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1 Einleitung 

1.1 Komponenten des Immunsystems 

Das Immunsystem besteht aus einem angeborenen und einem erworbenen Anteil. Die 

angeborene Immunität dient als erste Verteidigungsinstanz des Immunsystems. 

Humorale und zelluläre Mechanismen lösen eine erste, schnelle Immunreaktion 

unmittelbar nach Kontakt mit potenziell zu beseitigenden Erregern oder defekten Zellen 

aus. Typisch für das angeborene Immunsystem ist die sogenannte Mustererkennung 

(pattern recognition), die Erkennung von erregerspezifischen Molekülgruppen. Zu den 

humoralen Mechanismen der angeborenen Immunität gehören antibakterielle und virale 

Substanzen: das Komplementsystem, Lysozym, sowie die Interferone. Bei den 

zellulären Komponenten werden Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen 

unterschieden. Natürliche Killerzellen sind in der Lage, Virus-infizierte Zellen und 

entartete Zellen zu detektieren und zu eliminieren (Neumann, 2008). 

Die Komponenten der erworbenen Immunität dienen im Unterschied zum angeborenen 

Immunsystem zur selektiveren Erkennung erregerspezifischer Moleküle und verstärken 

die Effektorfunktionen der angeborenen Immunität. Sie bilden eine Zellpopulation von 

etwa einer Milliarde Lymphozyten, die zwischen Blut und den lymphatischen Organen 

zirkulieren. Man unterscheidet zwischen B- und T-Lymphozyten, die mit 

Antigenrezeptoren in bis zu 107 verschiedenen Spezifitäten ausgestattet sind, damit das 

spezifische Erkennen von Antigenen möglich ist (Murphy and Weaver, 2018). Ebenso 

werden Selbstantigen-erkennende B- und T-Zellen eliminiert (zusammengefasst in 

Sakaguchi et al., 2006; Murphy and Weaver, 2018). Trifft ein passendes Antigen auf 

einen solchen Rezeptor, kommt es zur Proliferation und Differenzierung der naiven Zelle. 

Die B-Zelle differenziert sich zur Plasmazelle, die schließlich die Produktion von 

Immunglobulinen initiiert. T-Lymphozyten entwickeln sich zu zytotoxischen T-Zellen, T-

Helferzellen und regulatorischen T-Zellen. Während zytotoxische T-Zellen infizierte 

Zellen töten, sezernieren T-Helferzellen spezifische Zytokine, die wiederum andere 

Zellen wie z.B. B-Zellen und Makrophagen aktivieren. Regulatorische T-Zellen 

unterdrücken die Aktivität anderer Lymphozyten und verhindern so eine 

Überschussreaktion des Immunsystems (Murphy and Weaver, 2018). 

Eine weitere bedeutende Eigenschaft des erworbenen Immunsystems ist das 

immunologische Gedächtnis. Dieses sorgt dafür, dass bei erneutem Antigenkontakt die 

Immunreaktion schneller und stärker abläuft. Diese beschleunigte Reaktion durch 

Gedächtniszellen kommt durch eine höhere Affinität der Antikörper und Rezeptoren bei 

der Sekundärreaktion zustande. Hierbei werden vor allem Antikörper der Klassen IgG 
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und IgA gebildet, anstelle von IgM (und IgG), die vorwiegend nach Erstkontakt mit dem 

Erreger gebildet werden. Gedächtniszellen werden bei Antigenkontakt neben 

Effektorzellen gebildet und sind langlebige antigenspezifische Lymphozyten. 

Hervorzuheben ist, dass sie bereits in der Induktionsphase (siehe Abbildung 1) gebildet 

werden (Murphy and Weaver, 2018). 

 

 

Abbildung 1: Angeborenes und erworbenes Immunsystem 

Schematische Darstellung der Dynamik und Phasen einer Immunreaktion. Ak = Antikörper; Eff 

= Effektorzelle; Mem = Gedächtniszelle. Abbildung verändert nach Murphy and Weaver, 2018. 

 

1.2 Bildung, Reifung und Aktivierung von T-Zellen 

Das Knochenmark und der Thymus gehören zu den primären lymphatischen Organen. 

Sie dienen vor allem der Bildung und Reifung von Blutzellen aus pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen. Im Knochenmark findet die Bildung nahezu aller 

zellulärer Blutkomponenten statt. Neben der Erythropoese, Thrombozytopoese und 

Granulozytopoese findet dort die Monozyto- und Lymphopoese statt. Die Lymphopoese 

der T-Reihe ist geprägt davon, dass Vorläuferzellen aus dem Knochenmark bzw. 

pränatal aus der fetalen Leber hervorgehen und in kortikale Bereiche des Thymus 

einwandern. Bestimmte Signale von Thymusepithelzellen aktivieren spezifische Gene 

für die weitere T-Zell-Prägung (Murphy and Weaver, 2018). Die Thymozyten des Pro-T-

Zellstadiums besitzen zunächst keine der später charakteristischen Oberflächenproteine 

CD4 oder CD8, daher werden sie als doppelt negativ bezeichnet. Durch starke 

Proliferation kommt es zu somatischen Rekombinationsvorgängen im T-Zell-Rezeptor 
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(TCR)-β-Kettengen, wonach sich die Thymozyten im Prä-T-Zell-Stadium befinden. Im 

Folgenden wird ein prä-TCR-Komplex auf der Zelloberfläche exprimiert. Dieser löst eine 

Signalkaskade aus, die die Anlagerung von CD3 und einer α-Kette bewirkt und zur 

Vervollständigung des αβ-T-Zell-Rezeptors führt (Neumann, 2008). αβ-T-Zellen gehen 

aus hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks hervor. In circa 10% der Fälle 

wird das TCRγ- oder TCR-δ-Gen zuerst exprimiert. Dies führt zur Entwicklung von 

gewebespezifischen γδ-T-Zellen. Sie werden überwiegend aus Stammzellen der fetalen 

Leber gebildet (Abbas, Lichtman and Pillai, 2018).  

In der nächsten Differenzierungsstufe exprimieren die Thymozyten die 

charakteristischen Oberflächenproteine CD4 und CD8. Man bezeichnet sie als doppelt 

positiv. An den kortikalen Epithelialzellen des Thymus, die MHC-I und MHC-II auf ihrer 

Zelloberfläche exprimieren und als antigenpräsentierende Zellen fungieren, findet die 

Positivselektion statt. Während der Positivselektion entwickeln sich aus doppelt positiven 

T-Zellen einfach positive CD4- CD8+ T-Lymphozyten und CD4+ CD8- T-Lymphozyten 

(Neumann, 2008). Daneben entstehen auch andere Untergruppen wie die 

regulatorischen T-Zellen, die CD4 und vor allem auch CD25 (α-Kette des Interleukin-2-

Rezeptors) exprimieren. (Murphy and Weaver, 2018).  

Die nun einfach positiven Thymozyten migrieren in die Markregion des Thymus, um dort 

mit dendritischen Zellen in Kontakt zu treten. Diese initiieren die Negativselektion: binden 

sie mit hoher Affinität an ein körpereigenes Peptid, werden sie durch Apoptose abgebaut. 

Andernfalls verlassen sie als naive T-Zellen den Thymus und zirkulieren zwischen Blut, 

Lymphe und sekundären lymphatischen Organen (Neumann, 2008). Auf diese Weise 

werden bis zu 98% der in Reife befindlichen Thymozyten vor Verlassen des Thymus und 

nach Überprüfung auf ihre Fähigkeit zur Erkennung von Selbst-Peptiden und zur Selbst-

Toleranz aussortiert. Eine Ausnahme der Negativselektion stellen die regulatorischen T-

Lymphozyten (Treg) dar. Durch hochaffine Wechselwirkung zwischen TCR und 

Selbstpeptid-MHC-Komplexen wird diese Linie der CD4+ T-Lymphozyten positiv 

selektioniert. Diese Prinzip wird auch Agonistenselektion genannt (Murphy and Weaver, 

2018). 

Die Aktivierung von T-Lymphozyten in der Peripherie setzt voraus, dass naiven T-Zellen 

Antigene präsentiert werden. Alle reifen CD4-exprimierenden T-Zellen sind in der Lage 

MHC-II-Molekül-gebundene Peptide zu erkennen. Dadurch wird eine Signaltransduktion 

initiiert und die weitere Entwicklung zu Zytokin-sezernierenden T-Helferzellen induziert 

(Murphy and Weaver, 2018). Der Kontakt zwischen Antigen-präsentierenden Zellen 

(APC), z.B. dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen, und naiven T-Zellen erfolgt 
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in den sekundären lymphatischen Organen. Dazu gehören Lymphknoten, Milz und das 

Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT = mucosa associated lymphoid 

tissue). Treffen APC und T-Zelle, die für ein Antigen hochspezifische Rezeptoren auf 

ihrer Oberfläche exprimiert, aufeinander, sorgen Zytokine für eine klonale Expansion: 

die Proliferation der Antigen-spezifischen T-Lymphozyten. Zudem erfolgt die 

Differenzierung der naiven T-Zellen in Effektor- und Memory-Lymphozyten (Neumann, 

2008). 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptor 

Schematische Darstellung von (A) Immunglobulinen mit Fc- und Fab-Fragment. Jeder Antikörper 

besteht aus zwei schweren inneren Ketten und zwei leichten äußeren Ketten, die jeweils durch 

Disulfidbrücken verbunden sind. Jede Kette beinhaltet eine konstante (C) und eine variable 

Domäne (V); an der variablen Region binden antigene Strukturen. (B) Schematische Darstellung 

eines T-Zell-Rezeptors. Auffällig ist die strukturelle Ähnlichkeit zu Immunglobulinen. Er ist 

ebenfalls ein durch Disulfidbrücken verknüpftes Dimer mit einer konstanten und variablen 

Domäne, die als Antigenbindestelle fungiert. Äquivalent zum Fab-Teil des Antikörpers besteht 

der TCR aus den α- und β-Transmembranglykoproteinen, die über 

Wasserstoffbrückenbindungen von Kohlenhydratresten kommunizieren. Abbildung verändert 

nach Murphy and Weaver, 2018. 

 

1.3 T-Zell-abhängige Immunreaktion 

Die Antigenerkennung der T-Zellen erfolgt durch ihren T-Zell-Rezeptor (TCR). Seine 

Struktur und Funktion lässt sich mit der von Immunglobulinen vergleichen (vgl. Abbildung 

2) (Murphy and Weaver, 2018). 

Erkennt der TCR eine antigene Struktur durch Präsentation von Molekülen des MHC auf 

Antigen-präsentierenden Zellen, führt dies zur Bildung einer immunologischen Synapse 

zwischen einer konventionellen CD4+ T-Zelle und einer APC. Sie wird durch präzise 
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Interaktionen von drei konzentrisch angelegten supramolecular activation complexes 

(SMACs) beeinflusst. Im zentralen Komplex (cSMAC) sind der TCR und der 

Kostimulationsfaktor CD28 konzentriert, während im peripheren SMAC (pSMAC) das 

Integrin LFA-1 mit seinem Liganden ICAM-1 interagiert. Im distalen Komplex (dSMAC) 

akkumulieren F-Actin und CD45. Letzteres ist an der Lösung der SMAC beteiligt. 

Regulatorische T-Zellen, CD8+ T-Zellen und natürliche Killerzellen bilden wiederum 

andere Interaktionszonen, wie z.B. sekretorische, multifokale oder mobile 

immunologische Synapsen (zusammengefasst in Beyersdorf and Müller, 2015). 

 

1.3.1 Immunreaktion durch CD4+ T-Zellen 

Im Laufe ihrer Entwicklung differenzieren sich CD4+ T-Zellen in weitere Subtypen, die 

jeweils unterschiedliche Funktionen im Rahmen der Immunantwort übernehmen. Man 

unterscheidet dabei T-Helfer-Zellen und regulatorische T-Zellen. Die T-Helfer-Zellen 

werden wiederum unterteilt in TH1-, TH2-, TH17- und follikuläre T-Helferzellen (TFH) 

(Murphy and Weaver, 2018). TH1-Zellen sezernieren IL-2 und Interferon-γ und 

stimulieren die zelluläre Immunabwehr (Herold, 2017). Sie sind an der Beseitigung von 

in Makrophagen überlebenden Mikroorganismen, darunter vor allem Viren, Protozoen 

und intrazellulären Bakterien, beteiligt (Murphy and Weaver, 2018). TH2-Zellen 

regulieren vorzugsweise die humorale Immunabwehr. Sie stimulieren durch die 

Interleukine IL-4, IL-5 und IL-13 eosinophile Granulozyten und Mastzellen und 

verstärken die Wirkung von IgE (Herold, 2017). Dies befähigt sie zur Elimination von 

extrazellulären Parasiten (v. a. Helminthen). TH2-Zellen sind auch entscheidend an der 

Pathogenese von Allergien und Asthma beteiligt. Die nach ihrem sezernierten Zytokin 

IL-17 benannten TH17-Zellen stimulieren die Synthese antimikrobieller Peptide und 

dienen damit dem Aufbau einer epithelialen Barriere im Atem-, Urogenital- und 

Gastrointestinaltrakt. Sie sind ferner an der Beseitigung von extrazellulären Erregern und 

Pilzen beteiligt. Die follikulären T-Helferzellen mit den Oberflächenmarkern CXCR5 und 

PD-1 stellen eine Verbindung zwischen T- und B-Zellen her. Neben TH17-Zellen sind 

auch follikuläre T-Helferzellen zur Produktion von IL-21 befähigt. IL-21 induziert die 

Affinitätsreifung von Plasmazellen und damit die Produktion von Antikörpern. 

(zusammengefasst in Deenick and Tangye, 2007; Murphy and Weaver, 2018). 

 

1.3.2 Bedeutung regulatorischer T-Zellen 

Regulatorische T-Zellen sind von entscheidender Bedeutung für die Homöostase 

immunologischer Prozesse und essenziell zur Verhinderung autoimmuner Prozesse. Sie 
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werden entwicklungsphysiologisch in natürliche (nTreg) und induzierte Treg (iTreg) 

unterteilt. Während nTreg im Thymus reifen, entstehen iTreg in peripheren 

lympathischen Organen aus naiven CD4+ T-Zellen. Charakteristisch für regulatorische 

T-Zellen ist die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3. Dieser verhindert die 

Produktion von IL-2, einem T-Zell-Wachstumsfaktor, der Proliferation und 

Differenzierung von T-Zellen hervorruft und die Stabilität und Funktion von Treg aufrecht 

erhält (zusammengefasst in Beyersdorf and Müller, 2015). Die von Tregs produzierten 

Zytokine TGF-β, IL-10 und IL-35 hemmen die Entwicklung und Differenzierung sowohl 

der TH1-Zellen als auch der TH2-Zellen (zusammengefasst in Dominguez-Villar and 

Hafler, 2018). Treg-Zellen sind außerdem in der Lage, den Zelltod von Effektorzellen zu 

induzieren, indem sie Granzym B sezernieren, das durch Perforin-Poren in die Zielzellen 

gelangt und dort die Aktivierung von Caspasen hervorruft (zusammengefasst in Vignali, 

Collison and Workman, 2008). Eine physiologische und ausgeglichene Immunantwort 

ist neben zahlreichen aktivierenden Zytokinen auch auf negative 

Rückkopplungsmechanismen angewiesen. Dabei unterdrücken eigentliche 

Effektorzytokine, wie z.B. das durch TH1-Zellen gebildete IFNγ und das von TH2-Zellen 

gebildete IL-4, die Differenzierung der TH17-Zellen. IL-4 hemmt auch die Entwicklung 

von TH1-Zellen, während IFNγ TH2-Zellen unterdrückt (Murphy and Weaver, 2018). 

Treg-Zellen exprimieren darüber hinaus konstitutiv CD25 und CTLA-4 

(zusammengefasst in Beyersdorf and Müller, 2015). CTLA-4 stellt einen hochaffinen 

inhibitorischen Rezeptor dar, der die Aktivierung von T-Zellen blockiert, indem er 

kostimulatorische Liganden von der Oberfläche von APCs mittels Transendozytose 

eliminiert (Qureshi et al., 2011). CD25 bildet die α-Kette des heterotrimeren Interleukin-

2-Rezeptors. Die β- und γ-Ketten des IL-2-Rezeptors sind assoziiert mit JAK1 und 3, die 

durch Phosphorylierung von Tyrosin Bindungsstellen für die SH2-Domäne des 

Transkriptionsfaktors STAT5 bilden. STAT5 fördert seinerseits die Gentranskription von 

c-myc, bcl-2, bcl-x und nicht zuletzt CD25 (Kaltenberg et al., 2010). IL-2 spielt für die 

Differenzierung, Expansion, Aktivität und die Überlebensfähigkeit von regulatorischen T-

Zellen eine entscheidende Rolle. Dabei sind Tregs, die besonders viel CD25 

exprimieren, auf die Sekretion von IL-2 durch aktivierte T-Zellen angewiesen. Wird IL-2 

von T-Effektor-Zellen gebildet, konkurrieren Tregs mit Effektorzellen um das Zytokin. 

Einerseits sorgt IL-2 für eine Proliferation der T-Effektor-Zellen, andererseits induziert 

die Bindung von IL-2 an CD25 von Tregs eine verstärkte Synthese des 

Transkriptionsfaktors Foxp3. Je mehr IL-2 produziert wird, desto höher ist die 
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Proliferationsrate regulatorischer T-Zellen (zusammengefasst in Höfer, Krichevsky and 

Altan-Bonnet, 2012). 

Neben dem Verbrauch von IL-2 trägt auch der Verbrauch von ATP zur Suppressivität 

regulatorischer T-Zellen bei. CD39 ist als Ektonukleotidase durch die Hydrolyse von ATP 

an der Suppression von TH17-Zellen beteiligt. Bei Patienten mit Multipler Sklerose stellte 

man eine Defizienz von CD4+ CD25+ Foxp3+ CD39+ Treg-Zellen im Vergleich zur 

gesunden Kontrollgruppe fest. Das lässt vermuten, dass CD39+ Treg-Zellen die IL-17-

vermittelte pathogene Immunreaktion bei Multipler Sklerose (MS) regulieren (Fletcher et 

al., 2009). Ein weiterer indirekter Suppressionsmechanismus der Treg-Zellen besteht in 

der inhibitorischen Wirkung auf Antigen-präsentierende Zellen. Die Reifung dendritischer 

Zellen wird durch die Expression von LAG3 (lymphocyte activation gene 3) verhindert, 

indem es an für die T-Zellstimulation obligaten MHC II Moleküle bindet 

(zusammengefasst in Vignali, Collison and Workman, 2008). 

Treg-Zellen verhindern durch diese regulatorischen Mechanismen ein Überschießen der 

Immunreaktion und die Entstehung von Autoimmunität und terminieren schützende 

Immunantworten. Sie verhindern, dass für den Organismus potenziell harmlose 

autoreaktive T-Zellen Autoimmunität erzeugen. So spielt die Aktivität regulatorischer T-

Zellen, beispielsweise durch die Sekretion inhibitorischer Zytokine wie IL-10, TGF-β and 

IL-35, auch bei Autoimmunkrankheiten wie Typ-1-Diabetes, Multiple Sklerose, 

systemischer Lupus erythematodes, Myasthenia gravis und rheumatoide Arthritis eine 

entscheidende Rolle (zusammengefasst in Dominguez-Villar and Hafler, 2018). 

 

1.4 Sphingolipide 

Sphingolipide haben als zentraler Bestandteil lipidhaltiger Zellmembranen nicht nur eine 

strukturelle Funktion, sondern fungieren darüber hinaus als Signalmoleküle im Rahmen 

inflammatorischer Prozesse, des induzierten Zelltods, sowie bei Proliferation und 

Differenzierung. Sie spielen ebenfalls eine Rolle in der Progression von Tumoren, bei 

COPD, Diabetes und lysosomalen Speicherkrankheiten (zusammengefasst in Airola and 

Hannun, 2013). 

 

1.4.1 Klassifizierung und Metabolismus 

Sphingolipide sind für die Struktur der Zellmembran unerlässlich. Sie enthalten 

Sphingosin, einen Aminoalkohol mit einer einfach ungesättigten Fettsäure (Murphy and 

Weaver, 2018). Ausgehend vom Sphingoid-Rückgrat unterscheidet man Ceramide mit 

einem Acylrest (meist 16 bis 24 C-Atome), Sphingomyelin mit einem Acylrest und einer 
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Phosphorylcholin-Gruppe sowie Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ohne 

Acylrest.  

Die de-novo-Biosynthese erfolgt mittels der Serinpalmitoyltransferase, die Serin und 

Palmitat zu 3-Keto-Dihydrosphingosin katalysiert. Durch Reduktion der Carbonylgruppe 

entsteht Dihydrosphingosin. Die Ceramidsynthase fügt eine Fettsäure durch N-

Acylierung hinzu und es entsteht Dihydroceramid. Durch Entsättigung der 4,5-

Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung des Sphingoid-Rückgrats entsteht letztlich Ceramid. 

Sphingomyelin wird durch die saure und neutrale Sphingomyelinase zu Ceramid und 

Phosphocholin hydrolysiert. Die Ceramidase katalysiert die Reaktion zu Sphingosin, das 

wiederum durch die Sphingosinkinase zu Sphingosin-1-Phosphat phosphoryliert wird. 

Ceramid kann durch die Ceramidkinase zu Ceramid-1-Phosphat (C1P) phosphoryliert 

oder durch Glucosyl- und Galaktosyl-Ceramidsynthasen glykosyliert werden. Sämtliche 

Schritte sind durch Umkehrreaktionen reversibel. Die Katalyse von S1P zu den 

Endprodukten Phosphoethanolamin und Hexadecanal durch die S1P-Lyase ist dagegen 

irreversibel (zusammengefasst in Airola and Hannun, 2013). 

 

 

Abbildung 3: Sphingolipid-Metabolismus 

Reaktionsdiagramm des Metabolismus von Sphingolipiden. Die vertikale Achse stellt die de-

novo-Biosynthese von Ceramiden dar. Die horizontale Achse beschreibt den katalytischen Abbau 

von Sphingomyelin in seine Endprodukte Phosphoethanolamin und Hexadecanal. Rot dargestellt 

sind die katalysierenden Enzyme. Abkürzungen: SPT = Serinphosphoryl-Transferase, CerS = 

(Dihydro)ceramid-Synthase, DES = Dihydroceramid-Desaturase, S1P = Sphingosin-1-Phosphat, 

Nsm = Neutrale Sphingomyelinase, Asm = saure (acid) Sphingomyelinase, CerK = Ceramid-

Kinase, C1P = Ceramid-1-Phosphat, GBA = Glucosylceramidase, GALC = Galaktosyl-
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Ceramidase, GCLT = Ceramid-Glukosyl-Transferase, CGT = Ceramid-Galaktosyl-Transferase. 

Abbildung verändert nach Airola und Hannun, 2013 und Schneider-Schaulies, 2015. 

 

1.4.2 Funktion unterschiedlicher Sphingolipid-Derivate 

Die Vielzahl unterschiedlicher Sphingolipide ist für die Struktur der zellulären 

Plasmamembran ausschlaggebend. Sphingolipide haben darüber hinaus eine 

Abwehrfunktion gegen Umweltfaktoren und regulieren Entzündungsvorgänge sowie 

Zelltod und Zellproliferation (zusammengefasst in Airola and Hannun, 2013). In der 

Pathogenese der koronaren Herzkrankheit beispielsweise ist eine Erhöhung der 

Sphingomyelin-Konzentration im Plasma beschrieben (Jiang et al., 2000). Mit einer 

erhöhten kardialen Mortalität bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) 

korrelieren unterschiedlich konfigurierte Ceramide, insbesondere ein erhöhtes Verhältnis 

von C16:0/C24:0, C18:0/C24:0 und C24:1/C24:0 sowie C16:0, C18:0 und C24:1. Um 

Komplikationen und den Progress einer KHK zu begrenzen, wurden in amerikanischen 

Labors bereits erste diagnostische Tests etabliert (zusammengefasst in Kurz et al., 

2019).  

Neben ihrer diagnostischen Bedeutung gewinnen Sphingolipide auch für therapeutische 

Zwecke an Bedeutung. Die T-Zell-Aktivierung und -Funktion hängt nicht nur von 

Enzymen und Peptiden ab, sondern auch vom Gehalt unterschiedlicher Lipide wie z.B. 

Sphingomyelin und Ceramiden in der Zellmembran. Während Ceramide tendenziell 

proapoptotisch wirken, so unterstützt der Metabolit S1P das Überleben der Wirtszellen 

(Kirschnek, 2000; zusammengefasst in Beyersdorf and Müller, 2015; zusammengefasst 

in Schneider-Schaulies and Schneider-Schaulies, 2015) Welche therapeutischen 

Möglichkeiten dies nach sich zieht, ist Gegenstand aktueller Forschung und wird auch in 

der vorliegenden Arbeit untersucht. 

 

1.4.3 Saure Sphingomyelinase 

Man unterscheidet generell zwei Enzyme mit pH-abhängiger Aktivität und 

unterschiedlicher Lokalisation, die die Katalyse von Sphingomyelin zu Ceramid und 

Phosphorylcholin bewirken. Die neutrale Sphingomyelinase ist an der inneren Seite der 

Plasmamembran lokalisiert (Zhou et al., 2016). Die saure Sphingomyelinase (Asm) 

existiert in einer membranassoziierten lysosomalen (L-Asm) und einer sekretorischen 

Form (S-Asm). Während die lysosomale Asm Kationen-unabhängig funktioniert, ist die 

Aktivität der S-Asm abhängig von Zn2+-Ionen (Schissel et al., 1998; Zhou et al., 2016). 

Unterschiedliche Mutationen und Enzymdefekte führen zu einer verringerten Aktivität 

des Enzyms und bedingen eine Vielzahl von Erkrankungen. Die lysosomale 
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Speicherkrankheit Niemann-Pick etwa ist eine autosomal-rezessiv vererbte 

Sphingolipidose, die auf einem Defekt der sauren Sphingomyelinase beruht und zur 

Akkumulation von Sphingomyelin in Lysosomen von Leber, Milz, Knochenmark und 

Gehirn führt und neurologische und psychische Symptome sowie Hepatosplenomegalie 

und interstitielle Lungenbeteiligung verursacht (Lidove et al., 2017). Weiterhin ist eine 

verringerte Aktivität der Asm beteiligt an Pathomechanismen bei Infektionen und 

Inflammation, Stoffwechselerkrankungen wie Cystischer Fibrose, dem Morbus Wilson 

und Diabetes Mellitus Typ 2 sowie an zerebralen Erkrankungen wie z.B. zerebralen 

Ischämien, Multipler Sklerose, Depression, Morbus Parkinson und Alzheimer 

(Kirschnek, 2000; zusammengefasst in Bienias et al., 2016; Zhou et al., 2016). 

 

1.5 Trizyklische Antidepressiva 

Interessanterweise sind viele bekannte Asm-Inhibitoren gleichzeitig Antidepressiva. 

Dazu gehören trizyklische Antidepressiva (TZA) wie z.B. Amitriptylin, oder Serotonin-

Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI) wie z.B. Sertralin (Kornhuber et al., 2013). Da 

affektiven Störungen unterschiedliche neurobiologische Pathologien zugrunde liegen, 

sind sie in ihrer Komplexität differenziert zu betrachten. Die am weitesten verbreitete 

Monoaminmangel-Hypothese besagt, dass die Neurotransmission monoaminerger 

Strukturen bei affektiven Störungen vermindert ist. Dadurch kommt es zur Dysfunktion 

zentralnervöser Abläufe. Um diese Dysbalance zu durchbrechen, wird therapeutisch die 

Konzentration der Monoamine im synaptischen Spalt durch Hemmung der 

Wiederaufnahme präsynaptisch freigesetzter Neurotransmitter erhöht. Einen anderen 

Mechanismus machen sich Monoaminoxidasehemmer (MAO-I) zunutze. Sie verhindern 

den mitochondrialen Abbau von Noradrenalin und Serotonin (5-HT) in den 

präsynaptischen Axonenden und steigern damit den Gehalt in den Speichervesikeln und 

damit die Freisetzung in den synaptischen Spalt (Aktories et al., 2017). 

Neben der Monoaminmangel-Hypothese werden eine Beeinflussung der 

Neuromodulation durch einen Mangel neurotropher Faktoren und der Einfluss von 

Corticosteriodrezeptoren diskutiert. Beim Einsatz des NMDA-Antagonisten Ketamin mit 

seinem aktiven Metaboliten Hydroxynorketamin stellte man eine antidepressive Wirkung 

fest. Diese Erkenntnis stützt sich auf die Glutamat-Hypothese der Depression und 

befindet sich aktuell in klinischer Erprobung (Aktories et al., 2017; Lumsden et al., 2019). 

Dies soll verdeutlichen, dass der Formenkreis der affektiven Störung weitaus komplexer 

ist als die Erklärung durch einen Mangel an Neurotransmittern. Aus Gründen der 

Übersichtlichkeit wird diese hier jedoch als Haupttheorie dargelegt. 
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1.5.1 Wirkmechanismus 

Ziel der meisten Antidepressiva ist es, die Konzentration von Noradrenalin und/oder 

Serotonin im synaptischen Spalt zu erhöhen, indem entweder der Abbau unterdrückt 

(MAO-Hemmer) oder die Wiederaufnahme gehemmt wird (trizyklische Antidepressiva, 

TZA, und selektive Serotonin-Reuptake-Inhibitoren, SSRI). TZA gehören zur Gruppe der 

nichtselektiven Monoamin-Rückaufnahme-Inhibitoren. Ihren Namen erhielten sie 

aufgrund ihrer Drei-Ring-Struktur. TZA unterscheiden sich durch Veränderungen an 

ihrem Zentralring bzw. an einer Seitenkette. Stützend auf der Monoaminmangel-

Hypothese (Aktories et al., 2017) besteht bei affektiven Störungen, z.B. Depressionen, 

eine ungenügende Konzentration an exzitatorischen Neurotransmittern. Durch 

Hemmung der Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt erhöht sich 

dementsprechend die Neurotransmission. SSRI, SNRI (Serotonin-Noradrenalin-

Reuptake-Inhibitor) und eben auch TZA machen sich diesen Blockademechanismus der 

Neurotransmitter-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran zunutze (Karow and 

Lang-Roth, 2017). Das Nebenwirkungsprofil unterschiedlicher Wirkstoffe variiert je nach 

Affinität zu den jeweiligen Transportern. So hemmen Desipramin und der aktive 

Metabolit von Amitriptylin (Nortriptylin) die Noradrenalinaufnahme aus dem synaptischen 

Spalt und steigern darüber hinaus den Antrieb ausgeprägter als andere Substanzen. 

Clomipramin dagegen präferiert den 5-HT-Rezeptor und wirkt somit anxiolytisch. Bei 

Depressionen mit Antriebshemmung wird Amitriptylin beispielsweise bevorzugt 

eingesetzt, bei Depressionen mit Suizidgefährdung ist dieser Wirkstoff hingegen 

kontraindiziert. (Aktories et al., 2017). 

Neben der namensgebenden antidepressiven, stimmungsaufhellenden Wirkung haben 

TZA auch weitere Wirkungsspektren. So werden sie auch bei Phobien, Angst- und 

Panikstörungen sowie bei Zwangsstörungen eingesetzt und wirken koanalgetisch. 

Analog zu Neuroleptika sedieren TZA bei akutem Einsatz bereits ab der ersten Woche, 

was vor allem die Suizidgefährdung positiv beeinflusst. Ab der zweiten Woche wirken 

sie jedoch thymeretisch (antriebssteigernd), wodurch die Suizidgefahr wiederum 

ansteigt. Dieses Zeitfenster muss bei akuter Selbstgefährdung der Patienten durch eine 

stationäre Überwachung überbrückt werden. Die eigentliche antidepressive, 

thymoleptische (stimmungsaufhellende, depressionslösende) Wirkung entfaltet sich erst 

bei Dauergabe von TZA nach circa drei Wochen. Dabei ist zu betonen, dass hier lediglich 

eine Stimmungsdysbalance ausgeglichen werden kann und die Entwicklung einer Manie 

in der Regel nicht getriggert wird.  
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Die langfristige Gabe von Antidepressiva führt außerdem nachhaltig zu Veränderungen 

zentralnervöser Rezeptoren. Es findet eine Herabregulierung zentraler β-Rezeptoren 

und eine Aktivierung postsynaptischer α-Rezeptoren statt. Außerdem wird die 

GABAerge Aktivität im Frontalhirn verstärkt (Karow and Lang-Roth, 2017). 

Unter Dauergabe kommt es bei zahlreichen Antidepressiva zu einer Desensibilisierung 

präsynaptischer Autorezeptoren und postsynaptisch zu einer Modulation mit anhaltender 

Veränderung der monoaminergen Neurotransmission (Karow and Lang-Roth, 2017). 

 

1.5.2 Indikationen und Anwendung 

Der Name lässt vermuten, dass TZA vor allem bei Depressionen eingesetzt werden. 

Diese nicht-selektiven Monoamin-Wiederaufnahmehemmer sind heutzutage jedoch nur 

noch zweite Wahl bei endogenen Depressionen. Bevorzugt werden SSRI, Venlafaxin 

und Mirtazapin eingesetzt (Karow and Lang-Roth, 2017). Generell wird die Auswahl des 

Antidepressivums vor allem dadurch bestimmt, ob eine sedierende oder 

antriebssteigernde Wirkung erzielt werden soll. Vor allem bei Depressionen mit 

Unruhezuständen ist die Substanzgruppe des Amitriptylin-Typs, darunter Amitriptylin, 

Trimipramin und Doxepin mit stark sedierender Wirkung indiziert. Substanzen des 

Amitriptylin-Typs sowie des Imipramin-Typs werden als Ko-Analgetika der 

Schmerztherapie eingesetzt (Amboss, 2019). Imipramin wurde 1958 als erstes 

Antidepressivum eingeführt (Amboss, 2019). Der Desipramin-Typ wurde zwar in 

Deutschland aufgrund plötzlicher ungeklärter Todesfälle vom Markt genommen, 

pharmakologisch ähnliche Medikamente wie z.B. Nortriptylin werden aufgrund ihres 

ähnliches Wirkungsprofils, darunter vor allem einer Antriebssteigerung, jedoch weiter 

verschrieben (Amboss, 2019). 

Da ein antidepressiver Effekt sich erst nach circa zwei bis drei Wochen einstellt, müssen 

TZA in der Regel über einen längeren Zeitraum eingenommen werden. Um einen 

relativen Monoamin-Mangel nach Absetzen der Medikation zu vermeiden, sollte auch 

nach Überwinden der depressiven Phase die Einnahme der Antidepressiva fortgeführt 

werden, um einem Rezidiv vorzubeugen. Bei Langzeitanwendung stellen sich mit der 

Zeit außerdem negative Effekte (siehe 1.5.3) ein, wobei die antidepressive Wirkung 

bestehen bleibt (Trizyklische Antidepressiva - DocCheck Flexikon, 2019). 

 

1.5.3 Nebenwirkungen und Intoxikation 

TZA bedienen sich nicht nur der Inhibition der Wiederaufnahme von Noradrenalin aus 

dem synaptischen Spalt in die Zelle, sondern besitzen darüberhinaus eine direkte α-
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adrenerg blockierende Wirkung und wirken membranstabilisierend am Myokard, woraus 

sich eine Reihe von Nebenwirkungen ableitet. Klinisch bedeutsam ist in erster Linie die 

anticholinerge Wirkung der TZA. Patienten beklagen trockene Schleimhäute und 

Verschwommensehen. Es kommt zur Pupillendilatation, zur Harnretention und kann bis 

zum toxischen Megakolon mit Darmperforation und Ileus führen. Außerdem sind ZNS-

Symptome wie Krämpfe, positive Pyramidenbahnzeichen, Rigidität, Delir sowie 

Myoklonien und respiratorische Insuffizienz mit daraus folgender azidotischen 

Stoffwechsellage beschrieben. Bei höheren Dosen kann eine kardiovaskuläre Wirkung 

der TZA klinisch dominieren. Sinustachykardien, Reizweiterleitungsstörungen in Form 

von Long-QT-Syndrom, ST-Hebung und -senkung bis hin zum kardiogenen Schock mit 

Kammerflimmern, Hypotension und Asystolie sind möglich. Eine Dosisanpassung ist 

sowohl bei Nieren- als auch bei Leberfunktionsstörungen zu beachten: nach der 

Konjugation in der Leber werden TZA über die Niere ausgeschieden (zusammengefasst 

in Kerr, McGuffie and Wilkie, 2001; Trizyklische Antidepressiva - DocCheck Flexikon, 

2019; Amboss, 2019). 

 

1.6 Formen des Zelltods 

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods, welche ohne entzündliche 

Prozesse verläuft. Die Zellbestandteile werden dabei vesikulär abgebaut. Es kommt zum 

Abbau der Kern-DNA, der Degeneration und Kondensation des Zellkerns sowie zur 

Phagozytose der Organellen und übrigen Kompartimente, um die Zelle letztlich gänzlich 

aus dem Kreislauf zu entfernen. Gerade während der Proliferation und Differenzierung 

von sich schnell teilenden Zellen wie z.B. in der Schleimhaut des Gastrointestinal- oder 

Urogenitaltrakts, aber auch bei der Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten 

kommt es zu hohen Apoptoseraten, um den Organismus vor pathologischen Mutationen 

zu schützen. Die Induktion der Apoptose verläuft auf intrinsischem oder extrinsischem 

Weg, welche miteinander in Verbindung stehen. Beim intrinsischen Apoptoseweg wird 

durch exekutorische Proteine (Bax, Bak, Bok) Cytochrom c aus den Mitochondrien 

freigesetzt. Cytochrom c bindet an Apaf-1 und bildet gemeinsam mit der Procaspase 9 

ein oligomeres Apoptosom. Dieses aktiviert die Caspase 3, welche wiederum weitere 

Caspasen (6 und 9) aktiviert. Letztendlich kommt es zur Aktivierung von Caspase-

aktivierten DNasen (CAD), welche die Spaltung der DNA aktivieren und den Abbau der 

Zellbestandteile zur Folge haben. Der extrinsische Weg wird durch die Aktivierung von 

Todesrezeptoren eingeleitet. Während die Endstrecke des intrinsischen Wegs über die 

Caspase 9 verläuft, starten die Caspasen 8 und 10 die nachfolgende extrinsische 
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Caspasekaskade (Murphy and Weaver, 2018). Neben dem in- und extrinsischen Weg 

existiert zusätzlich eine T-Zell-vermittelte Apoptose, welche abhängig von Perforin und 

Granzym A und B ist (zusammengefasst in Elmore, 2007). 

Im Gegensatz zur Apoptose kommt es bei der Nekrose zur lokalen Entzündung 

ausgelöst durch physikalische oder chemische Verletzungen (Murphy and Weaver, 

2018). Morphologisch kommt es zur Zellschwellung, zur Ausbildung zytoplasmatischer 

Vakuolen und zur Ruptur von Organellen und Plasmamembranen, was die Ausschüttung 

inflammatorischer zytoplasmatischer Stoffe zur Folge hat (zusammengefasst in Elmore, 

2007). So basiert das akute Koronarsyndrom beispielsweise auf nekrotischen Prozessen 

infolge einer Membranschädigung (Murphy and Weaver, 2018). Die Abgrenzung von 

Nekrose und Apoptose ist jedoch fließend. Kommt es im Rahmen von Apoptose zum 

Mangel an Caspasen oder intrazellulärem ATP, so sind auch nekrotische Prozesse am 

Tod der Zelle beteiligt. Weiterhin beeinflussen Gewebe, Entwicklungsstadium sowie 

weitere Faktoren das Schicksal der Zelle (zusammengefasst in Elmore, 2007). 

 

1.7 Hemmung der Asm und Verschiebung des Verhältnisses von Treg zu 

Tconv 

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der Asm an der Entstehung von 

Depressionen beteiligt ist (Kornhuber et al., 2005; Gulbins et al., 2013, 2015). 

Verschiedene TZA wie Amitriptylin oder Desipramin und einige SSRI, darunter Sertralin 

oder Citalopram, haben einen positiven therapeutischen Effekt auf Patientinnen und 

Patienten mit Depressionen und hemmen die saure Sphingomyelinase (Asm) in 

unterschiedlichem Maße (Kornhuber et al., 2008, 2009, 2013). Ob es zwischen diesen 

zwei Beobachtungen einen kausalen Zusammenhang gibt, wird aktuell erforscht. 

Interessanterweise hat die Asm-Aktivität auch Auswirkungen auf T-Zellpopulationen. So 

wurde von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, dass die Defizienz und auch die 

pharmakologische Hemmung der Asm die Frequenz regulatorischer T-Zellen der Maus 

durch selektiv induzierten Zelltod konventioneller T-Zellen erhöht (Hollmann et al., 2016). 

Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht bekannt. Außerdem unterscheiden 

sich Treg-Zellen in einer höheren basalen Asm-Aktivität und einer niedrigeren 

Lipidordnung im Vergleich zu Tconv-Zellen. Weiterhin führt die Asm-Defizienz in Treg 

Zellen zu einer erhöhten Umsatzrate des immunsupprimierenden Moleküls CTLA-4. 

Insgesamt tragen diese Mechanismen zu einer verstärkten Suppressivität von Treg 

Zellen aus Asm-defizienten Mäusen gegenüber Wildtyp Zellen bei. Dies wurde anhand 

eines Maserninfektionsmodells deutlich. Hierbei wurde beobachtet, dass die Kontrolle 
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der Masernvirusinfektion bei Asm-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 

deutlich schlechter war. Weniger masernspezifische T-Zellen in der akuten Phase der 

Maserninfektion führen zur Erhöhung der Viruslast, während in der chronischen Phase 

die Anzahl und Frequenz regulatorischer T-Zellen erhöht war und sich in einer 

verstärkten Maserninfektion widerspiegelte (Hollmann et al., 2016). Interessanterweise 

können neben der Asm-Aktivität auch entzündliche Reaktionen (Rook and Lowry, 2008) 

und regulatorische T-Zellen (Li et al., 2010) an der Entstehung und dem Verlauf 

bestimmter Formen der Depression beteiligt sein. 

 

2 Zielsetzung 

In dieser Arbeit sollte die selektive Induktion des Zelltods durch Hemmung der sauren 

Sphingomyelinase in CD4+ Foxp3- konventionellen T-Zellen der Maus in vitro analysiert 

werden. Es sollte untersucht werden, auf welchem Mechanismus der Zelltod 

konventioneller T-Zellen nach pharmakologischer Asm-Inhibition beruht. Experimente 

sollten zeigen, inwiefern die lysosomale Membranintegrität durch die Asm-Inhibition 

beeinflusst wird. Die Nullhypothese besagte, dass eine durch Asm-Inhibition induzierte 

Steigerung der lysosomalen Membranpermeabilität (LMP) proapoptotisch wirksame 

Proteine sowie Lipide ins Zytosol freisetzen und den Zelltod auslösen könnte 

(zusammengefasst in Repnik et al., 2012). Insgesamt bestimmt das Gleichgewicht 

zwischen protektiven und zelltod-auslösenden Faktoren das Schicksal der T-Zelle. 

Dahingehend sollte der Einfluss von IL-2 und STAT5 als protektive Faktoren für 

regulatorische T-Zellen untersucht werden. Weitergehend wurde der Einfluss von 

Hypoxie als Stressfaktor auf die Vitalität von T-Zellen analysiert. Einen grafischen 

Überblick über die Zusammenhänge der hier untersuchten Fragestellungen gibt die 

Abbildung 4. Die Beobachtung der das Zellschicksal bestimmenden Determinanten, die 

entweder das Überleben oder den Zelltod einer Zelle beeinflussen, könnte wegweisend 

sein für die Erforschung neuer Immuntherapiekonzepte und eine weitaus vielfältigere 

Nutzung bereits bestehender Therapien.  
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen ASM-Inhibition und HIF-1α Aktivierung in vitro 

Asm-Inhibitoren wie z.B. Desipramin induzieren die Ablösung der Asm und der sauren 

Ceramidase von der inneren Membran des Lysosoms und ihren anschließenden Abbau. Dies 

führt zu einer Akkumulation von Sphingomyelin und zur Erhöhung der lysosomalen 

Membranpermeabilität. Die Permeabilitätssteigerung führt möglicherweise zur Freisetzung von 

Cathepsinen, die eine komplexe caspase-abhängige Signalkaskade auslösen, die zur Induktion 

von Apoptose führt. Der IL-2-Rezeptor sorgt über Signaltransduktionsmoleküle wie STAT5 für 

eine Aktivierung Bcl-Proteinfamilie, die zur Inhibition von Caspasen führen und letztlich die 

Apoptose verhindern. Hypoxie bzw. die Inhibition der Prolylhydroxylase 3 (PHD3) führt zur 

Expression von Hypoxie induzierbarem Faktor 1α (HIF-1α), welches die Expression von Foxp3 

und damit die Differenzierung von Treg-Zellen verhindert. Die möglichen Zusammenhänge 

zwischen Asm-Hemmung, induziertem Zelltod konventioneller T-Zellen, IL-2-Effekten und 

Hypoxie-bedingten Effekten auf das T-Zell-Gleichgewicht sollten in geeigneten Zelllinien und 

Zellen aus Mäusen untersucht werden. Angelehnt an Singh et al., 2016 und Schneider-Schaulies 

and Schneider-Schaulies, 2015.  
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3 Materialien 

3.1 Versuchstiere 

Wildtypische Mäuse Hauszucht des Instituts für Virologie und 

Immunbiologie Würzburg 

Transgene STAT5 Mäuse freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. 

Richard Moriggl, Ludwig Boltzmann Institut Wien 

CD4Cre HIF-1α flox/flox Mäuse freundlicherweise zur Verfügung gestellt von der AG 

Zernecke-Madsen (Experimentelle Biomedizin II, 

Würzburg) 

 

3.2 Zelllinien 

CTLL-2  ATCC® TIB­214™ Klon aus C57BL/6 Mäusen 

 

3.3 Inhibitoren 

Desipramin Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Sertralin  

ARC39 Freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von Prof. C. Arenz, Berlin 

CA-074 Sigma-Aldrich 

Z-VAD-FMK Invivogen (San Diego) 

Tabelle 1: Übersicht der verwendeten Inhibitoren 

 

3.4 Antikörper 

Spezifität Konjugat Klon Isotyp Hersteller Verdünnung 

CD4 BV 421 GK1.5 Ratte IgG2b, κ Biolegend 1:750 

CD25 PE 7D4 Ratte IgM κ Miltenyi 1:50 

CD152  

(CTLA-4) 

PE-Cy7 UC10-

4B9 

Armenischer 

Hamster IgG 

Biolegend 1:250 

Foxp3 PerCP-

Cy5.5 

FJK-I6S Anti mouse/rat eBioscience 1:300 

Viability dye eFluor 780   eBioscience 1:1000 

Tabelle 2: Übersicht der verwendeten Antikörper 
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Spezifität Ursprung Klon Hersteller Dilution 

Anti-Cathepsin B Rabbit polyklonal Cell Signaling Technology #3383 1:1000 

Anti-Cathepsin B mouse monoklonal Santa Cruz Biotechnology sc-

365558 

1:1000 

Anti-Cathepsin D Rabbit polyklonal Cell Signaling Technology #2284 1:1000 

Anti-GAPDH Rabbit polyklonal Santa Cruz Biotechnology sc-

25778 

1:10.000 

Anti-Beta-Actin Rabbit monoklonal Cell Signaling Technology #8457 1:10.000 

Anti-Rabbit HRP 

IgG 

Goat monoklonal Cell Signaling Technology 

#7074S 

1:10.000 

Anti-Mouse HRP 

IgG 

Horse monoklonal Cell Signaling Technology 

#7076S 

1:10.000 

Anti-rabbit Alexa 

647  

Donkey polyklonal Biolegend, 406414 1:10.000 

Tabelle 3: Übersicht über verwendete Westernblot-Antikörper 

 

 

3.5 Lösungen und Reagenzien 

Medium/Lösung Zusammensetzung Hersteller 

Ammoniumpersulfat (10%)  Sigma Aldrich 

Anoden Puffer 300mM 0,3M Tris base, 20% Methanol, gelöst in 

ddH2O, ph=10,4 

 

Anoden Puffer 30mM 0,025M Tris base, 20% Methanol, gelöst in 

ddH2O, pH=10,4 

 

Bisacrylamid (4K acryl 

amide solution (30% - Mix 

37,5:1) 

 AppliChem 

Rinderserumalbumin 

(BSA) 

 AppliChem 

BSS (Balanced Salt 

Solution I,II) 

 

BSS I: 50g Glucose, 3g KH2PO4, 11,9g 

Na2HPO4, 0,5g Phenolrot ad 5L ddH2O 

BSS II: 9,25g CaCL2, 20g KCl, 320g NaCl, 10g 

MgCl2, 10g MgSO4 ad 5L ddH2O 

Medienküche des 

Instituts für 

Virologie und 

Immunbiologie 
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125ml BSS I mit 125ml BSS II mischen ad 1L 

ddH2O 

BSS/BSA 

 

BSS Lösung mit 0,2% BSA 

 

Medienküche des 

Instituts für 

Virologie und 

Immunbiologie 

DMSO  AppliChem 

FACS-Puffer 

 

0,1% BSA, 0,02% Natriumazid ad 1L PBS 

 

Medienküche des 

Instituts für 

Virologie und 

Immunbiologie 

Fetales Kälberserum 

(FCS) 

 Biochrom 

5% fettfreie Trockenmilch 5% low fat milk powder, ad 100ml PBS  

Kathoden Puffer 0,025M Tris base, 5,2g Hexonsäurepulver, 

20% Methanol, gelöst in ddH2O, ph=9,4 

 

5X Lammeli Puffer 10% SDS, 250mM Tris.HCl (pH=8,0), 50% 

Glycerol, 500mM Dithiothreitol (DTT), 0,25% 

Bromophenol blau, gelöst in ddH2O 

 

Mausmedium 

 

RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem 

Kälberserum (FCS), 2mM Glutamin, 10mM 

HEPES, 50uM 2-Mercaptoethanol, 100ug/ml 

Streptomycin, 100 U/ml Penicillin 

Gibco by 

lifetechnologies 

Phosphatgepufferte 

Salzlösung (PBS) 

 

138mM NaCl, 2,7mM KCl, 6,5mM Na2HPO4, 

1,5mM KH2PO4, 0,9mM CaCl2, 0,5mM MgCl2, 

ph=7,4 einstellen 

 

Medienküche des 

Instituts für 

Virologie und 

Immunbiologie 

PBS-T 1L PBS (-CaCl2, -MgCl2), 0,05% Tween-20  

Physiolog. Kochsalzlösung 1,8% NaCl: 1,8g NaCl auf 1L ddH2O  

Proleukin (rekombinantes 

humanes IL-2) 

 Novartis (Basel, 

Schweiz) 

10X Protein Gel Puffer 1,44% Glycin, 0,303% Tris base, 0,1% SDS, 

gelöst in ddH2O pH=6,8 
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Sammelgel 1,5M Tris.Cl pH 6,7, 12,4% 4K Bisacrylamid, 

0,2% Ammoniumpersulfat, 1% SDS, 0,25% 

TEMED, 74,95% ddH2O 

 

SDS (20%)  AppliChem 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

 Sigma Aldrich 

Trenngel 1,5M Tris.Cl pH 8,7, 30% 4K Bisacrylamid, 

0,2% Ammoniumpersulfat, 1% SDS, 0,25% 

TEMED, 22,25% ddH2O 

 

Tris  AppliChem 

Trypanblau 

 

0,04% Trypanblau mit 0,05% Natriumazid in 

PBS 

 

AppliChem 

T-STIM (IL-2 Supplement) T-Cell Culture supplement mit conA Becton Dickinson 

Tween®-20  Roth (Karlsruhe) 

Tabelle 4: Übersicht der verwendeten Lösungen und Reagenzien 

 

3.6 Farbstoffe und Kits 

Acridin Orange (AO) Sigma-Aldrich 

CD4 Isolationskit Affimetrix Santa Clara (Kalifornien) 

FemtoMax Super Sensitive Chemilum. 

HRP Substrate Luminol 

Rockland (Pennsylvania) 

FemtoMax Super Sensitive Chemilum. 

HRP Substrate Reaction Buffer 

Rockland (Pennsylvania) 

Perm/Wash-Puffer    BectonDickinson (Heidelberg) 

Tabelle 5: Übersicht der verwendeten Farbstoffe und Kits 

 

3.7 Geräte 

Analysenwaage       A. Hartenstein (Würzburg) 

Biofuge pico       Heraeus (Gera) 

Brutschrank       Heraeus (Gera) 

FACS LSR II       Becton Dickinson (Heidelberg) 

Konfokalmikroskop      Zeiss LSM 780 (Oberkochen) 

Lichtmikroskop       Leica DMLS (Wetzlar) 

Magnetrührer       IKA-Labortechnik (Staufen) 
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Multipipette        Eppendorf (Hamburg) 

Neubauer Zählkammer      A. Hartenstein (Würzburg) 

Präparationsbesteck      A. Hartenstein (Würzburg) 

Pipetten        Eppendorf (Hamburg) 

SDS-Gelelektrophoresekammer    Institutswerkstatt 

Sterilwerkbank       Thermo Fisher (Steingrund) 

Tischzentrifuge       Heraeus (Gera) 

Ultrazentrifuge       Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Vortex VTX-3000L      A. Hartenstein (Würzburg) 

Wasserbad        A. Hartenstein (Würzburg) 

Westernblot-Entwicklung LI-COR Odyssey Fc  LI-COR (Bad Homburg) 

Zentrifuge        Hettich (Tuttlingen)  

 

3.8 Software 

FlowJo v8.8.7       FACS Datenanalyse Software 

Graphpad Prism       Statistiksoftware 

Microsoft Excel 2013      Statistiksoftware 

Microsoft Word 2013      Textverarbeitung 

Mendeley        Literaturverwaltung 

ZEN2012        Konfokalmikroskopie 

 

3.9 Verbrauchsmaterial 

Einmal-Spritzen BD Plastikpack    A. Hartenstein (Würzburg) 

Deckgläser        A. Hartenstein (Würzburg) 

FACS-Röhrchen       Becton Dickinson (Heidelberg) 

15ml/50ml Greiner Falcon     bio-one (Frickenhausen) 

Miktrotiterplatten       Greiner Labortechnik (Frickenh.) 

Nitrocellulose Membran     A. Hartenstein (Würzburg) 

Nylonsieb 70µm       Becton Dickinson (Heidelberg) 

Reaktionsgefäße       Eppendorf (Hamburg) 

Petrischalen       Greiner Labortechnik (Frickenh.) 

Pipettenspitzen       A. Hartenstein (Würzburg) 

Whatman-Blottingpapier     A. Hartenstein (Würzburg) 

Zellkulturflaschen      bio-one (Frickenhausen) 

Zentrifugenröhrchen      A. Hartenstein (Würzburg) 
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4 Methoden 

4.1 Zellbiologische Methoden 

4.1.1 Präparation von Mäusen 

Die zu untersuchenden Mäuse wurden mit CO2 getötet. Das Eintreten des Todes wurde 

durch Überprüfung der Vitalreflexe (Kornealreflex und Zwischenzehreflex) gesichert. Zur 

Präparation wurde die Maus in Rückenlage an ihren Extremitäten auf einem 

Styroporbrett mit Nadeln festgesteckt und das Bauchfell mit Terralin desinfiziert. Das Fell 

wurde auf der anatomischen Medianlinie von oral nach distal bis zum Schwanz 

aufgeschnitten und Entlastungsschnitte an Armen und Beinen durchgeführt. 

Anschließend erfolgte die Eröffnung des Peritoneums. Nach Wegklappen des Darms 

nach sinister wurden mesenteriale sowie zervikale und axilläre Lymphknoten und die 

Milz präpariert. Lymphknoten und Milz wurden separat oder gepoolt in sterile 

Petrischalen mit kaltem BSS/BSA-Medium überführt.  

 

4.1.2 Gewinnung von Zellen aus Milz und Lymphknoten 

Die präparierten Organe wurden mittels 40µm-Plastiksieb und Spritzenstempel in einer 

Petrischale zerrieben und die Zellsuspension in 50ml Röhrchen überführt. Nach einem 

Waschschritt mit BSS/BSA (Zentrifugation bei 190g für 5min) wurde bei den Milzzellen 

eine Erythrozytenlyse durchgeführt. Hierzu wurden nacheinander 3ml ddH2O und 3ml 

1,8% NaCl unter Vortexen zugefügt, sodass es zum hypoosmolaren Schock bei den 

kernlosen Erythrozyten kam. 

 

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl 

Die zu analysierenden Zellen wurden mittels Neubauer-Zählkammer quantifiziert. Dazu 

wurden 100µl der Zellsuspension je nach geschätzter Zellzahl 1:5, 1:10 oder 1:20 mit 

0,04% Trypanblau angefärbt. 10µl der angefärbten Zellsuspension wurden in eine 

Neubauer-Zählkammer überführt. Es wurden die hell leuchtenden, lebenden Zellen 

innerhalb der vier 16er-Quadrate gezählt und ein Mittelwert gebildet. Die Zellzahl 

berechnete sich schließlich anhand folgender Formel: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝑚𝑙
= 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 × 104  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑚𝑙
 

 

4.1.4 Isolierung von CD4+ T-Zellen 

Aus den Lymphozyten wurden CD4+ T-Zellen mittels dem „MagniSortTM Mouse CD4 T 

cell Enrichment Kit“ der Firma Affimetrix isoliert. Es wurden stets 50% der vom Hersteller 
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empfohlenen Mengen verwendet, da Testmessungen am FACS unter diesen 

Bedingungen eine suffiziente Isolation der CD4+ Zellfraktion gezeigt haben. 

Die Zellsuspension wurde in sterile FACS-Tubes überführt und bei 190g zentrifugiert. 

Pro 107 Zellen wurden 50µl BSS/BSA und 10µl Biotin Antikörper-Mix zugefügt und 10min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Waschschritt mit BSS/BSA wurden pro 107 

Zellen 50µl BSS/BSA und 10µl magnetische anti-Biotin Beads zugefügt und 5min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Volumen in den Tubes auf 2,5ml 

erhöht, die Zellen durch vorsichtiges Resuspendieren gleichmäßig verteilt und die Tubes 

für 5min in einen Magneten gestellt. Die CD4-negativen Zellen verblieben am Magneten 

gebunden, während die CD4-positiven T-Zellen aus dem Tube in ein 15ml Falcon 

überführt und quantifiziert werden konnten. 

 

4.1.5 In vitro Kulturen von Lymphozyten in Gegenwart von Asm-Inhibitoren und 

IL-2 

Zur Analyse von T-Zell-Frequenzen und bestimmten Proteinen wurden jeweils 2x105 

Lymphozyten (gesamt) aus Milz und Lymphknoten in einer 96-Well Rundbodenplatte in 

Mausmedium ausgesät. Die Zellen wurden in Anwesenheit (0,1µM, 1µM) und 

Abwesenheit von IL-2 sowie mit den eingesetzten Asm-Inhibitoren (z.B. Desipramin, 

Sertralin) in unterschiedlichen Konzentrationen (von 0µM bis 10µM) für drei Tage bei 

37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 

Zur Proteinanalyse wurden jeweils 107 CD4+ Lymphknoten in einer 6-Well 

Flachbodenplatte in Mausmedium ausgesät und für nur 24 Stunden unter den gleichen 

Voraussetzungen inkubiert. 

 

4.2 Färbung von CTLL-2 Zellen mit Acridin-Orange 

Acridin-Orange (AO) ist ein Farbstoff, der zur Untersuchung der Stabilität von 

Lysosomen in lebenden Zellen mittels Konfokalmikroskop genutzt werden kann. AO ist 

ein lipophiles Amin, das in die Zelle diffundiert und dort im sauren Lysosom akkumuliert 

und protoniert wird, wodurch es sein Emmisionsspektrum in längere (z.B. rote) 

Wellenlängen ändert. Durch blaues Licht angeregt sorgt der Farbstoff für eine 

Photooxidation der lysosomalen Membran (Brunk et al., 1997), wodurch der lysosomale 

pH-Gradient sinkt und AO ins Zytosol diffundiert. Dort wird das rote in ein grünes 

Emissionsspektrum umgewandelt. Die lysosomale Permeabilitätszunahme kann folglich 

entweder durch eine Abnahme der roten oder als Zunahme der grünen Fluoreszenz 

beobachtet werden (Kirkegaard et al., 2010; Petersen et al., 2013).  
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Um Lysosomen mithilfe von Acridin-Orange zu untersuchen, wurden CTLL-2 Zellen 

verwendet, welche sich durch besonders große Lysosomen auszeichnen. Die CTLL-2 

Zellen stammen von einem Klon zytotoxischer T-Zellen aus C57BL/6 Mäusen ab. Die 

Kultivierung erfolgte in ATCC RPMI-1640 Medium (ATCC® 30-2001™). Dieses wurde 

durch 2mM L-Glutamin, 1mM Sodium Pyruvat, 10% fetales Kälberserum und 10% T-

STIM mit Con A ergänzt. Das Wachstum der CTLL-2 Zellen ist IL-2-abhängig, daher 

wurde dem Medium IL-2 zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 5% CO2 und 37°C. Das 

Medium wurde zweimal wöchentlich gewechselt. 

Für das Experiment wurden 106 Zellen in einem Dunkelreaktionsgefäß mit 20µM 

Desipramin bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Färbung erfolgte daraufhin entweder 

unmittelbar nach Zugabe von Desipramin oder ein bzw. zwei Stunden nach 

Inhibitorzugabe. Zur Färbung wurden die Zellen für 20 Minuten mit 6,6µM Acridin-

Orange bei 37°C inkubiert, bevor zweimal mit warmem PBS gewaschen wurde. 250.000 

gefärbte und gewaschene CTLL-2 Zellen wurden auf Objektträger für die 

Konfokalmikroskopie überführt. Alle Schritte wurden möglichst im Dunkeln ausgeführt, 

da der Farbstoff durch blaues Licht, wie es auch im Tageslicht vorkommt, angeregt wird 

und die Photooxidation der lysosomalen Membran schon aktiviert würde. 

Die Fokussierung der Zellen und der Lysosomen, erkennbar als dunkle Spots innerhalb 

der Zelle, erfolgte möglichst schnell im Hellfeld. Mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 

einem Frame pro 20sec für eine Gesamtdauer von 4 Minuten, einer Laser-Wellenlänge 

von 489nm und Recordingfiltern von 503nm bis 690nm wurden die Daten erhoben. Alle 

Messungen fanden innerhalb der ersten Stunde nach Färbung statt. Die Auswertung der 

Daten erfolgte mit der Zeiss Software ZEN. Es wurden zu jedem Zeitpunkt zehn bis 15 

lysosomale Kompartimente evaluiert. 

 

4.3 Proteinanalyse 

Zur Untersuchung von Proteinen (z.B. Cathepsine) in murinen CD4+ Zellen nach Asm-

Inhibition wurden SDS-Polyacyrlamidgelelektrophoresen (SDS-PAGE) und Western 

Blots durchgeführt. Mit der SDS-PAGE werden sämtliche Proteine nach ihrem 

Molekulargewicht aufgetrennt, um mit dem Western Blot die einzelnen Proteinfraktionen 

zu analysieren.  
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4.3.1 SDS-PAGE und Western Blot 

Nach der Isolation von CD4+ Zellen (siehe 4.1.4) wurden 107 bis 108 Zellen in An- und 

Abwesenheit von Desipramin (0; 5µM) und IL-2 (0; 0,1µM Proleukin), wie in 4.1.5 

beschrieben, inkubiert.  

Um ein Zelllysat der gesamten Zelle zu erhalten, wurden die Zellen nach einem 

Waschschritt mit RIPA-Lysepuffer (0,5ml RIPA, 0,5µl DTT, 5µl Phosphataseinhibitor) für 

eine Stunde bei 4°C lysiert. Nach Zentrifugation bei 4800g für 5 min wurde der 

proteinhaltige Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt und der Zellschrott 

verworfen.  

Zur Untersuchung von apoptotisch wirksamen Proteinen wurde die zytosolische 

Proteinfraktion benötigt. Dazu wurde die Zelllyse mittels MinuteTM Plasma Membrane 

Protein Isolation Kit der Firma MoBi Tec nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Die Proteinquantifizierung der Lysate erfolgte nach der BCA-Methode mit Kupfersulfat 

am Photometer. Die benötigte Lysatmenge (40-120µg) für den Western Blot wurde mit 

loading dye versetzt und für 5min bei 95°C im Wasserbad aufgekocht, um Sekundär- 

und Tertiärstrukturen der Proteine aufzubrechen. 

Für die SDS-PAGE wurden 10%- bzw. 12%ige Trenngele gegossen. Nach deren 

Aushärtung wurde das Sammelgel eingefüllt, worin ein Kamm eingeschoben wurde. 

Nach Polymerisation der Gele wurde die Kammer in Proteingelpuffer gestellt und mit 

frischem Puffer befüllt, der Kamm entfernt und in die entstandenen Taschen gleiche 

Proteinmengen der zu analysierenden Proben geladen. Nach fünf bis sechs Stunden 

Laufzeit bei einer Spannung von 80-100V wurde die vollständige Trennung der Proteine 

erreicht. 

Mittels Semi-dry-Blot wurden die in der SDS-PAGE getrennten Proteine auf eine 

Nitrocellulose Membran transferiert. Dazu wurden zunächst jeweils zwei Whatman-

Papers in 300mM und 30mM Anodenpuffer getränkt und auf der Anode der 

Transfereinheit aufeinandergeschichtet, anschließend die in 30mM Anodenpuffer 

getränkte Nitrocellulose Membran und das in Kathodenpuffer getränkte Gel darauf 

geschichtet. Abschließend wurde das Gel mit einem in Kathodenpuffer getränkten 

Whatmanpaper abgedeckt und die Transfereinheit geschlossen. Der Transfer erfolgte 

durch Anschluss an eine Stromquelle bei 125mA für 75min. 
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4.3.2 Immunoblot 

Um unspezifische Bindestellen zu blocken, wurde die Membran mit 5%iger fettfreier 

Trockenmilch in PBS-T für 20min bei Raumtemperatur inkubiert.  

Anschließend wurde die Membran mit dem Antikörper des zu analysierenden Proteins 

(z.B. rabbit anti-Cathepsin B und rabbit anti-Cathepsin D, jeweils 1:1.000 in 5% Milch) 

beladen und über Nacht inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde Meerrettichperoxidase-

Immunkonjugat (HRP-linked antibodies) eingesetzt. Die Peroxidase setzt bei Hinzugabe 

von HRP-Aktivatoren das Substrat Luminol um, wodurch Photonen frei werden, die an 

der Stelle zur Detektion der spezifisch markierten Proteinbanden führen.   

Die Analyse von „house keeping“ Genen (z.B. GAPDH) diente dazu, Unterschiede in 

den Bandenstärken durch unregelmäßig beladene Proteinmengen auszuschließen. 

Dazu wurde die Membran mit rabbit anti-GAPDH 1:10.000 in 5% Milch über Nacht bei 

4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten wurde ein Sekundärantikörper (Anti-rabbit Alexa 

647 1:10.000 in 5% Milch) aufgetragen und bei Raumtemperatur für eine Stunde auf der 

Wippe inkubiert. 

Mittels des LI-COR Odyssey® Fc wurden Bildaufnahmen der proteinbeladenen 

Nitrocellulose-Membranen angefertigt. 

 

4.4 FACS-Analyse 

Zur Ermittlung der T-Zell-Frequenzen wurde die Durchflusszytometrie am LSR II 

durchgeführt. Dazu wurden die zu analysierenden Zellen in eine 96-V-Bodenplatte 

überführt und bei 190g zentrifugiert. Unspezifische Bindestellen wurden mit 25µl 

Blockingpuffer gesättigt, bestehend aus anti-Fcy Rezeptor II/III monoklonalem 

Antikörper (Klon 2.4.G2) und FACS-Puffer (1:10). Nach 15-minütiger Inkubation bei 4°C 

wurden 25µl einer Lösung aus extrazellulären Antikörpern, in doppelter Konzentration 

verdünnt mit FACS-Puffer hinzugefügt. Als Antikörper für die Zelloberflächenfärbung 

wurden anti-CD4 Brillant Violett 421 in der Endkonzentration 1:750, anti-CD25-PE 

(Endkonzentration 1:100) und vd780 APC-Cy7 in der Endkonzentration 1:1000 

eingesetzt und für weitere 15min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde mit PBS 

gewaschen. Für die intrazelluläre Färbung wurden die Zellen mit Fixperm-Lösung 1:4 für 

30min bei Raumtemperatur fixiert und mit Permpuffer (10X-Permpuffer 1:10 mit 

destilliertem Wasser verdünnt) gewaschen. Dann wurden die Antikörper anti-Foxp3 

PerCP-Cy5.5 (1:300) und anti-CTLA4-PE-Cy7 (1:250) mit Permpuffer verdünnt 

hinzugegeben und für 45min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen mit 

Permpuffer wurden die Zellen in 50µl FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Röhrchen 



27 
 

überführt. Um absolute Zellzahlen bestimmen zu können, wurden pro Ansatz zusätzlich 

10.000 Beads hinzugefügt.  

Die vom LSR II gemessene Zellanzahl wurde dann entsprechend der gezählten Beads 

anhand folgender Formel genormt:  

 

10.000 𝑥 𝑔𝑒𝑚𝑒𝑠𝑠𝑒𝑛𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑔𝑒𝑚𝑒𝑠𝑠𝑒𝑛𝑒𝑟 𝐵𝑒𝑎𝑑𝑠
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5 Ergebnisteil 

5.1 Verhalten der T-Zellpopulationen nach Inhibition der sauren 

Sphingomyelinase 

5.1.1 Vergleichende Analyse von T-Zell Populationen nach in vitro Behandlung 

mit Antidepressiva 

Desipramin zählt neben seiner Wirkung als trizyklisches Antidepressivum zu den 

Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase (Asm). Die Asm-inhibitorische Aktivität von 

Desipramin wurde bereits in humanen Fibroblasten (Albouz et al., 1981), Krebszelllinien 

(Arimochi and Morita, 2008) und verschiedenen Lymphozyten (zusammengefasst in 

Beckmann et al., 2014) untersucht. Sertralin hingegen zählt zur Gruppe der selektiven 

Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI). Auch für Sertralin wurde eine funktionell-

inhibitorische Wirkung auf die saure Sphingomyelinase bestätigt (Kornhuber et al., 

2008). 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass die Inhibition der Asm auch 

Auswirkungen auf CD4+ T-Zell Populationen hat. So steigt die Frequenz von Treg-Zellen 

innerhalb der CD4+ T-Zellen in Asm-defizienten Mäusen an (Hollmann et al., 2016). In 

der vorliegenden Arbeit sollen die dabei zugrundeliegenden Mechanismen in einem in 

vitro System tiefergehend analysiert werden. Dafür wurden zunächst Versuche mit 

pharmakologischer Asm-Inhibition wiederholt. Wildtypische Milzzellen wurden dazu 

gemeinsam mit unterschiedlichen Konzentrationen des Asm-Inhibitors Desipramin oder 

Sertralin für drei Tage kultiviert und T-Zell Populationen mittels Durchflusszytometrie 

quantitativ analysiert. 
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Abbildung 5: Anstieg der Treg-Frequenz nach in vitro Behandlung von Lymphozyten mit den Asm-

Inhibitor Desipramin und Sertralin (jeweils 0; 1; 2; 5 und 10 µM) 

Wildtypische Milzzellen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in An- und 

Abwesenheit von IL-2 für drei Tage kultiviert und der Einfluss von unterschiedlichen 

Konzentrationen Desipramin (A-C) und Sertralin (D-F) auf die CD4+ Zellen untersucht. Analysiert 

wurde die Treg-Frequenz (A, D) sowie die absolute Zellzahl von Tregs (B, E) und Tconv (C, F). 

Die Desipramin-Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen aus n=5 Tieren pro 

Gruppe, die Sertralin-Daten aus n=3 Tieren. Die statistische Auswertung erfolgte mittels 2way 

ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine Signifikanz, *p< 0,05, **p < 

0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit ihren 

Standardabweichungen. 

 

Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, steigt die Frequenz der regulatorischen T-Zellen im 

Verhältnis zu den konventionellen T-Zellen mit steigender Konzentration von Desipramin 

und Sertralin unter dem Einfluss von IL-2 signifikant an. Dieser Frequenzanstieg 

resultiert daraus, dass die absolute Zellzahl der Tconv-Zellen sinkt (Abbildung 5C und 

F), während sie von Treg-Zellen (Abbildung 5B und E) gleichbleibt. Von einer toxischen 

Wirkung der Asm-Inhibitoren Desipramin und Sertralin kann ausgegangen werden: ab 
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einer Konzentration von 10 µM Desipramin sterben sowohl konventionelle als auch 

regulatorische T-Zellen. Die toxische Wirkung von Sertralin tritt dagegen schon ab 5µM 

ein (vgl. Abbildung 5C-E). Die maximale Treg-Frequenz wird mit 5µM Sertralin 

(Abbildung 5D) und mit 10µM Desipramin erreicht (vgl. Abbildung 5A). Der Anteil der 

Treg-Zellen innerhalb der CD4+ Zellen, der maximal erreicht werden kann, ist hierbei 

zwischen Sertralin und Desipramin vergleichbar. Während bei 5µM Sertralin ein Anteil 

regulatorischer T-Zellen innerhalb der CD4+ Zellen von etwa 33% erreicht wird 

(Abbildung 5D), liegt dieser Anteil bei der Desipramin-Behandlung bei 29% (vgl. 

Abbildung 5A). 

Die Versuche zeigen außerdem, dass der Frequenzanstieg der Treg-Zellen nach Asm-

Inhibition sowohl durch Desipramin als auch durch Sertralin nur in Gegenwart von IL-2 

auftritt. In Abwesenheit von Proleukin dagegen ist ein Sterben sowohl von Tconv als 

auch Treg zu verzeichnen. Die Zahl der lebenden Tconv und Treg ist in Anwesenheit 

von IL-2 signifikant höher als in Abwesenheit von IL-2.  

 

5.1.2 Bisphosphonat ARC39 ohne Auswirkung auf T-Zell-Frequenzen 

Das Bisphosphonatmonomer ARC39 gilt als einer der spezifischsten und effizientesten 

Asm-Inhibitoren, da er im Gegensatz zu den TZAs und SSRIs direkt am katalytischen 

Zentrum der Asm wirkt (Roth et al., 2009). Analog zur Untersuchung von T-

Zellpopulationen nach in vitro Behandlung mit Sertralin oder Desipramin wurde auch der 

Einfluss von ARC39 auf das Verhältnis zwischen wildtypischen Treg- und Tconv-Zellen 

getestet. 

Die Ergebnisse zeigen, dass ARC39 im Gegensatz zu den beiden eingesetzten 

Antidepressiva nicht zu einer Erhöhung der Treg-Frequenzen führt. Unter dem Einfluss 

von IL-2 steigt nach Einsatz von ARC39 die Treg-Frequenz nicht an, sondern nimmt, 

wenn auch nicht signifikant, ab (vgl. Abbildung 6). Wie in den Abbildung 6B und 

Abbildung 6C zu sehen, sind die absoluten Zellzahlen sowohl von Treg als auch von 

Tconv nach Behandlung mit ARC39 keiner signifikanten Änderung ausgesetzt. Sie fallen 

bei der Behandlung mit 5µM ARC39 sehr gering aus, da hier auf eine Toxizität von 

ARC39 geschlossen werden kann. Bei 5µM ARC39 sterben Treg- und Tconv-Zellen 

sowohl mit als auch ohne IL-2 (siehe Abbildung 6B und C). Die in den Vorversuchen mit 

Desipramin und Sertralin beobachtete protektorische Wirkung von IL-2 auf 

regulatorische T-Zellen kann bei der Behandlung mit ARC39 also nicht bestätigt werden. 

(siehe Abbildung 6B sowie Abbildung 5B und E). 
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Abbildung 6: Fehlende Frequenzsteigerung von Treg-Zellen nach in vitro Behandlung mit dem 

Asm-Inhibitor ARC39 (jeweils 0; 1; 2 und 5 µM) 

Wildtypische Milzzellen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in An- und 

Abwesenheit von IL-2 für drei Tage kultiviert und der Einfluss von unterschiedlichen 

Konzentrationen ARC39 auf die CD4+ Zellen untersucht. Analysiert wurden die Frequenzen von 

Treg (A) sowie die absolute Zellzahl von Treg (B) und Tconv (C). Die Daten zeigen Mittelwerte 

und Standardabweichungen aus n=4 Tieren pro Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte 

mittels 2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine Signifikanz, *p< 

0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit ihren 

Standardabweichungen. 

 

5.2 IL-2 schützt regulatorische T-Zellen vor dem Zelltod 

Die Ergebnisse der Vorversuche belegen, dass IL-2 nach Behandlung der Zellen mit 

Desipramin oder Sertralin für das Überleben der CD25+ Foxp3+ regulatorischen T-

Zellen verantwortlich ist. Um den Einflussfaktor genauer zu differenzieren, soll 

untersucht werden, an welcher Stelle der IL-2 Signalkaskade das Überlebenssignal 

ausgelöst wird. Die Bindung an den IL-2-Rezeptor führt zur Expression von STAT5, was 

wiederum die antiapoptotisch wirksamen Proteine der Bcl-Familie aktiviert. Dadurch 

werden die proapoptotisch wirksamen Cathepsine 3 und 7 sowie BAX/BAK gehemmt 

(vgl. Abbildung 4). Unter Verwendung von Lymphknoten transgener STAT5-Mauslinien, 

bei denen konstitutiv aktives STAT5 mäßig (vcS5lo) und massiv (vcS5hi) hochexprimiert 

vorliegen (Maurer et al., 2020), erfolgte die Behandlung nach Standardprotokoll des 

Desipramin-/IL-2-Versuchs.  

Parallel zu den Effekten von Desipramin auf wildtypische Zellen ist Abbildung 7 zu 

entnehmen, dass in Abwesenheit von IL-2 sowohl die Anzahl regulatorischer und 

konventioneller T-Zellen als auch die Frequenz regulatorischer T-Zellen im Vergleich zur 

Anwesenheit von IL-2 insgesamt in allen Mauslinien geringer ausfällt. Mit steigender 

Desipraminkonzentration sind eine Abnahme der Treg-Frequenz und eine Abnahme der 



32 
 

absoluten Anzahl von Tconv und Tregs in Abwesenheit von IL-2 zu verzeichnen. In 

Anwesenheit von IL-2 wiederum kann mit zunehmender Konzentration von Desipramin 

eine Frequenzsteigerung regulatorischer T-Zellen infolge eines Sterbens konventioneller 

T-Zellen beobachtet werden. Dieses Verhalten zeigt sich nicht nur bei den wildtypischen 

Lymphozyten. Die beschriebenen Effekte des Desipramin treten auch in den 

untersuchten Lymphknotenzellen der transgenen STAT5-Mauslinien (vcS5lo und 

vcS5hi) auf. Daher ist ein relativer Mangel an STAT5 in wildtypischen Tconv gegenüber 

Treg nicht für die unterschiedliche Wirkung von Desipramin in An- und Abwesenheit von 

IL-2 verantwortlich. 
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Abbildung 7: STAT5 schützt T-Zellen nicht vor dem Zelltod 

Wildtypische Lymphknotenzellen (A) sowie Lymphknotenzellen transgener STAT5-Mauslinien 

(2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in An- und Abwesenheit von IL-2 für 

drei Tage kultiviert und der Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen des Asm-Inhibitors 

Desipramin (jeweils 0; 1; 2 und 5 µM) auf T-Zellen untersucht. Die Linie vcS5lo (A) enthält nur 

eine Kopie des Transgens, vcS5hi (C) enthält mehrere Transgene. Analysiert wurden die 

Frequenzen von Treg sowie die absoluten Zellzahlen von Tconv- und Treg-Zellen. Der Vergleich 

wildtypischer und transgener Lymphozyten zeigt nach Inhibitorbehandlung keine 

Frequenzunterschiede. Mit zunehmender Desipraminkonzentration nimmt die absolute Zahl 

konventioneller T-Zellen ab, während die Frequenz regulatorischer T-Zellen bei gleichbleibender 

Treg-Zahl ansteigt. Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen aus n=4 Tieren pro 

Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels 2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple 

comparisons test (ns = keine Signifikanz, *p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden 

die einzelnen Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen. 

 

5.3 Zelltod konventioneller T-Zellen durch proapoptotisch wirksame 

Proteine 

5.3.1 Caspasen als möglicher Faktor für Asm-induzierten Zelltod 

Z-VAD-FMK (kurz: ZVAD) ist ein synthetisch hergestellter zellmembranpermeabler Pan-

Caspase-Inhibitor. Er verhindert vor allem die Prozessierung von Caspase-3, also jenes 

Enzyms, das die Verbindung des intrinsischen und extrinsischen Wegs und die 

Endstrecke der Apoptose darstellt (Slee et al., 1996). 

Um zu überprüfen, ob der Zelluntergang der konventionellen T-Zellen nach Asm-

Inhibitor-Behandlung auf der Freisetzung von proapoptotischen Proteinen und weiter 

nachgeschaltet auf einem Caspase-abhängigen Signaltransduktionsweg beruht, wurde 

den mit Desipramin-behandelten Zellen zeitgleich der Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD 

hinzugefügt. Beruht der Untergang konventioneller T-Zellen nach Asm-Inhibitor-

Behandlung auf apoptotischen Vorgängen, so ist zu erwarten, dass der Caspase-

Inhibitor das Sterben von Tconv verhindert. Um eine Protektion regulatorischer T-Zellen 

zu erreichen wurde zusätzlich IL-2 zugegeben. 

Im Kontrollansatz ohne ZVAD ist ein Anstieg der Frequenz regulatorischer T-Zellen mit 

ansteigender Desipramin-Konzentration festzustellen, was mit den Ergebnissen der 

Ausgangsversuche (siehe 5.1.1) kongruent ist. Abbildung 8A ist zu entnehmen, dass der 

Caspase-Inhibitor vor allem bei einer Konzentration von 40 µM den relativen Anstieg der 

Treg-Frequenzen in Gegenwart von Desipramin und IL-2 hemmt. Dies deckt sich mit der 

Tatsache, dass das Sterben konventioneller T-Zellen bis zur Konzentration von 1µM 
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Desipramin verhindert wird (vgl. Abbildung 8C). Bei höheren Desipramin-

Konzentrationen ist weiterhin der Zelltod zu beobachten. Schließlich kann lediglich ein 

tendenzieller Schutz konventioneller T-Zellen mittels Caspase-Inhibitors festgestellt 

werden. Eine Protektion der Tconv-Zellen kann nur bei hohen Konzentrationen des 

Caspase-Inhibitors bei gleichzeitig geringer Asm-Inhibitor-Konzentration erzielt werden. 

Demnach erzielt ZVAD keine eindeutige Inhibition der Apoptose, sodass weitere 

Mechanismen in Erwägung gezogen werden müssen. Die absolute Zellzahl 

regulatorischer T-Zellen ist bei Behandlung mit dem Caspase-Inhibitor tendenziell, 

jedoch nicht signifikant höher (siehe Abbildung 8B). 

 

Abbildung 8: Inkubation muriner Lymphozyten mit dem Pan-Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK 

Wildtypische Milzzellen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in Anwesenheit 

von IL-2 für drei Tage kultiviert und der Einfluss des Caspase-Inhibitors ZVAD auf Desipramin-

behandelte T-Zellen untersucht. Analysiert wurden die Frequenzen von Treg (A) sowie die 

absoluten Zellzahlen von Treg (B) und Tconv (C). Die Daten zeigen Mittelwerte und 

Standardabweichungen aus n=3 Tieren pro Gruppe. Bei geringen Desipraminkonzentrationen 

kann der Caspaseinhibitor ein Sterben konventioneller T-Zellen verhindern, wodurch eine 

Frequenzerhöhung regulatorischer T-Zellen ausbleibt. Die statistische Auswertung erfolgte 

mittels 2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine Signifikanz, *p< 
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0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit ihren 

Standardabweichungen. 

 

 

 

5.3.2 HIF-1α nimmt als zusätzlicher Stressfaktor Einfluss auf das Schicksal der 

T-Zelle 

In Experimenten mit dem Asm-Inhibitor Fluphenazin konnte gezeigt werden, dass 

Hypoxie als weiterer Einflussfaktor die Apoptose begünstigt (Klutzny et al., 2017). Unter 

hypoxischen Bedingungen wird HIF-1α exprimiert, das neben der Akkumulation von 

Sphingomyelin durch den Asm-Inhibitor einen weiteren Stressfaktor darstellen kann, 

jedoch sowohl proapoptotische als auch antiapoptotische Signale erzeugen kann 

(Klutzny et al., 2017). Der Einfluss weiterer Stressfaktoren bestimmt über das 

Gleichgewicht pro- und antiapoptotischer Signale und letztlich über das Schicksal der 

Zelle (Klutzny et al., 2017).  

 

Abbildung 9: Hypoxie beeinflusst die Stressantwort auf erhöhte Sphingomyelinakkumulation 

Asm-Inhibitoren hemmen den Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid, wodurch es zur 

Akkumulation von Sphingomyelin im Lysosom und schließlich zu Lipidstress in der Zelle kommt. 

Die erhöhte Stoffwechselaktivität am Endoplasmatischen Retikulum führt zur Expression von 

ATF4 und CHOP. Zusätzlicher Stress durch Hypoxie führt zur Expression von HIF-1α. ATF4 und 

CHOP sowie HIF-1α können sowohl proapoptotisch als auch antiapoptotisch wirken. 

Entscheidend ist die Wechselwirkung und Balance zwischen den Transkriptionsfaktoren. 

Überschreitet der zytoplasmatische Gehalt an Sphingomyelin eine Grenze, überwiegt der 

proapoptotische Stimulus. SM = Sphingomyelin; C = Ceramid; ASM = Saure Sphingomyelinase. 

Angelehnt an Klutzny et al., 2017. 
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Asm-Inhibition und IL-2 einen Einfluss auf 

das Überleben und Sterben von CD4+ T-Zellen hat, soll nun die Rolle von HIF-1α auf 

das selektive Überleben CD4+ CD25+ Foxp3+ T-Zellen gegenüber konventionellen 

CD4+ CD25- Foxp3- T-Zellen nach Asm-Inhibition untersucht werden. Unter 

Verwendung von Lymphozyten aus CD4Cre HIF-1α flox/flox Mäusen, in denen die T-

Zellen defizient für HIF-1α sind, und von Lymphknotenzellen wildtypischer B6-

Kontrolltiere erfolgte die Behandlung mit Desipramin und IL-2. Anschließend wurden sie 

durchflusszytometrisch quantifiziert. Das Experiment wurde bei Normoxie und 

entsprechend geringer Expression von HIF-1α durchgeführt. Die Inkubation der Zellen 

erfolgte standardmäßig bei 37°C und 5% CO2. 

In Abwesenheit von HIF-1α ist ein Anstieg der Frequenz regulatorischer T-Zellen mit 

steigender Asm-Inhibitorkonzentration zu beobachten (Abbildung 10A), vergleichbar zu 

den wildtypischen Lymphozyten (nicht gezeigte Daten). Diese Frequenzverschiebung 

beruht wiederum auf dem Sterben konventioneller T-Zellen (Abbildung 10C). Die 

Abwesenheit von HIF-1α hat hierbei weder Einfluss auf ein erhöhtes Absterben 

konventioneller T-Zellen, noch begünstigt sie ein Überleben von Treg-Zellen. Außerdem 

erkennt man in Abwesenheit von HIF-1α, dass mehr Treg-Zellen in Anwesenheit als in 

Abwesenheit von IL-2 überleben (Abbildung 10B). Insgesamt sind die Ergebnisse also 

äquivalent zu den Versuchen mit wildtypischen Mäusen. Der Knockout von HIF-1α sorgt 

unter dem Einfluss von Desipramin für keinerlei Veränderungen in der T-Zell-Verteilung.  
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Abbildung 10: Inkubation von Lymphozyten aus CD4Cre HIF-1α flox/flox Mäusen mit Desipramin 

und IL-2 

Milzzellen aus CD4Cre HIF-1α flox/flox Mäusen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) 

wurden in An- und Abwesenheit von IL-2 für drei Tage kultiviert und der Einfluss von 

unterschiedlichen Konzentrationen Desipramin auf die CD4+ Zellen untersucht. Analysiert wurde 

die Treg-Frequenz (A) sowie die absolute Zellzahl von Tconv (B) und Tregs (C). Die Behandlung 

der Zellen mit Desipramin zeigt eine Frequenzerhöhung von Treg-Zellen durch Zelltod von Tconv-

Zellen. Unter IL-2 überleben mehr Zellen als ohne den Einfluss von IL-2. Die Daten zeigen 

Mittelwerte und Standardabweichungen aus n=3 Tieren pro Gruppe. Die statistische Auswertung 

erfolgte mittels 2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine 

Signifikanz, *p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit 

ihren Standardabweichungen. 

 

Ein weiteres Experiment sollte zeigen, ob eine Erhöhung der HIF-1α Konzentration 

Effekte auf das Überleben der T-Zellen hat. Der dazu eingesetzte Inhibitor der Prolyl- 

und Asparaginylhydroxylase Dimethyloxaloylglycin (DMOG) führt zu einem verringerten 

Abbau und damit zur erhöhten Konzentration von HIF-1α (Herstellerangaben). Man 

erkennt nicht signifikant, jedoch tendenziell, dass die Anzahl konventioneller T-Zellen 
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unter dem Einfluss von DMOG mit zunehmender Desipramin-Konzentration weniger 

stark abnimmt als in den Kontrollansätzen (Abbildung 11C). Dabei fällt jedoch auf, dass 

die Zahl der Tconv unter DMOG generell geringer ist, wodurch die Frequenz der Treg-

Zellen unter dem Einfluss von DMOG signifikant höher ist als in Abwesenheit von DMOG 

(Abbildung 11A). Eine Änderung im Frequenzanstieg lässt sich in Anwesenheit von 

DMOG im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne DMOG nicht ablesen (Abbildung 11A). 

 

 

Abbildung 11: Inkubation von murinen Lymphozyten mit DMOG und Desipramin 

Wildtypische Milzzellen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in Anwesenheit 

von IL-2 mit unterschiedlichen Konzentrationen Desipramin für drei Tage kultiviert und der 

Einfluss von Dimethyloxaloylglycin (DMOG) auf die CD4+ Zellen untersucht. Analysiert wurde die 

Treg-Frequenz (A) sowie die absolute Zellzahl von Tregs (B) und Tconv (C). Die Sterberate der 

Tconv-Zellen nach Desipraminbehandlung ist unter DMOG geringer als im Kontrollansatz ohne 

DMOG. Die Treg-Zellfrequenz ist unter DMOG signifikant höher. Die Daten zeigen Mittelwerte 

und Standardabweichungen aus n=2 mit je Triplikaten pro Gruppe. Die statistische Auswertung 

erfolgte mittels 2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine 

Signifikanz, *p< 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit 

ihren Standardabweichungen. 

 

5.3.3 Asm-induzierter Zelltod durch Cathepsine 

Einen wesentlichen Anteil an der Induktion von Apoptose hat die Gruppe der Cathepsine. 

Besonders die vom Lysosom freigesetzten Cathepsine der Klassen B und D dienen als 

Ausgangspunkt zur Cathepsin-Caspase-induzierten Apoptose (vgl. Abbildung 4). Um zu 

eruieren, ob der Zelltod konventioneller T-Zellen nach Asm-Inhibition Cathepsin-

abhängig abläuft, wurden T-Lymphozyten mit Desipramin und unterschiedlichen 

Konzentrationen des Cathepsin-B-Inhibitors CA074 inkubiert, anschließend die 

absoluten und relativen Zellzahlen analysiert. Als Kontrollansatz wurden T-Zellen mit 

Desipramin und DMSO in zunehmender Konzentration inkubiert, da CA074 in DMSO 
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gelöst ist. Wenn das Sterben der Tconv Cathepsin-abhängig stattfindet, müsste CA074 

zu einer Hemmung der Apoptose führen und einer Senkung der absoluten Zellzahl mit 

steigender Desipraminkonzentration entgegenwirken. 

Während die absolute Zahl der Tconv in den Kontrollansätzen mit DMSO (Daten nicht 

gezeigt) ohne CA074 mit steigender Desipraminkonzentration kontinuierlich abfällt, so 

erkennt man in Abwesenheit von IL-2, dass die Anzahl der Tconv mit steigender CA074 

Konzentration weniger abnimmt (Abbildung 12A). Ab einer Konzentration von 10µM 

CA074 sinkt die absolute Tconv-Zellzahl nicht mehr signifikant. Auffällig ist jedoch, dass 

der eingesetzte Cathepsininhibitor selbst eine Reduktion der absoluten Zellzahlen 

bewirkt (Abbildung 12A). Ohne den Einfluss von IL-2 lässt sich also ein signifikanter 

Schutzeffekt des Cathepsin-Inhibitors CA074 auf konventionelle T-Zellen feststellen, 

wobei die Toxizität des Inhibitors bei steigender Konzentration berücksichtigt werden 

muss. 

In Anwesenheit von IL-2 und CA074 bei der Konzentration 1µM Desipramin erkennt man, 

dass die Anzahl der Tconv nicht abnimmt (Abbildung 12B). Die Wirkung des Cathepsin-

B-Inhibitors bei 5µM ist allerdings nicht mehr ausreichend, um adäquate 

Überlebenssignale zu geben. Auch höhere Konzentrationen des Cathepsin-Inhibitors 

bewirken keine Erhöhung der Tconv-Zahl. Denkbar wäre, dass genau die Zellen, die 

aufgrund ihrer 3-tägigen Inkubation altersbedingt apoptotisch werden, durch den 

Cathepsin-Inhibitor gerettet werden und somit einen Störfaktor bei der spezifischen 

Betrachtung des Asm-Inhibitor-induzierten Zelltods darstellen. 

Parallel zu den Ergebnissen, die beim Einsatz des Caspase-Inhibitors ZVAD erzielt 

wurden, kann auch hier unter IL-2 lediglich ein tendenzieller Schutz des Cathepsin-

Inhibitors auf konventionelle T-Zellen festgestellt werden. Da sich hierbei keine 

Signifikanz zeigte, muss die Hypothese, dass die Asm-Inhibition zur Cathepsin-

vermittelten Apoptose führt, in Frage gestellt werden. Alternative Erklärungsmodelle 

kommen in Betracht. 
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Abbildung 12: Der Cathepsin-Inhibitor CA074 reduziert das Asm-Inhibitor-assoziierte Sterben 

konventioneller T-Zellen nach in vitro Behandlung mit Desipramin. 

Wildtypische Milzzellen (2x105 Zellen pro Well, 96 Well Rundbodenplatte) wurden in An- und 

Abwesenheit von IL-2 für drei Tage kultiviert und der Einfluss vom Cathepsin-Inhibitor CA074 auf 

Desipramin-behandelte T-Zellen untersucht. Die absoluten Zellzahlen von Tconv ohne IL-2 (A) 

sowie mit IL-2 (B) werden verglichen sowie die Zellzahl von Tregs ohne IL-2 (C) dargestellt. In 

Abwesenheit von IL-2 verhindert CA074 signifikant den Zelltod konventioneller T-Zellen, wobei 

es in zunehmender Konzentration selbst toxisch auf Tconv wirkt. In Anwesenheit von IL-2 kann 

CA074 auch in höherer Konzentration das Sterben von Tconv-Zellen nur bei geringen 

Desipraminkonzentrationen von 1µM verhindern. Das Sterben von Treg-Zellen durch den 

fehlenden Schutz von IL-2 wird durch CA074 nicht gehemmt. Die Daten zeigen Mittelwerte und 

Standardabweichungen aus n=3 Tieren pro Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels 

2way ANOVA mit Tukey post-hoc multiple comparisons test (ns = keine Signifikanz, *p< 0,05, **p 

< 0,01, ***p< 0,001). Verglichen werden die einzelnen Mittelwerte mit ihren 

Standardabweichungen. 

 

Basierend auf den Ergebnissen zum Cathepsin-Inhibitor CA-074 sollte im Rahmen von 

Westernblots die Freisetzung von proapoptotischen Proteinen wie Cathepsin B und D 

qualitativ analysiert werden. Würden sie nach Behandlung von wildtypischen T-

Lymphozyten mit dem Asm-Inhibitor aus den Lysosomen vermehrt ausgeschüttet, so ist 

anzunehmen, dass die Abnahme absoluter Zellzahlen konventioneller T-Zellen durch 

Apoptose zu erklären ist. 

Dazu erfolgte die Auftrennung der Zellen nach Inhibitorbehandlung in ihre Bestandteile, 

um gezielt die zytosolische Fraktion zu betrachten, in die lysosomale Apoptose-

induzierende Proteine nach Asm-Inhibitor-Behandlung freigesetzt werden. Immunoblots 

sollten proapoptotisch wirksame Cathepsine detektieren.  
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Wie sich zeigte, können Änderungen von Sphingolipid-Konzentrationen zu 

Veränderungen der Membranstruktur führen. So beeinflusst beispielsweise die 

Produktion von Ceramiden die Membranfluidität und -permeabilität (Heinrich et al., 1999; 

zusammengefasst in Krönke, 1999). Bekannterweise führt die Hemmung der Asm mit 

TZA und SSRI zu einer Ablösung der Asm und der sauren Ceramidase von der inneren 

lysosomalen Membran und zur Degradation der Enzyme. Dies könnte auch eine 

vorübergehende, lokale Erhöhung der Sphingomyelin- und Ceramid-Konzentrationen in 

den Zellen hervorrufen. Es liegt also nahe, dass die Behandlung der Zellen mit 

Desipramin oder Sertralin zu einer Veränderung der lysosomalen Membranintegrität 

führt und somit eine Permeabilitätssteigerung zur Folge hat. Die Versuchsergebnisse 

zeigen den Nachweis von Cathepsin B (siehe Abbildung 13). Sowohl in An- als auch in 

Abwesenheit von Desipramin war die Detektion des untersuchten Proteins in der 

zytosolischen Zellfraktion möglich. Die mit RIPA-Puffer lysierten Zellen dienen hierbei 

als Positivkontrolle. Cathepsin B, eine Cystein-Protease mit einem Molekulargewicht von 

39-42kDa, wird in eine schwere (24-27kDa) und eine leichte Kette (5kDa) gespalten. Es 

handelt sich bei den abgebildeten Banden um die schwere Kette des Cathepsin B. Die 

Reproduktivität der Ergebnisse ist jedoch stark eingeschränkt, da Cathepsin B bei stets 

positiver GAPDH-Ladekontrolle nur in einigen wenigen Versuchswiederholungen 

detektiert werden konnte. Der Nachweis von Cathepsin D war trotz Modifikationen in der 

Auswahl der verwendeten Blocksubstanzen, Antikörpern und größerer Proteinmengen 

nicht erfolgreich. Die Ergebnisse der Immunoblots stützen demnach die fehlende 

Signifikanz der CA-074 Versuche in Anwesenheit von IL-2. Unklar bleibt jedoch, warum 

trotzdem ein tendenzieller Effekt des Cathepsin-Inhibitors auf das Sterbeverhalten 

konventioneller T-Zellen besteht. Eine Koexistenz weiterer Mechanismen, die das 

Sterben konventioneller T-Zellen begünstigt, ist anzunehmen. 

 





43 
 

erscheint der Farbstoff rot, bei höheren pH-Werten emittiert er grünes Licht. Seine 

Fluoreszenzwellenlänge ist somit abhängig vom pH-Wert, aber auch von seiner 

Konzentration; in Lösungen mit hohen Konzentrationen (ca. 100mM) erscheint er als 

roter, in geringen Konzentrationen (ca. 0,1µM) als grüner Farbstoff. (Brunk et al., 1997; 

zusammengefasst in Elmore, 2007; Pierzyńska-Mach, Janowski and Dobrucki, 2014). 

Hier werden jedoch ausschließlich niedrige Konzentrationen eingesetzt. 

CTLL-2 Zellen sind aufgrund großer Lysosomen für eine mikroskopische Betrachtung 

besonders geeignet. Sie werden entweder unbehandelt oder mit 20 µM Desipramin 

unterschiedlich lang inkubiert, anschließend mit 6,6 µM Acridin-Orange gefärbt und unter 

dem Konfokalmikroskop betrachtet. Über einen Zeitraum von vier Minuten wird die 

Entfärbung der Lysosomen und die Steigerung der zytoplasmatischen Farbintensität 

untersucht. Es erfolgt der Vergleich unbehandelter CTLL-2 Zellen mit Desipramin-

behandelten Zellen. 

 

 

Abbildung 14: Desipramin- und lichtinduzierter Ausstrom von Acridin-Orange Molekülen aus den 

Lysosomen 
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CTLL-2 Zellen (106 Zellen) wurden nach einstündiger Inkubation mit Desipramin mit Acridin-

Orange gefärbt und mittels Konfokalmikroskopie untersucht. Zu Beginn der Analyse (A) und nach 

vier Minuten (B) werden Farbintensitäten saurer Zellkompartimente analysiert. Nach vier Minuten 

sinkt die rote Farbintensität der Lysosomen, während das grüne Zytoplasma heller erscheint. Die 

unterschiedlichen farbigen Kurven stellen die ausgewählten Messbereiche dar. 

 

Da saure Zellkompartimente bei der Färbung mit Acridin Orange rot fluoreszieren und 

sich vom neutralen Milieu des grün erscheinenden Zytosols abgrenzen (vgl. Abbildung 

14), kann die Permeabilität saurer Kompartimente anhand des zeitlichen Verlaufs 

dargestellt werden. Zu Beginn der Messung (nach null Stunden Inkubationszeit) lässt 

sich ein starkes rotes Signal und ein im Vergleich dazu geringes grünes Signal erkennen 

(vgl. Abbildung 16A und A‘). Das Rot-zu-grün-Verhältnis gilt hierbei als ein Maß für das 

Volumen saurer Kompartimente (Thomé et al., 2016). Der Kurvenverlauf der mit 

Desipramin behandelten und unbehandelten Zellen verläuft nahezu parallel (vgl. 

Abbildung 16A‘). Zu Beginn der Inkubation besteht demnach zwischen behandelten und 

unbehandelten Zellen kein wesentlicher Unterschied im Rot-zu-grün-Verhältnis. Kurz 

nachdem Desipramin zugegeben wurde, steigt die LMP der betrachteten CTLL2-Zellen. 

Die Intensitätsabnahme des roten Farbstoffs geschieht schneller als ohne Desipramin-

Behandlung, sichtbar anhand des tiefer verlaufenden, gestrichelten Kurvenverlaufs. Eine 

Erhöhung der Intensität im grünen Farbspektrum ist jedoch nicht erkennbar (Abbildung 

16A). Weiterhin wurde das Emissionsverhalten der Zellen nach einstündiger Inkubation 

mit Desipramin ermittelt. Bei den unbehandelten Kontrollzellen zeigt sich eine deutliche 

Intensitätsanhebung im grünen Farbspektrum (Abbildung 16B). Bei den behandelten 

Zellen hingegen fällt die Intensität sowohl im grünen als auch roten Emissionsspektrum 

ab. Dies könnte daraufhin deuten, dass die Reaktion bereits vor Beginn der 

konfokalmikroskopischen Messung stattgefunden hat. Die Aktivierung des Farbstoffs 

fand also vor Anregung mit blauem Licht statt (Abbildung 16B). Nach einer Stunde (vgl. 

Abbildung 16B‘) und noch deutlicher nach zwei Stunden Inkubation (vgl. Abbildung 16C‘) 

haben sich die absoluten Fluoreszenzwerte (rote und grüne Kurve) angenähert, das 

Volumen der sauren Kompartimente hat abgenommen. Die Abnahme des Rot-zu-grün-

Verhältnisses ist in Anwesenheit von Desipramin noch deutlicher. Hier liegt die absolute 

Fluoreszenzintensität der sauren Kompartimente unter dem der nicht-sauren 

Kompartimente. Bei der zweistündigen Inkubation verlaufen die Kurven der behandelten 

Zellen ebenfalls flacher als die der Kontrollgruppe (Abbildung 16C).  Eine mögliche 

Erklärung ist, dass sich bei den behandelten Zellen bereits eine Sättigung eingestellt hat, 

da das Volumen der sauren Kompartimente schon reduziert ist. Andererseits wäre 
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denkbar, dass aus den Lysosomen behandelter Zellen weniger Farbstoffpartikel 

diffundieren können als aus den Lysosomen der unbehandelten Zellen. Hier ist die 

Permeabilität so hoch, dass sich ein Gleichgewicht fast gänzlich eingestellt hat.  

Die Ergebnisse legen also nahe, dass sowohl die Inkubationszeit als auch die 

Behandlung mit Desipramin die LMP beeinflusst und der damit einhergehende Austritt 

von Acridin Orange aus dem Lysosom zunimmt. Es kommt zur Abnahme des Volumens 

saurer Kompartimente. Auch bei Niemann-Pick Typ C geht man von einer lysosomalen 

Störung aus, bei der es zu einer Erhöhung des endolysosomalen pH-Wertes kommt 

(Tharkeshwar et al., 2017; Wheeler et al., 2019).  

Letztlich kann also festgehalten werden, dass die lysosomale Permeabilitätssteigerung 

bei CTLL-2 Zellen sehr schnell stattfindet und der Farbstoff Acridin-Orange und damit 

vermutlich auch proapoptotische Proteine bereits nach kurzer Zeit aus den Lysosomen 

ins Zytosol diffundieren.  

 
Abbildung 15: Färbung von CTLL2 Zellen mit Acridin Orange mit und ohne Desipramin-

Behandlung 
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Abbildung 16 (Fortsetzung): Färbung von CTLL2 Zellen mit Acridin Orange mit und ohne 

Desipramin-Behandlung 

CTLL-2 Zellen wurden mit 40 µM Desipramin behandelt und mit Acridin-Orange gefärbt. Unter 

Verwendung der Konfokalmikroskopie wurden die Zellen mit blauem Licht der Wellenlänge 502 

nm angeregt. Emissionsspektren aus dem grünen und roten Wellenlängenbereich wurden über 

einen Zeitverlauf von vier Minuten (1 frame pro 20sec) ermittelt. Um den Einfluss von Desipramin 

auf die Änderung der Emissionsspektren zu untersuchen, wurden unterschiedlich lange 

Inkubationszeiten verwendet. Die Abbildungen A‘-C‘ zeigen absolute Fluoreszenzwerte in 

Abhängigkeit von der Zeit in Sekunden. Bei den Abbildungen A-C wurden die Daten jeweils auf 

den Anfangswert = 1 normiert. Bei Färbung unmittelbar nach Zugabe von Desipramin zeigen die 

behandelten Zellen eine schnellere Ausschüttung des Farbstoffs aus den sauren 

Zellkompartimenten als die unbehandelten (A). Bei Färbung nach einer (B) oder zwei Stunden 

(C) zeigt sich der Ausstrom des Farbstoffs aus den Lysosomen der behandelten Zellen 

verlangsamt gegenüber den unbehandelten Zellen. Das Rot-zu-grün-Verhältnis kehrt sich im 

Verlauf der Inkubationszeit um (A‘-C‘). 
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6 Diskussion 

Es ist hinlänglich bekannt, dass sämtliche Signaltransduktionswege entscheidend durch 

Proteine gesteuert und reguliert werden. Nicht zu unterschätzen ist jedoch die Relevanz 

von Lipiden für die Übermittlung intrazellulärer Informationen. Nicht nur deren Gehalt, 

vor allem die Zusammensetzung und das Gleichgewicht unterschiedlicher Lipide und 

deren Kommunikation mit Enzymen sind von großer Bedeutung für die Funktion und 

Integrität von Membranen und damit auch wichtig für die Funktion und Aktivität von 

Immunzellen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte saure Sphingomyelinase, die 

als Enzym Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin spaltet und somit an der 

Vernetzung von protein- und lipidabhängigen Signalwegen beteiligt ist, spielt eine 

entscheidende Rolle in der T-Zell-abhängigen Immunantwort. Nachdem gezeigt werden 

konnte, dass Inhibitoren der Asm Auswirkungen auf das Gleichgewicht von T-

Zellpopulationen haben (Hollmann et al., 2016), sollte in der vorliegenden Arbeit näher 

untersucht werden, welche Mechanismen dem zugrunde liegen und inwiefern weitere 

Faktoren das Schicksal einer CD4+ T-Zelle beeinflussen.  Zu klären ist an dieser Stelle 

die Frage, ob der Gehalt unterschiedlicher Sphingolipide in der Zellmembran als Resultat 

biochemischer Prozesse, beispielsweise oxidativem Stress oder Entzündung, 

hervorgeht oder ob die Modulation von Ceramiden aktiv an der Pathogenese 

verschiedener Erkrankungen beteiligt ist. 

Genaue Kenntnisse über molekulare intrazelluläre Vorgänge, die zum selektiven 

Überleben regulatorischer T-Zellen führen, können für die Therapie überschießender 

Immunreaktionen essenziell sein. Neue Therapiekonzepte gegen 

Autoimmunerkrankungen wie allergischer Rhinitis, Graft-versus-Host-Disease und 

Cystischer Fibrose könnten daraus hervorgehen oder bestehende Therapien ergänzen. 

Vor allem stigmatisierende Erkrankungen wie z.B. Lupus erythematodes kann zu 

psychischen Begleiterkrankungen führen und könnten mittels Antidepressiva nicht nur 

symptomatisch, sondern auch kausal behandelt werden. Auf der anderen Seite stellen 

Asm-Inhibitoren mögliche Ansatzpunkte gegen psychische Erkrankungen mit 

autoimmuner Komponente, wie z.B. die Alzheimer-Demenz dar.  

 

6.1 Asm-Inhibitoren nehmen Einfluss auf das Gleichgewicht von T-

Zellpopulationen 

Während Desipramin zur Gruppe der trizyklischen Antidepressiva gehört, die heutzutage 

nur noch als Zweitlinien-Therapie angewandt werden, gilt Sertralin als gängiger 

Serotonin-Reuptake-Inhibitor, der vor allem zur Therapie von Depressionen sowie 
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Angst-, Panik- und Zwangsstörungen eingesetzt wird. Sowohl trizyklische 

Antidepressiva als auch SSRI wirken inhibitorisch, indem sie die Ablösung der Asm und 

auch der sauren Ceramidase (Elojeimy et al., 2006) von der lysosomalen Membran und 

ihre anschließende proteolytische Degradation induzieren, was zur Akkumulation von 

Sphingomyelin und auch Ceramid führen kann (Kölzer, Werth and Sandhoff, 2004; 

zusammengefasst in Beckmann et al., 2014). Dieser Zellstress führt in CD4+ Foxp3- 

konventionellen T-Zellen, nicht aber in CD4+ Foxp3+ regulatorischen T-Zellen zur 

Induktion von Zelltod (vgl. Abbildung 5). Das Sterben der Tconv-Zellen findet dabei 

konzentrationsabhängig statt: je höher die Asm-Inhibitorkonzentration ist, desto mehr 

Zellen erliegen dem Zelltod. Eine hier noch nicht untersuchte Möglichkeit zur Induktion 

des Zelltods in Tconv-Zellen wären durch Ceramid-induzierte Signalkaskaden, z.B. über 

Interaktion mit PP2A und Hemmung der mTORC1-Aktivität und Stimulation der Foxp3 

Expression (Apostolidis et al., 2016). Auffällig ist, dass der potente Asm-Inhibitor ARC39, 

der kompetitiv die katalytische Aktivität der Asm hemmt, keine Frequenzerhöhung 

regulatorischer T-Zellen bewirkt. Die Ergebnisse legen nahe, dass das Bisphosphonat 

zwar ein potenter Asm-Inhibitor ist, jedoch seine Wirkung an der lysosomalen Asm nicht 

entfalten kann. Eine mögliche Erklärung wäre, dass ARC39 nicht ins Lysosom, dem Ort 

der höchsten Asm-Aktivität, vordringen kann. Die sekretorische Form der Asm auf der 

äußeren Zellmembran wird zwar gehemmt, die für den Zelltod der Tconv-Zellen 

offensichtlich relevante Degradation der lysosomalen Asm dagegen findet nicht statt. 

Inwiefern ARC39 unter Stress, beispielsweise unter Einfluss von IL-1, UV-Strahlung oder 

CD95, auf die T-Zellpopulationen wirkt und ob die lysosomale Asm auf die äußere 

Zellmembran transportiert wird, um dort Ceramid zur Apoptoseinduktion zu produzieren 

(Hofmeister et al., 1997; Kirschnek, 2000), ist bislang ungeklärt. Ebenso wäre interessant 

inwiefern sich weitere Bisphosphonate, wie z.B. das zur Therapie der Osteoporose 

zugelassene Zoledronat, die Asm-Aktivität und das Gleichgewicht von T-Zellen 

beeinflussen.  

Eine präanalytische Beeinflussung der Ergebnisse durch experimentelle Bedingungen 

ist unwahrscheinlich, da lediglich Sphingosin-1-Phosphat und Sphinganin-1-Phosphat 

durch Bedingungen wie Temperatur, Zentrifugation und Zeit beeinflusst werden 

(Brunkhorst et al., 2018). Vielmehr kann das selektive Sterben der Tconv-Zellen dadurch 

erklärt werden, dass einerseits die anfallenden Sphingomyelin-Moleküle am 

Endoplasmatischen Retikulum metabolisiert werden, wodurch die 

Transkriptionsfaktoren ATF4 und CHOP exprimiert werden, die proapoptotisch wirken 

(Klutzny et al., 2017). Zum anderen ist es möglich, dass die lysosomale 
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Membranpermeabilität durch die intralysosomale Akkumulation von Sphingomyelin 

gesteigert wird und es zum Ausstrom von Cathepsinen ins Zytosol kommt, die ihrerseits 

Apoptose induzieren (zusammengefasst in Schneider-Schaulies and Beyersdorf, 2018). 

Letzteres muss jedoch aufgrund der fehlenden Signifikanz im Nachweis von 

Cathepsinen und Caspasen in Frage gestellt werden (vgl. Abbildung 12 und Abbildung 

13). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Zelluntergang konventioneller T-Zellen 

nicht auf dem Mechanismus der Apoptose beruht. Weitere Zelltodwege wie Nekroptose, 

Ferroptose oder Methuose müssen hierbei in Betracht gezogen werden. 

Ungeachtet des Mechanismus bewirkt die Hemmung der Asm eine Frequenzerhöhung 

der Treg-Zellen in der Maus und damit auch eine gewisse Immunsuppression. Dies 

zeigte sich im Masernvirus-Infektionsmodell des ZNS der Maus durch die Zunahme 

infizierter Zellen (Hollmann et al., 2016). Bei Menschen wurde ein positiver Effekt von 

Fluoxetin (ein SSRI) bei der Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose beschrieben 

(Mostert et al., 2008; Mitsonis et al., 2010; Cambron et al., 2014). Ob dieser Effekt auf 

eine Erhöhung der Treg-Zellfrequenz zurückzuführen ist, ist bislang ungeklärt. 

Die Erhöhung der Treg Zellfrequenz durch Hemmung der sauren Sphingomyelinase 

kann nicht nur die Progression von Autoimmunkrankheiten minimieren, sondern auch zu 

negativen Folgen für den Organismus führen. So kann es zur Unterdrückung der 

körpereigenen Abwehr gegen Tumorzellen oder Bakterien, einer zu hohen Toleranz 

gegenüber Fremdantigenen und zu Infektionen oder tumorösen Prozessen kommen. 

Diese Tatsache erschwert wiederum die Chancen einer klinischen Erprobung der 

Wirksubstanzen im Rahmen einer Immunmodulation. Die Frequenzerhöhung 

regulatorischer T-Zellen unterdrückt einerseits das körpereigene Immunsystem, 

andererseits werden gerade Tumorzellen durch die Asm-Inhibition getötet (Arimochi and 

Morita, 2008; Petersen et al., 2013; Klutzny et al., 2017). Dies stellt eine neue 

Perspektive in der Krebstherapie dar. Es gilt also, eine Balance zwischen Unterdrückung 

und Aktivierung des Immunsystems zu finden. 

 

6.2 Zelltod konventioneller T-Zellen durch Asm-Inhibition nicht durch 

Apoptose zu erklären 

Im untersuchten Mausmodell wurde gezeigt, dass Asm-Inhibitoren wie Desipramin oder 

Sertralin, nicht aber das Bisphosphonat ARC39, die T-Zellfrequenz zugunsten 

regulatorischer T-Zellen verschiebt. Bei konstanter Anzahl regulatorischer T-Zellen 

erhöht sich durch den Zelltod konventioneller T-Zellen mit zunehmender Konzentration 

von Asm-Inhibitoren die Frequenz der regulatorischen T-Zellen (vgl. Abbildung 5). Die 
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Hypothese, dass das Sterben konventioneller T-Zellen auf Apoptose beruht, wurde 

durch die Untersuchungen mit Caspase- und Cathepsininhibitoren nicht abschließend 

verifiziert, obgleich Hinweise für eine partielle Beteiligung von apoptotischen Prozessen 

bestehen. Bei geringen Asm-Inhibitorkonzentrationen kann eine Protektion der Tconv-

Zellen durch die Caspase- und Cathepsin-Inhibitoren nachgewiesen werden (vgl. 

Abbildung 8 und Abbildung 12), die jedoch unter Erhöhung der Cathepsin- oder 

Caspase-Inhibitorkonzentration nicht zunimmt.  

Apoptose kann ausgelöst werden, indem die lysosomale Permeabilität gesteigert wird 

und Cathepsine, die als Stimulus für die mitochondriale Cytochrom c- Ausschüttung 

fungieren, aus den Lysosomen freigesetzt werden. Fokalmikroskopische 

Untersuchungen konnten jedoch eine effektive Erhöhung der Permeabilität durch die 

Asm-Inhibition nicht bestätigen. Die minimale Erhöhung der Permeabilität nach 

unmittelbarer Färbung (vgl. Abbildung 16A) sowie die Intensitätserhöhung der 

unbehandelten Zellen in Abbildung 16B sind demnach am ehesten als Artefakte zu 

werten. Auch mithilfe von Westernblots konnte nach Asm-Inhibition keine Steigerung von 

Cathepsinen im Zytosol nachgewiesen werden.   

Zur Untersuchung der lysosomalen Membranpermeabilität ist die Betrachtung des 

Chaperons Hsp70 (Heat Shock Protein 70) interessant, welches vor allem auch in der 

Pathogenese der Nieman-Pick-Krankheit Bedeutung hat. Es bindet an endolysosomales 

Bismonoacylglcerophosphat (BMP), das ein wichtiger Kofaktor für den Sphingomyelin-

Metabolismus im Lysosom darstellt und verringert die lysosomale Membranpermeabilität 

(Kirkegaard et al., 2010). Dadurch fördert es das Überleben von Zellen, die erhöhtem 

Zellstress ausgesetzt sind. Eine Analyse der Hsp70 Expression und Verteilung in Asm-

inhibierten Tconv-Zellen wäre dahingehend eine weitere Möglichkeit, den Einfluss der 

Asm-Inhibition auf die lysosomale Membranpermeabilität zu untersuchen. 

In Zusammenschau der Ergebnisse sprechen die nicht signifikanten bzw. negative 

Ergebnisse am ehesten dafür, dass neben Apoptose weitere durch Ceramide 

hervorgerufene Zelltod-Mechanismen wie Ferroptose oder Pyroptose in Frage kommen. 

Letztere wurden in Folgeexperimenten untersucht, bei denen die mitochondriale Masse 

und das mitochondriale Membranpotenzial untersucht wurden. Dabei lagen keine 

Hinweise auf eine mitochondriale Funktionseinschränkung nach Desipraminbehandlung 

vor. Dadurch ist anzunehmen, dass auch keine Cytochrom c Freisetzung zur Apoptose- 

und Nekroptoseinduktion stattfindet. Pyroptose wird neben der Apoptose ebenfalls durch 

Caspasen ausgelöst. Pyroptoseauslösende inflammatorische Caspasen (Caspase 1, 4, 

5 und 11) erfüllen hierbei jedoch sowohl Initiator- als auch Effektorfunktion und benötigen 
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keine autoproteolytische Aktivität (zusammengefasst in Jorgensen and Miao, 2015). 

Durch den Pancaspase-Inhibitor ZVAD (vgl. Abbildung 8) wurden pyroptotische 

Prozesse am ehesten ausgeschlossen.  

Durch die Inhibition der Asm kommt es zur Akkumulation von Sphingomyelin im 

Lysosom. Der dadurch erzeugte Lipid-Stress erzeugt eine Steigerung der lysosomalen 

Membranpermeabilität und ermöglicht die Diffusion von lysosomalen Molekülen ins 

Zytosol (zusammengefasst in Ségui et al., 2006; Klutzny et al., 2017). Davon ausgehend 

sind neben dem apoptotischen Zelltod auch nicht-apoptotische Prozesse wie Nekrose, 

Pyroptose und Ferroptose denkbar (zusammengefasst in Wang, Gómez-Sintes and 

Boya, 2018). Ein vielversprechender Ansatz ist der Zelltod durch Ferroptose. Dieser 

Mechanismus beruht auf der Akkumulation von lipid-reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), 

die zu einer eisenabhängigen oxidativen Schädigung von Membranlipiden und letztlich 

zum Zelltod führt. Eisen wird dabei physiologisch durch den Transferrin-Rezeptor an 

Transferrin gebunden vom Lysosom internalisiert und von dort aus ins Zytosol freigesetzt 

(zusammengefasst von Magtanong and Dixon, 2020). Durch eine Asm-Inhibitor-

induzierte LMP könnte weiteres freies Eisen ins Zytosol diffundieren, welches dort an 

der Fenton-Reaktion teilnimmt. Die aus dieser Reaktion hervorgehenden 

Hydroxylradikale reagieren mit mehrfach ungesättigten Acylketten in 

Membranphospholipiden. Die entstandenen Lipidradikale reagieren leicht mit Sauerstoff, 

wodurch hochreaktive Lipidperoxyradikale aus benachbarten Phospholipiden Protonen 

abstoßen, die wiederum weitere Lipidperoxide bilden. Letztendlich kommt es zur 

ausgeprägten Schädigung von Membranlipiden (Dixon et al., 2012; Shah, Shchepinov 

and Pratt, 2018; zusammengefasst in Magtanong and Dixon, 2020). Die Ausbildung von 

hochreaktiven Lipidperoxide wird physiologisch durch die Aktivität der 

Glutathionhydroperoxidase 4 (GPX4) durch Reduktion zu nicht-reaktiven Lipidalkoholen 

verhindert. Maßgeblich für die Funktion des Enzyms ist das Glutamat/Cystin Antiporter 

System xc
-, da Cystein das geschwindigkeitsbestimmende Substrat bei der Glutathion-

Biosynthese ist. Durch direkte Hemmung der GPX4 oder indirekt durch Senkung des 

Glutathionspiegels wird Ferroptose induziert. Um den Einfluss von Ferroptose auf den 

Asm-Inhibitor-assoziierten Zelltod von konventionellen T-Zellen zu untersuchen, wäre es 

also interessant, ob Asm-Inhibitoren wie Desipramin einerseits die Eisenkonzentration 

im Zytosol erhöhen, andererseits die Aktivität von GPX4 und den Glutathionspiegel in 

Tconv-Zellen beeinflussen. Eine Steigerung der GPX4-Aktivität wäre hinweisend darauf, 

dass es zu einem massiven Eisen-Efflux aus dem Lysosom kommt und die 

enzymatische Aktivität die Eisentoxizität nicht ausreichend regulieren kann. Eine 
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verringerte GPX4-Aktivität dagegen wäre durch eine direkte Hemmung durch Asm-

Inhibitoren oder durch Beeinflussung der Glutathion-Biosynthese zu erklären.  

Im Gegensatz dazu hat eine Studie zu Glutamat-induzierter Ferroptose in 

Oligodendrozyten festgestellt, dass die Inhibierung der Asm das Überleben von 

Oligodendrozyten begünstigt. Glutamat induziert hierbei eine Asm-Aktivierung und war 

mit einem verminderten Glutathionspiegel assoziiert (Novgorodov et al., 2018). Diese 

Beobachtungen sind zwar genau gegensätzlich der oben aufgestellten Hypothese, dass 

Asm-Inhibitoren Ferroptose induzieren. Ob die Wirkung auf Oligodendrozyten des ZNS 

auch auf CD4+ Immunzellen projiziert werden kann, ist bisher jedoch noch nicht 

untersucht. Novgorodov et al. beweisen jedenfalls einen Zusammenhang zwischen 

Ferroptose und der Aktivität der sauren Sphingomyelinase. 

 

6.3 IL-2 schützt regulatorische T-Zellen vor dem Zelltod 

Die α-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) gilt gemeinsam mit CD4 und Foxp3 als 

Oberflächenmarker für regulatorische T-Zellen. Tregs konkurrieren dabei mit aktivierten 

T-Effektorzellen um das Zytokin IL-2. Setzt man CD4+ T-Zellen einer Asm-Inhibition aus, 

so verringert sich die Anzahl konventioneller T-Zellen, während die Population der 

CD25+ regulatorischen T-Zellen unverändert bleibt. Außerdem überleben unter IL-2-

Einfluss generell mehr Zellen als in Abwesenheit von IL-2. Da Treg mehr CD25 

exprimieren als andere T-Zellen, überleben bzw. proliferieren sie unter IL-2-Einfluss 

besser als andere T-Zellen (Kaltenberg et al., 2010; Koreth et al., 2011). 

Trägt die Asm-Induktion zur Steigerung der lysosomalen Membranpermebilität bei, 

könnte diese durch IL-2 verhindert werden. Folglich werden weniger proapoptotisch 

wirksame Moleküle ins Zytosol freigesetzt und die CD25high positiven Tregs sind vor 

Apoptose geschützt. Nachdem die durchgeführten Versuche jedoch keine 

Veränderungen der lysosomalen Membranpermeabilität durch Asm-Inhibitoren zeigen 

konnten, liegt es nahe, dass auch die IL-2-Protektion auf einem anderen Mechanismus 

beruht. 

Eine mögliche Erklärung für das selektive Überleben von Tregs unter IL-2 könnten 

Faktoren in den IL-2 Signalkaskaden sein, die einem Absterben der Zellen 

entgegenwirken. Ein hier betrachteter Faktor ist der Signaltransduktor STAT5. Aus den 

Ergebnissen (vgl. 5.2) lässt sich schließen, dass die Treg-Zellen nicht aufgrund von IL-

2 vermittelter STAT5-Aktivierung vor dem Zelltod geschützt sind. Vielmehr muss dieser 

Schutzmechanismus eine andere Ursache haben, die in der IL-2 Signalkaskade nach 

STAT5 liegt. Über 80% der IL-2 vermittelten Signalkaskaden sind abhängig von 
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Januskinasen, insbesondere Jak1 und Jak3 (zusammengefasst in Mahmud, Manlove 

and Farrar, 2013; zusammengefasst in Villarino, Kanno and O’Shea, 2017). Denkbar 

wäre also, dass die Regulation von Januskinasen für das IL-2-abhängige Überleben 

regulatorischer T-Zellen verantwortlich ist.  

Zu diskutieren ist darüber hinaus die Beteiligung von FoxO familiy members. Der 

Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) Signalweg spielt eine herausragende Rolle in der 

Vermittlung von Überlebenssignalen. IL-2 reguliert in T-Zellen die Phosphorylierung von 

FoxO3 über den PI3K-Signalweg. Im phosphorylierten Zustand ist der potente 

Apoptoseinduktor FoxO3 inaktiv (Stahl et al., 2002; Zhang et al., 2011). Da 

regulatorische T-Zellen eine höhere Dichte an IL-2-Rezeptoren besitzen, führt IL-2 somit 

zum selektiven Überleben von regulatorischen T-Zellen, während bei fehlendem CD25-

Rezeptor (bei >97% der Tconv-Zellen nicht exprimiert) der Asm-Inhibitor-induzierte 

Zelltod ausgelöst wird. 

 

 

Abbildung 17: IL-2 schützt regulatorische T-Zellen durch Phosphorylierung von FoxO3 vor dem 

Zelltod 

Regulatorische T-Zellen besitzen den charakteristischen CD25-Rezeptor und binden damit 

hochaffin IL-2. Dieses aktiviert die Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase B (PKB) und 

phosphoryliert über den Phosphatidylinositol 3-kinase Signalweg (PI3K-pathway) das Forkhead-

Box-Protein O3 (FoxO3) und inaktiviert es damit. Im dephosphorylierten Zustand dient es als 

Transkriptionsfaktor für proapoptotische Proteine, darunter Bim aus der Bcl-2 Familie und den 

cdk-Inhibitor p27Kip1. Somit führt IL-2 zur Protektion CD25high positiver regulatorischer T-Zellen. 

Angelehnt an Stahl et al., 2002; Peng, 2008 und Zhang et al., 2011. 
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Um sich vor dem Zelltod zu schützen, nutzen Zellen die Autophagie, bei der veränderte 

Proteine und Organellen durch Autophagosomen sequestriert, zu zelleigenen 

Lysosomen transportiert und dort caspase-unabhängig degradiert werden. 

Voraussetzung dafür sind eine kontinuierliche Proteinsynthese und die Anwesenheit von 

ATP (zusammengefasst in Elmore, 2007; Murphy and Weaver, 2018). 

Autophagozytische Mechanismen verhindern unkontrolliertes Zellwachstum sowie die 

Auslösung von Apoptose, indem die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien 

unterbunden wird (Lemasters et al., 1998). Als katabolischer Prozess, der durch eine 

Vielzahl von Stressfaktoren aktiviert wird, degradiert sie Proteine, oxidierte Lipide sowie 

beschädigte Organellen und intrazelluläre Erreger. Deren Abbauprodukte wiederum 

nutzt die Zelle je nach Bedarf zur Generierung neuer Komponenten (zusammengefasst 

in Ségui et al., 2006; zusammengefasst in Settembre et al., 2013). Es wurde gezeigt, 

dass die Inhibition der Asm zu einer Erhöhung des transcription factor EB (TFEB) und 

damit zur Induktion von Autophagie führt (zusammengefasst in Settembre et al., 2013; 

Justice et al., 2018). Dadurch wird die mögliche Relevanz der Asm-Inhibitor getriggerten 

Autophagie hinsichtlich des Zellschicksals von Treg-Zellen deutlich. Eine Untersuchung 

von Autophagie-auslösenden Mechanismen in Treg- gegenüber Tconv-Zellen wäre 

hierzu wegweisend. 

Eine weitere Erklärung für das selektive Überleben von Treg-Zellen gegenüber Tconv-

Zellen nach pharmakologischer Asm-Inhibition ist die erhöhte Aktivität der Asm in Treg-

Zellen (Hollmann et al., 2016). Durch die erhöhte Aktivität sind höhere 

Inhibitorkonzentrationen notwendig, um auch regulatorische T-Zellen dem 

Sphingomyelin-Stress auszusetzen, der schließlich zur Induktion von ATF4 und CHOP 

führt und eine proapoptotische Stressantwort auslöst (Klutzny et al., 2017) (vgl. 

Abbildung 9).  

Des Weiteren lässt sich der Einfluss von Zink auf das Überleben regulatorischer T-Zellen 

diskutieren. Zink wird nach Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor aus dem Lysosom 

freigesetzt und inhibiert die ERK- und MEK-Dephosphorylierung, wodurch diese aktiviert 

werden. Dieser Zink-gesteuerte Mechanismus trägt zur IL-2-abhängigen Proliferation 

von T-Zellen bei. Da der IL-2-Rezeptor vor allem auf regulatorischen T-Zellen exprimiert 

wird, trägt IL-2 somit zum spezifischen Überlebenssignal bei. Interessant wäre eine 

zukünftige Untersuchung, inwiefern die höhere Aktivität der Asm in regulatorischen T-

Zellen einen höheren Efflux von Zink ins Zytoplasma bewirkt und somit 

überlebensfördernd wirkt. 
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CTLA-4 gilt als zentrales Effektormolekül regulatorischer T-Zellen. Es löst 

kostimulatorische Moleküle von Antigen-präsentierenden Zellen und dämpft somit die T-

Zellantwort (zusammengefasst in Schneider-Schaulies and Beyersdorf, 2018). Es wurde 

gezeigt, dass die Expression von CTLA-4 und damit die Suppressivität regulatorischer 

T-Zellen bei Asm-defizienten Mäusen erhöht ist (Hollmann et al., 2016). CTLA-4 senkt 

außerdem die Treg-Zell-Proliferation (Paterson et al., 2015). Es ist also davon 

auszugehen, dass die gleichbleibende Anzahl regulatorischer T-Zellen nicht dadurch 

zustande kommt, dass kompensatorisch Treg-Zellen produziert werden. Vielmehr 

beruhen die Zahlenverhältnisse auf einem Schutz bestehender Treg-Zellen. 

 

6.4 Hypoxie-induzierte Immunmodulation zugunsten regulatorischer T-

Zellen 

Der Sauerstoffbedarf und Sauerstoffverbrauch einer Zelle wird entscheidend über 

Hypoxia-inducible factors (HIFs) gesteuert. Diese Transkriptionsfaktoren reagieren auf 

Änderungen des Sauerstoffgehalts in der Zelle, indem sie über 40 Gene regulieren, die 

im Rahmen von Erythropoese, Angiogenese und metabolischen Prozessen zur 

Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung beitragen. Beispielsweise werden die 

Transkription unterschiedlicher Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin und dem 

vaskulären endothepialen Wachstumsfaktor (VEGF) sowie die Expression von 

Glucosetransportern und glykolytischen Enzymen reguliert (HIF-1α pathway | Abcam, no 

date; Percy et al., 2008). HIF-1α, eine von drei Isoformen des Hypoxia-inducible factors, 

ist unter Normoxie hydroxyliert und wird durch das von-Hippel-Landau-Protein degradiert 

und schließlich durch Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut. Unter hypoxischen 

Bedingungen wird die Hydroxylierung des Transkriptionsfaktors gehemmt, wodurch es 

zur Interaktion von HIF-1α mit seinen Zielgenen kommt (Percy et al., 2008). Darüber 

hinaus wird HIF-1α sauerstoffunabhängig im Zytoplasma von Hsp90 gebunden und 

somit stabilisiert (HIF-1α pathway | Abcam, no date). 

Viele solide Tumoren haben die Eigenschaft, hypoxische Areale zu bilden, um dort durch 

die hohe Expression von HIFs die Neovaskularisation und Proliferation des Tumors zu 

fördern (Klutzny et al., 2017). Im Rahmen eines möglichen therapeutischen Ansatzes 

wurde bereits gezeigt, dass der Asm-Inhibitor Fluphenazin spezifisch in hypoxischen 

Zellen, nicht aber unter Normoxie, Zelltod induzieren kann (Klutzny et al., 2017). In der 

vorliegenden Arbeit wird untersucht, inwiefern der Sauerstoffgehalt den Asm-Inhibitor-

induzierten selektiven Zelltod konventioneller T-Zellen beeinflusst. Es zeigte sich, dass 

die Anwesenheit von HIF-1α sowohl proapoptotische als auch antiapoptotische Effekte 
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hat. Einerseits nimmt die Anzahl konventioneller T-Zellen unter dem Einfluss von DMOG 

mit zunehmender Desipramin-Konzentration weniger stark ab (Abbildung 11C), 

andererseits ist in Anwesenheit von HIF-1α die Zahl der Tconv generell geringer. 

Letzteres führt zu einer signifikant höheren Frequenz der Treg-Zellen unter dem Einfluss 

von HIF-1α im Vergleich zu den wildtypischen Zellen (Abbildung 11A). Dies führt zu der 

Annahme, dass Hypoxie und Lipidstress, erzeugt durch Asm-Inhibition, Zelltod 

begünstigt. Die Versuche zeigen sogar, dass schon das alleinige Auftreten von Hypoxie 

ohne den Einfluss von Asm-Inhibitoren zu einer signifikant erhöhten Treg-Frequenz 

führt. Durch dieses Phänomen ließe sich erklären, dass hypoxische Tumorareale nicht 

nur zur Ausbildung neuer Gefäße und damit zur Proliferation und zum Progress der 

Erkrankung führen. Ebenso dient die Herabregulierung des Immunsystems dazu, dass 

die körpereigene Bekämpfung des Tumors erschwert wird. Umgekehrt ließe sich aus 

diesem Modell ein neuer Therapieansatz gegen solide Tumoren ableiten: gelingt es, eine 

Hydroxylierung von HIF-1α in den hypoxischen Arealen des Tumors zu erzielen, so wird 

es durch die oben genannten Abbauprozesse inhibiert. Der relative Anteil 

konventioneller T-Zellen gegenüber regulatorischen T-Zellen wird erhöht und das 

Tumorwachstum wird gehemmt, indem die Transkription von Wachstumsfaktoren sowie 

die Expression von Glucosetransportern und glykolytischen Enzymen reguliert werden. 

HIF-1α ist darüber hinaus in der Lage durch Ubiquitinierung den Transkriptionsfaktor 

Foxp3 zu inhibieren. Dazu erkennt das Proteasom spezifisch Lysinreste des 

Transkriptionsfaktors. An diesem Lysinrest kann es jedoch auch zur Acetylierung von 

Foxp3 kommen, was wiederum seine Stabilität erhöht (zusammengefasst in Dominguez-

Villar and Hafler, 2018). In den durchgeführten Experimenten kann davon ausgegangen 

werden, dass insgesamt die Stabilität des in Treg-Zellen exprimierten Foxp3 hoch ist 

und es dadurch zur Frequenzsteigerung durch Hypoxie gegenüber konventionellen T-

Zellen kommt. Eine Analyse des Acetylierungsgrads in Treg-Zellen würde dahingehend 

Aufschluss geben.  

Bezüglich des Einflusses von HIF-1α auf die Entwicklung und Funktion von 

regulatorischen T-Zellen herrscht Uneinigkeit. Einerseits wird berichtet, dass durch HIF-

1α (und RORγt) die Expression von IL-17 und die Differenzierung von Th17-Zellen 

gefördert, die Entwicklung von Foxp3+ Treg-Zellen hingegen unterbunden wird 

(zusammengefasst in Singh et al., 2016). Dies würde bedeuten, dass unter hypoxischen 

Bedingungen die Immunantwort zugunsten einer konventionellen T-Zellantwort 

verschoben würde und steht somit im Widerspruch zu den hier beobachteten Befunden. 
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Auf der anderen Seite wurde am Beispiel von Jurkat T-Zellen sowie menschlichen und 

murinen mononukleären Zellen gezeigt, dass durch Hypoxie induziertes HIF-1α die 

Expression von Foxp3 steigert (Ben-Shoshan et al., 2008; Clambey et al., 2012; 

zusammengefasst in Hsu and Lai, 2018). Eine HIF-1α-Expression in dendritischen 

Zellen oder Tumorzellen fördert die Expansion von Treg-Zellen. HIF-1α defiziente 

dendritische Zellen sind nicht in der Lage, Foxp3+ Treg-Zellen im Kolon zu induzieren. 

Hypoxie in Tumoren fördert die Sekretion von Wachstumsfaktoren wie TGF-β zur 

Bildung von Foxp3 (Hsu and Lai, 2018).  

Die durch Hypoxie hervorgerufene Expression von HIF-1α führt zu einer signifikant 

höheren Frequenz regulatorischer T-Zellen in Anwesenheit des PHD3-Inhibitors DMOG 

(Abbildung 11), da zum einen die Expression von Foxp3 und damit die Differenzierung 

regulatorischer T-Zellen induziert wird. Zum anderen führen Hypoxie und Lipidstress, 

hervorgerufen durch den Asm-Inhibitor Desipramin, gemeinsam zum Zelltod 

konventioneller T-Zellen. Geht man von einem insgesamt positiven Einfluss von HIF-1α 

auf die Differenzierung von Treg-Zellen aus, so spielt die Herabregulierung von HIF-1α 

in Treg-Zellen z.B. in der Therapie gegen Autoimmun- oder Infektionserkrankungen eine 

entscheidende Rolle. 

 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die saure 

Sphingomyelinase eine wichtige Funktion in T-Zellen erfüllt. Die Funktion und 

Regulierung der Asm stellt eine herausragende Schnittstelle zwischen lipid- und 

proteinabhängiger Signaltransduktion in der T-Zell-vermittelten Immunantwort dar. Sie 

sorgt für eine Balance zwischen Immunabwehr und -toleranz. Eine Vielzahl an 

trizyklischen Antidepressiva und SSRI inhibieren die Asm und führen zu einer Modulation 

des T-Zellkompartiments, indem das relative Verhältnis von Tconv und Treg zugunsten 

der Treg-Zellen verschoben wird. Es wurde gezeigt, dass es sich beim Asm-Inhibitor-

vermittelten Zelltod konventioneller T-Zellen nicht um Apoptose durch Freisetzung von 

Cathepsinen aus den Lysosomen handelt. Vielmehr muss der Einfluss von nicht-

apoptotischen Zelltodwegen, vor allem von Ferroptose untersucht werden. Ebenso muss 

die Hypothese, dass es durch Asm-Inhibitoren zur Erhöhung der lysosomalen 

Membranpermeabilität kommt, hinterfragt werden. Ungeklärt bleibt der Mechanismus 

des IL-2 vermittelten Schutz von Treg-Zellen gegenüber dem Asm-Inhibitor-vermittelten 

Zelltod. Die komplexe Regulation regulatorischer T-Zellen geschieht nicht nur durch die 

Asm, sondern auch durch den Einfluss von Hypoxie. Der Hypoxie-induzierbare Faktor 
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HIF-1α allein erhöht signifikant die Frequenz regulatorischer T-Zellen. Zusammen mit 

Asm-Inhibitoren führt sie zu erhöhtem Zellstress und zum Untergang von Tconv-Zellen. 

Inwiefern die Modulation des T-Zellverhältnisses durch trizyklische Antidepressiva 

therapeutisch zur Behandlung von Tumoren und Autoimmunerkrankungen bei 

Menschen genutzt werden kann, muss weiter untersucht und diskutiert werden. Hierzu 

wären Studien mit Depressionspatienten und Autoimmunerkrankungen sinnvoll, deren 

regulatorische und konventionelle T-Zellen vor und nach Behandlung mit Asm-

Inhibitoren untersucht werden.  
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7 Zusammenfassung 

Die saure Sphingomyelinase (Asm) ist ein lysosomales Enzym, das sezerniert werden 

kann und die Reaktion von Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphocholin katalysiert. 

Seine Funktion ist bedeutsam für die Aufrechterhaltung des zellulären Lipidstoffwechsels 

und für die Integrität der Plasmamembran. Enzymdefekte sind an der Pathogenese von 

Infektionen und zahlreichen Stoffwechselerkrankungen wie z.B. der Niemann-Pick-

Krankheit, Diabetes mellitus Typ II und auch an der Entstehung psychischer 

Erkrankungen beteiligt.  

Immunologisch bedeutsam ist, dass durch Hemmung der Asm mit trizyklischen 

Antidepressiva (TZA) oder Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI) die Frequenz 

CD4+ CD25+ Foxp3+ regulatorischer T-Zellen (Treg) der Maus erhöht wird. Grund für 

die Frequenzerhöhung ist jedoch nicht die Erhöhung der absoluten Treg-Zellzahl, 

sondern das selektive Sterben CD4+ CD25- Foxp3- konventioneller T-Zellen (Tconv). 

Erstaunlicherweise führt die Behandlung mit dem kompetitiven Asm-Inhibitor ARC39, 

einem Bisphosphonat, nicht zu diesem Effekt. 

Es konnte gezeigt werden, dass IL-2 die regulatorischen T-Zellen vor dem durch Asm-

Hemmung induziertem Zelltod schützt. In Abwesenheit von IL-2 gehen auch Treg-Zellen 

durch die Asm-Inhibition zugrunde. Treg-Zellen exprimieren konstitutiv CD25, den IL-2-

Rezeptor, dessen α-Kette die Bindungsstelle von Interleukin-2 bildet. Die β- und γ-Kette 

des Rezeptors sind an der Bindung des Transkriptionsfaktors STAT5 beteiligt, das 

wiederum die Gentranskription von antiapoptotischen Proteinen wie bcl-2 und bcl-x 

sowie CD25 fördert. Dahingehend wurde versucht, den verantwortlichen Faktor für den 

Schutz von Treg-Zellen vor dem Zelltod in der IL-2-Signaltransduktion zu identifizieren. 

Der Transkriptionsfaktor STAT5 konnte hierbei ausgeschlossen werden. Weder die 

genetische Überexpression noch die Defizienz von STAT5 hatten Einfluss auf das T-

Zell-Gleichgewicht. Die genauen molekularen Mechanismen der Treg-spezifischen IL-2-

Protektion bleiben daher ungeklärt. Zu diskutieren sind der Einfluss von Zn2+-Ionen, 

Januskinasen und Mitgliedern der FoxO-Familie.  

Die zugrundeliegende Hypothese, dass das spezifische Sterben konventioneller T-

Zellen auf einer Erhöhung der lysosomalen Membranpermeabilität (LMP) besteht, 

woraufhin proapoptotisch wirksame Cathepsine ins Zytosol freigesetzt werden und 

Caspasen zur Auslösung von Apoptose führen, konnte nicht abschließend bestätigt 

werden. Jedoch wurde nachgewiesen, dass durch Inhibition von Cathepsinen das 

Sterben konventioneller T-Zellen in Abwesenheit von IL-2 verlangsamt wird. Eine 

Protektion der Tconv-Zellen durch Caspase-Inhibitoren kann nur bei hohen 
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Konzentrationen des Inhibitors ZVAD bei gleichzeitig geringer Asm-Inhibitor-

Konzentration erreicht werden. In Zusammenschau der Ergebnisse müssen weitere 

Formen des Zelltods neben der Apoptose, etwa eine durch Asm-Inhibition induzierte 

Ferroptose, in Erwägung gezogen werden.  

Neben dem durch Asm-Inhibition erzeugten Lipidstress begünstigt das Vorliegen von 

hypoxischen Bedingungen die Induktion von Zelltod. Schon das alleinige Auftreten von 

Hypoxie ohne den Einfluss von Asm-Inhibitoren führt zu einer Treg-Frequenzerhöhung. 

Der Hypoxie-induzierte Faktor HIF-1α induziert die Expression von Foxp3, wodurch die 

Differenzierung und Suppressivität von CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg-Zellen gefördert wird. 

Der Einfluss von Hypoxie spielt womöglich vor allem in der Tumortherapie eine 

entscheidende Rolle. HIF-1α regt hypoxische, nicht-vaskularisierte Tumorareale zur 

Neovaskularisation an und bremst durch die Frequenzerhöhung regulatorischer T-Zellen 

die eigene Immunabwehr. Ein Abbau des Transkriptionsfaktors HIF-1α stellt somit eine 

therapeutische Option in der Therapie solider Tumoren dar. 

Abschließend lässt sich also festhalten, dass die relative Frequenzerhöhung 

regulatorischer T-Zellen durch Asm-Inhibition nicht durch Apoptose erklärt werden kann, 

sondern alternative Erklärungsmodelle wie z.B. die Ferroptose in Betracht gezogen 

werden müssen. Die Protektion CD25+ regulatorischer T-Zellen beruht auf der Wirkung 

von IL-2 und wird durch Hypoxie positiv beeinflusst. Eine genaue Identifizierung der für 

den Zelltod relevanten Mechanismen ist erforderlich, um sichere therapeutische 

Maßnahmen im Rahmen von Infektionen und Autoimmunkrankheiten zu etablieren. 
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8 Summary 

The acid sphingomyelinase (Asm) is a lysosomal enzyme that can be secreted and 

catalyses the cleavage of sphingomyelin to ceramide and phosphocholine. Its function 

is important for the maintenance of cellular lipid metabolism and for the integrity of the 

plasma membrane. Enzyme defects are involved in the pathogenesis of infections and 

numerous metabolic diseases such as Niemann-Pick disease, diabetes mellitus type II 

and also in the development of mental illness.  

It is of immunological importance that the inhibition of the Asm with tricyclic 

antidepressants (TCA) or serotonin reuptake inhibitors (SSRI) leads to an increase of 

the frequency of CD4+ CD25+ Foxp3+ regulatory T cells (Treg) in the mouse. The reason 

for this frequency increase is not an increase in the absolute Treg cell count, but rather 

due to the selective death of CD4+ CD25- Foxp3- conventional T cells (Tconv) 

Surprisingly, treatment with the competitive Asm-inhibitor ARC39, a bisphosphonate, 

does not lead to this effect. 

It could be demonstrated that IL-2 protects regulatory T cells from cell death induced by 

Asm inhibition. In the absence of IL-2, Treg cells also die due to Asm inhibition. Treg 

cells constitutively express CD25, the IL-2 receptor, whose α-chain forms the binding 

site of interleukin-2. The β- and γ-chain of the receptor are involved in the binding of the 

transcription factor STAT5, which itself promotes gene transcription of anti-apoptotic 

proteins such as bcl-2 and bcl-x as well as CD25. Therefore, we tried to identify the 

responsible factor responsible for protecting Treg cells from cell death in IL-2 signal 

transduction. The transcription factor STAT5 was excluded. Neither the genetic over-

expression nor the deficiency of STAT5 had any influence on the T-cell balance. The 

exact molecular mechanisms of Treg specific IL-2 protection remain unexplained. The 

influence of Zn2+ ions, Janus kinases and FoxO-family members will be discussed.  

The underlying hypothesis that the specific death of conventional T cells is based on an 

increase in lysosomal membrane permeability (LMP), whereupon proapoptotic 

cathepsins are released into the cytosol and caspases lead to the induction of apoptosis 

could not be conclusively confirmed. However, it has been shown that inhibition of 

cathepsins slows down the death of conventional T cells in the absence of IL-2. A 

protection of Tconv cells by caspase inhibitors can only be achieved at high 

concentrations of the inhibitor ZVAD with simultaneously low Asm inhibitor 

concentrations. In summary, other forms of cell death besides apoptosis, such as 

ferroptosis induced by Asm inhibition, need to be considered.  
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Besides lipid stress induced by Asm inhibition, the presence of hypoxic conditions favors 

the induction of cell death. Even the mere occurrence of hypoxia without the influence of 

Asm inhibitors leads to an increase in Treg frequency. Hypoxia-induced factor HIF-1α 

induces Foxp3 expression, promoting differentiation and suppressiveness of CD4+ 

CD25+ Foxp3+ Treg cells.  The influence of hypoxia possibly plays a decisive role 

especially in tumor therapy. HIF-1α stimulates hypoxic, non-vascularized tumor areas to 

neovascularize and slows down the own immune defense by increasing the frequency 

of regulatory T cells. A degradation of the transcription factor HIF-1α is therefore a 

therapeutic option in the therapy of solid tumors. 

In conclusion, it can be stated that the relative frequency increase of regulatory T cells 

by Asm inhibition cannot be explained by apoptosis, but alternative explanation models 

such as ferroptosis must be considered. The protection of CD25+ regulatory T cells is 

based on the effect of IL-2 and is positively influenced by hypoxia. A precise identification 

of the mechanisms relevant for cell death is necessary to establish safe therapeutic 

measures in the context of infections and autoimmune diseases. 
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10 Appendix 
 

I. Abkürzungsverzeichnis 

AO     Acridin Orange 

APC    Antigen präsentierende Zelle 

Asm    Saure Sphingomyelinase 

ATP    Adenosintriphosphat 

BSA    Bovines Serumalbumin 

BSS    Balanced Salt Solution 

CD    Cluster of differentiation 

COPD   Chronic obstructive pulmonal disease 

CTSB   Cathepsin B 

CTSD   Cathepsin D 

C1P    Ceramid-1-Phosphat 

DMOG  Dimethyloxaloylglycin 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

FoxO   Forkhead-Box-Protein O 

GPX4  Glutathionhydroperoxidase 4 

HIF    Hypoxie inducible factor 

HRP   Meerrettichperoxidase 

Hsp   Heat shock protein 

IFN    Interferon 

Ig    Immunglobulin 

IL    Interleukin 

JAK   Januskinase 

KHK   Koronare Herzkrankheit 

LMP   Lysosomale Membranpermeabilität 

MALT   Mucosa associated lymphoid tissue 

MAO    Monoaminooxidase 

MHC    Major Histocompatibility Complex 

MS   Multiple Sklerose 

NKT    Natürliche Killer T-Zellen 

NaCl    Natriumchlorid 

Nsm    Neutrale Sphingomyelinase



 

PBS    Phosphatgepufferte Salzlösung 

PHD3   Prolyl-Hydroxylase 3 

PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 

ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

SMAC   Supramolecular activation complexes 

SNRI   Serotonin-Noradrenalin-Reuptake-Inhibitor 

SSRI   Selektive Serotonin-Reuptake-Inhibitoren  

STAT   Signal Transducer and Activators of Transcription 

S1P    Sphingosin-1-Phosphat 

TCR    T-Zell-Rezeptor 

Tconv   konventionelle T-Zellen 

TFEB   Transkriptionsfaktor EB 

Treg    regulatorische T-Zellen 

TZA    Trizyklische Antidepressiva 

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

WT    wildtypisch 

z.B.   zum Beispiel 

ZNS    Zentrales Nervensystem 

5-HT    5-Hydroxytryptophan = Serotonin 
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