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2 EINLEITUNG 

 

2.1 Das Immunsystem – Grundlagen 

Die Hauptaufgabe des Immunsystems ist die Abwehr von Infektionserregern, körperfremden 

Noxen oder entarteten körpereigenen Zellen. Es wird eine angeborene, natürliche von einer 

adaptiven, erworbenen Immunantwort unterschieden, wie in Abbildung (Abb.) 1 dargestellt. Die 

natürliche Immunität dient der ersten unspezifischen Abwehr und ist sehr schnell. Die adaptive 

Immunantwort richtet sich gezielt gegen Erreger, setzt verzögert ein und arbeitet sehr effizient. 

Zusätzlich entsteht ein immunologisches Gedächtnis und daher ein spezifischer Schutz gegen 

eine erneute Infektion (95). Beide Systeme werden in eine zelluläre und eine humorale 

Komponente unterteilt (Abb. 1). Bei der angeborenen Immunität stellen Makrophagen, 

Mastzellen, basophile-, neutrophile- und eosinophile Granulozyten sowie natürliche Killer Zellen 

(NK Zellen) den zellulären Anteil dar. Die humorale angeborene Immunität wird über das 

Komplementsystem, Akute-Phase-Proteine und Zytokine vermittelt. Zytokine sind Signalstoffe, 

die von Zellen sezerniert werden und der Kommunikation dienen. Hierzu gehören unter anderem 

Interleukine, Interferone und Chemokine. Sie treten auch im erworbenen Immunsystem auf. Die 

Zellen der adaptiven Immunantwort sind Lymphozyten. Man unterscheidet T- und B 

Lymphozyten. Beide entstehen aus lymphatischen Vorläuferzellen im Knochenmark. B Zellen 

haben die Fähigkeit nach Aktivierung zu Plasmazellen heranzureifen, um dann Antikörper zu 

produzieren und zu sezernieren. Antikörper sind Teil des humoralen, erworbenen 

Immunsystems. Es sind fünf verschiedene Klassen von Antikörpern bekannt: Immunglobulin 

(Ig) A, IgD, IgE, IgG und IgM. Bei dem Immunglobulin G sind verschiedene Unterformen 

beschrieben worden: IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4 (95).  



EINLEITUNG                                                                             8 

 

Abb. 1: Die angeborene (natürliche) und die adaptive (erworbene) Immunität  
Die Immunantwort wird in eine angeborene und eine adaptive Immunität unterteilt. Die 
Charakteristika der angeborenen Immunität sind Schnelligkeit und Unspezifität während die 
adaptive Immunantwort spezifisch, sehr effizient und verzögert ist. Beide Immunantworten 
bestehen aus einer zellulären und einer humoralen Komponente.  

 

2.1.1 T Lymphozyten 

Die T Lymphozyten entwickeln sich im Thymus und reifen dort zu verschiedenen T Zell-

Populationen heran, die sich durch ihre Oberflächenmoleküle unterscheiden. Cluster of 

Differentiation (CD) 4 und CD8 stellen zwei dieser Unterscheidungsmerkmale dar. Beide 

Moleküle sind Teil des T Zell Rezeptors (TZR). CD8+ T Zellen werden auch zytotoxische T 

Zellen genannt. Lymphozyten, die CD4 exprimieren, werden als T Helferzellen (TH Zellen) 

bezeichnet. Beiden Zellpopulationen muss das Antigen von Antigen-präsentierenden Zellen 

(APCs) dargeboten werden. Den CD8+ zytotoxischen T Zellen wird das Antigen über die Major 
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Histocompatibility Complex (MHC)-I-Moleküle präsentiert. CD4+ TH Zellen erkennen nur 

Antigene, die über das MHC-II-Molekül angeboten werden (95).  

Die CD4+ TH Zellen werden nach ihrem Zytokinmuster in weitere Subpopulationen eingeteilt, 

die aus einer gemeinsamen Vorläuferzelle, der sogenannten naiven TH Zelle, entstehen. Die 

Ausdifferenzierung der einzelnen Populationen wird über verschiedene Interleukine und 

Interferone gesteuert, die von dendritischen Zellen (DCs) und anderen Quellen stammen (29, 

211, 221). Die zwei ersten klassifizierten TH Zellen waren die TH1- und die TH2 Zelle (42, 140).  

Das Immunsystem ist normalerweise in der Lage zwischen gefährlichen, körperschädigenden 

und harmlosen Antigenen zu unterscheiden (94, 127). Reagiert ein Organismus auf 

allgegenwärtige apathogene Antigene, wie Pollen oder Tierhaare, so spricht man von Allergie.  

 

2.2. Allergie und Asthma 

Der Begriff „Allergie“ stammt aus dem Griechischen (allos = fremd, ergon = Reaktion). Man 

bezeichnet damit die erworbene Überempfindlichkeitsreaktion von Individuen gegenüber 

harmlosen Fremdstoffen bei wiederholter Exposition. Der Wiener Kinderarzt Clemens von 

Pirquet führte den Begriff Allergie in die medizinische Fachsprache um 1900 ein. Er 

differenzierte damit die immunologische Reaktion in eine physiologische, schützende Immunität 

und eine das Individuum schädigende Hypersensitivität (1, 208).  

Heute beschreibt der Begriff Allergie unterschiedliche immunologische Erkrankungen, die nach 

ihren pathophysiologischen Mechanismen in vier Typen eingeteilt werden (Abb.2). Nicht alle 

Erkrankungen lassen sich eindeutig einem Typ zuordnen.  
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Abb. 2: Die vier Typen der Hypersensitivitätsreaktion nach Coombs und Gell  
Die Typ-I-Reaktion (Soforttyp) ist IgE-vermittelt. Der Typ II wird auch als zytotoxischer Typ 
bezeichnet und ist antikörpervermittelt. Typ III wird auch als immunkomplexvermittelte 
Hypersensitivität bezeichnet und Typ IV (verzögerter Typ) ist zellvermittelt (modifiziert nach 
Janeway et al., 2004, Immunobiology) (95).  

 

Die häufigste Form ist die oft auch als IgE-vermittelte Hypersensitivität bezeichnete Typ-I-

Reaktion. Sie lässt sich in eine Sofortreaktion und eine Spätreaktion unterteilen (112).  

Allen Typen gemeinsam ist eine übersteigerte Reaktion des Immunsystems, die sich 

unterschiedlich äußern kann: An den Schleimhäuten mit den Symptomen der allergischen 

Rhinitis und Konjunktivitis; an der Haut als atopische Dermatitis, Kontaktekzem oder Urtikaria; 

am Gastrointestinaltrakt mit Durchfall und Erbrechen, als systemische Maximalform ein ana-

phylaktischer Schock oder an den Atemwegen mit allergischem Asthma bronchiale (65).  

Asthma bronchiale ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung der Atemwege, charakterisiert 

durch variable Atemwegsobstruktionen und einer unspezifischen bronchialen Hyperreagibilität. 

Es kommt zum Spasmus der glatten Muskulatur der Bronchien, Ödembildung an der Bronchial-

schleimhaut und einer Dyskrinie (52). Das Asthma wird zum Typ I der Hypersensitivitäts-

reaktionen gezählt.  

Die Prävalenz von allergischen Erkrankungen ist in den letzten zwei bis drei Jahrzehnten 

weltweit gestiegen (206, 207). Besonders betroffen sind Kinder und Erwachsene in den 
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westlichen Industrienationen mit etwa 10% aller Individuen (2, 22). Es konnte gezeigt werden, 

dass es sich bei diesem Anstieg um eine echte Zunahme allergischer Erkrankungen handelt und 

nicht etwa um eine Folge besserer diagnostischer Möglichkeiten oder erhöhter Aufmerksamkeit 

(129). In den westlichen Industriestaaten ist das Asthma bronchiale mittlerweile die häufigste 

chronische Erkrankung im Kindesalter. Der weiter ansteigenden Prävalenz der allergischen 

Erkrankungen stehen geringe Fortschritte bei der Entwicklung kurativer Therapieoptionen 

gegenüber.  

Aus dem besseren Verständnis der immunologischen Mechanismen, die bei allergischen 

Erkrankungen und Asthma bronchiale ablaufen, können sich neue Präventions- und 

Therapieansätze ergeben.  

 

2.2.1 Sensibilisierung 

Eine allergische Reaktion tritt typischerweise nicht bei Erstkontakt mit dem Allergen auf. Erst 

nach der Sensibilisierung und bei erneutem Kontakt kommt es zur Ausbildung allergischer 

Symptome. In den Körper gelangte Allergene werden in der Sensibilisierungsphase von 

professionellen APCs, den DCs, aufgenommen, prozessiert und über MHC II den naiven CD4+ 

TH Zellen präsentiert. Diese werden durch costimulative Faktoren und Zytokine aktiviert und 

treffen als allergen-spezifische TH Zellen auf B Zellen (102). Es kommt zu einer Interaktion 

zwischen den beiden Zellpopulationen. Die B Zelle wandelt sich zur Plasmazelle, durchläuft 

einen Klassenwechsel der Immunglobuline und sezerniert allergen-spezifisches IgE (Abb. 3) (92, 

96).  
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Abb. 3: Sensibilisierungsphase und Gedächtniszellinduktion  
In der Sensibilisierungsphase werden Allergene von DCs und Gedächtniszellen an naive T 
Zellen präsentiert. Diese differenzieren zu TH2 Zellen, expandieren klonal und induzieren über 
die Sekretion von IL-4 und IL-13 einen Klassenwechsel der Immunglobuline nach IgE bei 
naiven B Zellen und B Gedächtniszellen (modifiziert nach Larché et al. Nat.Rev.Immunol. 2006) 
(112).  

 

IgE ist ein Antikörper, der im Körper sowohl an den Fcε Rezeptor I (hoch-affin) oder 

Fcε Rezeptor II (niedrig-affin) gebunden als auch löslich vorliegt (107). Die Mehrzahl der IgE 

Antikörper binden an den hoch-affinen Fcε Rezeptor I, der sich auf den Oberflächen von 

Mastzellen, basophilen Granulozyten und APCs befindet.  

 

2.2.2. Sofortreaktion 

Bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Allergen kommt es zur Kreuzvernetzung der 

zellgebundenen IgE Antikörper auf Mastzellen und basophilen Granulozyten, was wiederum zur 

Freisetzung der Entzündungsmediatoren führt (Abb. 4). Zu den bekanntesten gehören Histamin, 

Serotonin, Prostaglandine, Leukotriene, verschiedene Proteasen und Zytokine (112).  
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Abb. 4: Sofortreaktion der Typ-I-Reaktion 
Über die Kreuzvernetzung von IgE durch 
Allergene auf basophilen Granulozyten und 
Mastzellen kommt es zur Degranulation von 
vasoaktiven Substanzen (modifiziert nach 
Larché et al. Nat.Rev.Immunol. 2006) (112). 

 

Zusammen verursachen sie die bekannten Symptome einer Entzündungsreaktion. Durch die 

Erhöhung der vaskulären Permeabilität und die Vasodilatation kommt es zur Schwellung, 

Rötung und Überwärmung. Die Stimulation der kutanen Nervenendigungen führt zum Juckreiz 

und in den Atemwegen kommt es zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur. Dies stellt die 

Sofortreaktion dar. Sie setzt bei wiederholtem Kontakt mit dem Allergen innerhalb von 

Sekunden ein (72).  

 

2.2.3 Spätreaktion 

Nach circa acht bis zwölf Stunden kommt es zur verzögerten Immunreaktion. Die aktivierten 

Mastzellen sezernieren Zytokine, die zu einer Induktion allergen-spezifischer TH2 Zellen führen 

(65). Die Pathogenese des Asthma bronchiale, und von Allergien allgemein, wird entscheidend 

von der inadäquaten Überproduktion von TH2 Zytokinen bestimmt: Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-9 

und IL-13 gehören zu den wichtigsten. IL-4 bedingt eine erneute Synthese von IgE durch 

antigenspezifische B Zellen (Abb. 5). Das IL-5 ist verantwortlich für die Differenzierung und 

Aktivierung von eosinophilen Granulozyten, die maßgeblich an der allergischen Inflammation 

beteiligt sind. Durch Degranulation werden basische toxische Proteine aus Vesikeln der 

eosinophilen Granulozyten freigesetzt, die zu einer Epithelschädigung der Atemwege führen. 

Über das Zytokin IL-9 kommt es zu einer gesteigerten Differenzierung von Mastzellen. IL-13 

erhöht die Mukusproduktion im Respirationstrakt und führt zu einer Atemwegshyperreaktivität 
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(AHR) (197, 217, 103). Die AHR ist ein Hauptmerkmal des bronchialen Asthmas. Es ist eine 

Überempfindlichkeit der glatten Atemwegsmuskulatur auf unspezifische Reize (196). 

Letztendlich mündet die Spätreaktion in eine chronische Entzündung der Atemwege durch die 

Akkumulation von TH2 Zellen, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen. Es kommt zur 

Zerstörung und zum fibrotischen Umbau des Atemwegsepithels, dem Remodeling.  

 

 

 

Abb. 5: Spätreaktion der allergischen Entzündungsreaktion 
Im Zentrum der Spätreaktion steht die TH2 Zelle, die über die DCs aktiviert wird. Die inadäquat 
hohe Ausschüttung der TH2 Zytokine führt zur Aktivierung von eosinophilen Granulozyten, 
Mastzellen, basophilen Granulozyten und B Gedächtniszellen. Beim Asthma bronchiale endet 
diese Überreaktion in einer AHR und dem Remodeling (modifiziert nach Larché et al. 
Nat.Rev.Immunol. 2006) (112). 
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2.3 TH1 / TH2 Paradigma 

Die TH1 / TH2 Zell-Dichotomie wurde von T. R. Mosmann und R. L. Coffman Ende der 

Achtziger Jahre beschrieben (139). Dieses Paradigma hat wesentlich zur Aufschlüsselung der T 

Zell-Funktionen beigetragen, stellt jedoch eine starke Vereinfachung des komplexen Systems der 

TH Zellen dar (42, 43, 141). TH1 Zellen produzieren überwiegend Interferon-γ (IFN-γ) und IL-2 

(140) und sind wesentlicher Bestandteil bei der Bekämpfung von intrazellulären 

Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Hefen (179). Aus undifferenzierten naiven TH Zellen 

entstehen durch den Einfluss von IL-12 und den Transkriptionsfaktoren T-box transcription 

factor (T-bet) und Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) -4 aktive TH1 

Zellen (29, 93, 191). Bei der Ausdifferenzierung von TH2 Zellen sind neben IL-4 die 

Transkriptionsfaktoren GATA-3 und STAT-6 beteiligt (98, 221). TH2 Zellen produzieren 

vorwiegend IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 sowie IL-2 und spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Abwehr von extrazellulären Parasiten (156, 178). Über diese Interleukine induzieren TH2 Zellen 

eosinophile Granulozyten, die Produktion von IgE (46), die Differenzierung von Mastzellen, 

eine Steigerung der Mukusproduktion und die AHR (197, 167). Eine Überproduktion von TH1 

assoziierten Zytokinen wird bei Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ 1, Rheumatoider 

Arthritis oder Multipler Sklerose (73, 118, 146, 160) und Abstoßungsreaktionen nach 

Transplantation beobachtet, während die TH2 assoziierten Zytokine bei allergischen Reaktionen 

wie dem Asthma bronchiale und parasitärem Befall sehr hoch sind (166, 81, 147).  

Das TH1 / TH2 Paradigma betrachtet die TH1 Zellen und die TH2 Zellen als direkte Gegenspieler 

(Abb. 6). Die durch Zytokine vermittelte gegenseitige Beeinflussung ist ein wichtiges Prinzip der 

Immunregulation (149).  
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Abb. 6: Das TH1 / TH2 Paradigma 
TH1- und TH2 Zellen waren die beiden ersten TH Zell-Subtypen, die beschrieben wurden, wobei 
eine gegenseitige Beeinflussung postuliert wurde. Bis heute ist die Vorstellung, dass beide 
Zellen Gegenspieler sind, nicht widerlegt, gilt jedoch als sehr vereinfacht und das TH1 / TH2 
Paradigma gibt nur einen Ausschnitt von vielen TH Zellen wieder (modifiziert nach Coffman, R. 
L. Nat. Immunol. 2006) (43).  

 

Die IL-4 vermittelte Herunterregulierung des Rezeptors für IL-12 (190) oder umgekehrt die 

hemmende Wirkung des TH1 Zytokins IFN-γ auf die Entwicklung der TH2 Antwort (56) sind nur 

zwei Beispiele für eine Vielzahl von Interaktionen, die das Immunsystem immer wieder neu 

einstellen.  

Die Beobachtung, dass TH1 Zellen in manchen Systemen TH2 Zellen gegenregulieren können, 

hat zu der Annahme geführt, dass allergenspezifische TH1 Zellen das Auftreten allergischer 

Erkrankungen und Asthma in gesunden Individuen verhindern (177). Neuere Studien zeigen 

jedoch, dass dies nicht zutrifft. Es konnte gezeigt werden, dass TH1 Zellen sich pro-

inflammatorisch auswirken und diese TH1 assoziierte Immunantwort allergische Erkrankungen 

und Asthma nicht positiv beeinflussen (76, 162). Die Arbeitsgruppe um D. T. Umetsu und 

andere Autoren haben gezeigt, dass der adoptive Transfer von TH1 Zellen im Mausmodell TH2 

Effektorzellen nicht etwa blockiert, sondern die Atemwegsentzündung noch verstärkt (76). 
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Zusätzlich sind in den Lungen nichtallergischer Individuen keine allergenspezifischen T Zellen 

nachweisbar, auch keine TH1 Zellen. Diese Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass 

Regulationsmechanismen existieren, die vor der Entwicklung allergischer Erkrankungen und 

Asthma schützen, ohne dass es zu einer Infiltration von TH1 Zellen kommt (198).  

Bach et al. konnten zeigen, dass in den letzten Jahrzehnten sowohl die Inzidenz von TH1- als 

auch TH2- assoziierten Krankheiten gestiegen ist. Autoimmunerkrankungen ebenso wie die 

allergischen Erkrankungen nehmen in der Bevölkerung zu. Wären TH1 und TH2 direkte 

Gegenspieler, so müsste, wenn eine Krankheitsgruppe zunimmt, die andere Seite abnehmen (17). 

Dies ist jedoch nicht der Fall. Es muss weitere Mechanismen für die Homöostase des 

Immunsystems geben, neben der gegenseitigen Regulierung von TH1 und TH2 (33). Man geht 

heute von einer Vielzahl verschiedener T Zellen mit variierenden Zytokinprofilen aus. Schon 

1989 postulierten T. R. Mosmann und R. L. Coffman, dass ihr Paradigma erweiterbar sei (140). 

Seitdem sind weitere Subpopulationen charakterisiert worden. Zu ihnen gehören „tolerante“ T 

Zellen, die eine regulatorische Rolle spielen. Diese protektiven Regulationsmechanismen 

gesunder Individuen scheinen eine allergenspezifische Toleranz zu sein, sehr wahrscheinlich 

bedingt durch aktive regulatorische T Zellen (Treg Zelle).  

 

2.4 Regulatorische T Zellen 

Eine der grundlegenden Fragen in der Immunologie ist, wie es zur Ausbildung einer 

immunologischen Toleranz kommt und wie sie aufrechterhalten wird. Das Immunsystem höherer 

Organismen steht vor der Aufgabe, ein Gleichgewicht zu schaffen zwischen effektiver 

Immunabwehr gegen potentiell gefährliche Mikroorganismen einerseits und Immuntoleranz 

gegen ungefährliche Antigene andererseits.  

Neben der klonalen Deletion und der Anergie, die eine Selbsttoleranz über Elimination oder die 

funktionelle Inaktivierung von Lymphozyten induzieren (6, 127, 155), ist in einer Vielzahl von 

Untersuchungen die Existenz von Treg Zellen eindeutig belegt worden (14, 122, 173). Diese 

können aktiv eine Induktion und Expansion von Effektor T Zellen unterdrücken. Treg Zellen 

nehmen eine Schlüsselfunktion in der Aufrechterhaltung der Homöostase des Immunsystems ein. 

Sie bewirken eine Toleranz gegenüber Auto- und Fremdantigenen (Abb. 7).  
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Abb. 7: Effekte regulatorischer T Zellen 

Treg Zellen üben ihre regulatorische Funktion unter anderem über die Zytokine IL-10 und TGF-β 
aus. Sie wirken überwiegend suppressiv auf verschiedene Zellen des Immunsystems 
(modifiziert nach Akdis M. Curr.Opin.Immunol. 2009) (11).  

 

Diese wichtige regulatorische Rolle kann über Ausschüttung inhibitorischer Zytokine, direkte 

Inhibition von T Zellen oder direkten Einfluss auf antigenpräsentierende Zellen erklärt werden. 

Die Signale, welche die Differenzierung von T Zellen in eine aktivierende oder in eine 

regulatorische Funktion polarisieren, sind noch ungeklärt. Es ist bisher nicht bekannt, ob Treg 

Zellen einen grundsätzlich eigenständigen Zelltyp darstellen, oder ob herkömmliche T Zellen je 

nach Stärke und Qualität bestimmter Signale sich entweder zu aktiven Effektoren oder 

Regulatoren des Immunsystems differenzieren. 
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Nachdem ihre Existenz lange Zeit angezweifelt wurde, sind inzwischen eine Vielzahl 

unterschiedlicher Typen von Treg Zellen beschrieben worden. Zu ihnen gehören CD4+CD25+ T 

Zellen, TH3, TR1, natürliche Killer T Zellen (76), TH1-ähnliche und TH2-ähnliche regulatorische 

Zellen (Abb. 8).  

Am besten untersucht sind die CD4+CD25+ T Zellen, die sich im Thymus gesunder Mäuse 

entwickeln (173, 174). Sie machen etwa 5 - 10% aller CD4+ T Zellen naiver Mäuse aus und 

hemmen autoreaktive T Zellen. Von besonderer Bedeutung ist der Transkriptionsfaktor Forkhead 

box p3 (Foxp3), der spezifisch für diese Zellen zu sein scheint (53, 57, 58, 88). Die Depletion 

der CD4+CD25+ T Zellen bewirkt die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie 

Thyreoiditis, chronisch entzündliche Darmerkrankungen oder den Typ 1 Diabetes. Klinisch zeigt 

sich dies als immune Dysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-gekoppeltes Syndrom 

(Immune Disregulation, Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked syndrome = IPEX) bei 

Menschen oder in so genannten Scurfy Mäusen (37, 39). Zellen mit diesen Eigenschaften werden 

auch natürliche Treg Zellen genannt.  

Den natürlichen Treg Zellen werden die adaptiven Treg Zellen gegenübergestellt (31). Als adaptive 

Treg Zellen werden antigen-spezifische Treg Zellen bezeichnet, die sich in der Peripherie aus 

naiven TH Zellen differenzieren. Hierzu gehören die antigenspezifischen TR1 Zellen, die in vitro 

unter IL-10 Gabe entstehen, selbst IL-10 produzieren und die Entwicklung einer experimentell 

induzierten Colitis ulcerosa in Severe Combined Immunodeficiency (SCID) -Mäusen verhindern 

(73).  

Orale Antigenexposition führt zur Ausbildung von TH3 Zellen in den mesenterialen 

Lymphknoten. Sie produzieren IL-10, Transforming Growth Factor-β (TGF-β) und IL-4. Sie 

wirken der Entstehung einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) entgegen 

und können sie sogar unterdrücken. Die EAE stellt ein Tiermodell für die Multiple Sklerose des 

Menschen dar (41). 

Bei den TH1-ähnlichen Treg Zellen handelt es sich um eine Population von adaptiven Treg Zellen, 

die sich in vivo aus naiven CD4+CD25- T Zellen während einer TH1 gewichteten Immunantwort 

entwickeln. Die TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen sind die regulatorischen T Zellen, deren 

funktionelle Eigenschaften in dieser Arbeit näher untersucht wurden. CD8α+DCs induzieren die 

Entstehung dieser Treg Zellen in vivo. Ausgereifte CD8α+DCs produzieren IL-10 und IL-12 und 

exprimieren den Inducible Costimulator-Ligand (ICOSL). Blockiert man eines der Zytokine 

oder den Inducible Costimulator (ICOS)-ICOSL-Weg, ist der inhibitorische Effekt der TH1-
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ähnlichen Treg Zellen aufgehoben. Alle drei Induktionswege scheinen für die Ausreifung der Treg 

Zellen von zentraler Bedeutung zu sein (184).  

Diese Subpopulationen von T Zellen besitzen klassische Eigenschaften von TH1 Zellen wie die 

Expression von T-bet, die Produktion von IFN-γ und die Induktion über CD8α+ DCs. Sie zeigen 

jedoch auch charakteristische Merkmale einer regulatorischen T Zelle wie die Expression von 

ICOS und Foxp3 und die Fähigkeit IL-10 zu exprimieren. Trotz ihrer engen Beziehung zu TH1 

Zellen lassen sich diese Treg Zellen klar abgrenzen (184).  

Diese, für das Antigen Ovalbumin (OVA) spezifischen TH1-ähnlichen Treg Zellen (TH1reg 

Zellen), stellen in gewisser Hinsicht das Gegenstück zu den TH2-ähnlichen Treg dar. TH2-ähnliche 

Treg werden über CD8α- DCs induziert, exprimieren den TH2-Haupttranskriptionsfaktor GATA3 

und, ebenso wie die TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen, Foxp3 und IL-10. In einem 

Zwischenstadium produzieren sie IL-4 (5). Beide Zellpopulationen sind in der Lage eine 

bestehende AHR zur unterdrücken.  

Natürlich 
vorkommende Treg

Adaptive Treg

 
Abb. 8: Schematische Darstellung verschiedener regulatorischer T Zellen  
Aus dem Thymus entwickeln sich direkt natürlich vorkommende Treg Zellen und naive CD4+- 
und CD8+ T Zellen. Naive CD4+ T Zellen entwickeln sich weiter zu TH1-, TH2- und 
verschiedenen adaptiven Treg Zellen. Beide Arten von Treg Zellen wirken hemmend auf die TH1- 
und TH2 Zellen. (Prof. Dr. Philippe Stock) 
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Das Ausbleiben dieser Toleranzentwicklung scheint ein wichtiger ätiologischer Faktor für 

allergische Erkrankungen zu sein und bietet daher einen vielversprechenden Ansatz für die 

Therapie (87).  

 

2.4.1 Therapieansätze mit regulatorischen T Zellen  

Auch wenn die Symptome von allergischen Erkrankungen und Asthma häufig effektiv 

pharmakologisch unterdrückt werden können, zum Beispiel mit Corticosteroiden, Beta-

Mimetika, Leukotrien-Rezeptor Antagonisten, Antihistaminika oder anderen Immunsuppressiva, 

so stellen diese Therapieoptionen keine kurative Lösung dar und bedeuten für den Patienten 

meist eine lebenslange Einnahme der Medikamente (86).  

Wenn man die Schutzmechanismen gesunder Individuen betrachtet, so deutet vieles darauf hin, 

dass Treg Zellen eine zentrale Rolle bei der Vermeidung allergischer Erkrankungen einnehmen 

(186). Es stellt sich die Frage, ob das Fehlen oder die Fehlfunktion von Treg Zellen der Grund für 

allergische Erkrankungen und Asthma ist. Eine Erklärung für das Ansprechen von Atopikern auf 

eine spezifische Immuntherapie (SIT) wäre die Induktion von Treg Zellen (9).  

Die SIT stellt derzeit die einzige bekannte Behandlung allergischer Erkrankungen mit kurativem 

Ansatz dar. Bei Erfolg bewirkt sie eine lang anhaltende bis lebenslange Immuntoleranz 

gegenüber Allergenen und kann präventiv vor dem Voranschreiten einer allergischen 

Erkrankung schützen (48, 135). Auch wenn sie schon seit fast einem Jahrhundert angewandt 

wird, werden die Mechanismen der Allergen-SIT bisher nicht vollkommen verstanden. Die Rolle 

der Treg Zellen bei der Wiederherstellung einer normalen Immunität gegenüber Allergenen wird 

zunehmend akzeptiert (10) (Abb. 9).  
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Abb. 9: Effekte der allergen-spezifischen Immuntherapie 
Die Allergen-SIT reduziert die Symptome einer Allergie und den Verbrauch von Medikamenten, 
erhöht die Lebensqualität und wirkt präventiv gegen ein Weiterschreiten einer bestehenden 
Allergie und beschützt ebenso vor neuen Sensibilisierungen gegenüber anderen Allergenen. 
Die Zahl der Treg Zellen ist erhöht. Die Degranulation sowie die Zahl von Mastzellen und 
basophilen Granulozyten wird reduziert, ebenso wie die Zahl eosionophiler Granulozyten und 
Gewebsmastzellen im Bereich der Allergenexposition. Die Zahl von TH1- und TH2 Zellen wird 
durch eine allergen-spezifische Immuntherapie reduziert. IgE nimmt ab und es kommt zu einem 
Immunglobulin-Klassenwechsel Richtung IgA, IgG1 und IgG4. (modifiziert nach Akdis M. Akdis 
C. J.Allergy Clin.Immunol. 2007).  

 

Treg Zellen sind in der Lage TH1- und TH2 Zellen zu inhibieren und nehmen so eine 

Schlüsselfunktion bei der Allergen-SIT ein. Über die Produktion von IL-10 und TGF-β bewirken 

adaptive TR1 Zellen und natürliche CD4+CD25+ T Zellen bei allergenspezifischen B Zellen einen 

Immunglobulin-Klassenwechsel von IgE zu IgG4, IgG1 und IgA. Darüber hinaus wird die 

Ausschüttung von Zytokinen zur Induktion von Mastzellen, basophilen- und eosinophilen 

Granulozyten, die eine allergische Inflammation maßgeblich unterstützen, inhibiert (8, 11, 201).  
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Die subcutane Immuntherapie (SCIT) benötigt bis zu 100 Injektionen, um eine 

Hyposensibilisierung erfolgreich abzuschließen. Dies ist ein entscheidender Nachteil, besonders 

bei der Behandlung von Kindern. Die sublinguale Immuntherapie (SLIT) wird daher zunehmend 

akzeptiert, auch wenn eine sehr viel höhere Dosis an Allergenen benötigt wird, um einen Erfolg 

zu erreichen. Bei beiden Applikationsformen, ob subcutan oder über die orale Schleimhaut, 

können die verwendeten Lösungen toxische oder nicht-allergische Proteine enthalten, wodurch 

es zu Nebenwirkungen kommen kann, in seltenen Fällen bis zu einer Anaphylaxie (216). Daher 

ist eine Modifizierung der Allergen-SIT durchaus erwünscht, um die Therapie effizienter und 

sicherer zu gestalten. Für dieses Ziel ist das Verständnis der Funktionsweise der Treg Zellen von 

essentieller Bedeutung.  

 

2.5 Hypothesen 

Allergische Erkrankungen wie das Asthma bronchiale stellen ein weit verbreitetes 

Gesundheitsproblem dar, dem bis heute kein kuratives Behandlungskonzept gegenübersteht. 

Eine Möglichkeit protektive Immunität zu induzieren erhofft man sich aus dem Verständnis der 

Funktionsmechanismen regulatorischer T Zellen.  

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass natürlich vorkommende CD4+CD25+ Treg 

Zellen ihre regulatorischen Funktionen in vitro durch direkten Zellkontakt ausbilden. In vivo 

scheint der Einfluss der immunsuppressiven Zytokine zu überwiegen.  

Die erste Hypothese dieser Arbeit lautet: Der inhibitorische Effekt von regulatorischen T 

Zellen auf naive CD4+ T Zellen beruht in vitro auf einem direkten Zellkontakt.  

Da das gut erforschte murine Immunsystem dem des Menschen sehr ähnlich ist, wurde für die 

Durchführung dieser experimentellen Studien ein Mausmodell gewählt, um die systematische 

Entwicklung TH1-ähnlicher regulatorischer Zellen zu analysieren. Die Etablierung dieses 

murinen Modellsystems war aus der Arbeitsgruppe von D. T. Umetsu bekannt und wurde für die 

Bearbeitung der Fragestellungen übernommen.  

Neben der Funktionsweise regulatorischer T Zellen ist die Induktion dieser Zellen noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Manche Forschungsergebnisse geben Hinweise darauf, dass die Induktion 

regulatorischer T Zellen durch die Anwesenheit immunsuppressiver Substanzen gehemmt wird. 

Dies würde bedeuten, dass Immunsuppressiva die körpereigenen Schutzmechanismen 

unterdrücken und so der Langzeitverlauf allergischer Erkrankungen und Asthma negativ 

beeinflusst wird. Gegenwärtig stellen Corticosteroide und andere immunmodulatorische 
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Substanzen jedoch die einzige sichere Therapie schwerer allergischer und asthmatischer 

Erkrankungen dar.  

Die zweite Arbeitshypothese lautet: Immunmodulatorische Substanzen hemmen die 

Induktion regulatorischer T Zellen und somit die Toleranzentwicklung.  

Um neue und kurative Behandlungsmöglichkeiten im Bereich von allergischen Erkrankungen 

und Asthma entwickeln zu können, müssen wir auch im humanen Immunsystem 

Zusammenhänge verstehen und weiter erforschen. Ein Ansatz besteht in der Aktivierung 

regulatorischer T Zellen über Adjuvantien wie die hitzeinaktivierten Listerien (HKL = Heat-

Killed-Listeria), die sich im murinen Modell als erfolgreich erweisen.  

Die dritte Hypothese lautet: Humane Immunzellen von allergischen Patienten reagieren auf 

HKL in vitro ähnlich wie Zellen des murinen Immunsystems.  

 

Ziel I: Analyse der Funktionsweise regulatorischer T Zellen 

a) Zellkontakt 

b) Zytokine 

Ziel II: Pharmakologischer Einfluss auf regulatorische T Zellen 

a) Prednisolon und Methylprednisolon 

b) Tacrolimus und Cyclosporin A 

Ziel III: Analyse regulatorischer T Zellen des Menschen 

a) Beeinflussung der humanen Immunantwort durch HKL  
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 

 

3.1 Tiere 

BALB/c Mäuse     Charles River Laboratories, Sulzfeld, D 

BALB/c Mäuse     Harlan Winkelmann, Borchen, D 

DO11.10 Mäuse     Bundesinstitut für Risikobewertung,  
Berlin, D 

 

Die sechs bis zwölf Wochen alten weiblichen Tiere wurden (in Gruppen von drei bis acht 

Mäusen pro Käfig) in einem Individually Ventilated Cages (IVC)-System gehalten. Die 

Versuche mit Tieren wurden alle gemäß des Tierschutzgesetztes durchgeführt und nach §8 Abs. 

1 des Tierschutzgesetzes durch das Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin vorab 

genehmigt.  

 

3.2 Material 

3.2.1 Chemikalien 

Aluminiumhydroxid Al(OH)3, Inject Alum  Pierce, Rockford, IL, USA 

Anti-Biotin MicroBeads    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

Antikörper (markiert): 

 CD11c,  
 Indodicarbocyanin (Cy5)  Robert Koch Institut (RKI) 

 CD8a, Phycorythrin (PE)  RKI 

 CD4, Peridinin-chlorophyll- 
 protein complex PerCP  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

 CD3, Fluoreszein- 
 Isothiocyanat(FITC)Becton  Dickinson, Heidelberg, D 

 CD86, (PE)   RKI 

 MHC II, (FITC)   RKI 

 KJ 1.26, biotinyliert  RKI 

 Streptavidin, (APC)  RKI 

 CD4, (PE)  RKI 

      OVA-T Zell Rezeptor- 
      bio KJ-1.26    RKI 
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autoMACS Running Buffer    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

autoMACS Pro Washing Solution   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

BD OptEIA Set Mouse IL-4    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Mouse IL-10   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Mouse INF-γ   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Human TGF-β1   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Mouse IL-2    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

β-Mercaptoethanol     Sigma, St. Louis, MO, USA 

CD4+ T Cell Isolation Kit (no touch)   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

CD8+ Dendritic Cell Isolation Kit mouse  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

CellTrace CarboxyFluoroscein Succinimidyl  
Ester (CFSE) Cell Proliferation Kit   Invtrogen, Paisley, UK 

Collagenase Typ IV     Worthington, Lakewood, NJ, USA 

Cyclosporin A      Sigma, St. Louis, MO, USA 

Deoxyribonuclease (DNAse)I Typ IV 15KU Sigma, Steinheim, D 

Dexamethason     Sigame, St. Louis, MO, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Merck, Darmstadt, D 

Di-Natriumhydrogenphosphat Na2HPO4  Braun, Melsungen, D 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Braun, Melsungen, D 

Fetales Kälberserum (FKS) (10 %)   GIBCO, Eggenstein, D 

Ficoll-Paque      GE Healthcare, Feiburg, D 

Forene       Abbott, Wiesbaden, D 

Freund’s Adjuvant Incomplete (IFA)  Sigma, Saint Louis, MO, USA 

Granulocyte Monocyte Colony Stimulating  
Factor (GM-CSF), rekombinant murin  Cell Concepts, Umkirch, D 
Heat Killed Listeria monocytogenes (HKL)  InvivoGen, San Diego, CA, USA 

Isotypen: 

 Rat ID10-Cy5   RKI 

 Rat IgG2aκ−PE   RKI 

 Mu IgG2aκ−PerCP  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

 Mu IgG2aκ−FITC   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

 Rat IgG2aκ−PE   RKI 

 Rat IgG2aκ−FITC   RKI 

Ketanest [50 mg/ml] (Ketaminhydrochlorid) DeltaSelect, Dreieich, D 
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L-Glutamin [2mM]     PAA Laboratories, Linz, A 

Lieschgras      Alk-Scherax, Wedel, D 

Medium (RPMI 1640)    Seromed, Biochrom, Berlin, D 

Methylprednisolon     Sigma, St. Louis, MO, USA 

Natriumcarbonat Na2CO3    Braun, Melsungen, D 

Natriumchlorid NaCl  
(0,9%ige, wässrige Lösung)    Braun, Melsungen, D 

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3   Braun, Melsungen, D 

Natriumhydrogenphosphat NaH2PO4  Braun, Melsungen, D 

Ovalbumin (OVA VI)    Sigma, St. Louis, MO, USA 

Penicillin [100 U/ml]     Seromed, Biochrom, Berlin, D 

Phosphate Buffered Saline (PBS)-Dulbecco (1x) Seromed, Biochrom, Berlin, D 

Prednisolon      Sigma, St. Louis, MO, USA 

Rompun 2% (Xylazinhydrochlorid)   Bayer, Leverkusen, D 

Schwefelsäure H2SO4 (2M)    Merck, Darmstadt, D 

Streptomycin [100 mg/ml]    Seromed, Biochrom, Berlin, D 

Szintillationsflüssigkeit    Beckmann Inst., Fullerton, USA 

Tacrolimus      astellas, München, D 
3[H]-Thymidin     Amersham Buchler, Braunschweig., D 

TMB Substrate Reagent Set     Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Türksche Lösung     Sigma, Steinheim, D 

Tween 20      Sigma, Deisenhofen, D 

2-Propanol (70%ig in Aqua dest.)   Merck, Darmstadt, D 

 

Beschichtungspuffer:  

0,1M Natrium-Carbonat-Puffer; pH 9,5: 

 2,10 g NaHCO3 

 0,89 g Na2CO3  

 250 ml Aqua dest.  

0,2M Natrium-Phosphat-Puffer; pH 6,5: 

 2,95 g Na2HPO4 

 4,03 g NaH2PO4 

 250 ml Aqua dest.  

 



TIERE, MATERIAL UND METHODEN                                                                              28 

Blockpuffer; pH 7,0: 

 450 ml PBS-Dulbecco (1x)  

 50 ml FKS(10 %) 

 

Kulturmedium: 

Medium (RPMI 1640) 

L-Glutamin [2mM] 

Streptomycin [100 mg/ml] 

Penicillin [100 U/ml] 

β-Mercaptoethanol 

FKS (10 %)  

 

Waschpuffer für den Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA): 

 50 ml PBS-Dulbecco (1x)  

 0,5 ml Tween 20 (0,005 %) 

 950 ml Aqua dest.  

Waschpuffer für den Magnetic Activated Cell Sorter (MACS): 

  500 ml PBS-Dulbecco (1x) 

  2,5 ml FKS (0,5%) 

  0,292 g EDTA (2mM) 

 

3.2.2. Geräte 

autoMACS Columns     Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

autoMACS Pro Separator     Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

Blutentnahme-Röhre     Krankenhaus Zehlendorf, Berlin, D 

Brutschrank, Heracell     Heraeus, Hanau, D 

Durchflusszytometer     Beckman Coulter, Krefeld, D 

Durchlichtmikroskop, Primo Star   Carl Zeiss, Jena, D 

ELx405 Microplate Washer    BioTek, Bad Friedrichshall, D 

Filterplättchen      Filter Dunn Labortech, Asbach, D 

Flachbodenplatte (96 Well), Immune Maxisorp Nunc, Roskilde, DK  

FLUOstar OPTIMA     BMG Labtech, Offenburg, D 

Injekt-F-Einmalspritze (1 ml)   Braun, Melsungen, D  
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Inverses Lichtmikroskop    Hundt, Wetzlar, D 

Kanülen, Microlance     Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Kolbenhubpipette (10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg, D 

Konische Reagenzgläser (15 ml und 50 ml)  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Liquid-Szintillationsmessgerät (Wallac1409) Wallac, Turku, F 

Mehrkanalpipette (10 µl, 100 µl, 200 µl)   Eppendorf, Hamburg, D 

Multipipette plus     Eppendorf, Hamburg, D 

Pari-Boy®      Pari-Werke, Starnberg, D 

Petrischalen (ø 35 mm)    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Petrischalen (ø 100 mm)    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Pipetten (5 ml und 10 ml) Barloworld Scientific, Stone, Staffordshine,  
 UK 

Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 1000 µl  Sarstedt, Nürnberg, D 

PP-Rundboden Röhrchen 1,3 ml   Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 

Präparationsbesteck     J. Schmid Laborbedarf, Berlin, D 

Pre-Separation Filters     Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

Reagiergefäß 1,5 ml     Sarstedt, Nürnberg, D 

Reagiergefäß 2 ml     Sarstedt, Nürnberg, D 

Rotlichtlampe      Osram, München, D 

Rundbodenröhrchen (5 ml), Polysterol  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Skalpell, No. 21     Feather, Osaka, J 

Spritzen (1 ml), Plastikpak    Becton Dickinson, Heidelberg, D  

Spritze (5 ml)      Braun, Melsungen, D 

Sterilbank, Herasafe     Heraeus, Hanau, D 

Szintillationsröhrchen (5 ml)    Packard Instruments, Groningen, D 

Transfer-Pipette     Sarstedt, Nürnberg, D 

Top-Mix        Fischer Bioblock Scientific, Illkirch Cedex, F 

Zellharvester      Titertek, Lier, N 

Zellkultur-Einsatz, Porengröße 0.4 µm  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Zellkulturplatte (24 Well), Flachboden  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Zellkulturplatte (96 Well), Rundboden  Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Zellsieb 70 µm, Falcon    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Zentrifuge, Megafuge 1.0R    Heraeus, Hanau, D 

4-Wegehahn, blau 360°    Smith, Kirchenseen, D 
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3.3 Methoden 

3.3.1 Etablierung von HKL als Immunadjuvans 

3.3.1.1  Immunisierung mit dem Immunadjuvans HKL 

Zur Etablierung von HKL als Immunadjuvans wurden BALB/c Mäuse (Harlan Winkelmann) 

intradermal (i.d.) in Ohren beziehungsweise (bzw.) Fußsohlen am Tag 0 immunisiert. Die 

Injektionslösung bestand für die Verumgruppe aus 200 µg OVA , 200 µl PBS und 100 µl IFA 

(pro Maus: 200 µl) und für die Positivkontrolle aus 200 µg OVA, 100 µl HKL (4x108 

Organismen) und 100 µl IFA (pro Maus: 200 µl). Die drei Substanzen wurden jeweils in einem 5 

ml Rundbodenröhrchen mit einer 1 ml-InjektF-Einmalspritze und einer 0,9 mm x 40 mm Kanüle 

gemischt. Zur Injektion wurde dieselbe 1 ml-Injekt-F-Einmalspritze verwendet mit einer 0,9 mm 

x 25 mm Kanüle. Die i.d.-Applikation erfolgte in allgemeiner Anästhesie mit Ketanest/Rompun 

(1 Ampulle 10 ml Ketanest gemischt mit 1,66 ml Rompun und anschließend mit NaCl 0,9% 1:4 

verdünnt) intraperitoneal (i.p.).  

 

3.3.1.2  Isolierung der Zellen und Restimulation in vitro 

Die Analyse der Tiere fand am Tag 7 statt. Die immunisierten Mäuse wurden durch zervikale 

Dislokation getötet und die drainierenden Lymphknoten entnommen. Bei der i.d.-Gabe in die 

Ohren wurden die zervikalen Lymphknoten entnommen, bei der i.d.-Gabe in die Fußsohlen 

entsprechend die poplitealen und inguinalen.  

Die Lymphknoten jedes Tieres wurden separat aufgearbeitet. In einem Zellsieb in einer 

Petrischale wurden alle Lymphknoten eines Tieres mit Hilfe des Spitzenstempels einer 1 ml-

Spritze vorsichtig durchgerieben. Die gewonnene Zellsuspension wurde in Medium mit 2 % FKS 

in ein 15 ml Reagenzglas aufgenommen und für 10 Minuten (min) bei 4 Grad Celsius (°C) und 

1300 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet erneut in Medium mit 

2 % FKS gelöst. Nach 10 min Ruhen im Kühlschrank wurde der Überstand abgenommen und in 

ein neues 15 ml Reagenzglas überführt und die Zellzahl mit Türkscher Lösung in der Neubauer-

Zählkammer ermittelt.  

Für die Restimulation wurde eine 96 Well-Zellkulturplatte verwendet und pro Well 5x105 Zelle 

für die Analyse der sekretorischen Zytokine eingesetzt und 2,5x105 Zellen für das Messen der 

Proliferation. Das Kulturmedium wurde mit OVA VI zur Restimulierung der Zellen versetzt, in 
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den Konzentrationen: 0; 31,25; 62,5; 125; 250 und 500 µg/ml. Das Endvolumen betrug 200 

μl/Well. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C mit 5% CO2.  

 

3.3.1.3  Analyse der Zytokinüberstände mittels ELISA 

Für die Analyse der sekretorischen Zytokine wurden die Überstände der 96 Well-

Zellkulturplatten für IFN-γ nach 48 Stunden und für die Zytokine IL-4 und IL-10 nach 96 

Stunden abgenommen.  

Die Messung der Zytokine IL-4 IL-10 und IFN-γ aus Zellkulturüberständen erfolgte mittels 

ELISA, mit den entsprechenden OptEIA Sets von BD. Es handelte sich hierbei um einen 

Sandwich ELISA (Abb. 10)  

 

 

 

Abb. 10: Schematische Darstellung eines Sandwich ELISA 
Der primäre Antikörper, mit dem der Boden der Zellkulturplatte beschichtet ist, bindet das zu 
untersuchende Zytokin. Der sekundäre Antikörper ist an Biotin gekoppelt und bindet ebenfalls 
an das zu bestimmende Zytokin. Daher der Name Sandwich ELISA. Die Streptavidin-
gekoppelte Peroxidase heftet sich an das Biotin und setzt TMB in Cyanin um. Über die 
Messung der Extinktion des entstandenen Farbstoffes kann die Konzentration des Zytokins 
bestimmt werden.  
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Der jeweilige primäre Antikörper gegen das zu bestimmende Zytokin wurde in Beschichtung-

spuffer gelöst und eine 96 Well-Flachbodenplatte damit beschichtet (50 µl/Well). Die Inkubation 

erfolgte bei +4°C über Nacht. Nach Eliminierung des überschüssigen Antikörpers durch 

dreimaliges Waschen mit Waschpuffer wurden unspezifische Bindungen mittels Blockpuffer 

(200 µl/Well) über eine Stunde bei Raumtemperatur gesättigt. Nach fünfmaligem Waschen 

wurde die zu bestimmende Probe und der Standard, der das zu messende Zytokin in definierten 

Konzentrationen enthält, aufgetragen (50 µl/Well in den Verdünnungen 1:2 und 1:20, 

Dreifachbestimmung). Als Leerwerte wurde Waschpuffer auf die Platte gegeben (Zehnfach-

bestimmung). Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur. Anschließend 

wurde die nicht gebundene Probe durch fünfmaliges Waschen der Platte entfernt, der sekundäre 

biotinylierte Antikörper aufgetragen und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser 

biotinylierte Antikörper bindet spezifisch an das bereits an den primären Antikörper gebundene 

Zytokin. An den Biotinanteil dieses sekundären Antikörpers bindet die Streptavidin-gekoppelte 

Peroxidase. Es setzt das Substrat 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) über eine Redoxreaktion 

in ein Cyanin um. Als Oxidationsmittel wirkt Wasserstoffperoxid. Das entstandene Cyanin 

bewirkt einen Farbumschlag nach blau. Das TMB wird nach achtmaligem Waschen auf die 

Platte gegeben. Die Reaktion wird nach 30 min durch Senkung des pH-Wertes mittels 

Schwefelsäure gestoppt, wobei es erneut zu einem Farbumschlag von blau nach gelb kommt. Die 

Extinktion wurde photometrisch mit dem FLUOstar OPTIMA (Testfilter: 450 nm, 

Referenzfilter: 570 nm) gemessen und durch Vergleich der Standardkurve die Konzentration des 

zu bestimmenden Zytokins berechnet. Hierbei wurde eine 4-Punkt-Kurve in einem doppelt 

logarithmischen Diagramm erstellt.  

 

3.3.1.4  Proliferationsassay 

Nach der Restimulation mit OVA werden die Zellen mit dem β-Strahler 3[H]-Thymidin markiert 

und für weitere 24 Stunden im Brutschrank kultiviert (37°C, 5 % CO2, 25 µl/Well, 18.5 

kBq/Well in PBS). Das 3[H]-Thymidin wird während der Zellteilung als Nukleosidanalogon in 

die Desoxyribonukleinsäure (DNA) proliferierender Zellen eingebaut. Seine Inkorporation kann 

mit Hilfe eines Szintillations-Messgerätes gemessen werden. Die Zellen wurden mit dem 

Zellharvester geerntet, indem der Zellkulturüberstand abgesaugt und die Zellen jeweils einer 

Bodenvertiefung auf ein Filterpapierplättchen überführt wurden (Dreifachbestimmug). Diese 

Plättchen wurden in je einem Szintillationsröhrchen mit 2 ml Szintillationsflüssigkeit aufgelöst 

und die Radioaktivität darin mit einem Flüssigkeitsszintillationsmessgerät bestimmt. Die 
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Inkorporationsrate des 3[H]-Thymidins wird als Stimulationsindex (SI) angegeben, der sich wie 

folgt berechnet: 

SI = Aktivität der Zellen nach Stimulation [cpm] / Aktivität der Zellen ohne Stimulation [cpm].  

 

3.3.2 Generierung und Analyse der Funktionsweise von regulatorischen T Zellen  

3.3.2.1  Immunisierung 

Die Immunisierung erfolgte wie unter 3.3.1.1 beschrieben in BALB/c Mäuse von Chales River, 

mit dem Unterschied der Applikationsform (i.p anstatt i.d).  

 

3.3.2.2  Isolation von CD8α+ dendritischen Zellen mittels MACS 

Am Tag 5 wurden die BALB/c Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und die Milz für die 

Isolation der CD8α+DCs, die mit OVA oder OVA und HKL stimuliert worden waren, 

entnommen.  

Die Milzen wurden in einer Petrischale zerkleinert, mit Medium, DNAseI (1 mg in 1 ml NaCl 

0,9 % gelöst) und Collagenase (1,6 mg in 1 ml NaCl 0,9 % gelöst) für den Verdau versetzt und 

anschließend für zwei Stunden in den Brutschrank gestellt. Alle 30 min wurden die 

Milzfragmente mit einer 5 ml Pipette durch Aufnahme und Abgabe bewegt. Die entstandene 

Zellsuspension mit den verbliebenen Milzfragmenten wurde durch ein Zellsieb gegeben und 

vorsichtig mit der Stempelrückseite durchgedrückt. Die Collagenaseaktivität wurde durch 

Zugabe von 20% FKS gestoppt. Anschließend wurden die Suspensionen zweimal durch 

Zentrifugieren gewaschen (1200 U/min, 10 min, 4°C), mit Türkscher Lösung angefärbt und die 

Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer bestimmt.  

Die Zellisolation erfolgte gemäß der Beschreibung des CD8+ Dendritic Cell Isolation Kit mouse 

mit der MACS Technologie. Hierbei werden superparamagnetische Partikel (circa 50 nm) an 

monoklonale Antikörper gekoppelt, die an die entsprechenden Zielzellen binden. Diese Zellen 

werden über eine Säule gegeben, die sich in einem permanenten magnetischen Feld befindet. Die 

an die magnetischen Partikel gebundenen Zellen werden auf der Säule zurückgehalten und 

können durch das Entfernen der Säule aus dem magnetischen Feld von dieser gewaschen werden 

(133).  
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Die Milzzellen dieses Experiments wurden mit dem Biotin-Antibody-Cocktail (Anti-Maus-

Antiköper gegen: CD90, CD45R und CD45b) 10 min auf Eis inkubiert und anschließend Anti-

Biotin MicroBeads (15 min auf Eis) hinzugefügt. Nach erneutem Waschen wurden die Proben in 

den autoMACS Pro Separator gegeben und mit dem Programm Depl025 die indirekt gefärbten 

Zellen (T, B, und NK Zellen) depletiert. Die restlichen Zellen wurden gewaschen, mit den CD8a 

(Ly-2) MicroBeads (gegen CD8α+ DCs) für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend, nach 

wiederholtem Waschen, in den autoMACS Pro Separator gegeben und mit dem Programm 

Posseld2 positiv selektioniert.  

 

3.3.2.3  Reinheitskontrolle der CD8α+ dendritischen Zellen mittels Durchfluss-

zytometrie 

Die Reinheit der isolierten Zellen lässt sich mittels Durchflusszytometrie quantifizieren. Mit 

Hilfe des Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) können Größe (Vorwärts-Scatter) und 

Granularität (Seitwärts-Scatter) von Zellen ermittelt werden. Durch Markierung von 

Oberflächenantigenen mit fluoreszierenden Farbstoffen lassen sich Zellen im FACS sortieren 

und damit weiter spezifizieren.  

Von der Probe wurden in jedes 5 ml Rundbodenröhrchen 3x105 Zellen gegeben und durch 

Zentrifugieren mit PBS gewaschen. Nach der Inkubation von 10 min mit dem Fc-Block wurde 

mit den vier Antikörpern (CD11c  Cy5, CD8a  PE, CD4  PerCP CD3  FITC) gefärbt. 

Die Isotypen (Rat ID10-Cy5, Rat IgG2aκ−PE , Mu IgG2aκ−PerCP , Mu IgG2aκ−FITC) dienen der 

Kontrolle der unspezifischen Bindungen. Nach 45 min Inkubation auf Eis und im Dunkeln 

wurde erneut mit PBS gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert. Durch die Auswahl 

einer bestimmten Zellpopulation z.B. im Vorwärts-Seitwärts-Scatter können diese Zellen 

genauer betrachtet werden. Man nennt diesen Vorgang „Gaten“. In diesem Fall wurde ein Gate 

auf die dendritischen Zellen gelegt und diese anhand der fluoreszierenden Farbstoffe, mit denen 

die Zellen markiert wurden, weiter untersucht und spezifiziert.  

 

3.3.2.4   Isolation von DO11.10 OVA-TZR-transgenen CD4+CD25- T Zellen 

Nach Töten der DO11.10 TZR-transgenen Mäuse durch zervikale Dislokation wurden die 

Milzen der Tiere entnommen und die Zellen, wie unter 3.3.1.2. beschrieben, aufgearbeitet.  
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Nach der Ermittlung der Zellzahl wurde entsprechend der Angaben des CD4+ T Cell Isolation 

Kits gearbeitet. Hierbei werden CD4+ T Zellen in einem „no-touch“-Verfahren isoliert, indem 

mit biotinylierten Antiköpern gegen CD8a (Ly-2), CD45R (B220), CD49b (DX5), CD11b 

(Mac1) und Ter 115 diese Zellen mit Hilfe von Anti-Biotin MicroBeads depletiert werden 

(autoMACS Pro Separator; Programm: Deplete).  

 

3.3.2.5   Intravenöser Adoptivtransfer von DO11.10 T Zellen und CD8α+DCs 

Für den adoptiven Transfer beider Zellpopulationen wurden BALB/c Mäuse von Charles River 

mit Hilfe einer Rotlichtlampe erwärmt, um eine Weitstellung der Venen zu erreichen. Nach 

Fixierung der Tiere in einer Blutentnahme-Röhre wurden pro Maus 1x106 CD8α+ DCs und 

5x106 DO11.10 T Zellen in 500 µl NaCl 0,9% intravenös (i.v.) in die laterale Schwanzvene 

injiziert.  

 

3.3.2.6   Generierung von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark 

Eine BALB/c-Maus wurde durch zervikale Dislokation getötet und beide Oberschenkelknochen 

mit Rücksicht auf die Unversehrtheit der Knochenmarkshöhlen entfernt. Unter sterilen 

Bedingungen wurden die Knochenmarkshöhlen eröffnet und das Knochenmark mit Hilfe einer 1 

ml Spritze und einer Kanüle (0,55 mm x 25 mm) ausgespült. Das gewonnene Knochenmark 

wurde in Kulturmedium aufgenommen, durch Zentrifugation und Abnahme der Überstände 

gewaschen und anschließend auf fünf Petrischalen (ø 100 mm) aufgeteilt (10 ml/Petrischale). 

Zur Ausdifferenzeirung der DCs wurde der hämatopoetische Wachstumsfaktor GM-CSF 

hinzugegeben (10 ng/ml). Nach sieben Tagen Kultur im Brutschrank (37°C, 5 % CO2) waren die 

dendritischen Zellen des Knochenmarks zu verwenden.  

 

 

 

 

 

 

 



TIERE, MATERIAL UND METHODEN                                                                              36 

3.3.2.7  Reinheitsbestimmung der dendritischen Zellen aus dem Knochenmark 

mittels Durchflusszytometrie  

Entsprechend der Beschreibung unter 3.3.2.3 mit folgenden Antikörpern und Isotypen: 

Antikörper: 

 CD11c, Cy5 

 CD86, PE 

 MHC II, FITC 

Isotypen: 

 Rat ID10-Cy5 

 Rat IgG2aκ−PE 

 Rat IgG2aκ−FITC 

 

3.3.2.8 Isolation der adoptiv transferierten DO11.10 T Zellen und Aufnahme in die 

Co-Kultur mit DCs und naiven DO11.10 T Zellen 

Die beiden Zellpopulationen (adoptiv transferierte T Zellen und naive DO11.10 T Zellen) 

wurden parallel isoliert. Zur Isolierung beider Populationen wurde die Milz der Tiere verwendet. 

Die naiven DO11.10 T Zellen wurden wie in Punkt 3.3.2.4 isoliert und anschließend mit CFSE 

laut den Angaben des Herstellers gefärbt. CFSE ist ein fluoreszierender Farbstoff, der bei jeder 

Zellproliferation zu 50% an die Tochterzellen weitergegeben wird und somit eine genaue 

Beobachtung der Proliferation der naiven DO11.10 T Zellen mittels FACS erlaubt (123). Die 

nicht fluoreszierende Vorstufe von CFSE ist aufgrund von zwei Acetat-Seitenketten sehr gut 

membrangängig und diffundiert leicht in die Zelle. In der Zelle werden die Acetatgruppen von 

intrazellulären Esterasen abgespalten, die Lipophilie und damit auch die Membrangängigkeit 

nehmen ab und das CFSE kann erschwert die Zelle verlassen. CFSE wird kovalent an freie 

Aminogruppen intrazellulärer Proteine gebunden und verliert damit weiter die Tendenz aus der 

Zelle zu diffundieren. Insgesamt stellt es damit einen geeigneten Farbstoff zur 

Proliferationsanalyse dar (154).  

Die adoptiv transferierten DO11.10 T Zellen wurden wie unter 3.3.1.2 angegeben isoliert und 

anschließend mit Hilfe der MACS-Methode weiter aufgereinigt. Hierfür wurden die Zellen mit 

einem biotinylierten Antikörper gegen das Oberflächenantigen KJ 1.26 markiert und nach der 
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Bindung der Anti-Biotin MicroBeads an diesen Antikörper die Zellen positiv selektioniert 

(autoMACS Pro Separator; Programm: Posseld2).  

Für die Bestimmung der Proliferation der T Effektorzellen wurden naive, CFSE gefärbte 

DO.11.10 T Zellen und vorkultivierte dendritische Zellen aus dem Kochenmark beide in einer 

Konzentration von 4x105 vorgelegt. Die adoptiv transferierten DO11.10 T Zellen (Treg Zellen) 

wurden in den Verhältnissen 8:1; 4:1; 2:1 und 1:1 (naive DO11.10 T Zellen: adoptiv 

transferierter DO.11.10 T Zellen) zu den naiven DO11.10 T Zellen eingesetzt, was einer Zellzahl 

von 0,5x105; 1x105; 2x105 und 4x105 entspricht. Dem Kulturmedium wurden 250 µg/ml OVA 

zugesetzt (insgesamt 2300 µl/Well).  

Um den Einfluss des direkten Zellkontakts der adoptiv transferierten DO11.10 T Zellen (Treg 

Zellen) auf die naiven DO11.10 T Zellen (T Effektorzellen) zu untersuchen, wurden die Ansätze 

einmal mit und einmal ohne Zellkultur-Einsätze (Transwell) angesetzt. Die Porengröße der 

eingesetzten Transwell betrug 0,4 µm (Abb. 11).  

 

Abb. 11: Schematische Darstellung der Ansätze mit und ohne Transwell 
Der Ansatz ohne Transwell erlaubt den Treg Zellen in direkten Kontakt mit den DCs und den 
naiven T Effektorzellen zu treten. Bei dem Einsatz von Transwell werden die Treg Zellen von den 
anderen beiden Zellpopulationen getrennt und die Kommunikation zwischen Treg Zellen mit DCs 
und naiven T Effektorzellen kann nur noch über Zytokine stattfinden. Das OVA kann, wie die 
Zytokine, die Membran der Transwell überwinden. Die CFSE-Markierung dient der späteren 
Analyse der Proliferation.  
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Als Negativkontrolle wurde ein Well ohne OVA angesetzt. Die Positivkontrolle bestand aus 

einem Ansatz ohne Treg Zellen (Abb. 12). Die Zellkulturplatten wurden bei 37°C und 5 % CO2 

für 84 Stunden im Brutschrank inkubiert.  

 

 

Abb. 12: Analyse der Funktionsweise regulatorischer T Zellen  

In einer 24 Well Zellkulturplatte enthielten alle Wells naive CFSE-gefärbte DO11.10 T Zellen in 
einer Konzentration von 4x105 Zellen/Well, in gleicher Konzentration Knochenmark-DCs. Die 
adoptiv transferierten DO11.10 T Zellen, die einmal mit HKL behandelt wurden und einmal ohne 
HKL (Pos), wurden in dem im Well angegebenen Verhältnis zu den naiven DO11.10 T Zellen 
zugesetzt. Jeweils ein Ansatz von HKL und Pos waren mit und ein Ansatz ohne Transwell-
Einsätze. Die Analyse erfolgte durch Messung der Proliferation der T Effektorzellen nach 84 
Stunden mittels Durchflusszytometer. Zwei Ansätze waren ohne adoptiv transferierte DO11.10 
T Zellen (Treg) als Positivkontrolle und vier Ansätze ohne OVA als Negativkontrolle.  

 

3.3.2.9  Analyse der Proliferation mittels Durchflusszyometrie 

Die Proliferation der naiven DO11.10 T Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. 

Von den Proben wurden in jedes 5 ml Rundbodenröhrchen 3x105 Zellen gegeben und mit PBS 

durch Zentrifugation gewaschen. Nach der Inkubation von 10 min mit dem Fc-Block wurde mit 

den drei Antikörpern (KJ 1.26-biotinyliert, Streptavidin-APC, CD4-PE) 45 min auf Eis und im 

Dunkeln inkubiert, mit Streptavidin gegengefärbt und anschließend im Durchflusszytometer 

analysiert.  
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3.3.2.10 Analyse der Zytokinüberstände mittels ELISA 

Durchführung entsprechend 3.3.1.3, mit folgenden OptEIA Sets: 

BD OptEIA Set Mouse IL-10   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Mouse INF-γ   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Human TGF-β1   Becton Dickinson, Heidelberg, D 

BD OptEIA Set Mouse IL-2    Becton Dickinson, Heidelberg, D 

 

3.3.3 Einfluss immunmodulatorischer Substanzen auf die Entwicklung regulatorischer T 

Zellen  

3.3.3.1   Immunisierung 

Die Behandlung der Tiere begann am Tag -1 mit der intraperitonealen Gabe des 

Immunsuppressivums (Dexamethason, Prednisolon, Methylprednisolon, Tacrolimus und 

Cyclsporin A) (Abb. 13). Hierbei wurden die einzelnen immunmodulatorischen Substanzen 

(IMS) in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Die beiden Corticosteroide Prednisolon und 

Methylprednisolon wurden in den Konzentrationen: 1000 µg/200 µl; 500 µg/200 µl und 100 

µg/200 µl pro Maus in PBS gelöst. Cyclosporin A wurde in den gleichen Konzentrationen 

gelöst, jedoch nicht in PBS, sondern in DMSO und NaCl 0,9 %. Tacrolimus wurde in NaCl 0,9 

% gelöst in den Konzentrationen: 500 µg/200 µl; 50 µg/200 µl und 5 µg/200 µl. Dexamethason 

wurde wie die beiden anderen Corticosteroide in PBS gelöst und in der Konzentration 100 

µg/200 µl intraperitoneal verabreicht.  
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Abb. 13: Behandlungsprotokoll zur Induktion einer respiratorischen Toleranz und der 
Intervention durch die systemische Gabe von Immunsuppressiva  

Für die Induktion der Toleranz erhielten die Mäuse OVA intranasal (i.n.) an drei aufeinander-
folgenden Tagen (Tag 0,1 und 2). Das zu untersuchende Immunsuppressivum (IMS) wurde 
systemisch vor und während der Toleranzinduktion i.p. verabreicht (Tag -1 und 1). Die 
systemische Sensibilisierung erfolgte am Tag 13 mit OVA / Alum intraperitoneal. Zur Analyse 
erfolgte am Tag 23 die Entnahme der Milzen und die Isolierung und Restimulation der 
Lymphozyten.  

 

Am Tag 0, 1 und 2 wurden die Tiere intranasal mit OVA (100 µg OVA / 50 µl PBS pro Maus) 

immunisiert, um eine antigenspezifische Immuntoleranz zu induzieren. Die intranasale 

Applikation erfolgte in allgemeiner Anästhesie mit dem Narkosegas Isofluran (Forene). Die 50 

µl wurden den Tieren vor die Nase pipettiert und die Mäuse atmeten die Flüssigkeitsmenge ein. 

Am Tag 1 wurde parallel zu der intranasalen Applikation von OVA erneut das 

Immunsuppressivum intraperitoneal verabreicht.  

Die systemische Sensibilisierung der Tiere erfolgte nach zehn Tagen (Tag 13). Hierzu wurden 50 

µg OVA in 2 mg Alum (Adjuvans) in sterilem PBS gelöst und in einem Volumen von 200 

μl/Maus intraperitoneal appliziert. Nach weiteren zehn Tagen (Tag 23) wurden die Milzen der 

Tiere zur Analyse entnommen.  

Als Positivkontrolle wurden Tiere lediglich systemisch sensibilisiert (50 µg OVA in 2 mg 

Al(OH)3 und sterilem PBS gelöst, 200 μl/Maus intraperitoneal). Die Tiere der Negativkontrolle 

blieben unbehandelt. Als Toleranzkontrolle bekamen die Mäuse neben der systemischen 

Sensibilisierung eine allergenspezifische Immuntoleranzinduktion durch dreimalige intranasale 

Applikation von OVA (100 µg OVA / 50 µl PBS pro Maus).  
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Eine weitere Kontrollgruppe stellten die Dexamethason-behandelten Tiere dar, bei denen das 

gleiche Protokoll wie bei den anderen Immunsuppressiva verwendet wurde. Eine Hemmung der 

Ausbildung einer Immuntoleranz bei dieser Behandlung war bereits bekannt (185).  

 

3.3.3.2  Isolation, Restimulierung und Analyse 

Isolation und Restimulation der Milzzellen der behandelten Tiere erfolgte wie unter 3.3.1.2 

beschrieben. Analyse der Zytokinüberstände mittels ELISA wurde wie unter Punkt 3.3.1.3 

durchgeführt. Der Proliferationsassay erfolgte wie unter 3.3.1.4 angegeben.  

 

3.3.4 Einfluss von HKL auf Immunzellen des Menschen 

3.3.4.1  Isolierung peripherer mononukleärer Zellen  

Periphere mononukleäre Zellen (peripheral blood mononuclear cells = PBMC) sind 

Immunzellen, die sich im peripheren Blut befinden. Sie bestehen aus Lymphozyten und 

Monozyten und leisten einen wesentlichen Beitrag zur Immunabwehr. PBMC werden mit Hilfe 

der Ficoll-Dichtegrandienten-Zentrifugation isoliert (35).  

Für die Versuche wurden heparinisierte Blutproben eines Allergikers (gegenüber Lieschgras-

Pollen) und einer gesunden Kontrollperson (Non-Atopiker) verwendet. Beide Blutproben 

wurden wie folgt weiterbehandelt. Nach Verdünnung (1:2 mit dem Medium RPMI 1640) wurden 

30 ml der Probe in einem 50 ml Reagenzglas auf 15 ml Ficoll-Medium überschichtet. Nach 15 

min Zentrifugation bei 2100 U/min (ohne Bremse) und 25°C sammelten sich die PBMC 

entsprechend ihrer spezifischen Dichte in der Interphase. Darüber befinden sich Plasma und 

Thrombozyten. Das Zellsediment bilden die Erythrozyten und Granulozyten, da sie eine höhere 

Dichte als die zu isolierenden Leukozyten und Monozyten besitzen. Letztere wurden vorsichtig 

abgenommen und die gewonnenen Zellen dreimal mit Medium gewaschen, um eventuelle 

Verunreinigungen mit Thrombozyten zu entfernen. Der erste Waschgang wurde bei 1530 U/min 

bei 4°C für 15 min durchgeführt. Die folgenden fanden bei 940 U/min, gleicher Temperatur und 

gleicher Zeit statt.  

Nach der Zellzählung mit Türk´scher Lösung in der Neubauer-Zählkammer wurden die PBMC 

mit CFSE nach Angaben des Herstellers gefärbt.  
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3.3.4.2 Vergleich der Proliferationsrate von PBMC von Atopiker versus Non 

Atopiker  

Jeweils 2x106 Zellen beider PBMC-Populationen wurden mit 2 ml Kulturmedium pro Well in 24 

Well-Zellkulturplatten ausplattiert. Das FKS des Kulturmediums wurde durch autologes Serum 

ersetzt. Beiden Zellpopulationen wurden verschiedene Konzentrationen des Allergens Lieschgras 

zugesetzt. 0 Einheiten (SQ)/ml, 30 SQ/ml, 100 SQ/ml, 1000 SQ/ml und 3000 SQ/ml. Zusätzlich 

wurden nur bei den PBMC des Atopikers hitzeinaktivierte Listerien mitkultiviert. Jeweils ein 

Well für jede Lieschgras-Konzentration ohne HKL, mit 1x103, 1x105 und 1x107 Organismen pro 

Well (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Induktion humaner 
regulatorischer T Zellen durch 
HKL eines Atopikers 
PBMCs eines Atopikers gegen 
Lieschgras wurden nach Isolation 
ausplattiert und mit steigenden 
Konzentrationen von Lieschgras 
versetzt (0, 30, 100, 300, 1000 und 
3000 QS/ml). Zur Induktion 
menschlicher Treg Zellen wurde 
HKL in drei Konzentrationen 
mitkultiviert (1x103, 1x105 und 
1x107 Organismen pro Well). 
 

 

Nach 84 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 wurden die CFSE gefärbten 

PBMC mittels Durchflusszytometrie analysiert. 
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4 ERGEBNISSE  

 

4.1 Einfluss von HKL auf die Immunantwort 

4.1.1 HKL als Adjuvans induziert eine TH1 gewichtete Immunantwort in vivo 

Listeria monocytogenes ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes, stäbchenförmiges 

Bakterium, das Flagellen besitzt und zu den fakultativ intrazellulären Erregern zählt. HKL 

stimuliert das angeborene Immunsystem, was beispielsweise die Produktion von IL-12 erhöht. 

Die IFN-γ-Synthese wird gesteigert und die Produktion von IL-4 in NK-Zellen und Effektor T 

Zellen inhibiert (90, 101, 132, 159, 194, 220).  

In den ersten Experimenten sollte die Wirkung von hitzeinaktivierten Listerien auf das murine 

Immunsystem gezeigt werden. BALB/c Mäuse wurden i.d. in die Fußsohlen mit HKL (4x108 

Organismen), OVA (200 µg) und IFA (100 µl) immunisiert. Die Positiv-Kontrollgruppe erhielt 

OVA und IFA. Am Tag 7 nach der Immunisierung wurden die drainierenden Lymphknoten 

entfernt und mit OVA in vitro restimuliert. Die ELISA-Auswertungen dieser Zellkultur zeigten, 

dass HKL in vivo die Produktion von Zytokinen nach einem TH1-ähnlichen Muster induziert 

(Abb. 15). So sind ein Anstieg von IFN-γ und erniedrigte Werte für IL-4 zu sehen. Kontrollen 

zeigen dem gegenüber keinen Anstieg des TH1 Zytokins IFN-γ. Das TH2 Zytokin IL-4 wurde 

deutlich höher detektiert, wie Abb. 15a und 15c zeigen. In die gleiche Richtung deuten die Daten 

der ELISA von IL-10 in Abb. 15b. Die über HKL induzierten Zellen zeigen eine Erniedrigung 

der Zytokinkonzentration gegenüber der Positivkontrolle, jedoch nicht so deutlich, wie es bei IL-

4 zu sehen ist. Insgesamt lässt sich der Schluss ziehen, dass die Infektion mit HKL einen 

Wechsel von einem TH2-ähnlichen zu einem TH1-ähnlichen Zytokinmuster im murinen Modell 

bewirkt.  
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b 

 

 

 



ERGEBNISSE                                                                                    45 

c 

 

Abb. 15: Zytokinproduktion von poplitealen und inguinalen Lymphknoten nach 
Immunisierung mit HKL  

BALB/c Mäuse wurden i.d. in die Fußsohlen mit HKL (4x108 Organismen), OVA (200 µg) und 
IFA (100 µl) immunisiert. Die Positiv-Kontrollgruppe erhielt kein HKL, sondern nur OVA und IFA. 
Am Tag 7 wurden die poplitealen und inguinalen Lymphknoten entnommen und in vitro für 48 
bzw. 96 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an OVA restimuliert. Die Konzentration 
der Zytokine in den Überständen der Zellkultur wurden mittels ELISA bestimmt. Abb. 15a zeigt 
die Zytokinkonzentration von IFN-γ, 15b die von IL-10 und 15c zeigt die Konzentration von IL-4.  

 

4.1.2 Intraperitoneal verabreichtes HKL induziert ebenfalls eine TH1 gewichtete 

Immunantwort 

Die Ergebnisse aus 4.1.1 waren sehr vielversprechend, bedurften jedoch einer Verbesserung, da 

für die weiteren Experimente dieser Arbeit eine höhere Zellzahl benötigt wurde. Dazu sollte die 

Applikationsform verändert werden. Anstatt i.d. in die Fußsohlen die Substanzen zur 

Immunisierung zu applizieren, wurden die gleichen Mengen an Substanzen i.p in das Abdomen 

injiziert. Sowohl die größere Drainagefläche des Bauchfells als auch die Gewinnung der 

Immunzellen aus der Milz anstatt aus den Lymphknoten erhöhten die Zahl an gewonnenen 

Leukozyten.  

Restimulation, ELISA und der Proliferationsassay entsprachen denen der Leukozyten aus den 

Lymphknoten nach der Immunisierung in die Fußsohlen. Auch hier konnte ein Wechsel im 
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Zytokinmuster der mit HKL behandelten Tiere von TH1-ähnlich nach TH2-ähnlich beobachtet 

werden (Abb. 16). 

a 

 

b 
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c 

 

Abb. 16: Zytokinproduktion von Milzzellen nach Immunisierung mit HKL 
Die Mäuse wurden wie unter Abb. 15 beschrieben immunisiert, es wurde jedoch nicht i.d. in die 
Fußsohlen injiziert, sondern i.p. und nicht die Lymphknoten, sondern die Milzen der Tiere 
wurden entnommen. Die Restimulation erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben.  

 

4.2 Analyse der Funktionsweise regulatorischer T Zellen 

Für die Analyse der Funktionsweise regulatorischer T Zellen wurde deren Einfluss auf naive T 

Zellen untersucht. Treg Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Proliferation von T 

Effektorzellen unterdrücken und so eine überschießende Reaktion verhindern oder eine 

abgeschlossene Immunreaktion beenden. Um diese Hemmung der Proliferation sichtbar machen 

zu können, wurden die naiven T Zellen mit CFSE gefärbt und ihr Verhalten mit und ohne 

Einfluss von Treg Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Für die Aktivierung naiver T Zellen 

ist die Präsentation eines Antigens über APCs erforderlich. In dieser Arbeit wurden 

Knochenmarks-DCs als Antigen präsentierende Zellen und das Antigen OVA verwendet (Abb. 

17).  
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Abb. 17: Flussdiagramm der Co-Kultur 
TH1-ähnliche regulatorische T Zellen wurden über die Stärke der Proliferation von T 
Effektorzellen analysiert. Die Co-Kultur bestand neben den Treg Zellen und den T Effektorzellen 
aus dendritischen Zellen und dem Antigen OVA. Über die Präsentation von OVA der 
dendritischen Zellen wurden die naiven T Effektorzellen aktiviert. Merkmal dieser Aktivität ist die 
Proliferation von T Effektorzellen, die über TH1-ähnliche regulatorische T Zellen gehemmt 
werden kann. Die Analyse der Funktionsweise regulatorischer T Zellen wurde über die 
Trennung mit Transwell präzisiert, in Bezug auf direkten Zellkontakt oder der Kommunikation 
über Zytokine.  
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4.2.1 Generierung regulatorischer T Zellen in vivo 

Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass bei der Aufnahme von HKL in das murine 

Immunsystem CD8α+DCs entstehen, die wiederum in der Lage sind TH1-ähnliche regulatorische 

T Zellen zu induzieren (184). CD8α+DCs wurden mit Hilfe von MACS nach der i.p Applikation 

von HKL aus der Milz isoliert. Die Zellen wurden nach der Behandlung mit MACS im FACS 

analysiert (Abb. 18). 

 

 

 Abb. 18: Reinheit der CD8α+ DCs 
Die im Dot-Plot dargestellten dendritischen 
Zellen wurden im Vorwärts-Seitwärts-
Scatter gegatet. Zur weiteren Analyse der 
Zellen war zuvor gegen die Oberflächen-
antigene CD11c, ein Marker für dendritische 
Zellen, und CD8a mit fluoreszierenden 
Farbstoffen markiert worden. Es ergab sich 
eine Reinheit der CD8α+ DCs von 89,33 %.  

 

Parallel wurden, wiederum mit dem MACS-System, naive T Zellen aus DO11.10 Mäusen 

gewonnen. Beide Zellpopulationen wurden per adoptiven Transfer i.v. in eine naive BALB/c 

Maus zurückgegeben. Im murinen Immunsystem entstanden aus den naiven DO11.10 T Zellen 

unter Einflussnahme der CD8α+ DCs nach 5 Tagen TH1-ähnliche regulatorische T Zellen. Zur 

Isolierung mit MACS der ehemals naiven DO11.10 T Zellen wurde das Oberflächenantigen KJ 

1.26 genutzt, das ausschließlich auf den Zellen der DO11.10 Mäuse exprimiert wird.  

 

4.2.2 Generierung dendritischer Zellen aus dem Knochenmark 

Um die regulierende Eigenschaft der Treg Zellen auf Effektor T Zellen zu untersuchen, werden 

aktivierte T Zellen benötigt. Die drei Grundvoraussetzungen für die Aktivierung naiver Effektor 

T Zellen sind die Präsentation eines Antigens über das MHC-Molekül, co-stimulatorische 

Signale und spezifische Zytokine. Hierfür wurden DCs generiert, da diese als professionelle 

antigenpräsentierende Zellen naive T Zellen höchst effektiv aktivieren und polarisieren können. 

Nach siebentägiger Inkubation von Knochenmarkszellen mit GM-CSF konnten dendritische 

Zellen in der FACS-Analyse bestätigt werden (Abb. 19).  



ERGEBNISSE                                                                                    50 

 

 

 
Abb. 19: Reinheit der Knochenmarks-
DCs 

Die zu untersuchenden Zellen wurden 
gegen die Oberflächenantigene CD86 und 
MHCII mit fluoreszierenden Antikörpern 
markiert. Beide Antigene befinden sich auf 
APCs und dienen der Kommunikation mit T 
Zellen. Im dargestellten Dot-Plot ist eine 
37,63 %ige Reinheit der Knochenmarks-
DCs zu erkennen, was für eine Aktivierung 
der naiven Effektor T Zellen ausreichend ist. 

4.2.3 Isolierung naiver T-Zellen 

Von DO11.10 TZR-transgenen Mäusen wurden mittels Auto-MACS naive T Zellen isoliert und 

mit CFSE angefärbt, um die Proliferation der Zellen mit dem Durchflusszytometer bestimmen zu 

können (Abb. 20).  

 

 
Abb. 20: Kontrolle der CFSE gefärbten 
naiven T Zellen 
Der Dot-Plot zeigt, dass 87,97 % der 
analysierten Zellen CD4 positiv waren und 
diese den Farbstoff CFSE aufgenommen 
haben.  

4.2.4 Auswertung der Co-Kultur 

Der Einluss von Treg Zellen auf T Effektorzellen wurde durch Co-Kultur von Treg Zellen, DCs 

und naive T Zellen untersucht. Die Negativkontrolle bestand in einem Ansatz ohne OVA, da 

ohne das Antigen keine Aktivierung der naiven T Zellen eintreten kann. Die Positivkontrolle war 

ohne Treg Zellen angesetzt, um hier eine maximale Aktivierung der naiven T Zellen zu erreichen. 

Die beiden Zellpopulationen Treg Zellen und naive T Zellen wurden in einem Ansatz mit Hilfe 
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von Zellkultur-Einsätzen getrennt und in einem zweiten ohne Zellkultur-Einsätze kultiviert, um 

einen direkten Zellkontakt zu ermöglichen.  

 

4.2.4.1 Die Proliferationsrate der Effektor T Zellen wird bei direktem Zellkontakt 

mit regulatorischen T Zellen gehemmt 

Die Proliferation der zunächst unreifen, durch den Einfluss von DCs zu Effektor T Zellen 

gereiften, CFSE markierten Zellen ist ein Maß für die Effektivität von Treg Zellen. Die 

Ergebnisse aus dieser Untersuchungsreihe weisen darauf hin, dass der direkte Zellkontakt für den 

inhibitorischen Effekt der Treg Zellen verantwortlich ist.  

Abb. 21a zeigt die Proliferation nach 84 Stunden der Positivkontrolle und der ehemaligen naiven 

T-Zellen, die mit den regulatorischen T Zellen nicht in direktem Zellkontakt standen. Die beiden 

Zellpopulationen wurden über die Zellkultur-Einsätze getrennt. Der Unterschied der 

Proliferation der Positivkontrolle und der ehemaligen naiven T Zellen ist minimal. Die T Zellen 

wurden bei diesem Versuchsaufbau nicht erkennbar von den Treg Zellen beeinflusst.  

Dagegen ist die Proliferation gehemmt bei den Zellen, die mit regulatorischen T Zellen inkubiert 

wurden und mit ihnen in direktem Zellkontakt standen (Abb. 21b). Hier ist der Unterschied der 

Positivkontrolle und der ehemaligen naiven T Zellen zu erkennen. Da keine Proliferation der 

Effektor T Zellen stattfand, konnte das CFSE nicht an die Tochterzellen weitergegeben werden.  
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a       b 

Grün: Positivkontrolle (ohne T )
regulatorische T Zellen 

reg

Violett:  

Abb. 21: Proliferation CFSE markierter CD4+ T Zellen – mit und ohne Transwell  
Für die Analyse regulatorischer T Zellen wurde eine Co-Kultur angelegt mit ehemals naiven 
CFSE markierten CD4+ T Zellen, DCs, regulatorischen T Zellen und OVA und nach 48 Stunden 
die Proliferation mit FACS analysiert. Es wurden in einem Ansatz mit Transwell-Zellkultur-
Einsätzen die Treg Zellen von dem Rest der Zellen getrennt, während ein zweiter Ansatz ohne 
Transwell den direkten Zell-Zell-Kontakt zuließ. Die Positivkontrolle (grün dargestellt) entspricht 
der aus Abb. 16. Die Proliferation ehemals naiver CD4+ T Zellen mit dem Zusatz von Treg Zellen 
ist violett dargestellt. Die Proliferation der CFSE markierten CD4+ T Zellen ist ohne Transwell, 
also mit direktem Zell-Zell-Kontakt, deutlich geringer (Abb. 21b). Mit Transwell und einer 
räumlichen Trennung der Zellen fällt die Proliferation deutlich stärker aus (Abb. 21a).  

 

Die Proliferation der CFSE-gefärbten T Zellen ist mit dem Zellkultur-Einsatz deutlich erhöht 

und es zeigt sich nur ein geringer Unterschied zur Positivkontrolle. Dagegen ist die Proliferation 

dieser Zellpopulation ohne Zellkultur-Einsätze klar erniedrigt und der Unterschied zwischen der 

Positivkontrolle und der Proliferationsrate mit dem Zusatz von Treg Zellen ist deutlich zu 

erkennen.  

Die Kommunikation der regulatorischen T Zellen mit den Effektor T Zellen ist demnach 

abhängig von einem direkten Zellkontakt und kann nicht alleine über Zytokine erfolgen.  

Die Positivkontrolle zeigt eine deutliche Abnahme der CFSE-gefärbten Zellen, was bedeutet, 

dass sie stark proliferiert und das CFSE an die Tochterzellen jeweils zu gleichen Teilen 

weitergegeben haben (Abb. 22). Die Zellen der Negativkontrolle zeigen hingegen fast keine 

Proliferation. Es fand keine ausreichende Aktivierung der Effektor T Zellen statt. Die violett 

gezeichnete Linie bleibt erhöht, da das CFSE bei ausbleibender Proliferation nicht 

weitergegeben werden kann.  

 



ERGEBNISSE                                                                                    53 

Grün: Positivkontrolle (ohne T )
Negativkontrolle (ohne OVA)

reg

Violett: 
 

Abb. 22: Proliferation CFSE markierter CD4+ T Zellen – Positiv- und Negativkontolle 
In der Co-Kultur, wie unter Abb. 21 beschrieben, bestand die Positivkontrolle aus einem Ansatz 
ohne Treg Zellen (hier grün dargestellt), die Negativkontrolle aus einem Ansatz ohne OVA (hier 
violett dargestellt). Beide Kontrollen wurden auch mit Transwell angesetzt, hatten jedoch keinen 
Einfluss auf das Ergebnis. Es zeigt sich eine deutlich höhere Proliferationsrate in der Positiv- als 
in der Negativkontrolle. Die hohe Zahl an Counts bei der hohen Konzentration von CFSE der 
Negativkontrolle bedeutet keine Abnahme der CFSE-Konzentration und ist Ausdruck des nicht 
Proliferierens.  

 

 

4.2.4.2. Die Funktionsweise regulatorischer T Zellen ist unabhängig von IFN-γ und 

IL-10 

Der Befund aus den Analysen der Proliferationsraten von Effektor T Zellen deutet auf einen 

direkten Zellkontakt der Funktionsweise regulatorischer T Zellen. Um dies weiter zu überprüfen, 

wurden die Zytokine IL-10 und IFN-γ untersucht. Es ist bekannt, dass beide Zytokine von den 

TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen produziert werden und daher bestand die Annahme, dass 

sie bei der Funktionsweise dieser Zellen eine wesentliche Rolle spielen (184). Die Ergebnisse 

beider Zytokinkonzentrationen zeigen jedoch, dass keine signifikante Differenz zwischen den 

Ansätzen mit Treg Zellen und den Positivkontrollen ohne Treg Zellen zu detektieren ist (Abb. 23). 

Treg Zellen scheinen unabhängig von den Zytokinen IL-10 und IFN-γ ihre Wirkung zu entfalten. 

Diese Erkenntnis gibt einen Hinweis auf einen direkten Zellkontakt als Wirkmechanismus 

regulatorischer T Zellen.  



ERGEBNISSE                                                                                    54 

a 

 
b 

 
 

Abb. 23: Konzentrationen der Zytokine IL-10 und IFN-γ mit und ohne Anwesenheit von 
Treg Zellen  

Die Produktion von Zytokinen wurde in den Überständen der Zellkultur über ELISA ermittelt. Ein 
Ansatz bestand aus Effektor T Zellen, Knochenmark-DCs, OVA und Treg Zellen (mit Treg). Die 
Kontrolle bestand nur aus Effektor T Zellen, DCs und OVA (ohne Treg). Es sind keine 
signifikanten Unterschiede zwischen Anwesenheit und Abwesenheit regulatorischer T Zellen bei 
den Konzentrationen der Zytokinen IL-10 (Abb. 23a) und IFN-γ (Abb. 23b) zu erkennen.  
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4.2.4.3.  TGF-β und IL-2 haben einen Einfluss auf die Funktionsweise regulatorischer 

T Zellen 

TGF-β ist neben IL-10 ein klassisch regulatorisches Zytokin (115, 117). Es wird von 

verschiedenen Treg Zellen produziert, daher wurde untersucht, ob die Treg Zellen dieser Arbeit 

ihre Funktion ebenfalls über TGF-β entfalten. IL-2 stellt einen Wachstumsfaktor für T Zellen 

dar, der von TH Zellen synthetisiert wird und hauptsächlich autokrin wirkt. IL-2 dient der 

Aufrechterhaltung einer Immunreaktion und ist daher von großem Interesse für die 

Funktonsweise regulatorische T Zellen (69, 175).  

Die Daten der Analyse der Zytokine IL-2 und TGF-β zeigen sehr deutliche Unterschiede 

zwischen der Anwesenheit von Treg Zellen und der Positivkontrolle ohne Treg Zellen (Abb. 24). 

Die Zytokinkonzentration von TGF-β ist bei dem Ansatz mit Treg Zellen signifikant höher als bei 

der Positivkontrolle ohne Treg Zellen. Bei IL-2 verhält es sich umgekehrt. Das Zytokin liegt bei 

der Probe mit Treg Zellen in sehr viel niedrigerer Konzentration vor als in der Positivkontrolle. 

Der Unterschied beträgt mehrere Zehnerpotenzen bei IL-2.  

Nach den Ergebnissen der Zytokinbestimmungen von IL-10 und IFN-γ zeigen die Ergebnisse 

von IL-2 und TGF-β sehr deutlich, dass der Einfluss der Treg Zellen auf Effektor T Zellen auch 

abhängig von Zytokinen ist. Die Funktionsweise von Treg Zellen scheint in vitro nicht alleine auf 

einem direkten Zellkontakt zu beruhen.  

 

a 
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I

 

 

Abb. 24: Deutliche Unterschiede in den Zytokinkonzentrationen von IL-2 und TGF-β bei 
An- und Abwesenheit von Treg Zellen  

Die Zytokinkonzentrationen wurden wie bei IL-10 und IFN-γ mit ELISA analysiert. Während die 
Konzentration von TGF-β bei der Anwesenheit von Treg Zellen sehr hoch ist (Abb. 24a), ist sie 
bei IL-2 im Gegensatz zur Positivkontrolle überaus gering (Abb. 24b). Beide Ergebnisse sind 
signifikant und geben einen Hinweis auf die Bedeutung dieser Zytokine bei der Funktionsweise 
regulatorischer T Zellen.  

 

4.3 Einfluss immunmodulatorischer Substanzen auf die Toleranzentwicklung 

4.3.1 Respiratorische Toleranz wird durch Prednisolon und Methylprednisolon 

aufgehoben 

Corticosteroide sind in der Therapie inflammatorischer Erkrankungen die wirksamsten 

Medikamente, die heute verfügbar sind. Inhalative Corticosteroide stellen neben Beta2-

Sympathomimetika eine der effektivsten und am häufigsten angewandten Therapieformen bei 

Asthma bronchiale dar.  
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Abb. 25: Antiphlogistische Wirkung von 
Corticosteroiden 
Corticosteroide sind stark entzündungs-
hemmende Medikamente, die die 
Expression vieler Gene regulieren. Sie 
hemmen die Produktion vieler Zytokine und 
anderer Mediatoren, blockieren die 
Einwanderung von Leukozyten und 
induzieren bei Lymphozyten den Zelltod 
durch Apoptose. Hier dargestellt sind nur 
die positiven Eigenschaften der Cortico-
steroide bei der Unterdrückung einer 
Entzündungsreaktion. Zahlreiche Neben-
wirkungen sind bekannt (modifiziert nach 
Janeway et al., 2004, Immunobiology) (95).  

 

Ihre antiphlogistische Wirkung beruht unter anderem auf einer Verminderung der Einwanderung 

von TH2 Zellen, eosinophilen und basophilen Granulozyten in die Atemwege und auf der 

Reduktion der Produktion von TH2 Zytokinen und weiterer Entzündungsmediatoren (18, 27, 66). 

Corticosteroide sind lipophil und diffundieren durch die Plasmamembran in die Zellen. Dort 

binden sie an den zytosolischen Glucocorticoid-Rezeptor, der in nahezu jeder Körperzelle 

exprimiert wird. Der Komplex aus Rezeptor und Corticosteroid dringt in den Zellkern ein und 

wirkt dort als Transkriptionsfaktor (86).  
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Abb. 26: Molekularer Wirkmechanismus von Corticosteroiden 
Corticosteroide dringen über Diffusion in die Zelle ein und binden dort an einen spezifischen 
Rezeptor. Diese Bindung verdrängt das Hitzeschockprotein, mit dem der Rezeptor verbunden 
ist und legt die Bindungsstelle für die DNA frei. Der Komplex aus Corticosteroid und Rezeptor 
wandert in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor für eine Vielzahl von Genen 
(modifiziert nach Janeway et al., 2004, Immunobiology) (95).  

 

Wie aus Voruntersuchungen bereits bekannt, induziert die Exposition inhalativer Antigene eine 

respiratorische Toleranz. Diese Toleranz wird auf der Ebene von T Zellen induziert und schützt 

vor der Entwicklung einer Atemwegshyperreaktivität (4). Kommt es bei der Induktion zur 

gleichzeitigen Behandlung mit Dexamethason, so wird die Toleranzentwicklung unterdrückt und 

eine AHR entsteht. Der Grund hierfür liegt in der fehlenden Entwicklung regulatorischer T 

Zellen (30, 47, 185).  

Die Fragestellung dieser Arbeit lautete, ob die Induktion regulatorischer T Zellen grundsätzlich 

von Corticosteroiden gehemmt wird. Hierzu wurden Prednisolon und Methylprednisolon 

untersucht. Dexamethason wurde als weitere Positivkontrolle verwendet.  

Das Ergebnis dieser Arbeit war eine Unterdrückung der respiratorischen Toleranz bei der Gabe 

von 500 µg Prednisolon, 500 µg Methylprednisolon oder 100 µg Dexamethason. Die relative 

glucocorticoide Potenz liegt von Desamethason bei 30 während sie bei Prednisolon und 

Methylprednisolon etwas bei 5 liegt. Daher ist die eingesetzte Dosis von Dexamethason 

geringer. Die zuvor induzierte T Zell Toleranz, über die intranasale Gabe von OVA, wurde durch 

die systemische Behandlung mit Corticosteroiden aufgehoben. Bei der Restimulation der T 

Zellen mit Ovalbumin in vitro kam es zu einer Wiederherstellung der Proliferationsrate, die der  
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Proliferation der Positivkontrolle fast gleichkam und signifikant über der Proliferationsrate der 

Negativkontrolle und der Toleranzgruppe lag. (Abb. 27) 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die systemische Gabe von Corticosteroiden generell 

eine mukosale Toleranzentwicklung inhibiert, unabhängig von der Art des Corticosteroids.  

 

 

 

Abb. 27: Corticosteroide heben die Entwicklung einer T Zell Toleranz auf  
BALB/c Mäuse wurden intranasal mit OVA (100 µg) an Tag 0, 1 und 2 behandelt. In der 
Abwesenheit eines Immunsuppressivums entstand eine Toleranz ( ), während mit 500 µg 
Prednisolon ( ), 500 µg Methylprednisolon ( ) oder 100 µg Dexamethason ( ) diese 
Toleranzentwicklung aufgehoben wurde. Die Negativkontrolle wurde nur mit PBS behandelt (  ). 
Die Positivkontrolle erhielt weder OVA noch ein Immunsuppressivum (  ). Alle Gruppen wurden 
an Tag 13 systemisch mit OVA / Alum i.p. sensibilisiert, an Tag 23 wurden die Splenozyten 
isoliert. Die Restimulation erfolgte für 48 Stunden in vitro (2,5x105 Zellen/Well) mit den 
entsprechenden OVA-Konzentrationen. Anschließend wurden die Immunzellen für weitere 24 
Stunden mit 3[H]-Thymidin inkubiert. Die Inkorporation des Thymidins wurde ermittelt.  

 

4.3.2  Tacrolimus und Cyclosporin A blockieren die respiratorische Toleranz-

entwicklung 

Neben den Corticosteroiden werden in schweren Fällen von allergischen Erkrankungen auch 

Immunsuppressiva wie Tacrolimus und Cyclosporin A eingesetzt, so zum Beispiel bei der 

atopischen Dermatitis. Beide Substanzen gehören zur Gruppe der Calcineurininhibitoren und 

stammen aus der Transplantationsmedizin. Calcineurin ist eine calciumabhängige 
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Proteinphosphatase, die eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-κΒ 

induziert. Chemisch sind Cyclosporin A und Tacrolimus nicht miteinander verwandt. Ihr 

Wirkmechanismus beruht auf einer Hemmung des spezifischen Immunsystems, besonders der 

TH Zellen.  

 

Abb. 28: Wirkung von Cyclosporin A und Tacrolimus auf Immunzellen 
Cyclosporin A und Tacrolimus wirken besonders auf T Zellen. Die Reduktion der Expression 
besonders des Zytokins IL-2 ist eines der Hauptwirkungen von Calcineurininhibitoren. Es 
kommt zu einer verminderten Zellteilung infolge der Abnahme der IL-2 Produktion. 
Calcineurininhibitoren wirken neben den T Zellen auch auf B Zellen und Granulozyten 
(modifiziert nach Janeway et al., 2004, Immunobiology) (95).  

 

Die Wirkung beider Medikamente wird über die Blockade eines Signaltransduktionsweges 

erreicht. Cyclosporin A bindet an den zytosolischen Rezeptor Cyclophillin. Tacrolimus bildet 

einen Komplex mit dem „FK-binding-Protein“, ebenfalls ein Rezeptor im Zytosol. Beide 

Komplexe sind in der Lage die Phosphatase Calcineurin zu hemmen und damit die Aktivität der 

Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-κΒ zu unterdrücken. Über diese Hemmung kommt es zu 

einer verminderten Synthese von Zytokinen, wie dem IL-2, IL-4, IFN-γ und TGF-β. Die 

Hauptwirkung wird der verminderten IL-2 Produktion zugeschrieben. Die TH Zellen werden 

nicht aktiviert, die Proliferation unterbleibt und damit findet eine reduzierte Immunreaktion statt 

(61, 120, 176).  
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Abb. 29: Wirkmechanismus von Cyclosporin A und Tacrolimus auf molekularer Ebene 
Calcineurininhibitoren hemmen die T Zell Aktivierung durch die Blockade der 
Proteinphosphatase Calcineurin. Über die Stimulation des T Zell Rezeptors kommt es zu einer 
erhöhten Calciumkonzentration im Zytoplasma der T Zelle, was eine Aktivierung des Enzyms 
Calcineurin bewirkt. Calcineurin aktiviert weitere Proteine, die im Zellkern als 
Transkriptionsfaktoren fungieren und beispielsweise die Produktion von Zytokinen anregen. 
Binden Cyclosporin A und Tacrolimus an ihre intrazellulären Zielmoleküle (Cyclophillin und „FK-
binding-Protein“), wird diese Kaskade unterdrückt und es kommt zu keiner gesteigerten 
Transkription (modifiziert nach Janeway et al., 2004, Immunobiology) (95).  
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Daten aus in vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass Tacrolimus eine 10- bis 100- fach 

höhere Potenz in der Unterdrückung von Calcineurin besitzt als Cyclosporin A (84, 214). Daher 

wurde bei den Versuchen Tacrolimus in deutlich niedrigeren Dosen als Cyclosporin A 

eingesetzt. Tacrolimus in den Konzentrationen: 500 µg, 100 µg und 50 µg pro Tier und 

Cyclosporin A mit 1000 µg, 500 µg und 100 µg pro Tier.  

Es sollte untersucht werden, ob die toleranzaufhebende Wirkung nur für Corticosteroide gilt oder 

auch andere Immunsuppressiva in der Lage sind, eine mukosale Toleranz aufzuheben. Um diese 

Frage zu beantworten, wurde das identische Protokoll wie bei den Versuchen mit 

Corticosteroiden verwendet, jedoch wurden während der Toleranzentwicklung Tacrolimus bzw. 

Cyclosporin A intraperitoneal injiziert. Unabhängig von einem differenten Wirkmechanismus 

der beiden Substanzgruppen zeigten sich ähnliche Ergebnisse. Abb. 30 zeigt, dass Tacrolimus 

und Cyclosporin A bei systemischer Gabe den tolerogenen Effekt aufhebt und die Proliferation 

der T Zellen wiederhergestellt wird.  

Damit ist gezeigt worden, dass nicht nur der pharmakologische Effekt von Corticosteroiden, 

sondern auch der von anderen immunmodulatorischen Substanzen negative Auswirkungen auf 

die Entwicklung einer Immuntoleranz gegenüber Antigenen besitzt.  

 

Abb. 30: Calcineurininhibitoren hemmen die Entwicklung einer T Zell Toleranz  
Immunisierung, Restimulation und Analyse erfolgte wie unter Abb. 27 beschrieben. Die 
eingesetzten Immunsuppressiva variierten. Die Ergebnisse mit Tacrolimus und Cyclosporin A 
entsprachen denen mit Corticosteroiden.  
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4.4 Humane Immunzellen reagieren auf HKL in vitro entsprechend muriner Zellen 

Die bisherige Datenerhebung fand ausschließlich im murinen Modell statt. Der nächste Schritt 

bestand in der Untersuchung regulatorischer T Zellen im humanen Modell, um mögliche 

Ansatzpunkte für neue Therapiestrategien in der Behandlung von allergischen Erkrankungen zu 

finden. Dies ist die Grundlage eines der hintergründigen Ziele der vorliegenden Arbeit.  

Aus den Voruntersuchungen war bekannt, dass die Immunzellen im murinen Modell einen 

Wechsel von einem TH2- ähnlichen zu einem TH1-ähnlichen Zytokinmuster vollziehen und dabei 

regulatorische T Zellen entstehen. Die zugrundeliegende Fragestellung der Versuche mit 

humanen Leukozyten war, ob sie entsprechend den murinen Immunzellen auf HKL reagieren. 

Als humane Zellen wurden PBMCs von Atopikern und gesunden Kontrollpersonen verwendet. 

Die Allergie der Atopiker richtete sich gegen Pollen von Lieschgras. Diese Gräserart ist ein 

Hauptauslöser des Heuschnupfens. Beide Zellpopulationen wurden in vitro mit verschiedenen 

Einheiten von Lieschgras inkubiert und die Leukozyten des Atopikers zusätzlich mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von HKL versetzt.  

Abb. 31 zeigt, dass die Anwesenheit von HKL einen deutlichen Effekt auf die Proliferationsrate 

der humanen PBMCs hat. Die Zellen der gesunden Kontrollperson haben, wie erwartet, 

unabhängig von den Einheiten des eingesetzten Lieschgrases, nahezu nicht proliferiert. Die 

PBMCs des Allergikers zeigen ohne den Zusatz von HKL eine starke Proliferation, die in 

Abhängigkeit höherer Lieschgras-Einheiten zunimmt. Mit dem Zusatz von hitzeinaktivierten 

Listerien nimmt die Proliferationsrate in Abhängigkeit von der Anzahl von Organismen ab.  

Das humane System reagiert, ähnlich dem murinen Modell, auf die Anwesenheit von HKL mit 

einer Unterdrückung von Effektor T Zellen. Auch beim Menschen scheint die Anwesenheit von 

HKL die Induktion von regulatorischen T Zellen zu fördern.  
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Abb. 31: HKL induziert im humanen Immunsystem eine Toleranz gegenüber Allergenen  

Die Proliferation humaner PBMCs eines Atopikers gegenüber Lieschgras und eines Non-
Atopikers wurden über Ficoll-Zentrifugation isoliert und mit CFSE markiert. Bei der in vitro 
Restimulation mit verschiedenen Konzentrationen von Lieschgras konnte bei dem Non-Atopiker 
keine Proliferation detektiert werden. Die Proliferation der PBMCs des Atopikers stieg in 
Abhängigkeit der Lieschgraskonzentration und konnte mit HKL abhängig von der Zahl der 
Organismen gehemmt werden.  
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5 DISKUSSION 

 

Die Funktion des Immunsystems besteht im Schutz des Körpers vor Infektionen. Der 

Organismus ist in der Lage, wenn ein Erreger erfolgreich eliminiert werden konnte, diese 

Immunabwehr zu beenden und eine überschießende Immunreaktion zu verhindern. Bereits in 

den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts gingen Forschergruppen von sogenannten Suppressor T 

Zellen aus, die fähig seien das Immunsystems zu unterdrücken (67, 68). Lange Zeit wurde deren 

Existenz aufgrund von nicht reproduzierbaren Daten und nicht verstandener Wirkungs-

mechanismen angezweifelt bis hin zur völligen Ablehnung und Diskreditierung der Theorie 

(136). Mit der Entdeckung der natürlichen regulatorischen T Zellen Mitte der 90er Jahre von 

Sakaguchi et al. waren die Zweifel widerlegt. Die Suppressor T Zelle wurde in regulatorische T 

Zelle umbenannt und ihre Existenz allgemein akzeptiert (173).  

Eine Vielzahl verschiedener Treg Zellen sind heute bekannt, die die immunologische Homöostase 

und die Selbst-Toleranz aufrechterhalten. Ein wichtiges Ziel der immunologischen Forschung ist 

es neue Therapieansätze über die Regulation von Immunantworten entwickeln zu können (131). 

Der Wirkmechanismus von Treg Zellen zur Umsetzung ihrer regulatorischen Funktion ist oft nur 

teilweise oder gar nicht bekannt. Zwei grundsätzliche Wege der Zellkommunikation sind der 

Zell-Zell-Kontakt über Oberflächenantigene und der para- und autokrine Mechanismus über 

Zytokine.  

Die Gruppe um Shevach konnte zeigen, dass die natürlich vorkommenden CD4+CD25+Foxp3+ 

Treg Zellen in vitro ihre unterdrückende Funktion über einen Zellkontakt-abhängigen und 

Zytokin-unabhängigen Mechanismus vermitteln. Der genaue biochemische Mechanismus ist 

jedoch nicht geklärt. Ebenso wenig erforscht ist der Wirkmechanismus dieser Treg Zellen in vivo 

(181).  

Ein Beispiel für eine zytokinvermittelte Hemmung regulatorischer T Zellen konnte von Roncarlo 

et al. gezeigt werden. IL-10 sezernierende TR1 Zellen hemmen antigen-spezifische Effektor T 

Zellen über die Sekretion der Zytokine IL-10 und TGF-β (169).  

In dieser Arbeit sollte zunächst der Mechanismus der TH1-ähnlichen Treg Zellen näher bestimmt 

und analysiert werden. Die erste Arbeitshypothese besagt, dass für die supprimierende Funktion 

der TH1-ähnlichen Treg Zellen in vitro auf naive CD4+ T Zellen ein direkter Zellkontakt 

erforderlich ist.  
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5.1 Entdeckung der TH1 ähnlichen Treg Zellen  

Der in den ersten beiden Versuchen dargestellte Wechsel von einer bereits bestehenden TH2-

dominanten Immunantwort zu einem TH1-dominantem Zytokinmuster bei der Immunisierung 

mit HKL als Immunadjuvans deutet auf den dichotomen Charakter von TH1 und TH2 hin, wie ihn 

als erstes T. R. Mosmann und R. L. Coffman 1989 beschrieben haben (140). Darauf gründete die 

Annahme, dass man eine TH2-dominante Erkrankung wie Allergie und Asthma durch die 

Unterdrückung dieser Immunantwort über die Induktion der TH1-dominanten Immunantwort 

therapieren könne (77, 220).  

Die Arbeitsgruppe um D. T. Umetsu konnte jedoch zeigen, dass die Mechanismen zur 

Unterdrückung der TH2 dominanten Immunantwort nicht auf das Vorhandensein von TH1 Zellen 

zurückzuführen sind. Der Versuch in einem murinen Modell für Asthma, eine durch TH2 Zellen 

hervorgerufene Hyperreagibilität des Bronchialsystems durch TH1-Zellen auszugleichen, schlug 

fehl (76). Es kam sogar zu dem gegenteiligen Effekt, dass die Atemwegsentzündung und 

Hyperreagibilität des Bronchialsystems unter Einfluss von TH1-Zellen exazerbierten (76, 162). 

Die TH1 Zelle ist, wie die TH2 Zelle, pro-inflammatorisch.  

Ebenfalls gegen diese einfache Dichotomie von TH1 und TH2 sprechen Beobachtungen von J.-F. 

Bach. Er verglich die Epidemiologie von Infektionskrankheiten, Autoimmunkrankheiten und 

allergischen Erkrankungen in den letzten fünf Dekaden des letzten Jahrhunderts. Während die 

Rate an Infektionskrankheiten deutlich abgenommen hatte, waren die Inzidenz von Autoimmun- 

und allergischen Erkrankungen gestiegen (17).  

Die Zunahme der immunologischen Erkrankungen und die Abnahme der Infektionskrankheiten 

lassen sich mit der Hygiene-Hypothese gut nachvollziehen. Während in den Industriestaaten die 

Menschen sich am Anfang des letzten Jahrhunderts noch sehr oft mit Infektionserregern 

auseinandersetzen mussten, hat dies in den letzten Jahrzehnten durch verstärkte Hygiene-

maßnahmen deutlich abgenommen. Die Zunahme der allergischen Erkrankungen sei auf die 

„Unterforderung“ des Immunsystems zurückzuführen. Die parallele Zunahme der 

Autoimmunerkrankungen steht nicht im Gegensatz zu der Hygiene-Hypothese wohl aber zum 

TH1 / TH2-Paradigma. Autoimmunkrankheiten entstehen durch einen Überschuss an TH1 Zellen 

und allergische Erkrankungen zeigen eine überschießende Reaktion der TH2 Zellen. Da beide 

Krankheitsgruppen in der Bevölkerung zunehmen, spricht das gegen die wechselseitige 

Ausbalancierung der beiden Zellpopulationen. Nach der Theorie der TH1 / TH2 Dichotomie 

müsste bei der Zunahme einer Krankheitsgruppe die andere reflektorisch abnehmen. Es scheint, 



DISKUSSION                                                                                    67 

als ob die Regulation von TH1 als auch TH2 gestört wäre und so beide Krankheitsformen als 

Folge zunehmen. Das TH1 / TH2 Paradigma ist komplexer als ursprünglich angenommen und 

lässt nicht den Rückschluss zu, dass „TH1 gleich anti-TH2 und umgekehrt“ sei.  

          
 

 
Abb. 32: Gegenüberstellung der Hygiene-Hypothese und des TH1 / TH2 Paradigmas 
Die Hygiene-Hypothese besagt, dass die Abnahme von Infektionskrankheiten in der 
Bevölkerung eine Zunahme von allergischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen 
bedingt. Dies beruht auf Beobachtunen der letzten Jahrzehnte, steht jedoch im Widerspruch 
zum klassischen TH1 / TH2 Paradigma. Eine gleichzeitige Zunahme beider Erkrankungen kann 
dieses Paradigma nicht erklären. Bezieht man die Existenz regulatorischer T Zellen mit ein, ist 
eine erweiterte Sichtweise der Zusammenhänge möglich, die zum Verständnis entscheidend 
beitragen kann.  
 

Die erste Annahme, dass der Zytokinwechsel bei der Applikation von HKL auf den dichotomen 

Charakter von TH1 und TH2 zurückzuführen ist, konnte widerlegt werden. Eine TH2 dominante 

Erkrankung wie Asthma kann nicht durch die Induktion einer TH1 dominanten Immunantwort 

therapiert werden. Die Arbeitsgruppe Umetsu konnte zeigen, dass eine weitere pro-

inflammatorische Effektor T Zelle, in diesem Fall die TH1 Zelle, zur Exazerbation führt und 

nicht zum Abklingen der Entzündungsreaktion (76).  

HKL muss einen weiteren Mechanismus zur Unterdrückung einer bestehenden TH2 Immun-

antwort auslösen. Dieser wurde mit der Entdeckung der TH1 ähnlichen Treg Zellen entschlüsselt 

(184). Die immunologische Reaktion, hier die Hyperreagibilität des Bronchialsystems, wird von 

einer regulatorischen T Zelle unterdrückt.  

Warum eine derartige immunologische Reaktion nach Applikation von HKL eintritt, ist noch 

nicht geklärt. Es könnten TH1-ähnliche Treg Zellen induziert werden, um die normalerweise 

heftige, durch Listerien ausgelöste TH1-Antwort abzuschwächen (184).  
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5.2 Funktionsweise TH1-ähnlicher Treg Zellen – direkter Zellkontakt oder Zytokine? 

5.2.1 Die Bedeutung der Proliferationsrate der Effektor T Zellen und die Rolle der 

Zytokine IL-10 und INF-γ für die Funktionsweise TH1-ähnlicher Treg Zellen 

Die erste Hypothese dieser Arbeit postuliert einen direkten Zellkontakt für den inhibitorischen 

Effekt von Treg Zellen auf ehemals naive CD4+ T Zellen in vitro. Diese Annahme konnte durch 

die Analyse der Proliferationsrate bestätigt werden. Es zeigte sich eine Abnahme der 

Proliferation von Effektor T Zellen in der Co-Kultur ohne Zellkultur-Einsätze, also bei direktem 

Zellkontakt. Die Ergebnisse der Zytokin-ELISA von IL-10 und IFN-γ deuten in dieselbe 

Richtung. Es wurde bei beiden Botenstoffen keine Differenz der Zytokinkonzentration zwischen 

Treg Zellen und der Kontrollgruppe gefunden. Sie scheinen nicht wesentlich zur Funktion der 

TH1-ähnlichen Treg Zellen beizutragen.  

Bereits 1998 konnte an den natürlichen CD4+CD25+ Treg Zellen gezeigt werden, dass sich die 

Funktion von Treg Zellen auf Effektor T Zellen durch eine Separation mit Zellkultur-Einsätzen 

unterdrücken lässt. Eine verminderte Proliferationsrate der Effektor T Zellen konnte jeweils nur 

bei direktem Zellkontakt zu den Treg Zellen nachgewiesen werden (192, 193). Diese Arbeit 

konnte nun zeigen, dass auch adaptive Treg Zellen (speziell TH1-ähnliche Treg Zellen) für ihre 

inhibitorische Funktion auf räumliche Nähe zu Effektor T Zellen angewiesen sind.  

Die TH1-ähnlichen Treg Zellen sind durch die Produktion von IL-10 und IFN-γ charakterisiert 

(184). Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob diese Treg Zellen über IL-10 und / oder IFN-γ 

ihr inhibitorisches Potenzial gegenüber einer bestehenden TH2 Immunantwort und einer 

Allergen-induzierten AHR ausüben.  

Das Zytokin IL-10 gilt in erster Linie als ein immunsuppressives Zytokin. Für den protektiven 

Charakter dieses Zytokins spricht, dass es häufig von regulatorischen T Zellen gebildet wird, wie 

beispielsweise den TR1 Zellen, TH3 Zellen und den natürlichen CD4+CD25+ Treg Zellen (14, 41, 

73). Eine entscheidende suppressive Funktion von IL-10 konnte von TR1 Zellen im Mausmodell 

von TH1-vermittelter Colitis gezeigt werden (16,). Auch bei dem Wirkmechanismus der 

CD25+CD4+ Treg Zellen ist die IL-10 Produktion als ein wichtiger suppressiver Faktor 

identifiziert worden (12). Es gibt jedoch Untersuchungen, die IL-10 auch aktivierende 

Eigenschaften zusprechen, zum Beispiel auf zytotoxische CD8+ T Zellen (74, 171). Es galt 

anfänglich als ein TH2-Zytokin und als Gegenspieler zu TH1, indem es die Produktion von TH1-

Zytokinen unterdrücke (42, 137). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass neben TH2 Zellen auch 

TH1 Zellen, Makrophagen oder DCs das Zytokin IL-10 produzieren (19, 138). 
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Das klassische TH1 Zytokin IFN- γ wäre als Gegenspieler zu einer TH2 Immunantwort gut 

vorstellbar. Jedoch hat auch dieses Zytokin sehr ambivalente Eigenschaften. Ursprünglich als 

pro-inflammatorisches Zytokin angesehen und dabei an der Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen beteiligt, werden ihm mittlerweile auch protektive Eigenschaften 

zugeschrieben (170). Diese Protektion gilt nicht nur bei TH2 vermittelten Immunantworten, 

sondern auch bei TH1 gewichteten Erkrankungen. Man nimmt sogar an, dass IFN- γ selbst-

limitierend ist und über ein autokrin negatives Feedback auf TH1 Zellen wirkt (54). Die 

Aufrechterhaltung der Homeostase durch TH1-ähnliche Treg Zellen bei einer TH2 gewichteten 

Immunantwort ist jedoch unabhängig von der IFN-γ Produktion.  

Die Funktionsweise TH1-ähnlicher Treg Zellen scheint unabhängig von beiden Zytokinen zu sein, 

da kein Unterschied zwischen der An- oder Abwesenheit der Treg Zellen besteht. Diese 

Beobachtungen lassen verschiedene Schlussfolgerungen zu. Die IL-10 und IFN- γ Produktion 

kann alleine für die Induktion der TH1-ähnlichen Treg Zellen von Bedeutung sein und nicht für 

ihre Funktion in der Effektorphase. Zum anderen wurden die Zytokine in der 

Differenzierungsphase (Priming Phase) intrazellulär nachgewiesen und die Versuche fanden in 

vivo statt (184), während die aktuellen Ergebnisse aus in vitro Untersuchungen stammen und die 

Zytokine in den Überständen gemessen wurden. Es ist ein bekanntes Phänomen, dass 

Immunzellen in vivo und in vitro ein unterschiedliches Verhalten zeigen und besonders in Bezug 

auf IL-10 sind sehr unterschiedliche Ergebnisse bekannt (109).  

 

5.2.3. Der Einfluss der Zytokine TGF-β und IL-2 auf die Funktionsweise TH1-ähnlicher 

Treg Zellen 

Die Untersuchungen beider Zytokine waren von großem Interesse, da TGF- β ein regulatorisches 

Zytokin ist, das in engem Zusammenhang mit Immunsuppression steht und IL-2 den wichtigsten 

Wachtumsfaktor für T Zellen darstellt (69, 172, 175, 209). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen 

deutlich, dass TH1-ähnliche regulatorische T Zellen einen signifikanten Einfluss auf die 

Konzentration beider Zytokine haben. Die Validität der ersten Hypothese der vorliegenden 

Arbeit, dass der direkte Zellkontakt zu Effektor T Zellen von entscheidender Bedeutung für die 

Funktion TH1-ähnlicher regulatorischer T Zellen ist, wird durch diese Ergebnisse in Frage 

gestellt. Es bedarf einer genauen Betrachtung der beiden Zytokine und speziell ihrer Bedeutung 

für regulatorische T Zellen.  
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Die Datenlage von TGF- β in der Immunologie ist durchaus heterogen und lässt Fragen offen. 

Im Jahr 1986 wurde zum ersten Mal beschrieben, dass TGF- β von Immunzellen produziert wird 

und eine hemmende Wirkung auf die Proliferation von humanen T Lymphoyzten besitzt (104). 

Die hemmende immunmodulierende Wirkung von TGF- β auf T-Zell-vermittelte Immun-

antworten und Autoimmunprozesse, und damit auf die Immuntoleranz, konnte in vielen 

Untersuchungen bestätigt werden (115, 117). Die Fehlfunktion dieses Zytokins führt zu 

unkontrollierter T Zell Proliferation und massiven letalen Autoimmunprozessen in fast allen 

Geweben. Dies konnte an transgenen Mäusen mit defektem TGF- β -Rezeptor bzw. Mäusen mit 

mutiertem TGF-β-Gen gezeigt werden (70, 182). Es deutet auf den protektiven Charakter dieses 

Zytokins hin und speziell darauf, dass TGF-β auf der Ebene der zellulären Immunologie in der 

Lage ist T Zellen zu supprimieren. TGF-β kann die Differenzierung der beiden Effektorzellen 

TH1 und TH2 inhibieren und besitzt damit eindeutig immunmodulatorische und anti-

inflammatorische Eigenschaften (82, 121). Untersuchungen CD8+ zytotoxischer T Zellen 

konnten zeigen, dass nicht Differenzierung oder Proliferation supprimiert wurden, sondern Treg 

Zellen über das TGF-β die Degranulation zytotoxischer Substanzen von CD8+ T Zellen 

unterdrücken (131). Dies deutet auf ein breites Spektrum verschiedener Möglichkeiten und 

Zeitpunkte, wie und wann Treg Zellen agieren.  

Allgemein werden viele Eigenschaften des TGF-β auch regulatorischen T Zellen zugeschrieben. 

Die Ergebnisse der Zytokinüberstände mittels ELISA bei der Analyse der Funktionsweise 

regulatorischer T Zellen ergaben deutlich höhere Werte von TGF-β bei Anwesenheit von Treg 

Zellen als in der Positivkontrolle ohne Treg Zellen. Ein Erklärungsansatz für diesen Unterschied 

ist, dass TH1 ähnliche regulatorische T Zellen selbst in der Lage sind TGF-β zu produzieren. Sie 

entfalten darüber ihre Fähigkeiten eine pathologische Immunantwort zu unterdrücken, um so vor 

allergischen Erkrankungen und Asthma zu schützen.  

Es konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Treg Zellen das Zytokin TGF-β produzieren 

und darüber vermutlich eine periphere Toleranz induzieren. Zu ihnen gehören die Tr1 Zellen, die 

TH3 Zellen und die natürlichen regulatorischen CD4+CD25+ Zellen, die in der Lage sind, TGF-β 

zu exprimieren (116, 163, 212). Die Arbeitsgruppe Umetsu konnte in einem murinen Asthma-

Modell zeigen, dass TGF-β produzierende Zellen eine AHR und eine Entzündungsreaktion im 

Lungengewebe unterdrücken kann. Es blieb jedoch offen, welche Zelle für die Produktion dieses 

Zytokins verantwortlich ist (78). Andere Untersuchungen haben ergeben, dass in vitro die 

Unterdrückung der Proliferation von Effektor T Zellen durch natürliche Treg Zellen von einer 
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Zell-Zell-Interaktion abhängt und unabhängig von Zytokinen ist (192, 193). Die Behandlung mit 

TGF-β-neutralisierenden Antikörpern zeigte in einem murinen Modell für Autoimmun-Gastritis 

keinen Effekt auf die Funktion von Treg Zellen (157). Dagegen wurden in einem murinen Modell 

für chronisch entzündliche Darmerkrankungen von Powrie et al. die suppressiven Eigenschaften 

der Treg Zellen durch Anit-TGF-β-Antikörper unterdrückt (161). Dabei scheint nicht von 

Bedeutung zu sein, ob TGF-β von den Treg Zellen selbst exprimiert wird. Die Anwesenheit des 

Zytokins ist wichtig (50). Versuche konnten zeigen, dass natürliche Treg Zellen, die selbst nicht 

mehr in der Lage sind TGF-β zu produzieren (TGF-β1-/- Mäuse), ihre volle suppressive Wirkung 

auf Effektor T Zellen ausüben können. In diesem Colitis-Modell zeigte eine Blockade des TGF-

β eine deutliche Verschlechterung der Entzündungsreaktion im Darm. Das TGF-β hat also auch 

hier suppressive Eigenschaften, auch wenn es nicht direkt von Treg Zellen stammt. Ein 

Erklärungsversuch hierfür liegt in der Annahme, dass Treg Zellen die Produktion von TGF-β in 

andere Zellen induzieren können (110). Bei der Analyse der Funktionsweise der TH1-ähnlichen 

regulatorischen T Zellen im Rahmen dieser Arbeit kann nicht definitiv geklärt werden, welche 

Zellen das TGF-β letztendlich produzieren. Als Möglichkeiten bleiben die Treg Zellen, die 

Effektor T Zellen oder die DCs. Eine experimentelle Untersuchung, um herauszufinden, welche 

Zellen TGF-β produzieren, wäre die intrazelluläre Anfärbung dieses Zytokins während der 

Effektorphase und anschließende Analyse im Durchflusszytometer.  

Für die Produktion von TGF-β der TH1-ähnlichen regulatorischen T Zellen spricht die 

Entdeckung von zellgebundenem TGF-β. Die Arbeitsgruppe Strober konnte zeigen, dass 

zellgebundenes TGF-β von regulatorischen T Zellen auf der Oberfläche präsentiert wird (142, 

143). Dies würde bedeuten, dass neben dem direkten Zellkontakt auch die Anwesenheit des 

Zytokins TGF-β eine Voraussetzung dafür ist, dass TH1-ähnliche regulatorische T Zellen eine 

Effektorzelle erfolgreich unterdrücken können. Bei einer Trennung mit Transwell würde eine 

suppressive Wirkung unterbleiben, obwohl TGF-β sezerniert wird.  

Die besondere Bedeutung von TGF-β für Treg Zellen wurde mit der Entdeckung unterstrichen, 

dass TGF-β die Foxp3 Expression in naiven CD4+CD25- T Zellen induziert und sich ein 

Wechsel zu CD4+CD25+ Treg Zellen vollzieht (40, 62, 210). Foxp3 ist ein Transkriptionsfaktor, 

der spezifisch von Treg Zellen exprimiert wird. Er ist für die Entstehung und Funktion dieser 

Zellen von entscheidender Bedeutung und unterscheidet sie damit von Effektor T Zellen (88, 

57). Auch die hier untersuchten TH1-ähnlichen regulatorischen T Zellen exprimieren Foxp3 

(184).  
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Bei der Ausdifferenzierung der erst kürzlich entdeckten TH17 Zellen ist der molekulare 

Mechanismus ebenfalls von TGF-β abhängig (80, 200). Es wird eine Dichotomie zwischen der 

Differenzierung von Treg Zellen und TH17 Zellen angenommen, ähnlich der Dichotomie 

zwischen TH1 und TH2. Die in vitro Stimulierung naiver T Zellen mit TGF-β induziert Foxp3+ 

Treg Zellen. Der Zusatz von IL-6 bei der in vitro Stimulierung naiver T Zellen fördert die 

Differenzierung von TH17 Zellen (28). Die hohen Werte von TGF-β in den Zytokinüberständen 

der Ansätze mit Treg Zellen stehen in Übereinstimmung mit dieser Theorie und zeigen den 

deutlichen Charakter einer Treg gewichteten Immunantwort. Die Annahme einer Dichotomie 

wird durch die Entdeckung, dass IL-2 die Differenzierung Richtung Treg Zellen lenkt und die der 

TH17 Zellen unterdrückt, unterstrichen (113). Eine Erklärung der extrem niedrigen IL-2 Werte in 

Anwesenheit regulatorischer T Zellen liefert die Theorie der Dichotomie zwischen Treg Zellen 

und TH17 Zellen hingegen nicht.  

Interleukin-2 wurde als erstes Zytokin beschrieben und stellt einen bedeutenden 

Wachstumsfaktor für eine Vielzahl von Zellen dar (69, 175). Unter ihnen insbesondere die TH1 

und TH2 Zellen, auf die das Zytokin autokrin wirkt, und die Proliferation sowie eine weitere IL-2 

Sekretion dieser Zellen anregt. Die Effekor T Zellen stehen in Abhängigkeit von IL-2. Der 

Wettbewerb um diese Ressource stellt neben direktem Zellkontakt und Zytokinen einen weiteren 

Wirkmechanismus dar (20, 187). Die Arbeitsgruppe Stockinger hat gezeigt, dass IL-2 von Treg 

Zellen regelrecht „konsumiert“ wird und darüber die Treg Zellen ihre supprimierenden 

Eigenschaften umsetzen (21). Der Mechanismus wird so verstanden, dass von den Treg Zellen 

das IL-2 verbraucht wird und somit nicht mehr den Effektor T Zellen zur Verfügung steht. Die 

Kompetition um IL-2 der Treg Zellen bewirkt in den Effektor T Zellen eine Unterbrechung des 

positiven autokrinen Feedbacks von IL-2. Es kommt nicht zur Hochregulierung von CD25 (α-

Kette des IL-2 Rezeptors) und damit nicht zur vollen Effektivität dieser Zellen. Dies führt zu 

einer verminderten Proliferationsrate der Effektor T Zellen und damit zur Unterdrückung einer 

bestehenden Immunantwort.  

Regulatorische T Zellen sind selbst nicht in der Lage IL-2 zu exprimieren, jedoch wird die 

Differenzierung, Vitalität und Funktion von Treg Zellen über IL-2 gesteuert. Sie sind auf die 

Bereitstellung dieses Zytokins von anderen Zellen angewiesen (63, 153, 181). Knock-out Mäuse 

für IL-2 und CD25 entwickeln systemische Autoimmunerkrankungen, die charakteristisch für 

eine reduzierte Anzahl von Treg Zellen sind (31, 125, 153, 189). Alle drei Proteinketten des IL-2-

Rezeptors werden auf Treg Zellen konstitutiv exprimiert und ermöglichen den Zellen ohne 
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weitere Aktivierung auf IL-2 zu reagieren (45, 125). Die Expression von CD25 wird in Treg 

Zellen über IL-2 verstärkt (183)  

In dieser Arbeit deuten die Ergebnisse der Analyse des Zytokins IL-2 in den Überständen der 

Co-Kultur darauf hin, dass die Kompetition um IL-2 ein Wirkmechanismus der TH1-ähnlichen 

Treg Zellen sein könnte. In den Zytokinüberständen der Zellkultur mit Zusatz von Treg Zellen war 

eine massive Reduktion des Zytokins IL-2 zu detektieren, während in der Kontrollgruppe ohne 

Treg Zellen sehr hohe Werte von IL-2 gemessen wurden. Die Vermutung, dass die Treg Zellen das 

IL-2 tatsächlich aktiv reduziere müsste weiter experimentell validiert werden. Ein Ansatz wäre 

eine feste Anfangskonzentration von IL-2 und variierende Zellzahlen der eingesetzten TH1-

ähnlichen Treg Zellen in der Zellkultur, um eine eventuelle Abhängigkeit der IL-2 Konzentration 

nach Inkubation von der eingesetzten Zellzahl der Treg Zellen detektieren zu können.  

Die signifikanten Unterschiede der Zytokinkonzentrationen von TGF-β und IL-2 zeigen, dass es 

sich um einen aktiven Prozess handelt, die die Homöostase der Immunantwort aufrecht erhält 

und nicht Anergie für die Unterdrückung der Proliferation der Effektor T Zellen verantwortlich 

ist (188). Beide Zytokine scheinen an dem Mechanismus der Funktionsweise regulatorischer T 

Zellen beteiligt zu sein, es konnte jedoch noch nicht geklärt werden, ob sie unabhängig von 

einander agieren, oder das Zusammenspiel beider Botenstoffe eine Voraussetzung für ihre 

supprimierenden Eigenschaften ist (89).  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass TH1-ähnliche Treg Zellen ihren Einfluss auf die 

Effektor T Zellen in einer Kombination aus direktem Zell-Kontakt und der Kommunikation über 

Zytokine ausüben.  

 

5.3 Pharmakologische Unterdrückung der mukosalen Toleranzentwicklung  

5.3.1  Prednisolon und Methylprednisolon hemmen die Entwicklung einer T Zell 

Toleranz 

In der Behandlung allergischer Erkrankungen werden seit Jahrzehnten überwiegend 

Corticosteroide in der anti-inflammatorischen Therapie eingesetzt. Die effektive Unterdrückung 

einer Entzündung beruht auf deren inhibitorischem Einfluss an verschiedenen Stellen des 

Immunsystems. Corticosteroide hemmen die Zytokinproduktion ebenso wie Funktion, 

Differenzierung und Wachstum von verschiedenen inflammatorischen Zellen (60, 66, 97). Trotz 

des hervorragenden Wirkungsprofils und des schnellen, sichtbaren Erfolges sind der Therapie 

mit Corticosteroiden Grenzen gesetzt. Seit mehr als 50 Jahren werden diese immunsuppressiven 
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Medikamente in der Therapie von Allergie und Asthma eingesetzt, gleichzeitig ist die Prävalenz 

dieser Erkrankungen in den letzten drei Dekaden kontinuierlich gestiegen (206, 207). Sie stellen 

keine kurative Therapie dar. Nach Absetzen der Therapie treten die Symptome der entzündlichen 

Erkrankung, wie z.B. Asthma bronchiale, schnell wieder auf (3).  

Eine mögliche Erklärung für die hohe Prävalenz allergischer Erkrankungen parallel zu 

Corticosteroidbehandlungen bieten die Untersuchungen des Einflusses von Dexamethason auf 

die Toleranzentwicklung. Die Arbeitsgruppe um D. T. Umetsu entwickelte ein Protokoll für ein 

murines Asthma-Model bei dem über die intranasale Gabe von OVA eine respiratorische 

Toleranz induziert wird. Diese Toleranzinduktion kann eine Atemwegsentzündung effektiv 

unterdrücken und schützt vor einer überschießenden Immunreaktion bei erneuter Inhalation 

großer Mengen dieses Antigens. Dass eine respiratorische Toleranz vor Asthma schützt, konnte 

schon vorher in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden (7, 180, 195).  

Die Gabe von Dexamethason i.p. während der Induktion der respiratorischen Toleranz 

unterdrückt die protektive Toleranzentwicklung. Diese Suppression der mukosalen 

Toleranzentwicklung ist an der Proliferation der Effektor T Zellen in der in vitro Restimulation 

erkennbar und an dem Auftreten einer schweren AHR bei den mit Dexamethason behandelten 

Tieren. Es konnte weiter gezeigt werden, dass die Toleranz über tolerogene DCs vermittelt wird, 

die wiederum die Treg Zellen induzieren (4). Dexamethason hemmt bereits die Entstehung der 

Toleranz-induzierenden DCs. Konsekutiv kommt es zu einem Fehlen oder einer Fehlfunktion 

von Treg Zellen (185).  

Die Fragestellung dieser Arbeit war, ob nur hochpotentes Dexamethason diese hemmenden 

Eigenschaften aufweist oder ob der Effekt auch bei schwächeren Corticosteroiden wie 

Methylprednisolon und Prednisolon auftritt. Beide Medikamente werden neben Dexamethason 

häufig in der Klinik eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass die systemische Gabe von 

Prednisolon und Methylprednisolon, ebenso wie Dexamethason, die Toleranzentstehung 

unterdrückt. Damit konnte die zweite Hypothese dieser Arbeit, dass immunmodulatorische 

Substanzen die Induktion regulatorischer T Zellen unterdrückten, in Bezug auf weitere 

Corticosteroide bestätigt werden. Es ist anzunehmen, dass die Hemmung der respiratorischen 

Toleranziduktion eine Nebenwirkung der gesamten Wirkstoffklasse ist. Corticosteroide hemmen 

effektiv die TH1 und TH2 Immunantwort, jedoch auch die protektive Immunantwort der Treg 

Zellen. Eine Diskriminierung zwischen den einzelnen T Zellen bei der Behandlung mit 

Corticosteroiden ist nicht möglich. Dadurch kommt es zur Unterdrückung des natürlichen 
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Gegenspielers einer allergischen Entzündung (Treg Zellen), ausgelöst durch eine überschießende 

TH2 Antwort.  

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten gegenteilige Ergebnisse zu denen dieser Arbeit. 

Corticosteroide können zusammen mit Vitamin D3 IL-10 produzierende TR1 Zellen induzieren 

(19). Die Bedeutung dieser Treg Zellen liegt jedoch weniger in der Prävention von Asthma 

bronchiale als vielmehr in derjenigen von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (202). 

Jedoch auch in der Patientengruppe der Asthmatiker konnte ein positiver Effekt von 

Corticosteroiden auf Treg Zellen nachgewiesen werden. Die mit Coticosteroiden behandelten 

Patienten hatten eine erhöhte Expression von Foxp3 mRNA, was als erhöhte Aktivität der Treg 

Zellen gedeutet wurde, wenn auch nur zweifach im Vergleich mit Asthmatikern, die nicht mit 

Corticosteroiden behandelt wurden. Auch die suppressiven Fähigkeiten Dexamethason-

behandelter naiver T Zellen auf frisch isolierte CD4+ T Zellen waren nur schwach (99).  

Die Ergebnisse im murinen Asthma-Modell dieser Arbeit zeigen, dass die pharmakologische 

Beeinflussung durch Corticosteroide auf die Entwicklung einer T Zell Toleranz eine deutliche 

Unterdrückung der respiratorischen Toleranzentwicklung hat und mit der kompletten Restitution 

der Proliferationsfähigkeit der Effektor T Zellen einhergeht. Auch auf der Ebene der 

Sensibilisierung konnte gezeigt werden, dass Corticosteroide keine schützende Funktion haben, 

sondern die Sensibilität gegenüber Antigenen steigern (215). Das hat bedeutende Auswirkungen 

auf den erneuten Kontakt mit dem Allergen, da folglich unter diesen Voraussetzungen eine noch 

stärkere TH2 Immunantwort zu erwarten ist. Die Sensibilitätssteigerung der TH2 Zellen unter 

Einfluss von Corticosteroiden konnte bereits an verschiedenen Mechanismen gezeigt werden. 

Diese Klasse von Pharmaka hat das Potenzial in vivo ebenso wie in vitro eine Steigerung der IgE 

Synthese zu bewirken (145). Auf der anderen Seite üben sie einen hemmenden Einfluss auf die 

IL-12 Sekretion aus und unterdrücken direkt eine TH1 Antwort (26, 134). Eine Langzeitstudie 

konnte zeigen, dass Kinder, die im ersten Lebensjahr mit Corticosteroiden behandelten werden, 

eine erhöhte Prävalenz haben, später Allergien oder Asthma zu entwickeln (59). Die Aktivität 

einer TH2 Immunantwort scheint durch die Applikation von Corticosteroiden verstärkt zu 

werden. Nach Absetzen der Therapie lassen die unterdrückenden Eigenschaften nach und die 

erhöhte TH2-Sensibilität kommt zum Tragen. Die Ergebnisse der Untersuchung der 

pharmakologischen Beeinflussung von Methylprednisolon und Prednisolon auf die 

respiratorische Toleranz zeigen außerdem, dass die Treg Zellen effektiv und bereits auf der Ebene 

der DCs gehemmt werden. Dies bedeutet, dass eine Behandlung mit Corticosteroiden eine TH2 

Antwort unterstützt, zusätzlich die Treg Zellen hemmt und keinen kurativen Ansatz darstellt.  
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Die Möglichkeiten in der Behandlung von Allergie und Asthma sind jedoch begrenzt und 

Corticosteroide stellen bis heute die effektivste Therapieoption dar. Sie sind heute noch das 

Mittel der Wahl. Der Einsatz dieser Medikamentengruppe ist unbestritten erforderlich, jedoch in 

möglichst geringer Dosis und über den kürzestmöglichen Zeitraum.  

 

5.3.2 Tacrolimus und Cyclosporin A unterdrücken ebenfalls die Entwicklung einer T Zell 

Toleranz 

In der Therapie von Allergie und Asthma kommen neben Corticosteroiden auch andere 

Immunsuppressiva zum Einsatz. Zu ihnen gehören die Calcineurininhibitoren Tacrolimus und 

Cyclosporin A (38, 152). Ursprünglich aus der Transplantationsmedizin stammend, wo sie bis 

heute eingesetzt werden (55). In den frühen 80er Jahren wurden die immunsuppressiven 

Eigenschaften von Cyclosporin A entdeckt und seit 1984 wird es in der Behandlung der 

Abstoßungsreaktion nach Transplantationen verwendet (32, 126, 213). Mit der Entdeckung von 

Tacrolimus erweiterte sich Ende der 80er Jahre das Spektrum der immunsuppressiven Therapie 

in der Transplantationschirurgie (108).  

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Calcineurininhibitoren entsprechend der Corticosteroide 

allgemein immunsuppressiv und dementsprechend nicht selektiv auf die TH2 Immunantwort 

wirken und die Induktion regulatorischer T Zellen unterdrücken. Die Ergebnisse der in vitro 

Restimulation mit OVA nach der Behandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A während der 

Toleranzinduktion bestätigen dies. Die Proliferation der CD4+ Effektor T Zellen fiel deutlich 

höher aus als die der Toleranzgruppe und lag im Bereich der Positivkontrolle bzw. darüber. Die 

respiratorische Toleranzentwicklung wird neben Corticosteroiden auch von anderen 

Immunsuppressiva unterdrückt.  

Die immunmodulatorische Wirkung von Calcineurininhibitoren beruht auf der Supprimierung 

von T Zellen auf der Ebene der Transkription. Die verminderte Expression von Zytokinen, 

besonders von IL-2, hemmt die Proliferation und Ausdifferenzeirung von T Zellen (44). Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass Calcineurininhibitoren neben TH Zellen 

auch auf Treg Zellen wirken. Mit diesen neuen Erkenntnissen lassen sich eventuell 

Beobachtungen erklären, die bisher noch unverstanden sind. Das Neuauftreten einer allergischen 

Erkrankung nach Behandlung mit einem Calcineurininhibitor besonders in der pädiatrischen 

Transplantationsmedizin ist nicht geklärt (105). Es könnte in Zusammenhang mit der 
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allgemeinen Immunsuppression von Calcineurininhibitoren stehen, wie sie in dieser Arbeit 

beschrieben wurde.  

1997 wurde zum ersten Mal das Neuauftreten einer Allergie nach Behandlung mit einem 

Calcineurininhibitor beschrieben. Es handelte sich um ein Kind mit lebensbedrohlicher 

Nahrungsmittelallergie nach Behandlung mit Tacrolimus bei Lebertransplantation (111). Weitere 

Berichte folgten und behandelten hauptsächlich Nahrungsmittelallergien nach Transplantation 

mit anschließender Tacrolimus-Therapie (15, 122, 144) Neben Nahrungsmittelallergien wurden 

auch allergische Erkrankungen wie die atopische Dermatitis oder das allergische Asthma 

bronchiale beobachtet und dies nicht nur nach Behandlung mit Tacrolimus, sondern auch nach 

einer Cyclosporin A Behandlung (13). Der Grund für die höhere Anzahl an bekannten Fällen 

nach Tacrolimusbehandlung als nach einer Behandlung mit Cyclosporin A liegt eventuell in der 

deutlich höheren Potenz der Wirksamkeit von Tacrolimus (13, 84). Die geschätzte Prävalenz des 

Auftretens einer allergischen Erkrankung nach Transplantation mit anschließender Behandlung 

mit einem Calcineurininhibitor schwankt zwischen 10 und 22% (15). Warum dieses Phänomen 

innerhalb der Transplantationsmedizin besonders häufig in der Pädiatrie beobachtet wird, ist 

nicht hinreichend geklärt. Eine Vermutung ist, dass das noch nicht vollständig ausgereifte 

Immunsystem im Kindesalter anfälliger auf Störeinflüsse reagiert (34, 64).  

Für das Phänomen wurden verschiedene Erklärungsansätze aufgestellt. Es wurde beschrieben, 

dass die Erdnussallergie eines Spenders über die kombinierte Nieren-Leber-Transplantation an 

den Empfänger weitergegeben wurde (114). Die meisten Nahrungsmittelallergien nach 

Transplantation standen jedoch in Zusammenhang mit der Einnahme von Calcineurininhibitoren 

und weder Donor noch Rezipient hatten eine positive Familienanamnese für allergische 

Erkrankungen oder eine bestehende Allergie zum Zeitpunkt der Operation (13, 34, 91, 111, 122, 

144, 151). Diese Beobachtungen und die Ergebnisse dieser Arbeit sind ein Hinweis, dass es sich 

eventuell um eine Störung des Gleichgewichts im Immunsystem handelt, was durch die 

Behandlung mit Calcineurininhibitoren hervorgerufen wird. Durch die Unterdrückung von T 

Zellen könnte die Homöostase des Immunsystems gestört werden und es könnte zu einem 

Überwiegen der TH2 Antwort, also einer Allergie kommen. Dies wird durch die Beobachtung 

einer Eosinophilie und eines erhöhten Spiegels von spezifischem und totalem IgE im Serum von 

Patienten, die mit Calcineurininhibitoren behandelt wurden, unterstützt (71). Die Erklärung eines 

Ungleichgewichts zwischen TH1 und TH2 scheint vor dem Hintergrund der hier vorgestellten 

Untersuchungsergebnisse zu einfach. Beide Medikamente können eine respiratorische Toleranz 
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unterdrücken, also die Induktion regulatorischer T Zellen hemmen und darüber eventuell die 

Homöostase des Immunsystems in Richtung TH2 Immunantwort lenken. 

Hervorzuheben ist, dass besonders das infantile Immunsystem betroffen ist. Sind die kindlichen 

Treg Zellen noch nicht ausgereift genug, um entsprechend auf eine Störung des Immunsystems 

durch immunmodulatorische Substanzen zu reagieren? Was macht die adulten Treg Zellen 

überlegen gegenüber derartigen „Störungen“? Treg Zellen scheinen sich im Laufe des Lebens zu 

entwickeln. Ihre „Evolution“ ist jedoch noch sehr wenig verstanden und untersucht. Die 

Abnahme allergischer Symptome in der Adoleszenz und die Erfolge einer Behandlung mit einer 

SIT sind vielleicht darauf zurückzuführen, dass sich das Immunsystem fortwährend neuen 

Gegebenheiten anpassen kann. Bei dieser Feineinstellung scheinen regulatorische T Zellen eine 

besondere Rolle zu spielen.  

Aus den Untersuchungen der immunmodulatorischen Substanzen im Rahmen dieser Arbeit lässt 

sich klar erkennen, dass eine Unterdrückung des gesamten Immunsystems viele 

Nebenwirkungen birgt. Die Möglichkeit einer gezielte Hemmung von Effektor T Zellen ohne 

Unterdrückung der Treg Zellen wird diskutiert (128, 168). Die Induktion von Treg Zellen über eine 

SIT hat bei der Behandlung von Allergien Erfolge (135). Dies sind erfolgversprechende Ansätze 

für neue Therapiemöglichkeiten, bei denen gezielt bestimmte Zellen des Immunsytems 

angesprochen werden und nicht das gesamte Immunsystem unterdrückt wird.  

 

5.4 Der Einfluss von HKL auf das humane Immunsystem  

Untersuchungen der Funktionsweise von Treg Zellen und die Betrachtung der pharmakologischen 

Beeinflussung dieser Zellen zielen auf die Entwicklung neuer Therapiekonzepte von Krank-

heiten, die durch Fehlfunktionen dieser T Zellen ausgelöst werden. Dies betrifft ein weites 

Spektrum verschiedener Fachrichtungen in der Humanmedizin: die Allergologie und Pneumo-

logie, aber auch die Rheumatologie, Neurologie, Onkologie oder die Transplantationschirurgie.  

Es konnte gezeigt werden, dass bei Krankheiten wie rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose 

oder dem Typ 1 Diabetes mellitus die Funktion regulatorischer T Zellen beeinträchtigt ist (49, 

79, 119). Im Bereich der Allergologie wurde beobachtet, dass die Anzahl von Treg Zellen im 

peripheren Blut von Atopikern deutlich niedriger ist als die von gesunden Kontrollpersonen (7, 

83, 198). Dieser vermutete protektive Charakter der Treg Zellen konnte auch an Personen gezeigt 

werden, die gegen ein Allergen sensibilisiert waren und nach anfänglichen allergischen 

Beschwerden Symptomfreiheit erlangt hatten. Kinder mit einer symptomatischen Allergie gegen 
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Kuhmilch hatten eine verminderte Anzahl an peripheren CD4+CD25+ T Zellen und eine 

gesteigerte Proliferationsrate von PBMCs im Gegensatz zu Kindern mit erlangter 

Symptomfreiheit nach anfänglichen Beschwerden einer Kuhmilchallergie (100).  

Die Frage ist, was die Anzahl und die Funktion der Treg Zellen beeinflusst und was der 

entscheidende Unterschied zwischen gesundem Individuum und Atopiker ist. Ein 

Erklärungsansatz für die steigende Prävalenz allergischer Erkrankungen, besonders in den 

Industriestaaten, ist die Hygiene-Hypothese. Im Zuge der verbesserten Lebensqualität müsse sich 

der menschliche Organismus weniger mit Pathogenen auseinandersetzten und das Immunsystem 

sei dadurch nicht ausreichend gefordert. Dies führe dazu, dass das Immunsystem auch auf 

ungefährliche Stoffe reagiere.  

Es existieren viele Studien, die diese Theorie unterstreichen. Mehrere Untersuchungen zeigen, 

dass Kinder, die früh Kontakt mit Hunden oder Katzen hatten, eine niedrigere Prävalenz besitzen 

allergische Krankheiten zu entwickeln (150, 158). Kinder, die in ländlichen Gegenden 

aufwachsen, insbesondere mit direktem Kontakt zu Tieren, zeigen seltener eine Sensibilisierung 

gegenüber Allergenen als Kinder aus urbanen Lebensräumen (36, 106, 164, 165, 203). Von 

Mutius et al. konnte gezeigt werden, dass Kinder mit mehreren Geschwistern oder frühem 

Kindergartenbesuch eine geringere Prävalenz besitzen Allergien zu entwickeln (204, 205, 206). 

Die frühe Auseinandersetzung mit Pathogenen scheint ein präventiver Faktor in Bezug auf 

Allergien zu sein.  

Weitere Untersuchungen zeigten, dass besonders eine Infektion mit Parasiten vor Allergien 

schützt (218. 219). An 520 Schulkindern aus Gabun wurde der Zusammenhang zwischen einer 

Infektion mit Schistosoma haematobium und Atopie untersucht. Die Kinder mit chronischer 

Schistosomiasis hatten einen erhöhten IL-10 Spiegel (199). Wie bei einer allergischen Reaktion 

so überwiegt auch bei einer Infektion mit Parasiten die TH2 Immunantwort (51). Auf welche Art 

die Infektion mit Helminthen das Immunsystem beeinflusst, ist nicht sicher geklärt. Belkaid et al. 

gehen davon aus, dass Parasiten selber in der Lage sind Treg Zellen zu induzieren, um darüber 

eine schädigende Immunantwort zu unterdrücken und somit ihr Überleben im Wirt zu sichern 

(23, 24, 25). Eine vergleichbare Strategie wurde auch von dem Bakterium Bordetella pertussis 

beobachtet, das Treg Zellen sehr wahrscheinlich über DCs induzieren kann (130).  

Auch die Infektion mit HKL unterdrückt eine allergische Reaktion und induziert Treg Zellen 

(184). Diese Beobachtungen wurden im murinen Modell gemacht. Die dritte Hypothese dieser  
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Arbeit ist, dass humane Immunzellen ähnlich den Zellen des murinen Immunsytems auf HKL 

reagieren. Die Untersuchungen der humanen PBMCs eines Atopikers gegenüber Lieschgras und 

einer gesunden Kontrollperson zeigten klare Unterschiede in der Restimulation mit dem Antigen 

in vitro. Die Proliferation der PBMCs des Non-Atopikers ist deutlich geringer als die des 

Atopikers und spricht auch nicht auf hohe Konzentrationen des Antigens Lieschgras an. Die 

Zugabe von HKL in die Zellkultur der PBMCs des Atopikers bewirkt in Abhängigkeit der 

Konzentration von HKL eine Unterdrückung der Proliferation dieser Zellen.  

Die Immunisierung mit hitzeinaktivierten Bakterien würde eine relativ sichere Therapie gegen 

allergische Erkrankungen darstellen. Die hitzeinaktivierten Listerien sind nicht mehr infektiös, 

behalten jedoch ihre immunstimulierende Potenz. Dennoch ist nicht sicher abzuschätzen, was ein 

derartiger Eingriff in das menschliche Immunsystem bewirken könnte. Vorstellbar ist eine 

Beeinträchtigung der Abwehr von Infektionen oder das unkontrollierte Wachstum von Tumoren 

(85, 148).  

Es gibt mehrere Versuche einer in vivo Aktivierung von Treg Zellen. Oft wird jedoch direkt in die 

Kommunikation zwischen Zellen eingegriffen. Gezielt werden bestimmte Rezeptoren 

angesprochen, um damit bestimmte Signalwege zu aktivieren oder zu inhibieren. Mit HKL wird 

dem Immunsystem eine bakterielle Infektion simuliert, ähnlich einer aktiven Impfung mit einem 

Todimpfstoff.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG  

 

Regulatorische T Zellen sind für die Induktion und Aufrechterhaltung einer immunologischen 

Toleranz gegenüber Antigenen essentiell. Diese Arbeit befasst sich mit der Bedeutung 

regulatorischer T Zellen in der Pathogenese von Allergie und Asthma. Das Verständnis ihrer 

Funktionsweise und ihrer pharmakologischen Beeinflussung können maßgeblich zur Therapie 

und Prävention allergischer Erkrankungen beitragen.  

Der inhibitorische Effekt in vivo generierter regulatorischer T Zellen auf CD4+ T Zellen wurde in 

vitro untersucht. TH1-ähnliche regulatorische Zellen wurden über die Induktion tolerogener DCs 

mit HKL und unter Ausnutzung des murinen Immunsystems generiert. In Co-Kultur mit naiven 

CD4+ T Zellen, DCs und OVA wurden die TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen weiter 

analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass eine räumliche Trennung mit Transwell-Einsätzen die 

inhibitorischen Effekte der TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen aufhebt. Die Anwesenheit von 

TH1-ähnlichen regulatorischen Zellen führte zu keiner Veränderung der Zytokine IL-10 und IFN-

γ, während die Zytokine IL-2 und TGF-β deutliche Unterschiede zeigten. Der Anstieg von TGF-

β und der starke Abfall der Konzentration von IL-2 deuten auf einen Synergismus von 

Zellkontakt und parakrinen Vorgängen. Ob diese Zytokine (IL-2 und TGF-β) parakrin wirken 

können, ist abhängig von Signalweite und Zellabstand.  

Der pharmakologische Einfluss immunmodulatorischer Substanzen auf die Induktion 

regulatorischer T Zellen wurde auch im murinen Modell analysiert. Eine experimentell 

induzierte respiratorische Toleranz wurde mit der i.n. Applikation von OVA bei BALB/c 

Mäusen erreicht. Durch die systemische Gabe von Prednisolon und Methylprednisolon wurde 

die Toleranzinduktion unterdrückt. Von Dexamethason ist bekannt, dass es unter vergleichbaren 

Bedingungen ebenfalls die Toleranzentwicklung hemmt. Daher ist anzunehmen, dass die 

gesamte Medikamentengruppe der Corticosteroide diese Eigenschaft besitzt. Diese Hypothese 

lässt sich auf eine weitere Gruppe von Immunsuppressiva erweitern, da auch für die 

Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A eine Hemmung der immunologischen 

Toleranzinduktion in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.  

Die immunmodulatorischen Fähigkeiten des Adjuvans HKL waren aus dem murinen Modell 

bekannt. Es konnte hier gezeigt werden, dass HKL auch im humanen Immunsystem eine 

Toleranz gegenüber Allergenen induziert. Die Proliferation humaner PBMCs eines Atopikers 



ZUSAMMENFASSUNG                                                                                    82 

konnte durch den Zusatz von HKL bei der in vitro Restimulation mit dem Allergen Lieschgras 

auf das Niveau eines Non-Atopikers gehemmt werden.  

Die Daten zeigen, dass regulatorische T Zellen pharmakologisch beeinflusst werden können. 

Damit eröffnen sich neue Möglichkeiten zu kurativen Therapiekonzepten allergischer 

Erkrankungen.  
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8.2 Abkürzungen 

Abb.    Abbildung 

AHR    Atemwegshyperreaktivität  

Al(OH)3   Aluminiumhydroxid (Alum) 

APC    Antigen-präsentierende Zelle 

bzw.     beziehungsweise 

°C    Grad Celsius 

CD    Cluster of Differentiation  

CFSE    CarboxyFluoroscein Succinimidyl Ester 

Cy5    Indodicarbocyanin 

DCs    dendritische Zellen 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DNAse   Deoxyribonuclease 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

EAE    experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA    Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

FACS    Fluorescene Activated Cell Sorting 

FITC    Fluoreszein-Isothiocyanat 

FKS    Fetales Kälberserum 

Foxp3    Forkhead box p3 

GM-CSF   granulocyte monocyte colony stiumlating factor  

HKL    Heat Killed Listeria  

ICOS    Inducible Costimulator 

ICOSL    Inducible Costimulator-Ligand 

i.d.    intradermal 

IPEX immune disregulation, polyendocrinopathy enteropathy X-linked 
syndrome 

IFA    Feund’s Andjuvant Incomplete 

IFN-γ    Interferon-γ 

Ig    Immunoglobulin 

IL    Interleukin 

IMS    Immunsuppressivum 

i.n.    intranasal 

i.p.    intraperitoneal 
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IVC    Individually Ventilated Cages 

MACS    Magnetic Activated Cell Sorter 

MHC    Major Histocompatibility Complex 

min    Minuten 

NK Zellen natürliche Killer Zellen 

OVA    Ovalbumin 

PBS    Phosphate Buffered Saline 

PBMC peripheral blood mononuclear cell (periphere mononukleäre Zelle) 

PE    Phycoerythrin 

PerCP    Peridinin-chlorophyll-protein complex 

RKI    Robert Koch Institut 

SCID    Severe Combined Immunodeficiency 

SCIT    subcutane Immuntherapie 

SI    Stimulationsindex 

SIT    spezifische Immuntherapie 

SLIT    sublinguale Immuntherapie 

STAT    Signal Transducers and Activators of Transcription 

T-bet    T-box transcription factor 

TGF-β    Transforming Growth Factor-β 

TMB    3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine  

TH1reg Zelle   TH1-ähnliche regulatorische T Zelle  
TH Zellen   T Helferzellen 

Treg Zelle   regulatorische T Zelle  

TZR    T Zell Rezeptor 
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