit CD4+CD25-

CD127- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Kontrollansätzen. 

Auf der Y-Achse ist die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent dargestellt. Angegeben ist jeweils 

der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze 

aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25-CD127- zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird durch 

die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen es zu einer 

signifikanten Reduktion oder Erhöhung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25-CD127- Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz gekommen war, sind die p-Werte angegeben 

(Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), positiv (+), Poststimu-

lations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-

Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Im Prästimulations-Suppression-Assay hatten in der Co-Kultur mit CD4+CD25+ 

CD127low/- Zellen 6,77 % (Verhältnis 1:1) bzw. 8,53 % (Verhältnis 0,5:1) der CD4- 

Effektorzellen proliferiert. Damit war die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-

Kulturen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen signifikant geringer als im Kontrollansatz, 

in dem 32,22 % der Zellen proliferiert hatten (p = 0,031). 

Das Vorhandensein von CD4+CD25-CD127- Zellen in der Co-Kultur mit CD4- Effektor-

zellen führte im Prästimulations-Suppression-Assay zu keiner erkennbaren Verände-

rung der Proliferation der CD4- Effektorzellen. 

In der Poststimulations-Analyse war die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den 

Co-Kulturen mit den mittels Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

nicht signifikant geringer als im Kontrollansatz. Die mit dem Th17-Cocktail stimulierten 
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CD4+CD25-CD127- Zellen führten in der Co-Kultur, in der sie mit CD4- Effektorzellen 

in einem Verhältnis von 1:1 vorlagen, zu keiner signifikant unterschiedlichen Proliferati-

on der CD4- Effektorzellen. In der Co-Kultur, in der die mittels Th17-Cocktails stimulier-

ten CD4+CD25-CD127- Zellen mit CD4- Effektorzellen im Verhältnis 0,5:1 vorlagen, 

war die Proliferation der CD4- Effektorzellen mit 45,5 % signifikant höher als im Kon-

trollansatz, in dem 40,78 % der CD4- Effektorzellen proliferiert hatten (p = 0,031).  

Die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit den mittels Treg-

Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen war mit 15,42 % (Verhältnis 

0,5:1) bzw. 14,63 % (Verhältnis 1:1) signifikant geringer als die Proliferation der CD4- 

Effektorzellen im Kontrollansatz, in dem 38,82 % der CD4- Effektorzellen proliferiert 

hatten (p = 0,031). In den Co-Kulturen, in denen mittels Treg-Cocktails stimulierte 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit CD4-Effektorzellen vorlagen war die Proliferation der 

CD4- Effektorzellen ebenfalls signifikant geringer (20,08 % im Verhältnis 0,5:1 und 

21,43 % im Verhältnis 1:1) als im Kontrollansatz, wo sie bei 40,78 % lag (p = 0,031).  

3.2.2.3 Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

unstimulierten oder stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen 

Auch für den Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen wurde der zweiseitige     

Wilcoxon-Rank-Test verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 34 dargestellt. 
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Tabelle 34: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit unstimulierten oder 

stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Co-Kultur 

PreStim 

Proliferation der CD4- Ef-

fektorzellen [%] 

Co-Kultur 

PostStim 

Proliferation der CD4- 

Effektorzellen [%] 

p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Median Min – 

Max 

 

PreStim PostStim (Th17)  

CD25+ 0,5:1 8,53 ± 

6,52 

6,80 3,90 – 

21,40 

CD25+ 0,5:1 34,15 ± 

18,45 

30,70 9,80 – 

59,70 

0,031 * 

CD25+ 1:1 6,77 ± 

4,07 

5,20 3,40 – 

12,90 

CD25+ 1:1 33,03 ± 

18,23 

32,10 9,30 – 

58,60 

0,031 * 

CD25- 0,5:1 33,82 ± 

17,36 

51,68 14,70 – 

55,80 

CD25- 0,5:1 45,50 ± 

20,33 

42,80 25,90 – 

72,30 

0,031 * 

CD25- 1:1 40,07 ± 

18,32 

36,40 17,30 – 

67,90 

CD25- 1:1 42,35 ± 

25,79 

39,50 16,20 – 

72,90 

0,688 

PreStim PostStim (Treg)  

CD25+ 0,5:1 8,53 ± 

6,52 

6,80 3,90 – 

21,40 

CD25+ 0,5:1 15,42 ± 

7,78 

14,45 4,90 – 

24,90 

0,031 * 

CD25+ 1:1 6,77 ± 

4,07 

5,20 3,40 – 

12,90 

CD25+ 1:1 14,63 ± 

6,52 

13,55 6,70– 

24,10 

0,031 * 

CD25- 0,5:1 33,82 ± 

17,36 

51,68 14,70 – 

55,80 

CD25- 0,5:1 20,08 ± 

9,12 

17,85 9,10 – 

34,40 

0,031 * 

CD25- 1:1 40,07 ± 

18,32 

36,40 17,30 – 

67,90 

CD25- 1:1 21,43 ± 

10,24 

18,20 9,30 – 

35,40 

0,031 * 

Dargestellt sind die Ergebnisse des zweiseitigen Wilcoxon-Rank-Testes, die aus den Proliferationswer-

ten in Prozent der CD4- Effektorzellen generiert wurden. Jede Zeile zeigt den Vergleich der Proliferation 

der CD4- Effektorzellen in einer Co-Kultur mit unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in einer Co-Kultur mit mittels 

Th17- oder Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen. Für 

die einzelnen Ansätze ist die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent dargestellt, jeweils mit 

Mittelwert ± Standardabweichung, Median, Minimum und Maximum. Das Verhältnis von 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen, wird durch die Formu-

lierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Die p-Werte sind in der rechten Spalte dargestellt und mit 

einem Sternchen markiert und grau hinterlegt, sofern es zu einer signifikanten Reduktion oder Steige-

rung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit stimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen im Vergleich zu der Co-Kultur mit unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen gekommen war (Wilcoxon-Rank-Test). Ab-

kürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen (CD25-), engl. cluster 

of differentiation (CD), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), minimaler Wert (Min), Mittelwert (engl. 

Mean), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation 
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mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail 

(Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim), Standardabweichung (SD = engl. standard devia-

tion), engl. transforming growth factor (TGF). 

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Vergleichs der Proliferation der CD4- Effektor-

zellen in den Co-Kulturen mit unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-

Kulturen mit stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen 

graphisch dargestellt. Abbildung 41 zeigt die Ergebnisse für die Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen, Abbildung 42 die Ergebnisse für die Co-Kulturen mit 

CD4+CD25-CD127- Zellen.  

 

Abbildung 41: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit stimu-

lierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen. 

Dargestellt ist auf der Y-Achse die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent. Angegeben ist jeweils 

der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze 

aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird 

durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen es zu 

einer signifikanten Erhöhung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen im Vergleich zur Proliferation der CD4- Effektorzellen im Ansatz mit unsti-

mulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen gekommen war, sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-Rank-

Test). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Post-

stimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-

Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 



 

116 
 

 

Abbildung 42: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit unstimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit stimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Dargestellt ist auf der Y-Achse die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent. Angegeben ist jeweils 

der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze 

aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25-CD127- zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird durch 

die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen es zu einer 

signifikanten Erhöhung oder Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit   

stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen im Vergleich zur Proliferation der CD4- Effektorzellen im   

Ansatz mit unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen gekommen war, sind die p-Werte angegeben 

(Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), positiv (+), Poststimu-

lations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-

Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Die Proliferation der CD4- Effektorzellen war in der Co-Kultur mit mittels Th17-

Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen signifikant höher (34,21 % im 

Verhältnis 0,5:1 und 33,03 % im Verhältnis 1:1) als in den Ansätzen mit den unstimu-

lierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen (8,53 % im Verhältnis 0,5:1 und 6,77 % im Ver-

hältnis 1:1) (p = 0,031).  
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Auch in den Co-Kulturen mit mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+ 

CD127low/- Zellen war die Proliferation der CD4- Effektorzellen signifikant höher 

(15,42 % im Verhältnis 0,5:1 und 14,63 % im Verhältnis 1:1) als in den Co-Kulturen mit 

den unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen (8,53 % im Verhältnis 0,5:1 und 

6,77 % im Verhältnis 1:1) (p = 0,031). 

Die Ergebnisse des Vergleichs der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den         

Co-Kulturen mit mittels Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen im Ver-

gleich zu den Ansätzen mit unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen waren vom in der 

Co-Kultur vorliegenden Verhältnis von CD4- Effektorzellen zu CD4+CD25-CD127- Zel-

len abhängig. Bei einem Verhältnis von 0,5:1 ergab sich mit 45,50 % eine signifikant 

höhere Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur mit mittels Th17-Cocktails 

stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen im Vergleich zum Ansatz mit unstimulierten 

Zellen, in dem die Proliferation der CD4- Effektorzellen 33,82 % betrug (p = 0,031). 

Lagen die CD4+CD25-CD127- Zellen mit den CD4- Effektorzellen in einem Verhältnis 

von 1:1 vor, so ergab sich keine signifikant unterschiedliche Proliferation der CD4-  

Effektorzellen (40,07 % in der Co-Kultur mit unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen 

vs. 42,35 % in der Co-Kultur mit mittels Th17-Cocktails stimulierten              

CD4+CD25-CD127- Zellen).  

Beim Ansatz der mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen zeigte 

sich eine signifikant niedrigere Proliferation der CD4- Effektorzellen (20,8 % im       

Verhältnis 0,5:1 und 21,43 % im Verhältnis 1:1) im Vergleich zur Proliferation der   

CD4- Effektorzellen im Ansatz mit unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen (33,82 % 

im Verhältnis 0,5:1 und 40,07 % im Verhältnis 1:1) (p = 0,031). 

3.2.2.4 Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen 

in den Co-Kulturen mit CD4+CD25-CD127- Zellen 

Im Folgenden wird die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den korrespondierenden 

Versuchsansätzen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen 

mittels Wilcoxon-Rank-Tests analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 35 dargestellt. 
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Tabelle 35: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den korrespondierenden Ansätzen  

mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen und mit CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Co-Kultur Proliferation der CD4-  

Effektorzellen [%] 

Co-Kultur Proliferation der CD4-  

Effektorzellen [%] 

p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Medi-

an 

Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Medi-

an 

Min – 

Max 

 

Prästimulations-Suppression-Assay 

CD25+ 0,5:1 8,53 ± 

6,52 

6,80 3,90 – 

21,40 

CD25- 0,5:1 33,82 ± 

17,36 

51,68 14,70 – 

55,80 

0,031 * 

CD25+ 1:1 6,77 ± 

4,07 

5,20 3,40 – 

12,90 

CD25- 1:1 40,07 ± 

18,32 

36,40 17,30 – 

67,90 

0,031 * 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail (IL-1β, IL-6, IL-23, 

TGFβ) 

CD25+ 0,5:1 34,15 ± 

18,45 

30,70 9,80 – 

59,70 

CD25- 0,5:1 45,50 ± 

20,33 

42,80 25,90 – 

72,30 

0,063 

CD25+ 1:1 33,03 ± 

18,23 

32,10 9,30 – 

58,60 

CD25- 1:1 42,35 ± 

25,79 

39,50 16,20 – 

72,90 

0,156 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail (IL-2, TGFβ) 

CD25+ 0,5:1 15,42 ± 

7,78 

14,45 4,90 – 

24,90 

CD25- 0,5:1 20,08 ± 

9,12 

17,85 9,10 – 

34,40 

0,156 

CD25+ 1:1 14,63 ± 

6,52 

13,55 6,70– 

24,10 

CD25- 1:1 21,43 ± 

10,24 

18,20 9,30 – 

35,40 

0,094 

Dargestellt sind die Ergebnisse, die mittels des zweiseitigen Wilcoxon-Rank-Testes aus den Proliferati-

onswerten in Prozent der CD4- Effektorzellen generiert wurden. Jede Zeile zeigt den Vergleich der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in den jeweils korrespondierenden Versuchsansätze mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und mit CD4+CD25-CD127- Zellen. Für die einzelnen Ansätze ist die 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent dargestellt, jeweils mit Mittelwert ± Standardabwei-

chung, Median, Minimum und Maximum. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen, wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 

wiedergegeben. Die     p-Werte sind in der rechten Spalte dargestellt und mit einem Sternchen markiert 

und grau hinterlegt, sofern sich eine signifikant unterschiedliche Proliferation der CD4- Effektorzellen im 

Vergleich der beiden Co-Kulturen gezeigt hatte (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen (CD25-), engl. cluster of differen-

tiation (CD), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), minimaler Wert (Min), Mittelwert (engl. Mean), 

negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Standardabweichung (SD = engl. standard deviation), engl. 

transforming growth factor (TGF). 

In Abbildung 43 sind die Ergebnisse des Vergleichs der korrespondierenden           

Versuchsansätze der CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen       

graphisch veranschaulicht. 
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Abbildung 43: Vergleich der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Ansätzen mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Proliferation der CD4- Effektorzellen in den korrespondierenden 

Ansätzen mit CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Dargestellt ist auf der Y-Achse die Proliferation der CD4- Effektorzellen in Prozent. Angegeben ist jeweils 

der Median sowie der Interquartilsabstand. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze 

aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127-Zellen zu CD4-     

Effektorzellen in den Kulturen wird durch die Formulierungen 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die     

signifikant niedrigere Proliferation der CD4- Effektorzellen im Prästimulations-Suppression-Assay in der 

Co-Kultur mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen verglichen mit der Proliferation in der Co-Kultur mit 

CD4+CD25-CD127- Zellen sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen (CD25-), engl. cluster of differentia-

tion (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation 

mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) 

Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Beim Vergleich der korrespondierenden Versuchsansätze ergaben sich im Prästimula-

tions-Suppression-Assay signifikant niedrigere Proliferationswerte der CD4- Effektor-

zellen in den Co-Kulturen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen (8,53 % im Verhältnis 

0,5:1 und 6,77 % im Verhältnis 1:1), verglichen mit den Co-Kulturen mit CD4+CD25-

CD127- Zellen (33,82 % im Verhältnis 0,5:1 und 40,07 % im Verhältnis 1:1) (p = 

0,031). Für die korrespondierenden Versuchsansätze der Co-Kulturen in den Poststi-

mulations-Suppression-Assays ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen. 
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3.2.3 Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- und der 

CD4+CD25-CD127- Zellen in den unterschiedlichen Versuchsansätzen 

Zur Beurteilung der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen (Tregs) 

bzw. der CD4+CD25-CD127- Zellen wurde die in Kapitel 2.2.6.10 genauer erläuterte 

Formel verwendet:  

 

3.2.3.1 Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-

CD127- Zellen 

In der folgenden Tabelle 36 ist die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- 

bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen dargestellt. Es wurde die Suppressionsfunktion der 

untersuchten Zellen mit der Suppressionsfunktion im Kontrollansatz verglichen. Da im 

Kontrollansatz keine CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen vor-

handen waren, wurde hierfür eine Suppressionsfunktion von Null festgelegt. Verwendet 

wurde der zweiseitige Wilcoxon-Rank-Test. Die untersuchte Fragestellung lautete: 

Wich die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen signifikant von Null ab? Positive Werte verdeutlichen dabei eine Suppression, 

während negative Werte das Gegenteil, eine erhöhte Proliferation verdeutlichen.  
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Tabelle 36: Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen. 

 Versuchsansatz Mean ± SD Median Min – Max p-Wert 

Prästimulations-

Suppression-Assay 

CD25+ 0,5:1 72 ± 14 73 47 – 85 0,031 * 

CD25+ 1:1 78 ± 7 78 68 – 87 0,036 * 

CD25- 0,5:1 -16 ± 23 -7 -57 – 1 0,141 

CD25- 1:1 -45 ± 44 -35 -104 – 3 0,063 

Poststimulations-

Suppression-Assay nach 

Stimulation mit Th17-

Cocktail (IL-1β, IL-6, IL-23, 

TGFβ)  

CD25+ 0,5:1 7 ± 39 11 -44 – 63 0,752 

CD25+ 1:1 11 ± 37 19 -41 – 65 0,688 

CD25- 0,5:1 -36 ± 40 -17 -100 – -5 0,031 * 

CD25- 1:1 -15 ± 32 -9 -72 – 25 0,313 

Poststimulations-

Suppression-Assay nach 

Stimulation mit Treg-

Cocktail (IL-2, TGFβ) 

CD25+ 0,5:1 52 ± 18 47 33 – 82 0,031 * 

CD25+ 1:1 54 ± 15 52 35 – 75 0,031 * 

CD25- 0,5:1 45 ± 12 43 33 – 68 0,036 * 

CD25- 1:1 40 ± 19 37 20 – 74 0,031 * 

Dargestellt ist die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und der CD4+CD25-

CD127- Zellen in Prozent. Für die einzelnen Ansätze ist die Suppressionsfunktion jeweils mit Mittelwert 

± Standardabweichung, Median, Minimum und Maximum angegeben. Das Verhältnis von 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127-Zellen zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird 

durch die Formulierungen 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Ein positiver Prozentwert entspricht einer  

Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. 

Ein negativer Prozentwert steht für eine Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der    

Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Wich die Suppressionsfunktion im Wilcoxon-Rank-Test 

signifikant von Null ab, ist der p-Wert mit einem Sternchen markiert. Bei den Co-Kulturen, bei denen die 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127-Zellen eine signifikant von Null abweichende,      

positive Suppressionsfunktion gezeigt hatten, die Zellen also zu einer signifikanten Reduktion der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen geführt hatten, sind die p-Werte fett markiert und grau hinterlegt 

(Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- 

Zellen (CD25-), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), minimaler 

Wert (Min), Mittelwert (engl. Mean), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Standardabweichung (SD 

= engl. standard deviation), engl. transforming growth factor (TGF). 
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In der folgenden Abbildung 44 ist die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+ 

CD127low/- Zellen, in Abbildung 45 die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- 

Zellen in Prozent der supprimierten CD4- Effektorzellen graphisch dargestellt.  

 

Abbildung 44: Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen in Prozent der supprimierten 

CD4- Effektorzellen. 

Mittels Wilcoxon-Rank-Test wurde ermittelt, ob die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen signifikant von Null abwich. Auf der Y-Achse ist die Suppressionsfunktion in Prozent aufgetragen. 

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Ein positiver Wert für die Suppressions-

funktion entspricht einer Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die ent-

sprechende Prozentzahl. Ein negativer Wert für die Suppressionsfunktion steht für eine Steigerung der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Auf der X-Achse 

sind die verschiedenen Versuchsansätze aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- zu 

CD4- Effektorzellen in den Kulturen, wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für 

die Co-Kulturen, bei denen die CD4+CD25+CD127low/- Zellen eine signifikant von Null abweichende 

Suppressionsfunktion gezeigt hatten, sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimulations-

Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay nach 

Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 
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Abbildung 45: Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen in Prozent der supprimierten CD4- 

Effektorzellen. 

Mittels Wilcoxon-Rank-Test wurde ermittelt, ob die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen 

signifikant von Null abwich. Auf der Y-Achse ist die Suppressionsfunktion in Prozent aufgetragen.       

Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand.  Ein positiver Wert für die Suppressions-

funktion entspricht einer Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die ent-

sprechende Prozentzahl. Ein negativer Wert für die Suppressionsfunktion steht für eine Steigerung der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Auf der X-Achse 

sind die verschiedenen Versuchsansätze aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25-CD127- zu       

CD4- Effektorzellen in den Kulturen, wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben.  

Für die Co-Kulturen, bei denen die CD4+CD25-CD127- Zellen eine signifikant von Null abweichende 

Suppressionsfunktion gezeigt hatten, sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: 

engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), positiv (+), Poststimulations-Suppression-Assay nach  

Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Treg-

Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Es konnte gezeigt werden, dass die unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

eine signifikant von Null abweichende, positive Suppressionsfunktion aufwiesen          

(p = 0,031 für das Verhältnis CD4+CD25+CD127low/- Zellen zu CD4- Effektorzellen 

von 0,5:1 und p = 0,036 für das Verhältnis 1:1). Sie reduzierten die Proliferation der 

CD4- Effektorzellen im Mittel um 72 % (Verhältnis CD4+CD25+CD127low/- Zellen zu 

CD4- Effektorzellen 0,5:1) bzw. 78 % (Verhältnis 1:1). Nach Stimulation mit dem    

Th17-Cocktail war bei den CD4+CD25+CD127low/- Zellen keine signifikant von Null 
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abweichende Suppressionsfunktion mehr erkennbar. Nach Stimulation mit dem      

Treg-Cocktail zeigten die CD4+CD25+CD127low/- Zellen eine signifikant von Null   

abweichende Suppressionsfunktion (p = 0,031) und reduzierten die Proliferation der 

CD4- Effektorzellen im Mittel um 47 % (Verhältnis 0,5:1) bzw. 52 % (Verhältnis 1.1). 

Die CD4+CD25-CD127- Zellen wiesen im unstimulierten Zustand keine signifikant von 

Null abweichende Suppressionsfunktion auf. Nach Stimulation der CD4+CD25-CD127- 

Zellen mit dem Th17-Cocktail zeigten die Zellen in der Co-Kultur, in der       

CD4+CD25-CD127- Zellen und CD4- Effektorzellen im Verhältnis 0,5:1 vorlagen, eine 

signifikant von Null abweichende, negative Suppressionsfunktion (p = 0,031). Hier war 

es also in Anwesenheit der CD4+CD25-CD127- Zellen zu einer höheren Proliferation 

der CD4- Effektorzellen gekommen als im Kontrollansatz. In der Co-Kultur, in der die 

CD4+CD25-CD127- Zellen und CD4- Effektorzellen Zellen im Verhältnis 1:1 vorlagen, 

war keine signifikant von Null abweichende Suppressionsfunktion zu verzeichnen. 

Nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail wiesen die CD4+CD25-CD127- Zellen eine 

signifikant von Null abweichende, positive Suppressionsfunktion auf (p = 0,036 für das 

Verhältnis CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen von 0,5:1 und p = 0,031 

für das Verhältnis 1:1) und reduzierten die Proliferation der CD4- Effektorzellen im  

Mittel um 44 % (Verhältnis 0,5:1) bzw. 40 % (Verhältnis 1:1).  

3.2.3.2 Vergleich der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppres-

sionsfunktion der stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen 

Mittels Wilcoxon-Rank-Test wurde die Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunkti-

on der mittels Zytokin-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw.  

CD4+CD25-CD127- Zellen verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 37 dargestellt.  
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Tabelle 37: Vergleich der Suppressionsfunktion der unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunktion der stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Co-Kultur 

PreStim 

Suppressionsfunktion Co-Kultur 

PostStim 

Suppressionsfunktion p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Me-

dian 

Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Me-

dian 

Min – 

Max 

 

PreStim PostStim (Th17)  

CD25+ 0,5:1 72 ± 14 73 47 – 85 CD25+ 0,5:1 7 ± 39 11 -44 – 63 0,031 * 

CD25+ 1:1 78 ± 7 78 68 – 87 CD25+ 1:1 11 ± 37 19 -41 – 65 0,036 * 

CD25- 0,5:1 -16 ± 23 -7 -57 – 1 CD25- 0,5:1 -36 ± 40 -17 -100 – -5 0,115 

CD25- 1:1 -45 ± 44 -35 -104 – 3 CD25- 1:1 -15 ± 32 -9 -72 – 25 0,156 

PreStim PostStim (Treg)  

CD25+ 0,5:1 72 ± 14 73 47 – 85 CD25+ 0,5:1 52 ± 18 47 33 – 82 0,156 

CD25+ 1:1 78 ± 7 78 68 – 87 CD25+ 1:1 54 ± 15 52 35 – 75 0,036 * 

CD25- 0,5:1 -16 ± 23 -7 -57 – 1 CD25- 0,5:1 45 ± 12 43 33 – 68 0,031 * 

CD25- 1:1 -45 ± 44 -35 -104 – 3 CD25- 1:1 40 ± 19 37 20 – 74 0,031 * 

Dargestellt ist in jeder Zeile der Vergleich der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunktion der mittels 

Zytokin-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen. Für die ein-

zelnen Ansätze ist die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- 

Zellen in Prozent, jeweils mit Mittelwert ± Standardabweichung, Median, Minimum und Maximum ange-

geben. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127-Zellen zu CD4- Effektor-

zellen in den Kulturen wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Ein positiver 

Prozentwert entspricht einer Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die 

entsprechende Prozentzahl. Ein negativer Prozentwert steht für eine Steigerung der Proliferation der 

CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Die p-Werte sind in der letzten 

Spalte dargestellt und mit Sternchen markiert und grau hinterlegt, sofern es zu einer signifikant höhe-

ren oder signifikant geringeren Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127- Zellen nach Stimulation mit dem jeweiligen Zytokin-Cocktail im Vergleich zur Suppressions-

funktion der unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen gekommen war 

(Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- 

Zellen (CD25-), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), minimaler 

Wert (Min), Mittelwert (engl. Mean), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimulations-

Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay 

nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim), Standardab-

weichung (SD = engl. standard deviation), engl. transforming growth factor (TGF). 
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Im Folgenden ist der Vergleich der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunkti-

on der mittels Th17- bzw. Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen graphisch dargestellt. Abbildung 46 zeigt die Ergebnisse für 

die CD4+CD25+CD127low/- Zellen, Abbildung 47 die Ergebnisse für die CD4+CD25-

CD127- Zellen.  

 

Abbildung 46: Vergleich der Suppressionsfunktion der stimulierten mit der Suppressionsfunktion der un-

stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen. 

Mittels Wilcoxon-Rank-Test wurde die Suppressionsfunktion der mittels Th17- bzw. Treg-Cocktails stimu-

lierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen verglichen. Dargestellt ist auf der Y-Achse die Suppressionsfunktion der 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen in Prozent. Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsab-

stand. Ein positiver Wert für die Suppressionsfunktion entspricht einer Reduktion der Proliferation der 

CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Ein negativer Wert für die Supp-

ressionsfunktion steht für eine Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die 

entsprechende Prozentzahl. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsansätze aufgetragen. Das 

Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- zu CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen wird durch die Formu-

lierungen 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen die stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen eine signifikant niedrige Suppressionsfunktion gezeigt hatten, als die  

unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen, sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-Rank-Test).    

Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimula-

tions-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay 

nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 
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Abbildung 47: Vergleich der Suppressionsfunktion der stimulierten mit der Suppressionsfunktion der un-

stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen. 

Mittels Wilcoxon-Rank-Test wurde die Suppressionsfunktion der mittels Th17- bzw. Treg-Cocktails stimu-

lierten CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunktion der unstimulierten CD4+CD25-CD127- 

Zellen verglichen. Dargestellt ist auf der Y-Achse die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zel-

len. Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Ein positiver Wert für die Suppressi-

onsfunktion entspricht einer Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die 

entsprechende Prozentzahl. Ein negativer Wert für die Suppressionsfunktion steht für eine Steigerung der 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Auf der X-Achse 

sind die verschiedenen Versuchsansätze aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25-CD127- zu CD4- 

Effektorzellen in den Co-Kulturen wird durch die Formulierungen 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. Für die 

Versuchsansätze, bei denen die stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen eine signifikant höhere Suppres-

sionsfunktion gezeigt hatten als die unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen, sind die p-Werte angege-

ben (Wilcoxon-Rank-Test). Abkürzungen: engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), positiv (+), Post-

stimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-

Assay nach Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Die CD4+CD25+CD127low/- Zellen hatten im unstimulierten Zustand und nach       

Stimulation mit dem Treg-Cocktail eine signifikant von Null abweichende, positive 

Suppressionsfunktion gezeigt. Nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail hatten sie   

keine signifikant von Null abweichende Suppressionsfunktion mehr gezeigt (s. Kapitel 

3.2.3.1). Nun wurde die Suppressionsfunktion der mittels Zytokin-Cocktails stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen verglichen. Es zeigte sich, dass die Suppressionsfunk-
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tion der mittels Th17-Cocktails stimulierten Zellen signifikant geringer ausfiel (7 % im 

Verhältnis 0,5:1 und 11 % im Verhältnis 1:1) als die Suppressionsfunktion der unstimu-

lierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen (72 % im Verhältnis 0,5:1 und 78 % im Verhält-

nis 1:1) (p = 0,031 für das Verhältnis 0,5:1 und p = 0,036 für das    Verhältnis 1:1). Die 

mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen zeigten ebenfalls 

eine geringere Suppressionsfunktion als die unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen. Eine signifikant geringere Suppressionsfunktion war allerdings nur bei den   

mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen zu verzeichnen, die 

in der Co-Kultur im Verhältnis von 1:1 mit CD4- Effektorzellen vorlagen (54 % bei den 

mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen vs. 78 % bei den 

unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen) (p = 0,036).  

Die CD4+CD25-CD127- Zellen hatten im unstimulierten Zustand sowie nach Stimulati-

on mit dem Th17-Cocktail eine signifikant von Null abweichende negative Suppressi-

onsfunktion, was bedeutet, dass in ihrem Beisein die Proliferation der CD4- Effektorzel-

len höher war als die Proliferation der CD4- Effektorzellen im Kontrollansatz (s. Kapitel 

3.2.3.1). Nach Stimulation der CD4+CD25-CD127- Zellen mit dem Treg-Cocktail wie-

sen diese eine signifikant von Null abweichende positive Suppressionsfunktion auf (s. 

Kapitel 3.2.3.1). Nun wurde die Suppressionsfunktion der mittels Zytokin-Cocktails sti-

mulierten CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunktion der unstimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen verglichen. Die Stimulation der CD4+CD25-CD127- Zellen 

mit dem Th17-Cocktail führte zu keiner signifikanten Änderung der Suppressionsfunkti-

on im Vergleich zu den unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen. Die mittels Treg-

Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen hatten eine positive und signifikant 

höhere Suppressionsfunktion gezeigt (45 % im Verhältnis 0,5:1 und 40 % im Verhältnis 

1:1) als die unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen (-16 % im Verhältnis 0,5:1 und    

-45 % im Verhältnis 1:1) (p = 0,031).  

3.2.3.3 Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit 

der Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen 

Die korrespondierenden Ansätze der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und der 

CD4+CD25-CD127- Zellen wurden ebenfalls mittels Wilcoxon-Rank-Testes analysiert. 

Verglichen wurde die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit der 

Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen, jeweils in den korrespondieren-

den Versuchsansätzen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 38 dargestellt. 
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Tabelle 38: Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und der CD4+CD25-

CD127- Zellen in den korrespondierenden Versuchsansätzen. 

Co-Kultur Suppressionsfunktion Co-Kultur Suppressionsfunktion p-Wert 

 Mean ± 

SD 

Medi-

an 

Min – 

Max 

 Mean ± 

SD 

Medi-

an 

Min – 

Max 

 

Prästimulations-Suppression-Assay 

CD25+ 0,5:1 72 ± 14 73 47 – 85 CD25- 0,5:1 -16 ± 23 -7 -57 – 1 0,031 * 

CD25+ 1:1 78 ± 7 78 68 – 87 CD25- 1:1 -45 ± 44 -35 -104 – 3 0,031 * 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail (IL-1β, IL-6, IL-23, 

TGFβ) 

CD25+ 0,5:1 7 ± 39 11 -44 – 63 CD25- 0,5:1 -36 ± 40 -17 -100 – -5 0,063 

CD25+ 1:1 11 ± 37 19 -41 – 65 CD25- 1:1 -15 ± 32 -9 -72 – 25 0,063 

Poststimulations-Suppression-Assay nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail (IL-2, TGFβ) 

CD25+ 0,5:1 52 ± 18 47 33 – 82 CD25- 0,5:1 45 ± 12 43 33 – 68 0,438 

CD25+ 1:1 54 ± 15 52 35 – 75 CD25- 1:1 40 ± 19 37 20 – 74 0,125 

Dargestellt ist in jeder Zeile der Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

mit der Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen in den korrespondierenden Versuchsan-

sätzen. Für die einzelnen Ansätze ist die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen in Prozent, jeweils mit Mittelwert ± Standardabweichung, Median, Minimum 

und Maximum angegeben. Ein positiver Prozentwert entspricht einer Reduktion der Proliferation der 

CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Ein negativer Prozentwert 

steht für eine Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entspre-

chende  Prozentzahl. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127-Zellen zu 

CD4-   Effektorzellen in den Kulturen wird durch die Formulierungen 0:1, 0,5:1 und 1:1 wiedergegeben. 

Die p-Werte sind in der letzten Spalte dargestellt und mit Sternchen markiert und grau hinterlegt, sofern 

eine signifikant höhere oder signifikant geringere Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen 

im Vergleich zur Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen vorgelegen hatte (Wilcoxon-

Rank-Test). Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen 

(CD25-), engl. cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), maximaler Wert (Max), minimaler Wert 

(Min), Mittelwert (engl. Mean), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Standardabweichung (SD = 

engl. standard deviation), engl. transforming growth factor (TGF). 

In Abbildung 48 ist der Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- 

Zellen mit der Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen in den korres-

pondierenden Versuchsansätzen graphisch veranschaulicht. 
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Abbildung 48: Vergleich der Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressions-

funktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen in den korrespondierenden Versuchsansätzen. 

Dargestellt ist auf der Y-Achse die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-

CD127-Zellen in Prozent. Angegeben ist jeweils der Median sowie der Interquartilsabstand. Ein positiver 

Wert für die Suppressionsfunktion entspricht einer Reduktion der Proliferation der CD4- Effektorzellen in 

der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl, ein negativer Wert steht für eine Steigerung der Prolife-

ration der CD4- Effektorzellen in der Co-Kultur um die entsprechende Prozentzahl. Auf der X-Achse sind 

die verschiedenen Versuchsansätze aufgetragen. Das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127-Zellen zu CD4- Effektorzellen in den Kulturen wird durch die Formulierungen 0,5:1 und 

1:1 wiedergegeben. Für die Versuchsansätze, bei denen die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-

CD127- Zellen im Vergleich zur Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen in den        

korrespondierenden Versuchsansätzen signifikant geringer war, sind die p-Werte angegeben (Wilcoxon-

Rank-Test). Abkürzungen: CD4+CD25+CD127low/- Zellen (CD25+), CD4+CD25-CD127- Zellen (CD25-), 

engl. cluster of differentiation (CD), negativ (-), niedrig (engl. low), positiv (+), Poststimulations-

Suppression-Assay nach Stimulation mit Th17-Cocktail (Th17), Poststimulations-Suppression-Assay nach 

Stimulation mit Treg-Cocktail (Treg) Prästimulations-Suppression-Assay (PreStim). 

Beim Vergleich der Suppressionsfunktionen in den korrespondierenden Versuchsan-

sätzen zeigten sich in den Prästimulations-Suppression-Assays signifikant geringere 

Suppressionsfunktionen bei den CD4+CD25-CD127- Zellen (-16 % im Verhältnis 0,5:1 

und -45 % im Verhältnis 1:1), verglichen mit den CD4+CD25+CD127low/- Zellen (72 % 

im Verhältnis 0,5:1 und 78 % im Verhältnis 1:1) (p = 0,031). In den Poststimulations-

Suppression-Assays nach Stimulation mit dem Th17- und dem Treg-Cocktail wiesen 

die CD4+CD25-CD127- Zellen und die CD4+CD25+CD127low/- Zellen keine signifi-

kant unterschiedlichen Suppressionsfunktionen auf.  
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4 Diskussion 

Es gibt keinen Goldstandard, um iTregs in vitro zu induzieren [138]. So existieren viele 

Studien sowohl mit murinen als auch mit humanen Zellen, die unter unterschiedlichen 

Stimulationsbedingungen die Generierung von iTregs untersuchen [138] [293]. Die 

Polarisierbarkeit peripherer T-Helferzellen gesunder Probanden hin zu regulatorischen 

und proinflammatorischen T-Zellen in vitro zu untersuchen, ist das zentrale Thema 

dieser Arbeit. Hierfür wurden CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen 

isoliert und deren Funktionsfähigkeit in Suppression-Assays in Anwesenheit verschie-

dener Zytokin-Stimuli untersucht. Ziel war es, sowohl die Plastizität von Tregs zu    

demonstrieren als auch periphere Lymphozyten hin zu regulatorischen T-Zellen zu 

polarisieren. Diese methodische Arbeit hilft, einen Standard für die Polarisierung von 

humanen CD4+CD25-CD127- Zellen zu iTregs mit Suppressionsfunktion zu etablieren, 

der als Grundlage für nachfolgende Versuche dienen soll. Als Folgestudien sind      

zunächst Versuche angedacht, in denen die Zellen von an Autoimmunerkrankungen 

leidenden Patienten den Zellen gesunder Probanden anhand des in dieser Studie  

etablierten Versuchsaufbaus gegenübergestellt werden sollen. Langfristig soll diese 

Studie einen Beitrag zur Behandlung von Patienten mit Autoimmunkrankheiten durch 

den Transfer von iTregs leisten.  

Außerdem wurde eine umfassende durchflusszytometrische Phänotypisierung der 

PBMCs der Probanden durchgeführt, wobei das Augenmerk besonders auf der  

FoxP3-Expression und auf dem Zytokin-Expressionsmuster der untersuchten 

CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-CD127- Zellen lag.  

Die folgende Diskussion befasst sich, analog zum Ergebnisteil, im Kapitel 4.1 mit den 

Ergebnissen der PBMC-Phänotypisierung und im Kapitel 4.2 mit den Ergebnissen der 

Suppression-Assays. In Kapitel 4.3 werden die Methoden-abhängigen Faktoren und 

Limitationen dieser Studie diskutiert. Kapitel 4.4 ordnet die Ergebnisse unserer Studie 

in die aktuelle Forschung ein und in Kapitel 4.5 wird ein Ausblick auf die Studien     

gegeben, die nötig wären, um die von uns untersuchte Thematik in Bezug auf         

Autoimmunerkrankungen voranzubringen.  
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4.1 PBMC-Phänotypisierung 

Der Phänotyp der PBMCs von elf gesunden jungen Erwachsenen wurde bestimmt.    

Es erfolgte ein Vergleich der FoxP3-Expression und der Zytokinproduktion in den    

unterschiedlichen Treg-Subpopulationen. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse 

diskutiert und mit bestehenden Forschungsergebnissen verglichen. 

4.1.1 Proportionale Zusammensetzung der Lymphozyten 

Die Lymphozyten der gesunden Probanden bestanden zu 9,7 % aus B-Lymphozyten, 

zu 47,4 % aus CD4+ T-Lymphozyten und zu 18,1 % aus CD8+ T-Lymphozyten, was   

in einer CD4/CD8-Ratio von 2,6 resultiert. Diese Ergebnisse decken sich mit den    

Ergebnissen von J. Yi et al. in der Altersgruppe der 19-29-jährigen Probanden [294]. 

Die Population der γδ-T-Zellen machte 2,3 % der PBMCs und 3,4 % der T-

Lymphozyten aus, was den in der Literatur angegebenen Anteil der γδ-T-Zellen an den 

gesamten T-Lymphozyten von 2-5 % bestätigt [237]. Die γδ-T-Zellpopulation kann im 

Rahmen von Infektionen mit Bakterien oder Protozoen stark ansteigen [240] [241] [243] 

[295]. Die Messwerte zweier Probanden für die γδ-T-Zellen waren mit 15,5 % und   

25,6 % verglichen mit den übrigen Probanden sowie mit den in der Literatur beschrie-

benen Werten sehr hoch [237]. Die PBMC-Phänotypisierung dieser beiden Patienten 

war parallel am selben Tag durchgeführt worden. Da bei den Probanden klinisch keine 

Infektion vorlag und auch das durchgeführte Differentialblutbild keinen Hinweis auf eine 

Infektion zeigte, interpretierten wir die erhöhten Werte am ehesten als Fehlmessung 

und schlossen sie von der Analyse aus. 22,5 % der PBMCs exprimierten weder CD4 

noch CD8 oder CD19. Diese Zellen, zu denen DCs, Monozyten und NK-Zellen zählen, 

waren nicht Gegenstand dieser Arbeit und wurden nicht weiter phänotypisiert [296]. 

4.1.2 Zytokinproduktion innerhalb der T-Lymphozyten-Subpopulationen 

Gemessen wurde mit IFNγ ein Th1-Zytokin, mit IL-17 ein Th17-Zytokin und mit IL-10 

ein Zytokin, welches u.a. von regulatorischen T-Zellen produziert wird  [65] [70] [93].   

In unserer Arbeit konnte bei 13,6 % der CD4+ T-Lymphozyten und bei 43,8 % der 

CD8+ T-Lymphozyten eine IFNγ-Produktion nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit 

vorliegenden Studien zur IFNγ-Produktion innerhalb der αβ-T-Zellen. So beschreiben 

beispielsweise De Castro Cunha et al. eine IFNγ-Produktion bei 13 % der CD4+         

T-Zellen und bei 40 % der CD8+ T-Zellen gesunder Probanden [297]. IFNγ wird von 

Th1-Zellen produziert, die über IFNγ und TNFα u.a. für die Aktivierung von Makropha-

gen verantwortlich sind [65]. Die meisten CD8+ CTLs sezernieren ein ähnliches      
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Zytokinprofil wie die Th1-Zellen und führen ebenfalls über IFNγ und TNFα zur        

Makrophagenaktivierung [77] [217]. Bei 74,5 % der γδ-T-Zellen konnten wir eine   

IFNγ-Produktion nachweisen. Auch dies fügt sich in vorliegende Studien ein, wonach 

γδ-T-Zellen hauptsächlich die Zytokine IFNγ und TNFα produzieren [298] [299]. 

Die Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-17 war bei 2,4 % der CD4+       

T-Zellen, bei 1,2 % der CD8+ T-Zellen und bei 2,3 % der γδ-T-Zellen nachweisbar und 

war damit etwas höher als in den meisten vorhandenen Studien. Kondo et al.          

beschreiben bei 1,8 % der CD4+ Zellen und bei 0,4 % der CD8+ Zellen gesunder   

Erwachsener eine IL-17-Produktion [300]. Allerdings wurden die Zellen hier vor Stimu-

lation mit PMA und Ionomycin in einer 5-tägigen Zellkultur mit Anti-CD3 und Anti-CD28 

stimuliert [300]. Lenarczyk et al. beschreiben in ihrer Studie, in der ebenfalls mit PMA, 

Ionomycin, Anti-CD3 und Anti-CD28 stimuliert wurde, bei 0,3-0,6 % der gesamten      

T-Lymphozyten eine IL-17-Produktion [301]. In einer Studie von Muls et al., in der  

ausschließlich mit PMA und Ionomycin stimuliert wurde, allerdings in anderer         

Konzentration als in unserer Studie, produzierten 0,48 % der CD4+ T-Zellen IL-17 

[302]. Voo et al. beschreiben, nach 24-stündiger Stimulation mit PMA und Ionomycin 

mit 2,95 % eine höhere IL-17-Produktion innerhalb der CD4+ Zellen [89]. Singh et al. 

beschreiben eine IL-17-Produktion bei 0,5 % der γδ-T-Zellen [299]. Auch hier wurde 

mit PMA und Ionomycin in anderer Konzentration als in unserer Studie stimuliert [299]. 

Ursache für die abweichende IL-17-Produktion in unserer Studie im Vergleich zu den 

vorliegenden Studien könnte in den unterschiedlichen Stimulationsmethoden und 

Messzeitpunkten liegen. Alternativ könnte eine, von Studie zu Studie leicht abweichen-

de, Gating-Strategie für IL-17 für die abweichenden Ergebnisse verantwortlich sein.  

Da bei dieser Arbeit die Lymphozyten aus dem Blut junger gesunder Probanden     

untersucht wurden, war insgesamt mit einer geringen Anzahl IL-17-produzierender 

Zellen zu rechnen [299] [301] [302]. Die Differenzierung von CD4+ T-Zellen zu           

IL-17-produzierenden Th17-Zellen findet v.a. in entzündeten Geweben und Schleim-

häuten statt [33] [72]. Auch die γδ-T-Zellen können sich, ebenfalls v.a. in entzündeten 

Geweben, in Abhängigkeit des Zytokinmilieus zu IL-17-produzierenden γδ-T17-Zellen 

differenzieren [246] [247]. IL-17-produzierenden CD8+ T-Zellen wurden z.B. in      

Hautläsionen von Patienten mit Psoriasis und in der Gelenkflüssigkeit von Patienten 

mit Psoriasis-Arthritis in erhöhter Zahl gefunden [216] [223]. 

IL-10 wurde sowohl bei den CD4+ T-Zellen als auch bei den CD8+ T-Zellen nur in  

geringem Maß detektiert. So produzierten in unserer Studie 0,3 % der CD4+ T-Zellen 
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und 0,6 % der CD8+ T-Zellen IL-10. Dies fügt sich in die Ergebnisse, vorhandene   

Studien ein, bei denen die Stimulation mit PMA und Ionomycin erfolgte [280] [303].    

Je nach Stimulationsmethode finden sich in der Literatur jedoch sehr heterogene    

Angaben für die IL-10-Produktion. So wird der Anteil der IL-10-produzierenden CD4+ 

T-Lymphozyten zwischen 0,26 % und 9,25 % angegeben [219] [280] [303] [304].      

Auf die Auswirkung der Stimulationsmethode und die daraus resultierende erschwerte 

Vergleichbarkeit der Studien wird in Kapitel 4.3.8 eingegangen. 

4.1.3 T-Zell-Differenzierung 

Die Einteilung der T-Zellen in die fünf Subpopulationen naive Zellen (N: 

CD45RA+CCR7+CD27+), zentrale Gedächtniszellen (CM: CD45RA-CCR7+CD27+), 

Effektor-Gedächtniszellen (EM: CD45RA-CCR7-CD27+), Effektorzellen (Eff: CD45RA-

CCR7-CD27-) und TEMRA-Zellen (TEMRA: CD45RA+CCR7-CD27-) wurde sowohl 

innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten als auch innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten   

anhand der Oberflächenmoleküle CCR7, CD45RA und CD27 vorgenommen. In der 

Literatur existieren unterschiedliche Definitionen für die o.g. Subpopulationen, was die 

Vergleichbarkeit unserer Daten mit bestehenden Studien erschwert [31] [296]. Häufig 

werden, wie in unserer Arbeit, die Oberflächenmoleküle CCR7, CD45RA und CD27 für 

die Definition der Subpopulationen verwendet [27]. Einige Autoren nutzen jedoch   

ausschließlich CD45RA und CCR7 und verzichten auf die Berücksichtigung des  

CD27-Status, sodass sich andere prozentuale Verteilungen ergeben [294]. Andere 

Autoren verwenden CD28 oder CD62L anstatt CD27 und CD45RO statt CD45RA für 

die Festlegung der Subpopulationen [28] [36] [296] [305]. 

Die Verteilung der Populationen ändert sich im Laufe des Lebens, da durch Antigen-

Kontakte die Anzahl der Gedächtniszellen ansteigt, wohingegen die Anzahl der naiven 

Lymphozyten aufgrund der Thymusinvolution abnimmt [31] [39] [40] [294]. Bei dem in 

unserer Studie untersuchten Probandenkollektiv handelte es sich um junge             

Erwachsene zwischen 23 und 25 Jahren. Innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten waren in 

unserer Studie 26,6 % naive Zellen, 14,5 % zentrale Gedächtniszellen, 30,5 %        

Effektor-Gedächtniszellen, 9,7 % Effektorzellen und 0,3 % TEMRA-Zellen. Innerhalb 

der CD8+ Lymphozyten-Population waren 25,4 % der Zellen naive Zellen, 5,3 %     

zentrale Gedächtniszellen, 20,0 % Effektor-Gedächtniszellen, 13,5 % Effektorzellen 

und 13,0 % TEMRA-Zellen. Diese Verteilung der T-Zell-Subpopulationen im peripheren 

Blut unserer Probanden reiht sich in die Ergebnisse vorhandener Studien ein [33] [46]. 
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Hauptunterschied der Verteilung der Subpopulationen innerhalb der CD4+                  

T-Lymphozyten, verglichen mit der Verteilung innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten war 

das Vorhandensein von TEMRA-Zellen innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten. 13,0 % 

der CD8+ T-Lymphozyten exprimierten CD45RA, nicht jedoch CCR7 und CD27 und 

waren damit TEMRA-Zellen. Innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten konnte eine solche 

Population nicht sicher nachgewiesen werden, da nur 0,3 % der CD4+ Zellen der 

TEMRA-Population zugeordnet werden konnten. Dieses Ergebnis deckt sich mit     

vorhandenen Studien, in denen TEMRA-Zellen innerhalb der CD4+ T-Lymphozyten 

bislang nicht beschrieben werden konnten [27] [33]. 

4.1.4 Regulatorische T-Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen 

4.1.4.1 Definition des Phänotyps der regulatorischen T-Zellen 

Tregs sind CD4+ T-Lymphozyten, die den IL-2-Rezeptor mit seiner α-Untereinheit 

CD25 hoch exprimieren [306]. CD25 wird jedoch auch auf aktivierten T-Helferzellen 

exprimiert und ist daher zur Differenzierung zwischen aktivierten T-Helferzellen und 

Tregs alleine nicht ausreichend [103]. In unserer Studie wurden in der PBMC-

Phänotypisierung nur diejenigen Zellen, die CD25 hoch exprimieren (CD25high) den 

CD25+ Zellen zugeordnet, um die aktivieren Effektor- und Gedächtniszellen, die CD25 

intermediär exprimieren und nur eine FoxP3-Expression von 5-15 % aufweisen,       

aus der Population auszuschließen [22] [117]. 

Der Transkriptionsfaktor, der hauptsächlich die Zelllinie der Tregs definiert, ist FoxP3 

[92]. Auch FoxP3 ist nicht spezifisch für Tregs und kann ebenfalls von konventionellen 

T-Zellen transient exprimiert werden [92] [110] [129] [138] [139] [140]. Da FoxP3 ein 

intrazellulärer Transkriptionsfaktor ist, kann dieser zwar in der PBMC-Phänotypisierung 

gefärbt und damit detektiert werden, allerdings ist dafür die Fixierung der Zellen und 

Permeabilisation der Zellmembran nötig [103] [263] [282]. Auf diese Weise behandelte 

Zellen können nicht mehr für Suppression-Assays genutzt werden, da hier vitale Zellen 

mit intakten Zellmembranen und funktionierendem Proteinsyntheseapparat benötigt 

werden [282]. 

Daher hat es sich etabliert, zur Definition der Tregs auf das Oberflächenmolekül 

CD127 zurückzugreifen, dessen Expression invers mit der FoxP3-Expression korreliert  

[112] [113] [114] [307]. In unserer Studie wurden die Tregs durch die Expression der 

Oberflächenmarker CD4 und CD25 sowie durch die fehlende oder geringe Expression 

von CD127 charakterisiert (CD4+CD25+CD127low/-). Die CD127low-Zellen wurden,   
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in Anlehnung an vorausgegangene Studien, in denen sie sich als funktionale Tregs 

erwiesen hatten, in die Treg-Definition mit eingeschlossen [123] [286] [308] [309]. 

Durch die Hinzunahme des Oberflächenmarkers CD127 können die Tregs von konven-

tionellen T-Zellen, v.a. Gedächtniszellen und einigen Effektorzellen, unterschieden 

werden, welche CD127 in höherem Ausmaß exprimieren [113] [123]. Die Einbeziehung 

der niedrigen CD127-Expression in die Treg-Definition wird allerdings erst ungefähr 

seit dem Jahre 2006 vorgenommen, was beim Vergleich unserer Ergebnisse mit     

älteren Studien berücksichtigt werden muss [114] [289] [307].  

4.1.4.2 Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten 

Die regulatorischen T-Zellen wurden in dieser Arbeit als CD4+CD25+CD127low/-    

Zellen definiert und machten in der PBMC-Phänotypisierung 2,1 % der CD4+ T-

Lymphozyten aus.  

Für den Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten finden sich in der Literatur sehr 

unterschiedliche Angaben. Dies liegt zum einen an der heterogenen Definition der 

Tregs, zum anderen an der unterschiedlichen Wahl der Cut-Off-Werte für CD25+    

Zellen  [310].  

Kanjana et al. beschreiben den Anteil der Tregs (CD4+CD25high/+CD127low/-) an den 

PBMCs mit 1,46 – 1,97 % [286]. Bei Beyer et al. machen die Tregs 

(CD4+CD25high/+CD127low/-) 2,9 % der CD4+ T-Lymphozyten aus [311]. Auch     

Studien von Baecher-Allan et al. und Sedikki et al., die CD127 nicht in die Treg-

Definition mit einbeziehen, geben einen Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten 

von 1-2 % an [124] [306]. Der Cut-Off für CD25 wurde in den genannten Studien so 

gewählt, dass nur die Zellen in die Treg-Population eingeschlossen wurden, die    

CD25 hoch exprimierten. In der in unserer Arbeit durchgeführten PBMC-

Phänotypisierung wurde der Cut-Off für CD25 ebenfalls so gewählt, dass nur die 

CD25-hochexprimierende Zellpopulation in die Treg-Population eingeschlossen wurde.  

In anderen Studien, in denen die Tregs als CD4+CD25+CD127low/- Zellen definiert 

wurden, wird der Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten mit 6-8 % höher     

angegeben [113] [114] [122] [294] [312] [313]. Eine genaue Betrachtung der in den 

Studien angewandten Cut-Off-Grenzen für CD25 zeigt jedoch, dass in den o.g. Studien 

mehr Zellen, die CD25 intermediär exprimieren (CD25int), in die positive Fraktion mit 

eingeschlossen wurde, als bei der von uns durchgeführten PBMC-Phänotypisierung 

[113] [114] [122] [294] [312] [313]. 
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4.1.4.3 CD4+CD25-CD127- Zellen: Vorläuferzellen von iTregs? 

Die zweite Zellpopulation, deren Funktion und Polarisierbarkeit in den Suppression-

Assays untersucht wurden, waren die CD4+CD25-CD127- Zellen. Hier wurden die 

CD127low-Zellen nicht in die Definition miteingeschlossen, da es sich bei der 

CD4+CD25-CD127low/- Zellpopulation um eine, mit einem Anteil von 20,1 % an den 

CD4+ T-Lymphozyten, große und vermutlich heterogene Zellpopulation handelte.   

Exklusive der CD127low-Zellen machten die CD4+CD25-CD127- Zellen in unserer 

Arbeit in der PBMC-Phänotypisierung 3,2 % der CD4+ T-Lymphozyten aus. Dies steht 

im Einklang mit den Ergebnissen von Dunham et al., welche bei jungen gesunden  

Probanden einen Anteil der CD4+CD25-CD127- Zellen an den CD4+ T-Lymphozyten 

von 3,7 % beschreiben [259]. Die Hypothese unserer Studie war, dass es sich bei den 

CD4+CD25-CD127- Zellen um T-Lymphozyten ohne Suppressionsfunktion handelte, 

die durch Behandlung mit einem Zytokin-Cocktail, bestehend aus IL-2 und TGFβ,       

zu iTregs mit Suppressionsfunktion polarisiert werden konnten. 

In Studien konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, CD4+CD25- Zellen zu 

CD4+CD25+ Zellen mit Suppressionsfunktion zu polarisieren [138] [255] [256] [257] 

[258]. Die CD4+CD25- Zellen stellten jedoch mit 96,6 % in unserer Studie den    

Hauptanteil der CD4+ T-Lymphozyten und damit vermutlich eine sehr heterogene  

Zellpopulation dar. Wir fokussierten uns in dieser Studie daher auf die Untersuchung 

der enger definierten CD4+CD25-CD127- Zellpopulation. Hierbei handelte es sich um 

nicht aktivierte T-Zellen (CD25-), die nicht an der peripheren Homöostase teilnehmen 

(CD127-) [32] [258]. 

4.1.4.4 CD45RA-Status innerhalb der Tregs 

Im Laufe des Lebens nimmt der Anteil der naiven Tregs (CD45RA+) aufgrund der 

Thymusinvolution ab, der Anteil der Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs (CD45RA-) nimmt 

zu [117] [121] [122] [314]. Im Nabelschnurblut wird ein Anteil der CD45RA+ Zellen an 

den Tregs mit 75 % beschrieben, wohingegen bei jungen Erwachsenen nur noch ca. 

10-20 % der Tregs CD45RA exprimieren [121] [315]. In unserer Studie exprimierten 

14,3 % der Tregs CD45RA auf ihrer Oberfläche und zählten damit zu den naiven 

Tregs, 85,7 % waren CD45RA- und damit Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs, was sich in 

die Ergebnisse o.g. Studie einfügt [121] [315]. Allerdings existieren in der Literatur zur 

Verteilung von naiven und Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs heterogene Angaben. So 

finden sich auch Studien, welche einen den Anteil der naiven CD45RA+ Tregs an den 

gesamten Tregs bei gesunden Erwachsenen mit 30-40 % angeben [117] [124] [313]. 
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Dies liegt zum einen an der unterschiedlichen Definition der Tregs, die teilweise als 

CD4+CD25+, als CD4+CD25+FoxP3+ oder als CD4+CD25+CD127- Zellen definiert 

werden [117] [121] [124] [313] [315]. Zudem trägt die unterschiedliche Gating-Strategie 

für CD45RA dazu bei, dass in der Literatur unterschiedliche Angaben für die Verteilung 

der naiven und Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs gemacht werden. Bei der Analyse des 

Oberflächenmoleküls CD45RA existiert eine Zellpopulation, die CD45RA hoch        

exprimiert (CD45RAhigh), eine CD45RA-intermediär exprimierende Population 

(CD45RAint) und eine Population, die CD45RA nicht exprimiert (CD45RA-). In unserer 

Studie wurde der Cut-Off für CD45RA so gewählt, dass nur die Zellen mit hoher 

CD45RA-Expression (CD45Rahigh) den CD45RA+ Zellen zugeordnet wurden und die 

CD45RAint-Zellen in die CD45RA- Population fielen. Andere Studien schließen die 

CD45RAint-Zellpopulation in die CD45RA+ Zellfraktion ein und kommen so auf einen 

höheren Anteil naiver Tregs an den gesamten Tregs [310] [313]. Sowohl die naiven als 

auch Gedächtnis-Tregs haben in Studien eine gleichwertige Suppressionsfunktion ge-

zeigt [121] [124]. Bei der Sortierung der Zellen für die Suppression-Assays verzichteten 

wir daher auf eine Berücksichtigung des CD45RA-Status. 

4.1.4.5 FoxP3-Expression innerhalb der Treg-Subpopulationen 

FoxP3 ist der Transkriptionsfaktor, der für die Zelllinie der Tregs und deren Funktion 

verantwortlich ist [92]. tTregs zeichnen sich durch eine hohe und stabile FoxP3-

Expression aus [110] [140]. Wie die tTregs exprimieren auch die iTregs FoxP3, jedoch 

ist die FoxP3-Expression bei iTregs instabiler und kann im Verlauf wieder verloren  

gehen [134] [140]. FoxP3 ist jedoch kein spezifischer Marker für Tregs, da auch kon-

ventionelle T-Zellen FoxP3 transient exprimieren können [110] [129] [138] [139] [140].  

Die von uns gemessene FoxP3-Expression in den unterschiedlichen Subpopulationen 

fügt sich in die Ergebnisse aus vorhergehenden Studien ein. So konnte in unserer  

Studie, wie auch in einer Arbeit von Liu et al. bei 7,7 % der CD4+ T-Lymphozyten eine 

FoxP3-Expression nachgewiesen werden [114]. Bevor man begann, den CD127-

Status in die Definition der Tregs einzuschließen, wurden regulatorische T-Zellen    

anhand der Oberflächenmoleküle CD4 und CD25 charakterisiert [106] [306] [316]. In 

unserer Arbeit wiesen 53,7 % der CD4+CD25+ T-Lymphozyten eine FoxP3-Expression 

auf. Liu et al. beschreiben in dieser Zellpopulation den Anteil FoxP2-exprimierender 

Zellen mit 27,0 – 52,7 % [114]. Von den für die Suppression-Assays verwendeten 

CD4+CD25+CD127low/- Tregs exprimierten in unserer Studie 81,4 % FoxP3. Für   

diese Population wird in der Literatur ein Anteil von 79 – 92,3 % angegeben [112] [114] 
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[120] [259] [311]. Wurden die CD127low-Zellen aus der Analyse ausgeschlossen, so 

kamen wir auf 89,4 % FoxP3-exprimierende Zellen innerhalb der CD4+CD25+CD127- 

Population und damit auf eine signifikant höhere FoxP3-Expression als bei den 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (p = 0,001). 

Innerhalb der zweiten in den Suppression-Assays untersuchten CD4+CD25-CD127- 

Zellpopulation wiesen in unserer Arbeit 21,0 % der Zellen eine FoxP3-Expression auf. 

Die FoxP3-Expression innerhalb der CD4+CD25-CD127- Zellen war damit signifikant 

geringer als die FoxP3-Expression innerhalb der CD4+CD25+CD127low/- Zellen        

(p = 0,001). Dies war zu erwarten, da es sich bei den CD4+CD25-CD127- Zellen im 

Gegensatz zu den CD4+CD25+CD127low/- Zellen nicht um Tregs handelte. Dennoch 

ist bemerkenswert, dass auch innerhalb der CD4+CD25-CD127- Zellen, die im Supp-

ression-Assay keine Suppressionsfunktion zeigten, immerhin 21,0 % der Zellen FoxP3 

exprimierten. Innerhalb der CD4+CD25-CD127low/- Population exprimierten 16,6 % 

der Zellen FoxP3 und damit signifikant weniger Zellen als innerhalb der CD4+CD25-

CD127- Zellpopulation (p = 0,002). In der Literatur wird für die CD4+CD25-CD127low/- 

Population eine variable FoxP3-Expression von 13,6 – 25,5 % beschrieben [112] [114]. 

26,0 % der CD4+CD25+CD127+ Zellen exprimierten FoxP3, was sich in die Ergebnis-

se von Liu et al. einfügt, die eine FoxP3-Expression von 22,9 % in dieser Zellpopulation 

beschreiben [114]. Vergleicht man die FoxP3-Expression innerhalb der 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (81,4 %) mit der FoxP3-Expression innerhalb der 

CD4+CD25+CD127+ Zellen (26,0 %), so zeigt sich eine signifikant höhere          

FoxP3-Expression bei den CD4+CD25+CD127low/- Zellen (p = 0,004).  

Unsere Ergebnisse bestätigen, dass der Ausschluss von CD127+ Zellen sowie auch 

CD127low-Zellen von der Analyse mit einer deutlich höheren FoxP3-Expression in den 

untersuchten Zellpopulationen einhergeht [113] [114]. 

In unserer Arbeit zeigten die Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs (CD4+CD25+ 

CD127low/-CD45RA-) mit 83,9 % eine signifikant höhere FoxP3-Expression als die 

naiven Tregs (CD4+CD25+CD127low/-CD45RA+), von denen nur 65,9 % FoxP3 ex-

primierten (p = 0,005). Hoffmann et al. beschreiben bei 90 % der CD4+CD25+ 

CD45RA- Effektor- bzw. Gedächtnis-Tregs eine FoxP3-Expression, welche jedoch im 

Verlauf einer zwei- bis dreiwöchigen Zellkultur verloren ging [117]. Im Gegensatz dazu 

wird in der Literatur bei den CD4+CD25+CD45RA+ naiven Tregs auch nach Expansion 
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eine demethylierte TSDR und damit eine stabile FoxP3-Expression beschrieben [117] 

[123].  

4.1.4.6 Zytokinproduktion innerhalb der Treg-Subpopulationen 

2,8 % der CD4+CD25+CD127low/- Tregs produzierten IFNγ. Dies stimmt mit          

vorhandenen Studien überein, in denen ebenfalls eine kleine, IFNγ-produzierende 

Zellpopulation innerhalb der Tregs beschrieben wurde [199] [256]. Die IFNγ-Produktion 

war in der CD4+CD25+CD127- Zellpopulation mit 1,0 % signifikant geringer als in der 

CD4+CD25+CD127low/- Population (p = 0,005). Mit 10,1 % lag die IFNγ-Produktion 

bei den CD4+CD25-CD127- Zellen signifikant höher als bei den 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen (p = 0,001). 

IL-17 wurde sowohl von 1,9 % der CD4+CD25+CD127low/- Zellen als auch von 1,9 % 

der CD4+CD25-CD127- Zellen produziert. Die CD4+CD25+CD127- Zellen zeigten mit 

0,9 % eine signifikant geringere IL-17-Produktion als die CD4+CD25+CD127low/-   

Zellen (p = 0,023). Somit konnten wir die aus vorherigen Studien bekannte, im Blut 

gesunder Probanden existierende kleine Population von IL-17-produzierenden Tregs 

bestätigen [201] [203].  

Die IL-10-Produktion war in allen untersuchten Zellpopulationen gering (0,3 – 0,5 %). 

Signifikante Unterschiede zwischen den Zellpopulationen ergaben sich bezüglich der 

IL-10-Produktion nicht. Generell sind die Ergebnisse für die IL-10-Produktion bei sehr 

geringen gemessenen Ereignissen unter Vorbehalt zu betrachten, da die                 

Gating-Strategie hierbei fehleranfällig ist. Für die Messung von IL-10 ist die verwendete 

Stimulationsmethode mit PMA, Ionomycin und BFA nicht die optimale Methode          

(s. Kapitel 4.3.8). Bei einem Vergleich der IL-10 Produktion zwischen verschiedenen 

Probandenkollektiven, z.B. zwischen gesunden Probanden und an Autoimmunerkran-

kungen leidenden Patienten, könnten sich dennoch auch mit der hier verwendeten  

Methode interessante Unterschiede ergeben.  

Abschließend kann man feststellen, dass der Einschluss der CD127low-Zellen in die 

Treg-Population zu einer signifikant höheren IFNγ- und IL-17-Produktion führte,      

verglichen mit den CD4+CD25+CD127- Zellen. Dies ist relevant, wenn – wie in unserer 

Studie – auch CD4+CD25+CD127low/- Zellen in Untersuchungen eingeschlossen  

werden.  Außerdem stellten wir fest, dass sich die CD4+CD25-CD127- Zellpopulation 

von der CD4+CD25+CD127low/- Zellpopulation durch eine signifikant höhere        

IFNγ-Produktion unterschied. 
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4.1.5 Chemokinrezeptoren und CD161 

Wir konnten nach vierstündiger Stimulation der PBMCs mit PMA, Ionomycin und BFA 

in der anschließend durchgeführten Phänotypisierung bei 6,5 % der CD4+ T-

Lymphozyten eine CXCR3-Expression, bei 2,3 % eine CCR5-Expression, bei 17,5 % 

eine CCR6-Expression und bei 9,0 % eine Expression von CD161 nachweisen.  

Innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten konnten wir bei 21,5 % der Zellen eine CXCR3-

Expression, bei 49,4 % eine CCR5-Expression, bei 10,0 % eine CCR6-Expression und 

bei 4,1 % eine Expression von CD161 messen. 

Die Expression der Chemokinrezeptoren und auch die Zytokinproduktion innerhalb der 

Chemokinrezeptoren-exprimierenden Subpopulationen sind abhängig von den vor der 

PBMC-Phänotypisierung durchgeführten Kultur- und Stimulationsbedingungen [317].  

In der Literatur finden sich sehr heterogene Angaben für die Expression der Chemokin-

rezeptoren zwischen den einzelnen Studien, die teilweise höher und teilweise niedriger 

liegen als die in unserer Studie gemessenen Werte [318] [319] [320]. Aufgrund der 

unterschiedlichen Methodik ist es an dieser Stelle wenig sinnvoll, unsere Ergebnisse 

mit den vorliegenden Daten zu vergleichen. Die in unserer Studie generierten Werte 

sollen als Datengrundlage für Folgestudien dienen, in denen zusätzlich zu gesunden 

Probanden die PBMCs von an Autoimmunerkrankungen leidenden Patienten          

untersucht werden sollen. 
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4.2 Polarisierung und Funktionsuntersuchung regulatorischer T-Zellen 

und CD4+CD25-CD127- Zellen mittels Suppression-Assays 

Bei der Interpretation der Ergebnisse der Suppression-Assays waren insbesondere 

folgende Fragestellungen von Interesse:  

- Waren die isolierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen funktionsfähige Tregs,    

die in einer Co-Kultur die Proliferation der CD4- Effektorzellen supprimieren 

konnten?  

- Besaßen die isolierten CD4+CD25-CD127- Zellen supprimierende Eigenschaf-

ten?  

- Beeinträchtigte die Stimulation mit dem Th17-Cocktail die Suppressionsfunktion 

der CD4+CD25+CD127low/- Zellen?  

- War es möglich, die CD4+CD25-CD127- Zellen durch die Stimulation mit dem 

Treg-Cocktail hin zu Zellen mit Suppressionsfunktion zu polarisieren? 

4.2.1 Vergleich der Co-Kulturen von CD4- Effektorzellen mit 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit den Kon-

trollansätzen 

Es wurde sowohl die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Proliferation in den 

Kontrollansätzen verglichen als auch die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+ 

CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit der Suppressionsfunktion in den   

Kontrollansätzen. Da sich in den Kontrollansätzen nur CD4- Effektorzellen befanden, 

wurde die Suppressionsfunktion hier auf Null festgelegt. Ziel dieser Analyse war es,   

zu untersuchen, ob die CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen die 

Fähigkeit zur Suppression der Proliferation von CD4- Effektorzellen besaßen, also ob 

deren Suppressionsfunktion signifikant von Null abwich. 

Im Folgenden wird das Verhältnis von CD4+CD25+CD127low/- Zellen bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen zu CD4- Effektorzellen mit 0:1, 0,5:1 und 1:1 angegeben. 
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4.2.1.1 Vergleich der Co-Kulturen von CD4- Effektorzellen mit unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit den Kon-

trollansätzen (Prästimulations-Suppression-Assays) 

In Anwesenheit der CD4+CD25+CD127low/- Zellen fiel die Proliferation der CD4-   

Effektorzellen mit 8,53 % (Verhältnis 0,5:1) bzw. 6,77 % (Verhältnis 1:1) signifikant 

geringer aus als im Kontrollansatz (32,22 %), in dem nur CD4- Effektorzellen enthalten 

waren (p = 0,031). Die unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen zeigten eine 

Suppressionsfunktion von durchschnittlich 72 % (Verhältnis 0,5:1) bzw. 78 %         

(Verhältnis 1:1), welche signifikant von Null abwich (p = 0,031 für Verhältnis 0,5:1 und 

p = 0,036 für Verhältnis 1:1). Die Proliferation der CD4- Effektorzellen war also in    

Anwesenheit der CD4+CD25+CD127low/- Zellen in der Co-Kultur um 72 % (Verhältnis 

0,5:1) bzw. 78 % (Verhältnis 1:1) geringer im Vergleich zur Proliferation der CD4-    

Effektorzellen im Kontrollansatz. Dieses Ergebnis bestätigt, dass es sich bei den     

isolierten Zellen um funktionsfähige Tregs handelte und reproduziert die Ergebnisse 

zahlreicher Studien, die gezeigt haben, dass Tregs die Fähigkeit besitzen, die     

Proliferation von Effektorzellen in vitro zu hemmen [158] [162] [306]. So beschreiben 

beispielsweise Crellin et al. bei einem Verhältnis von Tregs zu Effektorzellen von 0,5:1 

Reduktion der Proliferation der Effektorzellen um 70-80 % [321]. 

Das Vorhandensein von CD4+CD25-CD127- Zellen in der Co-Kultur mit CD4- Effektor-

zellen führte zu keiner erkennbaren Veränderung der Proliferation dieser Zellen im 

Vergleich zum Kontrollansatz. Im unstimulierten Zustand wich die Suppressionsfunkti-

on der CD4+CD25-CD127- Zellen nicht signifikant von Null ab, sie besaßen also nicht 

die Fähigkeit, die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu hemmen. Diese Erkenntnis 

diente als Ausgangspunkt für die Folgeversuche, deren Ziel es war, die CD4+CD25-

CD127- Zellen hin zu Treg-ähnlichen Zellen zu polarisieren. Interessant ist, dass die 

CD4+CD25-CD127- Zellen keine Suppressionsfunktion zeigten, obwohl immerhin 21 % 

unter ihnen FoxP3 exprimierten. Baecher-Allan et al. konnten zeigen, dass 

CD4+CD25- Zellen keine Suppressionsfunktion besaßen, jedoch beachteten sie nicht 

den CD127-Status der untersuchten Zellen [306]. 
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4.2.1.2 Vergleich der Co-Kulturen von CD4- Effektorzellen mit stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen mit den Kon-

trollansätzen (Poststimulations-Suppression-Assays) 

In der Poststimulations-Analyse nach Stimulation der CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

mit dem Th17-Cocktail war die Proliferation der CD4- Effektorzellen mit 34,15 %    

(Verhältnis 0,5:1) bzw. 33,03 % (Verhältnis 1:1) nicht signifikant geringer als im Kon-

trollansatz (38,82 %). Die Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

wich nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail nicht signifikant von Null ab. Die durch 

den Th17-Cocktail behandelten CD4+CD25+CD127low/- Zellen besaßen also nicht die 

Fähigkeit, die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu hemmen. Dies lässt vermuten, 

dass die CD4+CD25+CD127low/- Zellen durch die Stimulation mit dem proinflammato-

rischen Th17-Cocktail die Fähigkeit verloren hatten, die Proliferation der CD4- Effektor-

zellen zu hemmen. Im folgenden Kapitel wird diese Vermutung durch den Vergleich der 

stimulierten mit den unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen erhärtet.  

Die Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit den mittels Treg-

Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen fiel, verglichen mit dem Kon-

trollansatz signifikant geringer aus (15,42 % im Verhältnis 0,5:1 bzw. 14,63 % im Ver-

hältnis 1:1 vs. 38,82 % im Kontrollansatz; p < 0,05). Die CD4+CD25+CD127low/- Zel-

len hatten also auch nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail die Fähigkeit, die Prolife-

ration der CD4- Effektorzellen zu hemmen. Die mittels Treg-Cocktails stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen zeigten weiterhin eine Suppressionsfunktion, welche 

signifikant von Null abwich (52 % im Verhältnis 0,5:1; 54 % im Verhältnis 1:1; p < 0,05). 

Die Ergebnisse zeigen, dass die CD4+CD25+CD127low/- Zellen in einem IL-2- und 

TGFβ-beinhaltenden Zytokinmilieu ihre Suppressionsfunktion aufrechterhielten. In Stu-

dien konnte gezeigt werden, dass IL-2 wichtig für die Aufrechterhaltung der FoxP3-

Expression und damit der Treg-Funktion ist [55] [193] und dass TGFβ, gemeinsam mit 

IL-2, die Differenzierung von T-Helferzellen in Richtung Treg begünstigt [190] [191] 

[192]. 

Die mittels Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen konnten die Prolife-

ration der CD4- Effektorzellen nicht supprimieren. Sie hatten, je nach Verhältnis der 

beiden Zellpopulationen in der Co-Kultur zueinander, zu einer gleichbleibenden (42,35 

%, Verhältnis 1:1) oder sogar zu einer signifikant höheren Proliferation der CD4- Ef-

fektorzellen (45,50 %, Verhältnis 0,5:1, p < 0,05), verglichen mit dem Kontrollansatz 

(40,78 %) geführt. Die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen lag nach 
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Stimulation mit dem Th17-Cocktail im negativen Bereich und wich bei einem 

CD4+CD25-CD127- zu CD4- Effektorzell-Verhältnis von 0,5:1 signifikant von Null ab, 

was bedeutet, dass es durch die CD4+CD25-CD127- Zellen in dieser Co-Kultur zu  

einer signifikanten Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen gekommen war 

(p < 0,05). Diese Steigerung der Proliferation der CD4- Effektorzellen könnte möglich-

erweise daraus resultieren, dass der Th17-Cocktail bei den CD4+CD25-CD127- Zellen 

eine Differenzierung in Richtung proinflammatorische Th17-Zellen ausgelöst haben 

könnte. Dem gegenüber steht der fehlende Effekt der Th17-Stimulation der 

CD4+CD25-CD127- Zellen in der Co-Kultur, in der CD4+CD25-CD127- Zellen mit 

CD4- Effektorzellen im Verhältnis 1:1 vorlagen. Es wäre wünschenswert, diese Vermu-

tung in einer größer angelegten Studie, die eine Phänotypisierung der CD4+CD25-

CD127- Zellen nach der Zytokin-Stimulation mit einschließt, zu bestätigen oder zu  

widerlegen.  

In der Co-Kultur der CD4- Effektorzellen mit den mittels Treg-Cocktails stimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen zeigte sich eine signifikant geringere Proliferation der CD4- 

Effektorzellen, verglichen mit dem Kontrollansatz (20,08 % im Verhältnis 0,5:1 bzw. 

21,43 % im Verhältnis 1:1 vs. 40,78 % im Kontrollansatz; p < 0,05). Nach Stimulation 

mit dem Treg-Cocktail konnte bei den CD4+CD25-CD127- Zellen eine signifikant von 

Null abweichende Suppressionsfunktion nachgewiesen werden (45 % im Verhältnis 

0,5:1 und 40 % im Verhältnis 1:1; p < 0,05). Die mittels Treg-Cocktails stimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen reduzierten also die Proliferation der CD4- Effektorzellen 

um 45 % (Verhältnis 0,5:1) bzw. um 40 % (Verhältnis 1:1) im Vergleich zum             

Kontrollansatz. 

4.2.2 Vergleich der Co-Kulturen mit unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- bzw. 

CD4+CD25-CD127- Zellen mit den Co-Kulturen mit stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen 

4.2.2.1 Vergleich der Co-Kulturen mit unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zel-

len mit den Co-Kulturen mit stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen 

Die Proliferation der CD4- Effektorzellen war in der Co-Kultur mit mittels                 

Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen signifikant höher als in der 

Co-Kultur, in der sich unstimulierte Tregs befanden (34,15 % vs. 8,53 % im Verhältnis 

0,5:1; 33,03 % vs. 6,77 % im Verhältnis 1:1; p = 0,031). Die Suppressionsfunktion der 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen war nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail signifikant 
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geringer als die Suppressionsfunktion der unstimulierten CD4+CD25+CD127low/-    

Zellen (7 % vs. 72 % im Verhältnis 0,5:1, p = 0,031; 11 % vs. 78 % im Verhältnis 1:1,   

p = 0,036). Bezieht man die in 4.2.1 diskutierten Ergebnisse aus dem Vergleich der 

Co-Kulturen mit den Kontrollansätzen mit ein, kann man feststellen, dass die Tregs 

nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail die Fähigkeit, die Proliferation der CD4-     

Effektorzellen zu unterdrücken und damit ihre Suppressionsfunktion, verloren hatten. In 

Studien konnte gezeigt werden, dass Tregs in Anwesenheit von TGFβ in Kombination 

mit den proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-23 ihre Suppressionsfunktion 

verlieren und sich zu Th17-Zellen differenzieren können [89] [118] [204]. Wir vermuten, 

dass in unserer Studie durch den TGFβ, IL-1β, IL-6 und IL-23 beinhaltenden Th17-

Cocktail eine Differenzierung der CD4+CD25+CD127low/- Zellen hin zu Th17-Zellen 

ohne Suppressionsfunktion ausgelöst wurde. Um diese Hypothese zu überprüfen wäre 

eine Phänotypisierung der CD4+CD25+CD127low/- Zellen nach der Stimulation mit 

besonderem Augenmerk auf die Marker CD25, FoxP3, RORγt, IL-10 und IL-17 von 

großem Interesse. Da nach der Zytokin-Stimulation keine erneute Charakterisierung 

der Zellen stattgefunden hat, ist der Phänotyp der stimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen unbekannt. Eine alternative Hypothese wäre, dass das Fehlen von IL-2 im Th17-

Cocktail, welches den wesentlichen Überlebensfaktor von Tregs darstellt [38] [57] [55] 

[95] [111], zum Verlust der Treg-Funktion oder sogar zum Absterben der Tregs geführt 

haben könnte und so die nach der Stimulation fehlende Suppressionsfunktion erklären 

würde. Ein IL-2-Mangel in vivo bei Mäusen korreliert mit dem Verlust der FoxP3-

Expression und einer reduzierten Treg-Funktion [322] [323]. Sakaguchi et al. beschrie-

ben, dass das Fehlen von IL-2 in Standard-Zellkulturen die Ursache für die Anergie der 

Tregs in vitro darstellt [324]. Bei in vitro-Zellkulturen mit humanen Zellen konnte gezeigt 

werden, dass ein Fehlen von IL-2 die Polarisation von Tregs durch IL-6 und IL-1β hin 

zu Th17-Zellen verhinderte [204]. Um festzustellen, ob der Th17-Cocktail oder das 

Fehlen von IL-2 zum Verlust der Suppressionsfunktion der Tregs geführt hatte, sollte 

man zusätzlich einen Versuchsansatz wählen, in dem die Stimulation mit dem Th17-

Cocktail in Anwesenheit von IL-2 erfolgt und die Ergebnisse vergleichen [204] [289]. 

Nach Stimulation der CD4+CD25+CD127low/- Zellen mit dem Treg-Cocktail war die 

Proliferation der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen signifikant höher als in den  

Co-Kulturen mit unstimulierten Tregs (15,42 % vs. 8,53 % im Verhältnis 0,5:1; 14,63 % 

vs. 6,77 % im Verhältnis 1:1; p = 0,031). Die mit dem Treg-Cocktail stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen zeigten eine geringere Suppressionsfunktion,         

verglichen den unstimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen. Signifikant war der   
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Unterschied allerdings nur bei den CD4+CD25+CD127low/- Zellen, die in einer        

Co-Kultur im Verhältnis von 1:1 mit den CD4- Effektorzellen vorlagen (54 % vs. 78 %,  

p = 0,036). Die CD4+CD25+CD127low/- Zellen wiesen nach Stimulation mit dem Treg-

Cocktail zwar weiterhin eine Suppressionsfähigkeit auf (s. Kapitel 4.2.1), diese war 

jedoch geringer als die Suppressionsfähigkeit der unstimulierten CD4+CD25+ 

CD127low/- Zellen. Die Ursache für diese geringere Suppressionsfunktion der Tregs 

nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail könne der Untergang von Zellen in der sechs-

tägigen Zellkultur sein. Um diese Theorie zu verifizieren, müsste nach der Stimulation 

der CD4+CD25+ CD127low/- Zellen eine erneute Zählung der Zellen erfolgen. Wir  

hatten uns jedoch aufgrund der geringen Zellzahl an dieser Stelle aktiv gegen eine 

erneute Zellzählung entschieden, um den Zellverlust durch erneutes Zentrifugieren und 

Absaugen zu vermeiden. 

4.2.2.2 Vergleich der Co-Kulturen mit unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen mit 

den Co-Kulturen mit stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen 

Im Ansatz, in dem die CD4- Effektorzellen mit mittels Th17-Cocktails stimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen im Verhältnis 0,5:1 vorlagen, zeigten die CD4- Effektorzel-

len eine signifikant höhere Proliferation als in der Co-Kultur mit unstimulierten 

CD4+CD25-CD127- Zellen (45,5 % vs. 33,82 %, p = 0,031). Hierfür könnte eine durch 

die Stimulation mit dem Th17-Cocktail induzierte Differenzierung der CD4+CD25-

CD127- Zellen hin zu proinflammatorischen Th17-Zellen verantwortlich gewesen sein 

[53]. Lagen die CD4- Effektorzellen im Verhältnis 1:1 mit den CD4+CD25-CD127-   

Zellen vor, so ergab sich keine signifikante Änderung der Proliferation der CD4-      

Effektorzellen. Auch die Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen im     

unstimulierten Zustand wich nicht signifikant von der Suppressionsfunktion der 

CD4+CD25-CD127- Zellen nach Stimulation mit dem Th17-Cocktail ab. In beiden   

Fällen befand sie sich im negativen Bereich, was bedeutet, dass im Beisein der 

CD4+CD25-CD127- Zellen die Proliferation der CD4- Effektorzellen höher war als   

deren Proliferation im Kontrollansatz. Um zu erfahren, ob der Th17-Cocktail eine    

Veränderung der CD4+CD25+CD127- Zellen bewirkt hatte, wäre auch hier eine     

Phänotypisierung nach Zytokin-Stimulation der Zellen hilfreich.  

Beim Ansatz der mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen zeigte 

sich eine signifikant niedrigere Proliferation der CD4- Effektorzellen im Vergleich zum 

Ansatz mit unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen (20,08 % vs. 33,82 % im         

Verhältnis 0,5:1; 21,43 % vs. 40,07 % im Verhältnis 1:1; p = 0,031). Im Vergleich zur 
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Suppressionsfunktion der unstimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen, kam es nach Sti-

mulation mit dem Treg-Cocktail zu einer signifikanten Erhöhung der Suppressionsfunk-

tion auf Werte im positiven Bereich (45 % vs. -16 % im Verhältnis 0,5:1; 40 % vs. -45 % 

im Verhältnis 1:1; p = 0,031). Durch die Stimulation mit dem Treg-Cocktail hatten die 

CD4+CD25-CD127- Zellen also eine Suppressionsfunktion erlangt und somit die     

Fähigkeit erhalten, die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu hemmen. Da diese   

Fähigkeit regulatorischen T-Zellen zugesprochen wird, spricht dieses Ergebnis für   

unsere Hypothese, dass die CD4+CD25-CD127- Zellen durch die Stimulation mit dem 

Treg-Cocktail zu iTregs mit Suppressionsfunktion polarisiert worden waren. Dies fügt 

sich in die Ergebnisse von Studien ein, in denen gezeigt werden konnte, dass aus 

CD4+CD25- Zellen durch Stimulation mit TGFβ und IL-2 regulatorische T-Zellen mit 

Suppressionsfunktion generiert werden können [138] [255] [256] [257] [258]. Allerdings 

wurde in genannten Studien der CD127-Status der Zellen nicht berücksichtigt. Die 

PBMC-Phänotypisierung hatte gezeigt, dass innerhalb der unstimulierten CD4+CD25-

CD127- Zellpopulation 21,0 % der Zellen FoxP3 exprimierten. Von großem Interesse 

wäre auch hier eine Phänotypisierung der CD4+CD25-CD127- Zellen nach der Stimu-

lation mit dem Treg-Cocktail, um die Fragen zu klären, ob die Stimulation mit TGFβ 

und IL-2 zu einer CD25-Expression sowie zu einer erhöhten FoxP3-Expression in den 

stimulierten Zellen geführt hatte.  

4.2.3 Vergleich der korrespondierenden Versuchsansätze von 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen 

4.2.3.1 Vergleich der korrespondierenden Versuchsansätze von unstimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen (Prästimu-

lations-Suppression-Assays) 

Beim Vergleich der korrespondierenden Versuchsansätze zeigten sich im Prästimulati-

ons-Suppression-Assay eine signifikant niedrigere Proliferation der CD4- Effektorzellen 

in den Co-Kulturen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen, verglichen mit der Proliferation 

der CD4- Effektorzellen in den Co-Kulturen mit CD4+CD25-CD127- Zellen (8,53 % vs. 

33,82 % im Verhältnis 0,5:1; 6,77 % vs. 40,07 % im Verhältnis 1:1; p = 0,031). Die 

Suppressionsfunktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen war signifikant höher als die 

Suppressionsfunktion der CD4+CD25-CD127- Zellen (72 % vs. -16 % im Verhältnis 

0,5:1; 78 % vs. -45 % im Verhältnis 1:1, p = 0,031). Diese Ergebnisse stehen in      

Einklang mit den in Kapitel 4.2.1 diskutierten Ergebnissen, in denen gezeigt werden 

konnte, dass die CD4+CD25+CD127low/- Zellen eine Suppressionsfähigkeit           
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aufwiesen, wohingegen die CD4+CD25-CD127- Zellen nicht die Fähigkeit hatten,     

die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu supprimieren.  

4.2.3.2 Vergleich der korrespondierenden Versuchsansätze von stimulierten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen (Poststimu-

lations-Suppression-Assays) 

In den Co-Kulturen mit mittels Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen zeigten die CD4+ Effektorzellen keine signifikant unterschiedliche Proliferation, 

verglichen mit der Proliferation der CD4+ Effektorzellen in den Co-Kulturen mit mittels 

Th17-Cocktails stimulierten CD4+CD25-CD127- Zellen (34,15 % vs. 45,50 % im     

Verhältnis 0,5:1, 33.03 % vs. 42,35 % im Verhältnis 1:1). Die CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen und die CD4+CD25-CD127- Zellen wiesen nach Stimulation mit dem           

Th17-Cocktail keine signifikant unterschiedliche Suppressionsfunktion auf (-7 % vs.      

-17 % im Verhältnis 0,5:1; 11 % vs. -15 % im Verhältnis 1:1). Beide Zellpopulationen 

besaßen nach Stimulation mit dem Th17-Cockail nicht die Fähigkeit, die Proliferation 

der CD4- Effektorzellen zu supprimieren. In Zusammenschau mit den in den Kapiteln 

4.2.1 und 4.2.2 diskutierten Ergebnissen kann man daraus schließen, dass die 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen durch die Stimulation mit dem Th17-Cocktail ihre 

Suppressionsfähigkeit verloren hatten und sich in der Co-Kultur mit CD4- Effektorzellen 

nicht mehr von den CD4+CD25-CD127- Zellen unterscheiden ließen. Alternativ könnte, 

wie in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben, das Fehlen von IL-2 in der Zellkultur mit 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen zu einem Funktionsverlust oder Absterben der 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen geführt haben.  

Auch nach Stimulation mit dem Treg-Cocktail zeigte sich keine signifikant                

unterschiedliche Proliferation der CD4- Effektorzellen in den korrespondierenden     

Versuchsansätzen mit CD4+CD25+CD127low/- Zellen verglichen mit den Ansätzen mit 

CD4+CD25-CD127- Zellen (15,42 % vs. 20,08 % im Verhältnis 0,5:1; 14,63 % vs. 

21,43 % im Verhältnis 1:1). Die CD4+CD25-CD127- Zellen zeigen nach Stimulation mit 

dem Treg-Cocktail eine Suppressionsfunktion, die sich nicht signifikant von der     

Suppressionsfunktion der mittels Treg-Cocktails stimulierten CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen unterschied (45 % vs. 52 % im Verhältnis 0,5:1; 40 % vs. 54 % im Verhältnis 

1:1). Dies fügt sich in die Ergebnisse von Studien ein, die bei iTregs eine mit tTregs 

vergleichbare Suppressionsfunktion nachweisen konnten [325] [326]. Beide            

Zellpopulationen besaßen die Fähigkeit, die Proliferation der CD4- Effektorzellen zu 

supprimieren. Hieraus kann man, in Zusammenschau mit den in den Kapiteln 4.2.1 und 
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4.2.2 diskutierten Ergebnissen konstatieren, dass die CD4+CD25-CD127- Zellen durch 

die Stimulation mit dem Treg-Cocktail die Fähigkeit zur Suppression von CD4-        

Effektorzellen erlangt hatten. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl 

naive T-Zellen als auch Th17-Zellen zu iTregs konvertiert werden können [134] [256] 

[257] [326]. Eine Stimulation mit TGFβ führte bei CD4+CD25- Zellen zu einer Erhöhung 

der FoxP3-Expression und zu einem mit Tregs vergleichbaren Zytokinprofil [327].     

Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass auch CD4+CD25-CD127- Zellen durch 

Zytokin-Stimulation mit TGFβ und IL-2 zu Zellen mit Suppressionsfunktion und damit 

vermutlich zu iTregs polarisiert werden können. Um die Hypothese, dass die 

CD4+CD25-CD127- Zellen durch den Treg-Cocktail zu iTregs polarisiert worden wa-

ren, zu bestätigen, wäre eine nachfolgende Phänotypisierung wünschenswert und soll-

te in einer Folgestudie durchgeführt werden.  
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4.3 Methoden-abhängige Faktoren und Limitationen 

4.3.1 In vitro Verhältnisse 

In vitro-Versuche stellen ein Modell für Vorgänge in vivo dar, können diese aber nie 

vollständig und realitätsgetreu abbilden [26] [158]. Bei der Interpretation von in        

vitro-Versuchen muss daher immer die mögliche Diskrepanz zu den Vorgängen in vivo 

berücksichtigt werden [205] [328]. In vitro herrscht ein Versuchsaufbau mit einzelnen 

Zellpopulationen, was im Gegensatz zum in vivo herrschenden multizellulären Milieu 

steht [289] [329]. Die Stimulation der Zellen mit unspezifischen Antigenen wie Anti-CD3 

und unphysiologischen Stimulatoren wie PMA und Ionomycin ist ein etabliertes       

Verfahren, um eine Immunantwort auszulösen, kann eine physiologische Reaktion der 

Immunzellen auf bestimmte Pathogene oder körpereigene Antigene aber nur bedingt 

nachbilden [263] [280].  

Vorteile der in vitro-Versuche sind, dass die Ergebnisse leichter auf die einzelnen 

durchgeführten Schritte zurückgeführt werden können als bei in vivo Versuchen [158] 

[289]. Es können mit geringem Aufwand und insbesondere geringem Risiko Versuche 

an menschlichen Zellen durchgeführt werden, um physiologische und pathologische 

Vorgänge im menschlichen Körper besser zu verstehen [158]. In vitro Suppression-

Assays stellten in den letzten zwei Jahrzehnten die gängige Methode zur                 

Untersuchung der Treg-Funktion bei menschlichen Zellen dar, sodass die                

Eigenschaften von humanen Tregs in vitro mittlerweile gut untersucht sind [205] [289] 

[293] [330]. Die komplexen Mechanismen der Immunregulation durch Tregs sind     

jedoch durch in vitro Versuche nicht vollständig abbildbar und bleiben in vivo weiterhin 

relativ unklar [118] [293] [331]. 

In vivo wird aus ethischen Gründen häufig auf Tierversuche, insbesondere auf        

Experimente an Mäusen, zurückgegriffen, wo sich zwar die komplexen in einem      

lebenden Organismus ablaufenden Vorgänge sehr gut abbilden lassen, allerdings bei 

der Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen interspezifische Unterschiede    

berücksichtigt werden müssen [328]. Gerade in der Treg-Forschung sind mittlerweile 

etliche Unterschiede zwischen murinen und humanen Zellen bekannt, sodass sich die 

Ergebnisse nicht ohne weiteres von der Maus auf den Menschen übertragen lassen 

[110]. Daher haben wir in unserer Arbeit, bis auf eine Ausnahme, in der explizit von 

murinen Experimenten die Rede ist, nur Studien mit humanen Zellen als Quellen    

herangezogen.  
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4.3.2 Kryokonservierung der Zellen 

Die PBMCs wurden nach ihrer Gewinnung durch Dichtegradientenzentrifugation     

zunächst bei -197°C kryokonserviert. Für die PBMC-Phänotypisierung sowie für die 

Isolation der CD4+CD25+CD127low/- Zellen, der CD4+CD25-CD127- Zellen und der 

CD4- Effektorzellen und die nachfolgenden Suppression-Assays wurden die PBMCs 

wieder aufgetaut. Die Kryokonservierung kann prinzipiell zur verminderten Vitalität, zur 

Funktionsbeeinträchtigung der Zellen, zu veränderter Zytokinproduktion und zu      

verminderten Zell-Antworten führen [268] [270] [332] [333] [334]. Auch die Expression 

einiger Oberflächenmoleküle, wie beispielsweise CCR5, kann nach Kryokonservierung 

signifikant verändert sein [335]. In anderen Studien konnte jedoch gezeigt werden, 

dass die PBMCs nach der Kryokonservierung eine mit frisch isolierten PBMCs ver-

gleichbare Vitalität, Genexpression, Zytokinproduktion und Proliferation aufweisen [48] 

[269] [335] [336]. Grundsätzlich wäre es wünschenswert, die PBMC-Phänotypisierung 

sowie die Stimulations- und Suppressionsversuche direkt im Anschluss an die Gewin-

nung der PBMCs durchzuführen. Dies war jedoch aus organisatorischen Gründen, 

insbesondere aufgrund der Verfügbarkeit der Durchflusszytometer FACSAria III und 

FACSCanto II sowie aufgrund Dauer der Versuche, nicht zu leisten. So muss bei der 

Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden, dass es bei der Produktion von 

Zytokinen und der Expression von Oberflächenmolekülen sowie bei der Funktion der 

Lymphozyten durch die Kryokonservierung zu relevanten Abweichungen im Vergleich 

zu frisch isolierten Zellen kommen könnte [335] [337] [338]. 

Nach Ansetzen der Prästimulations-Suppression-Assays und der Zellkulturen mit den 

stimulierten CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen wurden die 

übrigen für die Poststimulations-Suppression-Assays benötigten CD4- Effektorzellen 

erneut für 6 Tage kryokonserviert. Diese zweite Kryokonservierung ist beim Vergleich 

der Proliferation der CD4- Effektorzellen zwischen den Prä- und den Poststimulations-

Suppression-Assays zu berücksichtigen. Bei Gegenüberstellung der Suppressions-

funktion der CD4+CD25+CD127low/- bzw. der CD4+CD25-CD127- Zellen in den    

Prä- und in den Poststimulations-Suppression-Assays wird diese eingeschränkte     

Vergleichbarkeit jedoch durch den Bezug auf den Kontrollansatz relativiert. Außerdem 

konnte in einer Studie von Costantini et al. gezeigt werden, dass eine Kryokonservie-

rung die Proliferationskapazität von Lymphozyten in Antwort auf Anti-CD3 nicht        

relevant beeinträchtigt [335]. Unter Berücksichtigung dieser Faktoren gingen wir auch 

beim Vergleich der Prä- mit den Poststimulations-Suppression-Assays von abhängigen 

Daten aus und verwendeten den Wilcoxon-Rank-Test für die statistische Auswertung.  
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Ein alternativer Versuchsaufbau zur Umgehung der Effekte der Kryokonservierung 

wäre, die Isolation der CD4+CD25+CD127low/- Zellen, der CD4+CD25-CD127- Zellen 

und der CD4- Effektorzellen Zellen aus frischen, nicht kryokonservierten, PBMCs 

durchzuführen und die CD4- Effektorzellen, die für die Poststimulations-Suppression-

Assays benötigt werden, nach ihrer Isolation in einer Zellkultur zu belassen [286].    

Jedoch stünde man hier beim Vergleich der Prä- mit den Poststimulations-

Suppression-Assays vor der Tatsache, dass frisch isolierte CD4- Effektorzellen mit 

CD4- Effektorzellen, die sich in einer Zellkultur befanden, verglichen werden müssten 

und auch der Verbleib in der Zellkultur zu einer abweichenden Proliferation der Zellen 

führen könnte. 

4.3.3 Mikrobielle Kontamination der Proben 

Die Isolation der PBMCs und der CD4+ Zellen mittels MACS, die Färbung der CD4+ 

Zellen mit den Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern PE/Cy7 anti-human CD25 und 

BV421 anti-human CD127 sowie das Ansetzen der Suppression-Assays und der     

Zytokin-Stimulationen wurden unter strengen sterilen Bedingungen innerhalb der    

Sterilbank durchgeführt.  

Der verwendete Zell-Sorter FACS Aria III war allerdings ein Durchflusszytometer,   

welches von verschiedenen Arbeitsgruppen genutzt wurde und nicht unter sterilen  

Bedingungen arbeitete. Es wurde zwar darauf geachtet, die Öffnung der Tubes, in  

denen sich die Zellen befanden, möglichst kurz zu halten, allerdings konnte es häufig 

nicht verhindert werden, dass die Zellen bei diesem Prozess, meist mit Pilzsporen, 

kontaminiert wurden. Diese Kontaminationen machten dann die sich anschließenden 

Zellkulturen unbrauchbar. Um sowohl personelle als auch finanzielle Ressourcen zu 

schonen wäre für weitere Studien ein steril arbeitender Zell-Sorter wünschenswert. 

Eine zusätzliche Möglichkeit, um das Risiko der mikrobiellen Kontamination zu        

minimieren, wäre eine kürzere Zellkulturdauer. Verschiedene Studien konnten zeigen, 

dass Suppression-Assays auch in drei- bis viertägigen Zellkulturen durchführbar sind 

[339] [340]. 
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4.3.4 Geringe Zellzahlen 

Tregs machen je nach Quelle 1-8 % der CD4+ T-Helferzellen aus [113] [114] [122] 

[124] [294] [306] [311] [313]. Beim Versuch, Suppression-Assays mit aus PBMCs    

isolierten Tregs durchzuführen, sind die geringen Zellzahlen häufig der limitierende 

Faktor [22] [292].  

In unserer Studie wäre es nach den Stimulationsversuchen wünschenswert gewesen, 

den Phänotyp der stimulierten CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-

CD127- Zellen zu bestimmen. Dies war aufgrund der geringen Zellzahl nicht zu leisten. 

Durchschnittlich lagen nach der Isolation mittels des Zell-Sorters 286.500 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und 144.500 CD4+CD25-CD127- Zellen vor. Ein Ziel 

unserer Stude war es, eine Methode zu etablieren, nach deren Vorbild größer         

angelegte Studien durchgeführt werden können, die die Polarisierbarkeit und Funktion 

von CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen gesunder        

Probanden mit der Polarisierbarkeit und Funktion von Zellen von Patienten mit         

Autoimmunerkrankungen vergleichen. Bedenkt man die bei Patienten mit Autoimmun-

erkrankungen zum Teil geringere Anzahl an Tregs im peripheren Blut sowie die unter 

Umständen geringere Menge an für Studien zur Verfügung stehenden Blutes von Pati-

enten, insbesondere bei Einschluss pädiatrischer Patienten, so verdeutlicht dies die 

Notwendigkeit einer Methode zur Erhöhung der CD4+CD25+CD127low/- und 

CD4+CD25-CD127- Zellzahl  [198] [205] [341].  

4.3.4.1 Einfluss des Isolationsprozesses auf die Zellzahlen 

Grundsätzlich gibt es zwei etablierte Methoden zur Isolierung von Tregs für nachfol-

gende Suppressionsversuche. Die Isolation mittels magnetischer Zell-Separation und 

die durchflusszytometrische Isolation im Zell-Sorter [286] [293]. In unserer Studie wur-

den beide Methoden kombiniert.  

In den Vorversuchen zu dieser Studie war zunächst versucht worden, die Zellpopulati-

onen durch magnetische Separation mittels des CD4+CD25+CD127low/- Regulatory T 

Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec zu isolieren. CD4+CD25+CD127low/- Tregs 

konnten mit dieser Methode erfolgreich isoliert werden, jedoch zeigte sich wiederholt 

eine unzureichende Reinheit der CD4+CD25-CD127- Fraktion, in der sich noch bis zu 

60 % CD4- Zellen befanden. Vorteil der MACS-Isolation ist, verglichen mit dem     

durchflusszytometrischen Zell-Sorting, dass eine deutlich höhere Zahl an Tregs isoliert 

werden kann [263] [286]. Jedoch ist die Hauptlimitation der MACS-Isolation die       

Erzielung der notwendigen Reinheit der Zellpopulationen [22] [56] [306]. Zunächst  
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wurde in den Vorversuchen angestrebt, durch vorangehende CD4+ Isolierung mittels 

CD4+ T Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec die CD4+ Reinheit zu verbessern. 

Dies war erfolgreich, jedoch war nachfolgend die CD4+CD25+CD127low/- Fraktion 

wiederholt stark mit CD25- Zellen verunreinigt. Für unser Studiendesign mit dem Ziel 

der Isolierung einer reinen CD4+CD25-CD127- Zellpopulation war die ausschließliche 

MACS-Isolierung also keine geeignete Methode. 

Folglich wurde die Entscheidung getroffen, nach der MACS-Isolierung mittels des 

CD4+ T Cell Isolation Kits für den zweiten Isolationsschritt den FACS Aria III Zell-Sorter 

der Firma BD Biosciences zu verwenden. Die bei der MACS-Isolierung verwendeten 

MicroBeads sind sehr klein und interferieren nicht mit dem nachfolgenden Zell-Sorting 

[263] [284]. Der Vorteil des durchflusszytometrischen Zell-Sortings ist, verglichen mit 

der MACS-Isolierung, dass man von einer nahezu 100-prozentigen Reinheit der beiden 

Zellfraktionen ausgehen kann [22] [293] [306]. Als Nachteil ist die deutlich geringere 

Zellzahl zu nennen, da bei dem Prozess des Sortens ein erheblicher Anteil der Zellen 

zugrunde geht [306]. Außerdem kann es durch den Sortingprozess zu einem Verlust 

der Integrität der Plasmamembran der Zellen oder zur vorzeitigen Zellaktivierung 

kommen [342] [343] [344]. Aktuelle Studien schätzen jedoch den Einfluss des         

Sortingprozesses auf die Vitalität und Funktion der Zellen bei der Verwendung        

moderner Zell-Sorter als sehr gering ein [343] [344]. 

Eine Kombination der MACS-Isolierung mit dem Zell-Sorting ist eine bewährte und  

regelmäßig verwendete Strategie zur Isolierung von Tregs [286] [345]. 

4.3.4.2 Für und Wider einer Treg-Expansion 

Um die Zellzahl der Tregs zu erhöhen, wird in vielen Studien zunächst in einer zehn bis 

21 Tage dauernden Zellkultur durch die Behandlung der Zellen mit IL-2, Anti-CD3 und 

Anti-CD28 eine Expansion der Tregs durchgeführt [158] [339]. Unter diesen            

Bedingungen halten die expandierten Tregs ihre FoxP3-Expression und ihre         

suppressive Funktion aufrecht [158]. Die Zugabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin zur 

Zellkultur fördert die Treg-Expansion und führt zu einer besseren Suppressionsfunktion 

der Tregs, während er die Expansion von Effektorzellen hemmt (mTOR = engl.       

mechanistic target of rapamycin) [346]. Eine solche Expansion der Tregs stellt jedoch 

einen unphysiologischen Eingriff dar und es ist möglich, dass Phänotyp und Funktion 

der expandierten Tregs nicht mit den frisch isolierten Tregs übereinstimmen [22].    

Zudem macht eine Expansion einen Wechsel des Zellkultur-Mediums nötig und erhöht 

damit das Risiko einer Kontamination der Zellkultur mit Pilzen oder Bakterien [347]. 
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Einen interessanten Kompromiss machen Kanjana et al., indem sie eine kurzzeitige 

Expansion der Tregs über vier Tage durchführen, wodurch sie die zehnfache Anzahl 

an Tregs erhalten und gleichzeitig das Risiko einer mikrobiellen Kontamination gering 

halten [286]. Eine solche Kurzzeit-Expansion der Tregs halten wir für eine               

vielversprechende Methode für weiterführende Studien. Allerdings wäre hier zu prüfen, 

ob die Funktion der expandierten Tregs mit der Funktion der frisch isolierten Tregs  

vergleichbar ist und unter welchen Bedingungen eine Expansion von CD4+CD25-

CD127- Zellen möglich wäre.  

Alternativ zu einer Treg-Expansion könnte man in einer größer angelegten Studie die 

verschiedenen angestrebten Untersuchungen an den Zellen unterschiedlicher        

Probanden durchführen. Man könnte z.B. mit den Zellen einer Kohorte die            

Suppression-Assays vor und nach der Zytokin-Stimulation durchführen und die Zellen 

einer anderen Probandenkohorte vor und nach der Zytokin-Stimulation                 

durchflusszytometrisch phänotypisieren und dafür auf die Suppression-Assays        

verzichten. Ein solches Vorgehen würde allerdings die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 

zwischen den beiden Kohorten einschränken. 

4.3.4.3 Einfluss des Treg zu Effektorzell-Verhältnisses in der Co-Kultur auf die be-

nötigten Zellzahlen 

In vorangehenden Studien hat sich gezeigt, dass die Suppressionsfunktion von Tregs 

am höchsten ist, wenn in der Co-Kultur ein Verhältnis von Tregs zu Effektorzellen von 

1:1 oder 1:2 gewählt wird [321]. Aus diesem Grund entschieden wir uns für die Ver-

wendung der genannten Treg zu Effektorzell-Verhältnisse in unserem Versuchsdesign 

und konnten damit eine effektive Suppressionsfunktion der Tregs nachweisen. Aller-

dings spiegeln diese Verhältnisse nicht den in vivo vorliegenden Zustand wider, wo in 

Relation zu den Effektorzellen eine deutlich geringere Anzahl von Tregs vorliegt [289]. 

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Suppression-Assays auch noch 

in einem Verhältnis von Effektorzellen zu Tregs von 1:16 bis sogar 1:81 funktionieren 

[289] [321] [345]. Bei Verwendung dieser Treg zu Effektorzell-Verhältnisse konnten 

Suppression-Assays noch mit Zellzahlen von 2300 bis 8000 Tregs und damit weit we-

niger als den von uns veranschlagten 20.000 Tregs pro Ansatz durchgeführt werden 

[321] [345]. Die Verschiebung des Treg zu Effektorzell-Verhältnisses zugunsten der 

Effektorzellen und die Reduktion der Tregs auf beispielsweise 5000 Zellen pro Ansatz 

könnten ein vielversprechendes Versuchsdesigns sein, um die Anzahl der benötigten 

Tregs zu reduzieren und sollten in weiterführenden Studien untersucht werden. 
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4.3.5 Messung der Proliferation der CD4- Effektorzellen in CFSE-basierten 

Proliferations-Assays und Beurteilung der Suppressionsfunktion der 

Tregs 

Für die Messung der Proliferation der Effektorzellen in Suppression-Assays gibt es 

zwei gängige Methoden [289]. In den ersten durchgeführten Suppression-Assays   

wurde die 3H-Thymidin-Inkorporations-Methode verwendet [289]. Dabei wird das     

radioaktive Nukleosid 3H-Thymidin in die bei der Zellteilung neu entstehende DNA   

eingebaut und kann gemessen werden [348]. Großer Nachteil bei der 3H-Thymidin  

Inkorporation-Methode ist die fehlende Möglichkeit, zwischen der Proliferation der   

Effektorzellen und der Proliferation der Tregs zu unterscheiden, was zu einem         

Unterschätzen der Suppressionsfähigkeit der Tregs führt [293] [345] [349].  

Mittlerweile ist die Färbung der Effektorzellen mittels CFSE, wie sie auch in unserer 

Studie durchgeführt wurde, die etablierteste Methode zur Beurteilung der Proliferation 

der Effektorzellen [289]. Hierbei werden intrazelluläre Moleküle der Effektorzellen durch 

den Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiert und bei der Zellteilung gleichmäßig auf die 

beiden Tochterzellen verteilt [287] [288] [289]. Durch die nachfolgende durchflusszyto-

metrische Messung der Fluoreszenz können bis zu acht Zellteilungen detektiert werden 

[287] [288]. Die gängige und auch in unserer Studie verwendete Methode zur Auswer-

tung von Suppression-Assays auf der Basis von CFSE-markierten Effektorzellen setzt 

den Anteil der Effektorzellen, die mindestens einmal proliferiert haben, zu den Zellen, 

die nicht proliferiert haben, in Relation [289] [291] [292]. Dabei wird jedoch nicht      

berücksichtigt, dass bei jeder Zellteilung zwei Tochterzellen entstehen und somit die 

CD4- Effektorzellen, die mehrfache Zellteilungen durchlaufen im Verhältnis zu den  

Zellen, die nicht proliferieren überrepräsentiert werden [289]. Diese Verzerrung       

zugunsten der proliferierten Zellen führt zu einer unterschätzten Suppressionsfunktion 

der Tregs [289]. Um dieses Problem zu umgehen, gibt es Software-Programme       

(z.B. die „Proliferation“-Funktion für das Programm FlowJoTM), die die Anzahl der     

Zellteilungen mitberücksichtigen, indem sie Teilungs-Indizes berechnen und so der 

beschriebenen Verzerrung entgegenwirken [289] [350]. Für die Auswertung der Ergeb-

nisse nachfolgender Suppression-Assays wäre es interessant, die Teilungs-Indizes mit 

einzubeziehen. Dies ist allerdings mit der in unserer Studie verwendeten BD FACS 

Diva Software nicht möglich, sodass auf ein überlegeneres Auswertungsprogramm, 

wie z.B. FlowJoTM zurückgegriffen werden müsste [289].   
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4.3.6 Phänotyp der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und der CD4+CD25-CD127- 

Zellen vor und nach der Zytokin-Stimulation 

Es wurde eine ausführliche PBMC-Phänotypisierung durchgeführt, sodass der       

Phänotyp der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen vor der 

Zytokin-Stimulation und den anschließenden Suppression-Assays bekannt war.       

V.a. die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 sowie die Zytokine IL-10 und     

IL-17 waren von Interesse. Da der Fokus dieser Studie auf der Plastizität der              

T-Helferzellen insbesondere zwischen der Treg- und der Th17-Zelllinie lag, wäre ein 

zusätzlicher Einschluss des Th17-definierenden Transkriptionsfaktors RORγt in ein 

Färbepanel von Interesse gewesen.  

Die Stimulation mit dem Th17-Cocktail hatte bei den CD4+CD25+CD127low/- Zellen zu 

einem Verlust deren Suppressionsfunktion geführt. Durch Stimulation mit dem       

Treg-Cocktail war es gelungen, aus den CD4+CD25-CD127- Zellen, Zellen mit     

Suppressionsfunktion zu generieren. Von großem Interesse wäre es, den Phänotyp 

dieser Zellen nach der Zytokin-Stimulation zu kennen. So ließe sich die Hypothese 

erhärten, dass aus den CD4+CD25-CD127- Zellen iTregs mit Suppressionsfunktion 

generiert worden waren. V.a. die Expression von CD25, FoxP3, RORγt, IL-10 und     

IL-17 wären von Interesse. 

Der Grund dafür, dass keine Phänotypisierung nach der Zytokin-Stimulation erfolgt 

war, war die geringe Anzahl an zur Verfügung stehenden CD4+CD25+CD127low/- und 

CD4+CD25-CD127- Zellen. Daher bleibt die Frage, inwiefern die Stimulation mit dem 

Th17- und dem Treg-Cocktail den Phänotyp der Zellen verändert hatte, leider          

unbeantwortet. Eine Phänotypisierung der CD4+CD25+CD127low/- und CD4+CD25-

CD127- Zellen nach der Zytokin-Stimulation sollte in einer Folgestudie unbedingt 

durchgeführt werden.  

4.3.7 Vergleich der Ergebnisse der PBMC-Phänotypisierung mit den Ergebnis-

sen des Zell-Sortings bezüglich des Anteils der Tregs an den CD4+ T-

Lymphozyten 

Für die Suppression-Assays wurden die CD4+ T-Lymphozyten nach vorangegangener 

MACS-Isolation im Sorter durchflusszytometrisch sortiert. Es wurden dafür dieselben 

Färbungen wie bei der PBMC-Charakterisierung verwendet: PE/Cy7 anti-human CD25 

(Clone C96) und Brilliant Violet 421 anti-human CD127 (IL-7Rα) (Clone A019D5).    

Der Anteil der CD4+CD25-CD127- Zellen an den CD4+ T-Lymphozyten stimmte im 
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Zell-Sorting (3,3 %) mit dem Anteil in der PBMC-Phänotypisierung (3,2 %) überein.  

Die CD4+CD25+CD127low/- Zellen machten im Zell-Sorting 6,2 % der CD4+               

T-Lymphozyten aus, was verglichen mit der PBMC-Phänotypisierung, in der die 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen einen Anteil von 2,1 % ausmachten, deutlich höher 

ausfiel. Erwarten würde man übereinstimmende Werte für den Anteil der Tregs an den 

CD4+ T-Lymphozyten in den beiden in unserer Arbeit durchgeführten Versuchen. Im 

Folgenden wird die Frage erörtert, wodurch diese unterschiedlichen Werte zustande 

kamen.  

Bei der Auswertung und Interpretation der von uns erhobenen Daten zeigte sich, dass 

im vor den Suppression-Assays durchgeführten Zell-Sorting der Cut-Off-Wert für CD25 

etwas niedriger gewählt wurde als in der PBMC-Phänotypisierung. In der            

PBMC-Phänotypisierung wurde nur die Treg-Population charakterisiert, welche CD25 

sehr hoch exprimieren (sog. CD25high). Die Gating-Strategie orientierte sich an     

Studien, die zu einem Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten von 1-3 %   

kommen [117] [124] [286] [306] [311] [314]. Dagegen wurden beim Zell-Sorting auch 

einige der Zellen, die CD25 intermediär exprimierten (sog. CD25int), miteingeschlos-

sen (s. Abbildung 17). Diese Gating-Strategie stimmt mit dem Gating in den Studien 

überein, die einen Treg-Anteil an den CD4+ T-Lymphozyten von 6-8 % beschreiben 

[113] [114] [122] [294] [312] [313]. Dass sich in der Literatur Studien mit unterschiedli-

chen Gating-Strategien finden, die zu unterschiedlichen Ergebnissen führen, zeigt, 

welche Herausforderung die Etablierung von Cut-Off-Werten in durchflusszytometri-

schen Messungen darstellt. Ein Kritikpunkt an unserer Studie ist, dass die                

Cut-Off-Werte vor dem Durchführen der Versuche hätten etabliert werden sollen und in 

der Folge in beiden Versuchsarmen konsistent hätten angewendet werden sollen.    

Für in der Zukunft durchgeführte Studien empfehlen wir, im Zell-Sorting nur die 

CD25high-Population zu selektionieren, da sich die Tregs hauptsächlich innerhalb  

dieser Zellpopulation befinden [117] [124] [314]. Es sind zwar auch Tregs beschreiben,  

die CD25 intermediär exprimieren [123], jedoch ist es möglich, dass es durch die    

Hinzunahme von CD25int-Zellen zur Kontamination mit aktivierten Effektorzellen 

kommt, welche ebenfalls CD25 exprimieren, jedoch nur eine geringe FoxP3-

Expression zeigen [117]. Bei Anwenden einer restriktiveren Gating-Strategie bezüglich 

CD25 im Zell-Sorting könnten jedoch die geringen Zellzahlen für die darauffolgenden 

Suppression-Assays limitierend sein.  
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Weitere Faktoren, die zu voneinander abweichenden Treg-Anteilen an den CD4+       

T-Lymphozyten in den beiden in unserer Arbeit durchgeführten Versuchen geführt  

haben könnten, werden im Folgenden diskutiert. Die beiden durchflusszytometrischen 

Messungen fanden innerhalb unterschiedlicher Studiendesigns statt, was die          

Vergleichbarkeit der Messungen erschwert. Es wurden unterschiedliche Durchflusszy-

tometer für die Messungen verwendet: FACSCanto II für die PBMC-Charakterisierung, 

FACS Aria III für das Zell-Sorting. Zwar wurden für dieselbe Anzahl an Zellen           

annähernd dieselbe Konzentration an Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern verwendet 

(0,43 µl/ 106 Zellen in der PBMC-Phänotypisierung und 0,33 µl/ 10 6 Zellen im          

Zell-Sorting), jedoch wurden bei der PBMC-Phänotypisierung die gesamten PBMCs 

gefärbt, beim Zell-Sorting nur die vorher mittels MACS isolierten CD4+ T-Zellen.     

Bezogen auf die regulatorischen T-Zellen war also beim Zell-Sorting mehr               

Fluorochrom-gekoppelte Antikörper gegen CD25 und CD127 vorhanden, was zu den 

höheren Werten beitragen könnte. Beim Zell-Sorting wurden ausschließlich die beiden 

Oberflächenantigene CD25 und CD127 markiert, intrazelluläre Färbungen kamen nicht 

zum Einsatz. Im Rahmen der PBMC-Phänotypisierung wurden pro Ansatz acht       

verschiedene Antigene mit Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern gefärbt, u.a.         

intrazelluläre Antigene, die eine Fixierung der Zellen und Permeabilisierung der      

Zellmembranen nötig machten. Es ist grundsätzlich vorstellbar, dass die Behandlung 

der Zellen mit der Fix/Perm Working Solution die zuvor durchgeführte Färbung der 

Oberflächenantigene beeinflusst haben könnte und der geringere Anteil gemessener 

Tregs in Teilen daraus resultierte. Außerdem könnten sich die simultan verwendeten 

Fluorochrom-gekoppelten Antikörper gegenseitig beeinflusst haben. Zuletzt könnte 

auch eine für CD127 leicht abweichende Gating-Strategie zu den unterschiedlichen 

Ergebnissen beigetragen haben. 

Die PBMC-Phänotypisierung wurde mit den Zellen aller elf Probanden durchgeführt, 

mittels Zell-Sorting wurden nur die Zellen der sechs Probanden isoliert, deren Funktion 

und Polarisierbarkeit nachfolgend in den Suppression-Assays untersucht wurde.     

Dass der unterschiedliche Anteil der Tregs an den CD4+ T-Lymphozyten durch        

interindividuelle Unterschiede in den unterschiedlichen Probandenkollektiven zustande 

gekommen war, wurde widerlegt, indem der Anteil der Tregs der sechs, in den      

Suppression-Assays weiter untersuchten Probanden, in der PBMC-Phänotypisierung 

bestimmt wurde und sich auf 2,3 % der CD4+ T-Lymphozyten belief. 
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4.3.8 Einfluss der Stimulationsmethode auf die Zytokinproduktion von T-

Lymphozyten  

Bei der Interpretation der intrazellulären Zytokinproduktion muss die                        

Stimulationsmethode berücksichtigt werden [279] [351]. Auch die Stimulationsdauer 

muss beachtet werden, da das Maximum der Sekretion der unterschiedlichen Zytokine 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht wird [279] [351] [352]. In dieser Arbeit      

wurden die unspezifischen Stimulatoren PMA und Ionomycin in einer vierstündigen 

Stimulation verwendet, welche eine T-Zell-Aktivierung unter Umgehung des                

T-Zell-Rezeptors bewirken [263] [279] [280], zudem erfolgte eine Behandlung der    

Zellen mit dem Protein-Transport-Inhibitor BFA.  

Laut Olsen et al. sind die Stimulatoren  PMA und Ionomycin sehr gut geeignet, um die 

IFNγ- und IL-17-Produktion zu charakterisieren, haben allerdings einen negativen Ef-

fekt auf die Detektion von IL-10 [280]. Muris et al. haben gezeigt, dass die Verwendung 

des Protein-Transport-Inhibitors BFA einen negativen Einfluss auf die IL-10-Detektion, 

nicht jedoch auf die Detektion von IFNγ- und IL-17 hat [303].  

IL-10 wurde in unserer Studie sowohl bei den CD4+ T-Zellen als auch bei den CD8+  

T-Zellen nur in geringem Maß detektiert: 0,3 % der CD4+ T-Zellen und 0,6 % der CD8+ 

T-Zellen produzierten IL-10. Auch innerhalb der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und 

der CD4+CD25-CD127- Zellen zeigten nur je 0,5 % der Zellen eine IL-10-Produktion. 

Wir vermuten, dass die geringe IL-10-Detektion in dieser Arbeit aus der Verwendung 

der Stimulatoren PMA und Ionomycin in Kombination mit BFA resultierte [33] [280] 

[303]. Dass keine aussagekräftigen Ergebnisse zur IL-10-Produktion geliefert werden 

konnten, ist bedauerlich, da es sich bei IL-10 um ein von den im Fokus dieser Studie 

stehenden regulatorischen T-Zellen produziertes Zytokin handelt [148] [150]. Für die 

Messung der IL-10-Produktion wäre die Stimulation mit Anti-CD3 und Anti-CD28 eine 

erfolgversprechende Alternative [280] [353]. Jedoch ist die von uns verwendete      

Stimulation mit PMA und Ionomycin für die Detektion der Zytokine IFNγ und IL-17 die 

geeignetere Methode [280]. Bei der Etablierung von Studiendesigns sowie bei der   

Interpretation der Ergebnisse von Studien, die die Zytokinproduktion von Lymphozyten 

mittels PBMC-Phänotypisierung durchflusszytometrisch messen, muss also immer die 

verwendete Stimulationsmethode kritisch hinterfragt werden [280]. 

Da weder die Stimulation mit PMA und Ionomycin noch die Stimulation mit Anti-CD3 

und Anti-CD28 optimal für die durchflusszytometrische Detektion aller drei Zytokine 
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IFNγ, IL-17 und IL-10 ist, wäre es wünschenswert, die Zytokinproduktion der         

Lymphozyten-Populationen durch eine weitere Methode zu untersuchen. Hierfür würde 

sich eine Zytokinmessung aus Kulturüberstand mittels ELISA oder eine                

mRNA-Messung mittels real-time PCR anbieten (mRNA = engl. messenger ribonucleic 

acid = Boten-Ribonukleinsäure, real-time PCR = engl. real-time polymerase chain  

reaction = Echtzeit Polymerase-Ketten-Reaktion) [89] [354] [355] [356] [357]. Nach der 

Stimulation der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und der CD4+CD25-CD127- Zellen 

wurden die Zellkultur-Überstände eingefroren, sodass sich hier in einer Folgestudie 

eine Untersuchung der Zytokine IL-17, IL-10 und IFNγ mittels ELISA anbieten würde.  

4.3.9 Definition der Effektorzellen 

Die Vergleichbarkeit von Suppression-Assays ist durch die uneinheitliche Definition, 

sowohl der Tregs als auch der Effektozellen, anhand deren Proliferation die Suppressi-

onsfunktion der Tregs gemessen wird, limitiert [289] [293]. Im Folgenden wird die    

Definition der Effektorzell-Population diskutiert.  

Wir verwendeten CD4- Effektorzellen, anhand deren Proliferation die Suppressions-

funktion der CD4+CD25+CD127low/- und der CD4+CD25-CD127- Zellen bestimmt 

wurde. Häufig werden in Suppression-Assays CD4+CD25- Zellen als autologe        

Effektorzellen verwendet [286] [292]. Die Isolation und Verwendung dieser CD4+CD25- 

Zellpopulation als Effektorzellen war in unserer Studie nicht möglich, da diese        

Zellpopulation weiter genutzt wurde, um die CD4+CD25-CD127 Zellen zu isolieren, 

deren Suppressionsfunktion und Polarisierbarkeit dann im Weiteren untersucht wurde. 

Es existieren auch Studien, die autologe CD8+ T-Zellen als Effektorzellen in         

Suppression-Assays verwenden [340] [358]. 

Vorteil der Verwendung der heterogenen CD4- Effektorzellen in unserer Studie war, 

dass in dieser Zellpopulation die APCs mit eingeschossen waren. Zur Stimulation der 

Proliferation wurde in unserer Studie ausschließlich Anti-CD3 verwendet, da die       

Co-Stimulation über die in der CD4- Effektorzell-Population vorhandenen APCs      

gewährleistet wurde. Die Verwendung von APCs in der Zellkultur führt zu einer physio-

logischeren Aktivierung der Lymphozyten als die Verwendung von Anti-CD28 [158].  

Der Nachteil der Wahl der gesamten CD4- Zellpopulation als Effektozellen war, dass 

es sich um eine heterogene Zellpopulation handelte. Neben CD8+ T-Lymphozyten   

befanden sich in dieser Zellpopulation Monozyten, Granulozyten, B-Zellen, NK-Zellen, 

DCs und γδ-T-Zellen [274] [285]. All diese Zellen wurden mit CFSE angefärbt, bevor 
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deren Proliferation durchflusszytometrisch gemessen wurde. Man konnte also bei der 

Auswertung nicht differenzieren, die Proliferation welcher Zellen die untersuchten 

CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127- Zellen supprimiert hatten.  

Die unterschiedlichen, in der CD4- Effektorzell-Population vorhandenen Zellen könnten 

zudem die Funktion der CD4+CD25+CD127low/- Zellen und CD4+CD25-CD127-     

Zellen auf unbekannte Weise beeinflussen und stellen eine zusätzliche Variable dar, 

die bei der Interpretation berücksichtigt werden muss [293]. 

Eine Lösung für dieses Problem wäre, eine definierte, homogene Zellpopulation,      

wie z.B. autologe CD8+ T-Lymphozyten als Effektorzellen zu verwenden und zudem 

autologe, nicht proliferationsfähige APCs hinzuzugeben, z.B. in Form von bestrahlten 

autologen PBMCs [158] [293] [345]. Alternativ könnte man den Versuchsaufbau wie in 

unserer Studie belassen und zusätzlich zur CFSE-Färbung z.B. das Oberflächenmole-

kül CD8 färben, um nur die Proliferation der CD8+ Zellen zu beurteilen [358].          

Diese Vorgehen würden die in unserer Studie erfolgte Vermischung der Effektorzellen 

und der APCs in einer Zellpopulation umgehen und sollte in nachfolgenden Studien in 

Betracht gezogen werden. 
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4.4 Bedeutung der Ergebnisse für die aktuelle Treg-Forschung und mög-

liche therapeutische Anwendungen 

Bei der kleinen Probandenzahl von n = 11 bei der PBMC-Phänotypisierung und n = 6 

bei den Suppression-Assays hat die Arbeit explorativen Charakter. Ziel war es, eine 

Methode zu etablieren, mithilfe derer die Polarisierbarkeit und Funktion von peripheren 

T-Lymphozyten untersucht werden kann. Es ist uns gelungen, den Tregs gesunder 

Probanden durch Stimulation mit dem Th17-Cocktail die Suppressionsfunktion zu 

nehmen sowie die CD4+CD25-CD127- Zellen mittels des Treg-Cocktails hin zu T-

Zellen mit Suppressionsfunktion zu polarisieren.  

Zur sicheren Durchführung von klinischen Studien am Menschen im Bereich der Treg-

Forschung ist es essenziell, die Eigenschaften der Tregs in vitro genau zu kennen. 

Insbesondere die Plastizität der Tregs mit der Möglichkeit der Differenzierung hin zu 

proinflammatorischen Th17-Zellen muss bei einem Treg-Transfer bedacht werden 

[192]. Die Ergebnisse unserer Studie leisten einen Beitrag zur in vitro-

Grundlagenforschung und liefern aktuelle Daten zu Phänotyp und Funktion von Tregs 

gesunder Probanden.  

Da die Zahl der von Autoimmunerkrankungen betroffenen Menschen immer mehr   

zunimmt, kommt der Forschung in diesem Bereich eine große Bedeutung zu [359] 

[360] [361] [362] [363]. Die klassischen Immunsuppressiva gehen mit Nebenwirkungen 

wie opportunistischen Infektionen und der Suszeptibilität gegenüber Tumorerkrankun-

gen sowie weiteren Medikamenten-spezifischen Nebenwirkungen einher [364]. In    

Zukunft könnten daher die Stimulation von Tregs in vivo sowie auch der Transfer von 

ex-vivo expandierten Tregs vielversprechende Therapieoptionen sein.  

In den letzten 10 Jahren wurden mehrere präklinische und klinische Phase-I- und  

Phase-II-Studien zur Treg-Therapie von Autoimmunerkrankungen durchgeführt [22] 

[346] [363] [365]. Patienten mit T1DM und Patienten mit Systemischem Lupus      

erythematodes (SLE) konnten in Phase I-II Studien bereits erfolgreich mit niedrig-

dosiertem IL-2 behandelt werden, welches zu einer Erhöhung der Treg-Anzahl führte 

und so für eine Stärkung der körpereigenen Immuntoleranz sorgte [177] [366] [367] 

[368] [369]. Die Art und Weise, wie in diesen Studien die Erhöhung der Treg-Anzahl 

durch IL-2 zustande kam, bleibt jedoch unklar. Denkbar wäre, dass IL-2 zur Proliferati-

on und damit Expansion der bestehenden Tregs geführt hatte. Alternativ wäre unter 

Berücksichtigung der Ergebnisse unserer Studie auch denkbar, dass sich die 
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CD4+CD25-CD127- Zellen der Patienten unter dem Einfluss von IL-2 zu iTregs diffe-

renziert hatten, deren Phänotyp dann durchflusszytometrisch nicht mehr vom Phänotyp 

der ursprünglichen Tregs zu unterscheiden war.  

In Studien konnte außerdem gezeigt werden, dass eine Injektion von ex-vivo expan-

dierten, autologen Tregs bei Patienten mit T1DM, Morbus Crohn und SLE sicher durch-

führbar war [57] [370] [371] [372]. Die Tregs wurden hierfür entweder mittels MACS 

oder durchflusszytometrisch durch Zell-Sorting isoliert und anschließend mittels Anti-

CD3, Anti-CD28 und IL-2 expandiert [57] [370] [371]. Einige Studien verwendeten für 

die Expansion zusätzlich den mTOR-Inhibitor Rapamycin, das Zytokin TGFβ oder das 

Vitamin-A-Derivat all-trans-Retinsäure [109] [346] [373] [374] [375] [376]. Insbesondere 

die CD45RA+ naiven Tregs eigneten sich aufgrund ihrer stabilen FoxP3-Expression für 

die klinische Anwendung zur Treg-Therapie [117] [123]. Alternativ könnte, in Anleh-

nung an unsere Studie, die Polarisierung von peripheren T-Lymphozyten hin zu Zellen 

mit Suppressionsfunktion und der anschließende Transfer der so generierten iTregs in 

den Patienten ein interessanter Ansatz sein. Vorher müssten jedoch der Phänotyp und 

die Stabilität der so induzierten Tregs untersucht werden.  

Ungeklärt bleibt die Frage, wie gewährleistet werden kann, dass die Tregs nach dem 

Transfer in den Patienten ihre Suppressionsfunktion aufrechterhalten. In unserer Stu-

die hatten die Tregs in einem, durch den Th17-Cocktail dargestellten, proinflammatori-

schen Milieu ihre Suppressionsfunktion verloren. Eine weitere Herausforderung der 

Treg-Therapie ist die Gewährleistung der Migration der Tregs nach dem Transfer in die 

entzündeten Gewebe, in denen sie die Inflammation kontrollieren sollen [22] [375]. Hier 

wird aktuell an Methoden zur Markierung und Weiterverfolgung der injizierten Tregs 

geforscht [22] [375]. Eine interessante Methode ist hier die CAR-Technologie, bei der 

T-Zellen gentechnisch verändert werden, sodass sie chimäre Antigen-Rezeptoren 

(CAR) exprimieren, die für die Migration in die entzündeten Gewebe sorgen sollen 

[365]. 

Die Treg-Therapie wird durch immunsuppressive Medikamente wie Calcineurininhibito-

ren, Mycophenolat und Methylprednisolon beeinträchtigt, da diese Medikamente die 

Treg-Vitalität und Proliferation reduzieren [109] [377]. Vielversprechende Kombinati-

onstherapien könnten in Zukunft die Verabreichung von autologen, expandierten oder 

induzierten Tregs zusammen mit niedrig-dosiertem IL-2 oder mit Rapamycin sein,      

da IL-2 und Rapamycin die Treg-Expansion in vivo fördern [22] [143] [177] [377].  
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Bislang wurden jedoch nur Studien mit geringen Probandenzahlen durchgeführt und 

die Treg-basierte Therapie von Autoimmunkrankheiten findet in der Klinik noch keine 

breite Anwendung [22]. Unsere Studie leistet einen Beitrag zur aktuellen Forschung, 

indem sie die Plastizität und Induzierbarkeit von Tregs in vitro durch verschiedene  

Zytokine untersucht. Der Einfluss der von uns untersuchten Zytokine auf die Tregs und 

die CD4+CD25-CD127- Zellen in vitro kann herangezogen werden, um die Vorgänge 

nach dem Transfer von ex-vivo expandierten oder induzierten Tregs in vivo besser zu 

verstehen. 
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4.5 Ausblick 

Obwohl in den letzten zwei Jahrzehnten etliche Studien zur Erforschung der Funktion 

regulatorischer T-Zellen durchgeführt wurden, existiert kein einheitliches Protokoll für 

die Isolierung von Tregs, für deren Polarisierung und für die Durchführung von       

Suppression-Assays [158]. Die Wahl von Oberflächenmarkern für die Treg-Definition 

ist in der Literatur nicht einheitlich, es werden unterschiedliche Isolationsmethoden 

verwendet und es existiert kein Standard für die Zellkulturbedingungen, in denen die 

Suppression-Assays durchgeführt werden [120] [289] [293] [306].  

Die aus der PBMC-Phänotypisierung generierten Ergebnisse sollen als Grundlage für 

weitere Untersuchungen von Lymphozyten dienen. Hier wäre insbesondere ein      

Vergleich der Lymphozyten von gesunden Probanden mit den Lymphozyten von an   

T-Zell-mediierten Autoimmunkrankheiten leidenden Patienten von Interesse sowie der 

Vergleich von Lymphozyten aus dem Blut von Patienten mit Lymphozyten aus        

entzündeten Geweben. 

Mit dieser Arbeit haben wir eine Methode etabliert, um Tregs und CD4+CD25-CD127- 

Zellen aus PBMCs zu isolieren, diese zu polarisieren und deren Suppressionsfunktion 

zu untersuchen. Diese Methode soll als Grundlage für weitere Arbeiten mit größeren 

Probandenkollektiven dienen. Da bei der Ätiologie von T-Zell-vermittelten Autoimmun-

erkrankungen und autoinflammatorischen Erkrankungen eine veränderte Anzahl von 

Tregs bzw. eine gestörte Treg-Funktion vorliegt, wäre es von Interesse, nach dem hier 

etablierten Protokoll eine vergleichende Studie mit den Zellen von erkrankten Patienten 

und gesunden Probanden durchzuführen [117] [198] [205]. Optimalerweise sollten the-

rapienaive Patienten eingeschlossen werden, da Immunsuppressiva die Treg-Anzahl 

und -Funktion beeinflussen können [109] [377]. Zudem wäre es interessant, periphere 

Lymphozyten aus dem Blut mit den Lymphozyten aus entzündeten Geweben zu ver-

gleichen, da die Anzahl und die Funktion der Tregs in den verschiedenen Komparti-

menten unterschiedlich sein kann [199] [378] [379]. Die Isolation, Phänotypisierung und 

Funktionsuntersuchung von T-Lymphozyten aus der Mukosa des Darmes von Patien-

ten mit CED wäre ein interessantes Projekt. Hier gilt es allerdings zunächst eine prakti-

kable Methode zu entwickeln, um das Problem der mikrobiellen Kontamination der 

Zellkulturen zu lösen, da es sich insbesondere bei Kolongewebe um ein massiv mit 

Mikroorganismen besiedeltes Gewebe handelt [380]. In den Vorversuchen zu dieser 

Arbeit war begonnen worden, eine Methode für die Isolation von Tregs aus Darmge-

webe zu etablieren, auf die in einem Folgeprojekt aufgebaut werden könnte. Weitere 

sehr interessante Folgeprojekte wären die Untersuchung von T-Lymphozyten aus dem 
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Blut und aus der Synovialflüssigkeit von an JIA, RA oder Psoriasis-Arthritis leidenden 

Patienten oder von T-Lymphozyten aus dem Blut und aus dem Liquor von an MS lei-

denden Patienten. Diese Projekte sollten sich aufgrund der Sterilität der Synovialflüs-

sigkeit bzw. des Liquors methodisch vermutlich wesentlich besser umsetzen lassen.  

Diese Arbeit nimmt die Polarisierbarkeit der CD4+CD25-CD127- Zellen hin zu regulato-

rischen T-Zellen in den Fokus. Ältere Studien untersuchten die Polarisierbarkeit der 

CD4+CD25- Zellen, ohne den CD127-Status zu berücksichtigen [138] [255] [256] [257] 

[258]. Wir gehen davon aus, dass es sich bei den CD4+CD25-CD127- Zellen um    

ruhende, nicht aktivierte T-Lymphozyten handelt, die nicht an der peripheren Homöo-

stase teilnehmen und die durch Stimulation mit den Zytokinen IL-2 und TGFβ zu iTregs 

polarisiert werden können [32] [258]. Diese Hypothese sollte in weiteren Studien u.a. 

durch eine Phänotypisierung der CD4+CD25-CD127- Zellen nach der Zytokin Stimula-

tion bestätigt werden. Denkbar wäre es, dass die zu Tregs polarisierten CD4+CD25-

CD127- Zellen in der Zukunft auch in klinischen Studien zur Treg-Therapie von Auto-

immunkrankheiten zur Anwendung kommen könnten.  

Von Interesse wäre es, das epigenetische Regulationsmuster der CD4+CD25-CD127- 

Zellen bezüglich FoxP3 zu kennen. Die Zugänglichkeit bestimmter Gene wird u.a. 

durch DNA-Methylierung von nicht-kodierenden Regionen modifiziert [140]. Der Akti-

vierungszustand und damit die Stabilität der FoxP3-Expression kann in Methylierungs-

analysen des TSDR-Genlocus untersucht werden [129] [140] [142] [143]. tTregs zeich-

nen sich durch eine demethylierte TSDR aus und zeigen daher eine stabile FoxP3-

Expression [129] [130] [140]. Bei iTregs liegt die TSDR partiell methyliert vor, was zu 

einer instabileren FoxP3-Expression führt [103] [129] [130] [140]. Von Interesse wäre, 

ob dies auch für die aus CD4+CD25-CD127- Zellen generierten iTregs gilt. In einem 

Folgeprojekt sollten Methylierungsanalysen sowohl bei den CD4+CD25+CD127low/- 

Zellen als auch bei den CD4+CD25-CD127- Zellen vor und nach der Zytokin-

Stimulation durchgeführt werden. Zu beachten ist, dass die TSDR sich auf dem          

X-Chromosom befindet und somit bei Methylierungsanalysen berücksichtigt werden 

muss, dass bei weiblichen Probandinnen die Gene auf einem X-Chromosom durch 

zufällige X-inaktivierende DNA-Methylierung abgeschaltet sind [289] [129]. 

Abschließend handelt es sich bei den CD4+CD25-CD127- Zellen um eine interessante 

Zellpopulation, die es sich lohnt, im Hinblick auf ihre Polarisierbarkeit, ihr Stabilität, ihre 

Rolle bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen und ihre eventuelle therapeutische 

Bedeutung weiter zu untersuchen. 
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5 Zusammenfassung 

Eine Dysbalance zwischen regulatorischen und proinflammatorischen T-Helferzellen 

kann zu Autoimmunerkrankungen führen [176]. In dieser methodischen Arbeit wurde 

die Polarisierbarkeit von peripheren T-Lymphozyten durch verschiedene Zytokin-

Stimuli untersucht. Hauptziel war es, CD4+CD25-CD127- Lymphozyten durch Stimula-

tion mit einem IL-2 und TGFβ-beinhaltenden Zytokin-Cocktail zu iTregs zu polarisieren 

und deren Suppressionsfunktion auf autologe Effektor-Leukozyten zu untersuchen.  

Es erfolgte eine Phänotypisierung der PBMCs gesunder Probanden, insbesondere im 

Hinblick auf die Verteilung der T-Lymphozyten-Subpopulationen, deren Zytokinproduk-

tion und FoxP3-Expression. Zudem wurden aus den PBMCs der Probanden Tregs 

(CD4+CD25+CD127low/-) sowie CD4+CD25-CD127- Zellen isoliert und deren Funkti-

onsfähigkeit durch die Untersuchung ihrer Suppressionsfunktion auf autologe Effektor-

Lymphozyten analysiert. Die Zellen wurden mittels verschiedener Zytokin-Cocktails in 

Richtung Treg sowie in Richtung Th17-Zellen polarisiert; anschließend wurde die Funk-

tionsfähigkeit der polarisierten Zellen in Suppression-Assays gemessen.  

Wir konnten zeigen, dass die CD4+CD25+CD127low/- Zellen Tregs mit der Fähigkeit 

zur Suppression der Proliferation autologer Effektor-Lymphozyten waren. Bei den 

CD4+CD25-CD127-Zellen handelte es sich um T-Lymphozyten ohne Suppressions-

funktion. Nach Stimulation der CD4+CD25-CD127-Zellen mit dem Treg-Cocktail      

zeigten die Zellen eine mit den Tregs vergleichbare Suppressionsfunktion. 

Mit dieser Studie haben wir eine aktuelle methodische Quelle für die Untersuchung von 

Phänotyp und Funktion regulatorischer T-Zellen sowie für die Stimulation peripherer   

T-Lymphozyten hin zu Tregs geschaffen, die als Basis für Folgeversuche dienen soll, 

in denen Zellen von Patienten mit Autoimmunkrankheiten untersucht werden sollen.  

Da sich die Inflammation bei Autoimmunerkrankungen insbesondere in den betroffenen 

Geweben abspielt, wäre eine Studie anzustreben, in der aus dem Blut isolierte           

T-Lymphozyten den Zellen aus den entzündeten Geweben gegenübergestellt werden 

[199] [378] [379]. Ergänzend sollte eine Phänotypisierung der Tregs und der 

CD4+CD25-CD127- Zellen nach der Zytokin-Stimulation erfolgen. 

Zusammenfassend konnte die Plastizität peripherer T-Lymphozyten in Richtung Treg 

gezeigt werden. Besonders hervorzuheben ist die bislang wenig untersuchte          

Zellpopulation der CD4+CD25-CD127- Zellen, die eine vielversprechende              

Zellpopulation für die in vitro Induktion von Tregs darstellt. 
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Appendix 

I. Abkürzungsverzeichnis 

-   negativ(e) 

+   positiv(e) 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

AHR   Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor 

APC   Allophycocyanin 

APCs   engl. antigen-presenting cells = Antigen-präsentierende Zellen 

Aqua dest.  lateinisch Aqua destillata = destilliertes Wasser 

aTregs   aktivierte Tregs 

Bcl   engl. B cell lymphoma 

BFA   Brefeldin A 

BID   engl. BH3 interacting domain death agonist  

BSA   engl. bovine serum albumin = Albumin aus Rinderserum  

BV   engl. Brilliant Violet 

bzw.   beziehungsweise 

CAR   Chimärer Antigen-Rezeptor 

Cat.   Katalognummer 

CCL   CC-Chemokinligand  

CCR   CC-Chemokinrezeptor  

CD   engl. cluster of differentiation 

CED   chronisch entzündliche Darmerkrankungen  



 

 

CFSE   Carboxyfluorescein Succinimidylester 

Ch.-B.    Chargen-Bezeichnung 

CM   engl. central memory cells = zentrale Gedächtniszellen 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

CTLA-4  engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

CTLs   engl. cytotoxic T lymphocytes = zytotoxische T-Lymphozyten  

CXCL   CXC-Chemokinligand 

CXCR   CXC-Chemokinrezeptor 

Cut-Off (-Wert) engl. Grenzwert 

Cy   Cyanin 

DCs   engl. dendritic cells = dendritische Zellen 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

Dot Plot(s)  engl. Streudiagramm(e) 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

Eff   Effektorzellen 

ELISA   engl. enzyme-linked immunosorbent assay 

EM   engl. effector memory cells = Effektor-Gedächtniszellen 

engl.   englisch 

evtl.   eventuell 

FACS   engl. fluorescence activated cell sorting 

FBS   engl. fetal bovine serum = fötales Kälberserum 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FoxP3   engl. forkhead box protein 3 



 

 

FSC   engl. forward-scattered light = Vorwärtsstreulicht 

g   Gramm 

Gate   engl. gate = Gatter 

G-CSF   engl. granulocyte-colony stimulating factor 

high   engl. hoch 

IFN   Interferon 

IL   Interleukin 

int intermediär 

IPEX-Syndrom X-chromosomales Immundysregulation-Polyendokrinopathie-

Enteropathie-Syndrom 

IRF4   engl. interferon regulatory factor 4 

iTregs   in vitro induzierte Tregs 

JIA   juvenile idiopathische Arthritis 

LAG-3   Lymphozyten-Aktivierungsgen 3 

low   engl. niedrig 

m   männlich 

MACS   engl. magnetic activated cell sorting  

= magnetische Zellseparation 

Max   maximaler Wert 

Mean   engl. Mittelwert 

MHC   engl. major histocompatibility complex 

Min    minimaler Wert 

ml   Milliliter 

mm   Millimeter 



 

 

mM   millimolar 

mRNA   engl. messenger ribonucleic acid = Boten-Ribonukeinsäure 

MS   Multiple Sklerose 

mTOR   engl. mechanistic target of rapamycin 

N   naive Zellen 

n   engl. number = Anzahl 

ng   Nanogramm 

NK-Zellen natürliche Killerzellen 

nm Nanometer 

Nr.  Nummer 

nTregs natürliche Tregs 

o.g. oben genannte 

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 

Peak engl. Zacke 

PBMCs engl. peripheral blood mononuclear cells  

= mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

PBS engl. phosphate-buffered saline  

= Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PE Phycoerythrin 

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein 

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 

PostStim Poststimulations-Suppression-Assay 

PreStim Prästimulations-Suppression-Assay 

pTregs periphere regulatorische T-Zellen 



 

 

RA   Rheumatoide Arthritis 

real-time PCR  engl. real-time polymerase chain reaction  

= Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion 

RORγt   engl. retinoic acid orphan receptor gamma t 

rpm   engl.  revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute  

rTregs   ruhende Tregs 

s.   siehe 

SD   engl. standard deviation = Standardabweichung 

SLE   systemischer Lupus erythematodes 

SSC   engl. side-scattered light = Seitwärtsstreulicht 

STAT   engl. signal transducer and activator of transcription 

T1DM Diabetes mellitus Typ 1 

T-bet engl. T-box expressed in T cells 

TCR engl. T cell receptor = T-Zell-Rezeptor 

TEMRA engl. terminally differentiated effector memory cells re-expressing 

CD45RA 

Tfh follikuläre T-Helferzellen 

TGF engl. transforming growth factor 

Th T-Helferzelle 

TNF Tumornekrosefaktor 

Treg(s) regulatorische T-Zelle(n) 

TSDR Treg-spezifische demethylierte Region 

TSLP engl. thymic stromal lymphoprotein 

tTregs thymische regulatorische T-Zellen 



 

 

Tube(s) engl. Zentrifugenröhrchen 

u.a.    unter anderem  

v.a.   vor allem 

w   weiblich 

well   engl. Schacht = Vertiefung einer Zellkulturplatte 

z.B.    zum Beispiel 
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