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1 Einleitung 

Ziel dieser Dissertation war es die Suppressivität von regulatorischen T-Zelllen mit Hilfe 

von IL-2 zu steigern. Bei regulatorischen T-Zellen handelt es sich um eine 

Subpopulation der CD4 Lymphozyten, deren Hauptfunktion in der Regulation einer 

Immunantwort liegt. Kommt es zu einer Störung der Funktion der Treg, kann die 

Selbsttoleranz durchbrochen werden und es kommt zu einer Vielzahl von 

autoimmunologischen Manifestationen unterschiedlichster Organsysteme.  

Regulatorische T-Zellen produzieren kein Interleukin-2. Interleukin-2 ist ein 

Schlüsselzytokin, welches für die Homoeostase und die Suppressivität der Treg von 

unerlässlicher Bedeutung ist. IL-2 wird  von aktivierten T-Zellen sezerniert und wirkt 

sowohl auf T-Effektorzellen und Treg. Um die Suppressivität der Treg zu steigern, wurden 

unterschiedliche genetisch modifizierte IL-2 Moleküle und ein am IL-2 

Signaltransduktionsweg beteiligtes Moleküle (STAT5) über retroviralen Transfer in die 

Zellen eingebracht. 

 

1.1 Das Immunsystem 

1.1.1 Allgemeine Einführung 

Die Immunologie ist eine verhältnismässig junge Wissenschaft, welche auf die 

Entdeckungen von Edward Jenner 1796 zurückgeht, der erstmalig die Kuhpocken und 

die damit verbundene Möglichkeit der Vakzinierung beschrieb. Die grundlegenden 

Prinzipien der Immunologie bei Wirbeltieren haben einen langen evolutionären Prozess 

hinter sich, der darauf zurück geht, das Organismen Abwehrmechanismen gegen 

Pathogene wie Pilze, Viren und Bakterien entwickeln mussten. Dabei unterscheidet 

man in eine unspezifische und in eine spezifische Abwehr [1]. Die unspezifische 

Antwort, wie z.B. das Komplementsystem, gehören zu den immunologisch älteren 

Mechanismen. Diese bildeten sich früh in der Evolution der Vertebraten heraus [2]. Die 
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spezifische Abwehr besteht aus einer Vielzahl von Komponenten wie B-Zellen, deren 

primäre Aufgabe die Bildung von Antikörper ist. T-Zellen stellen eine weitere wichtige 

Säule der spezifischen Immunantwort dar. Die T-Zellen unterscheidet man in CD4+ und 

CD8+ T-Zellen [2]. Die initiale zelluläre Immunantwort beruht primär auf einer 

Aktivierung des unspezifischen Immunsystems [1, 2]. Es kommt zu einer Aktivierung 

des Komplementsystems und zur Infiltration von Neutrophilen, Granulozyten und 

Makrophagen. Im Anschluss hieran erfolgt die Aktivierung und das Einwandern von 

Lymphozyten.  Die Lymphozyten lassen sich in T- (Thymus), B- (Bursa fabritius) und 

NK- (Natural Killer) Zellen unterteilen. Die Aktivierung der adaptiven Immunantwort 

beruht auf dem Erkennen bestimmter Molekülstrukturen, die als Antigen bezeichnet 

werden. Einige Lymphozyten sind in der Lage diese Antigene zu erkennen. Die 

Lymphozyten werden durch diese Erkennung zur Proliferation angeregt und es kommt 

somit zu einer klonalen Expansion. Dabei differenzieren die Antigen-selektionierten 

Lymphozyten in zwei wesentliche Richtungen. Zum einen in Effektorzellen, deren 

primäre Aufgabe es ist eine sofortige Immunantwort direkt oder indirekt zu generieren 

und zum anderen in Gedächtniszellen, die im Verlauf der Zeit bei erneutem 

Antigenkontakt eine schnellere spezifische Immunantwort erzeugen [3]. Neben der 

zellulären Antwort ist das adaptive Immunsystem in der Lage eine Antigen spezifische 

humorale Antwort zu generieren. Dies ist die Aufgabe der B-Zellen, die nach Aktivierung 

Antikörper produzieren und sezernieren [4]. 

Bei der Aktivierung der adaptiven Immunantwort erfolgt die Präsentation der Antigene 

über MHC Moleküle. Die Moleküle werden unterteilt in Klasse I und Klasse II. Klasse I 

MHC Moleküle befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen, während sich Klasse II 

Moleküle nur auf bestimmten phagozytotischen Zellen des Immunsystems befinden. 

Diese Zellen werden als Antigen-Präsentierende Zellen (APC’s) bezeichnet. T-Zellen 

sind in der Lage die mit antigen-beladenen MHC Moleküle zu erkennen. CD8+ Zellen 

sind ausschliesslich in der Lage MHC I Moleküle zu erkennen, während CD4+ Zellen 

nur MHC II Moleküle erkennen. Die Aufgabe der CD8 positiven Zellen liegt in der 

Elimination der Zellen, die diese Antigene präsentieren, daher werden diese Zellen 

auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Die Aufgabe der  CD4+ Zellen liegt in der 

Aktivierung von B-Zellen und somit in der Aktivierung der Antikörperbildung und zum 

anderen in der Initiierung einer zellulären Antwort. 
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1.1.2 CD4+ T-Lymphozyten 

Die T-Helfer-Zellen (TH) spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der adaptiven 

Immunantwort, da sie sowohl über Zell-Zell-Kontakte als auch über lösliche Zytokine die 

Immunantwort beeinflussen [5]. Die Aktivierung der TH-Zellen erfolgt über die 

Interaktion des T-Zellrezeptors mit dem antigen-beladenen MHC II Molekül, sowie über 

weitere kostimulatorische Moleküle.  Dies bedeutet, dass eine Aktivierung der T-Zelle 

nur dann erfolgt, wenn eine gewisse Affinität des T-Zellrezeptors zu dem MHC II 

Antigen Komplex besteht. 

Nach der antigen-spezifischen Stimulation produzieren die naϊven TH-Zellen den T-

Zellwachstumsfaktor Interleukin-2 (IL-2) [6]. Dieser Faktor ist massgeblich für die 

Proliferation und Differenzierung der naϊven TH-Zellen zu T-Effektorzellen 

verantwortlich.  

Effektor-TH-Zellen können in drei Hauptgruppen unterteilt werden, die sich hinsichtlich 

ihres Phänotyps und ihrer Funktion unterscheiden. Hierzu gehören die TH Typ-1 (TH1)-, 

TH Typ-2 (TH2)- und TH Typ-17 (TH17)- Zellen (Abb. 1). An der Entstehung dieser TH-

Subpopulationen sind jeweils unterschiedliche Zytokine beteiligt, die letztlich zu einer 

unterschiedlichen Polarisierung der Zellen führen. Für diese einzelnen T-

Subpopulationen konnten unterschiedliche Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, 

die für den Phänotyp von entscheidender Bedeutung sind. 

So ist die TH1 Differenzierung abhängig von T-bet [7],  die TH2 Zellen von Gata3 [8] 

und TH17 Zelldifferenzierung von RORγt [9].  

Die Induktion unterschiedlicher T-Helfer Subklassen ist antigen-gesteuert. Dabei 

können intrazelluläre Erreger antigenpräsentierenden Zellen zur Produktion von IL-12 

anregen, welches eine Differenzierung der naϊven TH-Zellen in TH1 Zellen fördert [10, 

11]. TH1 Zellen haben die Funktion Makrophagen und zytotoxische T-Zellen zu 

aktivieren, die dann an der Bekämpfung von intrazellulären Infektionen durch Viren, 

Bakterien und Mikroorganismen beteiligt sind [12, 13].  TH1 Zellen sind auch durch die 

Sekretion von Zytokinen wie IFN-γ, IL-2 und TNF-α definiert [14]. Diese Zytokine stellen 
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einen wichtigen Mechanismus zur Interaktion und Aktivierung der zytotoxischen T-

Zellen und Makrophagen dar. Diese Form der zellulären Antwort ist auch von 

besonderer Bedeutung in der Elimination von Tumorzellen [15].  

Bei einer Infektion mit extrazellulären Erregern wird IL-4 freigesetzt, welches für die 

TH2 Differenzierung verantwortlich ist. Die TH2 Zellen bilden ihrerseits IL-4, IL-5 und IL-

13, welche die Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten beeinflussen, diese 

differenzieren dann zu Plasmazellen und sind in der Lage Antikörper zu produzieren 

[16, 17]. 

In den letzten Jahren konnte eine neue Subpopulation identifiziert, die als TH17 Zellen 

bezeichnet wird. TH17 Zellen sind dadurch charakterisiert, dass sie IL-17 expremieren 

und den Schlüsseltranskriptionsfaktor ROR-γt zur Genregulation besitzen. TH17 Zellen 

stellen eine Verbindung zu der angeborenen Immunität dar, da sie in der Lage sind 

Neutrophile Granulozyten durch das Zytokin IL-17 zu aktivieren [9]. TH17 Zellen 

scheinen ausserdem mit der Genese von Autoimmunerkrankungen in Verbindung zu 

stehen. Zur Induktion der proinflammatorischen TH17 Zellen  bedarf es der beiden 

Zytokine IL-6 und TGF-ß1, während IL-23 für die Expansion und das Überleben dieser 

Zellen notwendig ist. 

Eine besonders wichtige Untergruppe der T-Helferzellen sind die Treg, die in der Lage 

sind eine Immunantwort negativ zu regulieren und eine überschiessende Immunantwort 

zu unterdrücken [18]. 
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Fig. 1: Differenzierung von T-Helferzellen und regulatorischen T-Zellpopulationen 

Abhängig vom Zytokinprofil differenzieren die naϊven T-Helferzellen in verschiedene Subpopulationen, die 
unterschiedliche Aufgaben erfüllen. 
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1.1.3 Regulatorische T-Zellen und Autoimmunerkrankungen 

Erkrankungen, die eine autoimmun Genese haben, betreffen ca. 5-6% der Bevölkerung 

in Deutschland. Allein diese Zahlen verdeutlichen, welche Bedeutung 

Autoimmunerkrankungen für die Gesellschaft und die Volkswirtschaft besitzen. In den 

letzten Jahren konnten deutliche Fortschritte in der Entwicklung neuer Therapien 

gemacht werden, doch noch immer gibt es schwerwiegende therapierefraktäre 

Verläufe, die neue Strategien in Therapie, Erkennung und Prävention erforderlich 

machen. Aus diesem Grund ist es nötig die Genese als auch Pathomechanismen dieser 

Erkrankungen zu verstehen, um neue Therapiekonzepte zu entwickeln. 

Autoimmunerkrankungen sind dadurch charakterisiert, dass es sich hierbei um eine 

Disbalance zwischen autoreaktiven Zellen, die von Natur aus in allen Individuen 

entstehen, und immunsupressiven Mechanismen handelt. Ein entscheidender Faktor 

der immunsuppressiven Mechanismen sind Treg, die durch die Makermoleküle FOXP3, 

CD4 und CD25 charakterisiert sind. Bei FOXP3 handelt es sich um einen Forkhead 

Transkriptionsfaktor, der X-chromosomal (Xp11.23-Xp13.3) vererbt wird [19, 20].  

Kommt es zu einem Defekt in diesem Gen, führt dies zu einer Vielzahl von 

Autoimmundefekten wie Typ-1-Diabetes mellitus, Autoimmunthyreoiditis, eine 

autoimmun-hämolytische, Anämie (positiver direkter Coombs-Test) und diverse 

Hauterkrankungen u.a. Ekzem, ichthyosiforme Erythrodermie, Psoriasis und Alopecia 

universalis. Als klinisch vorrangiges Syndrom ist bei diesem Syndrom eine Enteropathie 

[20, 21]. 

Diese Erkrankung wird als IPEX bezeichnet, wobei es unterschiedliche Ausprägungen 

im Schweregrad dieser Erkrankung gibt, die am ehesten mit unterschiedlichen 

Mutationen im FOXP3-Gen zu erklären sind [19]. Treg besitzen nicht nur, bezogen auf 

diese Krankheit, eine klinische Relevanz. Bei der reuhmatoiden Arthritis konnte gezeigt 

werden, dass die Patienten eine signifikant verminderte Zahl an Treg im Blut haben, 

während sich in der Synovialflüssigkeit aktivierte Treg finden liessen [22]. Es konnte aber 

auch gezeigt werden, dass die Effektor T-Zellen weniger reagibel auf 

immunsuppressive Mechanismen waren. 
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Bei der  Multiplen Sklerose, als auch beim Typ I Diabetes zeigte sich, dass die Zahl der 

Treg normal war, während die Suppressivität in vitro signifikant vermindert war. 

Bei der Sarkoidose zeigen die Patienten eine Anergie bei der delayed Type I 

Hypersensivity Reaktion, sowie in der bronchoalveolären Lavage eine erhöhte Anzahl 

an Treg mit einem maturen Phänotyp und mit den Markern CTLA-4, FOXP3, CCR4 und 

CXCR3. Unverstanden bei dieser Erkrankung bleibt, warum trotz der starken 

Suppressivität in vitro und dem maturen Phänotyp der Zellen es zu einer  Exazerbation 

der Erkrankung kommt [23]. 

Bei Lupus Erythematodes zeigen sich häufig verminderte Zellzahlen an Treg im 

peripheren Blut über deren Funktion aber nicht ausreichend Informationen vorliegen 

[24]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Treg nicht ausreichend bei 

Autoimmunerkrankungen charakterisiert sind, weder im Phänotyp noch in deren 

Suppressivität. Bei all diesen Studien muss sicherlich auch noch berücksichtigt werden, 

dass oft nur CD4 und CD25 als Marker für Treg herangezogen worden sind, welche 

auch bei aktivierten T-Zellen vorkommen. Im Gegensatz zur Maus, ist ausserdem bei 

Menschen, der Marker FOXP3 nicht auf Treg begrenzt. Es konnte gezeigt werden, dass 

der Transkriptionsfaktor NFAT eine Bindungsstelle im FOXP3 Promoter besitzt, so dass 

es bei der Aktivierung von naïven T-Zellen auch zu einer Transkription von FOXP3 

kommt. Welche Bedeutung dabei FOXP3 in Effektor T-Zellen spielt ist noch unklar. 

Daraus ergibt sich das Problem, dass die Analyse von Patientenproben, die unter einer 

Exazerbation einer Autoimmunerkrankung leiden deutlich schwieriger wird. Auf Grund 

der fehlenden Datenlage bezüglich der Bedeutung von Treg bei Autoimmunerkrankung 

besteht weiterer Bedarf der Erforschung. Die Erforschung kann möglicher Weise zu 

neuen Therapiestrategien führen, denn trotz der Entwicklung von Medikamenten wie 

Infliximab und Eternacept, welche entscheidend in den Pathomechanismus durch 

blocken des TNF-α eingreifen, gibt es noch immer therapieresistente Patienten, die 

selbst unter der Therapie mit den gängigen Basis Therapeutika und TNF-α Inhibitoren 

schwere Verläufe zeigen. Auch bergen Medikamente wie Infiximab das Risiko von 

anaphylaktischen Reaktionen, sowie die Gefahr einer Exazerbation bei Infektionen mit 

bakteriellen Erregern, wie Mycobaterium Tuberculosis. Des Weiteren ist zu 
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berücksichtigen, dass auch zur Vermeidung von Transplantatabstossungen eine 

Stimulation von Treg von ausserordentlicher Bedeutung sein kann. 

 

 

1.2 Toleranz und Autoimmunität 

 
Eine zentrale Frage der Immunologie ist, wie Immunantworten terminiert werden 

können und wie „fremd“ von „selbst“ unterschieden werden kann. Dies fasst man unter 

dem Begriff Toleranz zusammen. Eine gestörte Toleranz  ist bei einer Vielzahl von 

Erkrankungen von wesentlicher Bedeutung, so richtet sich das Immunsystem bei 

Autoimmunerkrankungen gegen körpereigene Strukturen. Auf der anderen Seite 

können das Erkennen und die Elimination körpereigener Zellen bei malignen 

Erkrankungen gewünscht sein. Umgekehrt handelt es sich bei einem Fetus während 

einer Schwangerschaft um eine körperfremde Struktur, die von einer Immunantwort 

nicht beeinflusst werden soll. Toleranz wird durch unterschiedliche Mechanismen 

erzeugt. Zu Beginn der T-Zell Reifung, die unter anderem im Thymus [25, 26] erfolgt, 

werden autoreaktive T-Zellen depletiert. Trotz dieses Mechanismus kommt es trotzdem 

dazu, dass einige Zellen der negativen Selektion entgehen. In ihnen kann dann in der 

Peripherie Anergie induziert werden [26, 27]. Trotz dieser Mechanismen können 

autoreaktive T-Zellen aktiviert werden, z.B. im Rahmen eines entzündlichen Prozesses, 

wenn die T-Zellen mit dem entsprechen Antigen in Kontakt kommen oder durch einen 

Prozess, der als molecular mimikry bezeichnet wird, wo Pathogene wie Bakterien 

(Chlamydien, Streptokokken) und Viren, Antigene präsentieren, die mit körpereigenen 

Epitopen verwandt sind [28]. Treg CD4+ und CD25+ sind in der Lage, solche 

autoimmunologischen Reaktionen durch eine Vielzahl von Mechanismen zu 

unterdrücken [29-31]. Bei dem IPEX Syndrom handelt es sich um einen X-chromosomal 

vererbten Gendefekt, bei dem die Individuen eine verminderte Anzahl an Treg besitzen, 

deren Funktion eingeschränkt ist, da das FOXP3 Gen mutiert ist [20]. Bei dieser 

Krankheit kommt es zu einer mannigfaltigen autoimmun Manifestation, wie Typ-1 

Diabetes mellitus, Autoimmunthyreoiditis, autoimmunhämolytische (combs positive) 

Anämie, ichtyosiforme Erythrodermie, Psoriasis, Alopecia universalis und eine 

Autoimmun Enteropathie [21, 32]. Hieran lässt sich erkennen, welche 

  17



                                                                                                                                      Einleitung 

aussergewöhnliche Bedeutung die Treg im Rahmen der Toleranz besitzen und dass die 

Mechanismen, die diese Zellen hierbei verwenden möglicherweise therapeutisches 

Potential bergen. 

 

 

 

 

 

1.3 CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg) 

1.3.1 Phänotypisierung der CD4+CD25+ Treg 

Treg sind durch die Oberflächenmoleküle CD4 und CD25 charakterisiert, dabei handelt 

es sich bei CD25 um die α-Kette des Interleukin-2 Rezeptors [6, 33]. Hieraus lässt sich 

vermuten, dass es sich bei IL-2 um ein wichtiges Zytokin für diese Zellpopulation 

handelt. Dabei muss aber auch berücksichtigt werden, dass nicht nur Treg CD25 auf 

ihrer Oberfläche expremieren, sondern auch T-Effektorzellen, weshalb CD25 allein kein 

guter Marker für Treg ist [34]. Viel selektiver für diese Zellen ist der Transkriptionsfaktor 

FOXP3, der erstmalig im Zusammenhang mit dem IPEX Syndrom beschrieben wurde 

[19, 20]. Desweiteren expremieren Treg Marker wie CTLA-4, GITR, CD103 (αE) und 

CD62L [33, 35, 36]. Insgesamt beträgt der Anteil an FOXP3 positiven Treg an der CD4 

Population 5-10% [33, 36-38].   FOXP3 ist der Schlüsseltranskriptionsfaktor für die 

Entwicklung der Treg [39]. FOXP3 reprimiert dabei die Transkription von IL-2, IL-4 und 

IFN-γ mittels direkter Interaktion mit NF-κB und NFAT. Der NFAT-FOXP3 Komplex ist 

ausserdem verantwortlich für die verstärkte Präsentation von CD25 und CTLA-4 auf der 

Oberfläche der Treg und ist damit  eine der Voraussetzungen für die suppressive 

Aktivität der Treg [40, 41].  

 

1.3.2 Entwicklung von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen 

Regulatorische T-Zellen haben als Vorläuferzellen haematopoetische Zellen aus dem 

Knochenmark. T-Vorläuferzellen aus dem Knochemark wandern in den Thymus ein und 
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bilden dort unreife Thymozyten. Im Thymus erfolgt eine Umordnung der T-Zell-

Rezeptor-Gene der sich entwickelnden Thymozyten. Die frühesten dieser Thymozyten 

präsentieren weder CD4 noch CD8 auf ihrer Oberfläche, und werden daher als doppelt 

negative Zellen bezeichnet [25, 42]. Im Laufe der T-Zellmaturation gehen die 

Thymozyten in doppelt positive Zellen über und präsentieren auf ihrer Oberfläche CD4 

und CD8, bis sie am Ende nur einen dieser Oberflächenmarker präsentieren [26]. Diese 

einfach positiven Zellen sind dann in der Lage den Thymus zu verlassen. In dieser T-

Zellmaturation durchlaufen die Zellen zwei wesentliche Selektionsmechanismen, die als 

positive und negative Selektion bezeichnet werden [25]. Hierbei fallen ca. 97% der 

initialen Thymozyten dieser Selektion zum Opfer [26, 42]. Bei den Prozessen liegt die 

Interaktion Selbstantigen MHC Rezeptor und T-Zellrezeptor zu Grunde. Bei der 

positiven Selektion werden die Thymozyten selektioniert, die in der Lage sind mit einem 

Antigen MHC Komplex zu interagieren, alle anderen Thymozyten unterliegen der 

Apoptose. Bei einer zu starken TCR-Selbstantigen MHC Interaktion werden die T-Zellen 

deletiert, so dass keine Selbstantigen erkennenden Zellen in die Peripherie gelangen 

[25, 26].  

Auch Treg machen eine Maturation im Thymus durch. Die Besonderheit hier ist, dass sie 

einer deutlich stärkeren Interaktion mit dem Selbstantigen MHC Komplex bedürfen, als 

naïve T-Zellen, die in die Peripherie übertreten können [43]. Hierbei darf die Interaktion 

der Treg mit dem Stromazellen aber nicht so stark sein, dass es zur Induktion von 

Apoptose kommt [44]. Desweiteren können naïve T-Zellen durch Antigen Interaktion 

einen Treg Phänotyp erlangen [39, 42, 45-47]. 

 

1.3.3 IL-2 Signaltransduktion in T-Zellen 

Der Interleukin-2 Rezeptor ist ein heterotrimeres Protein und besteht aus drei 

Untereinheiten: IL-2Rα (CD25), IL2Rβ (CD122) und IL2Rγ (CD132), die nicht kovalent 

mit einander verbunden sind [6, 48, 49]. Hierbei ist die α-Untereinheit für eine 

hochaffine Bindung des IL-2 an dem Rezeptor verantwortlich, während die γ-

Untereinheit die Signaltransduktion in die Zelle übernimmt [50]. Ausserdem ist die γ-

Untereinheit zusätzlich an der Bildung der Rezeptoren für IL-4, -7, -9 und -15 beteiligt. 
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Unterhalb des Rezeptors erfolgt, bei Bindung von Interleukin-2, die Aktivierung der 

Januskinasen JAK1 und JAK3 [50]. Hierdurch kommt es zu einer Phosphorylierung von 

STAT5, welches in seiner inaktiven Form als Monomer vorliegt und bei Aktivierung 

durch Phosphorylierung homodimerisiert und in den Zellkern transloziert [51]. Im 

Nukleus wirkt das homodimerisierte STAT5 als Transkriptionsfaktor, der in die 

Regulation bestimmter meist für das Zellüberleben verantwortlicher Gene eingreift [50, 

52, 53]. Zusätzlich kommt es zu der Aktivierung des MAP Kinase Weges, welcher zur 

Transkription von Genen führt, die bei der Zellproliferation und dem Zellüberleben von 

ausserordentlicher Bedeutung sind. Desweiteren kommt es zur Phosphorylierung des 

IL-2 Rezeptors, wodurch es zur Anlagerung von Adapter Proteinen kommt wie SHP, 

welche wiederum ihrerseits zur  Phosphorylierung der Phospatidylinositolkinase 3 

führen [50, 53, 54]. Als dritter Signaltransduktionsweg wird über die Phospolipase C 

Inositol-1,4,5-trisphosphat gebildet, welches wiederum die intrazelluläre 

Calciumkonzentration steigert, was zur Aktivierung der Calcium abhängigen 

Proteinkinase C führt [50]. Auch die Proteinkinase besitzt eine ausserordentliche 

Bedeutung bezüglich der Prolifertion von Zellen. 

Durch die Bindung des IL-2 an IL-2R kommt es in T-Zellen zur Regulation 

verschiedenster Gene. Zum einen steigt die Synthese der IL-2 Rezeptoruntereinheiten 

IL-2Rα und IL-2Rβ an, zum anderen werden Zell-Zyklus-Gene (c-myc, c-jun) moduliert 

[50, 52, 54]. Ausserdem wird die Transkription der Gene für das Zellüberleben (bcl-2, 

bcl-xL) hochreguliert, gleichzeitig kommt es aber auch zu einer gesteigerten Synthese 

proapoptotischer Gene, z.B. (FasL) [55-57].   

 

 IL-2 fördert die Proliferation von T-Zellen, erhält die Zelle aber ein starkes TCR Signal, 

so kommt es nach einigen Tagen zur Apoptose der Zellen (AICD: Acute Induced Cell 

Death). Paradoxer Weise zeigen IL-2-/- und IL-2Rα-/- Mäuse eine signifikante T-Zell 

Proliferation, sowie einen Autoimmun-Phänotyp, der als Lymphoproliferative 

Erkrankung bezeichnet wird [58-61]. Was darauf hinweist, das IL-2 einen negativen 

Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen in vivo besitzt bzw. suppressive Zellen 

unterstützt. 
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Fig. 2 (a) IL-2 Rezeptor besteht aus drei Untereinheiten  α, β, γ. Die γ-Untereinheit ist für die 
Signaltransduktion essentiell. (b) Nach Bindung von IL-2 werden eine Vielzahl von 
Signaltransduktionswegen aktiviert. 

 

 1.3.4 Die Rolle von IL-2 für die CD4+CD25+ Treg 

Treg sind nicht in der Lage Interleukin-2 nach Stimulation, wie naïve T-Zellen zu 

sezernieren. Treg präsentieren auf ihrer Oberfläche CD25 [62], welches die hochaffine α-

Untereinheit des IL-2 Rezeptors ist. IL-2 scheint eine besondere Bedeutung für Treg zu 
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haben. Initial wurde IL-2 als Wachstumsfaktor für T-Zellen beschrieben. Es konnte an 

IL-2-/- und IL-2Rα-/- knockout Mäusen gezeigt werden, dass es in diesen Tieren zu einer 

vermehrten T-Zell Proliferation kommt, die als Lymphoproliferative Disease bezeichnet 

wird [34, 55]. Demnach ist IL-2 für die T-Zellexpansion in vivo nicht nötig. Was an 

diesen knockout Tieren auffiel, war, dass der Anteil an FOXP3 positiven Zellen deutlich 

vermindert war. IL-2 scheint also weniger für die Genese der Treg verantwortlicht zu sein 

als für deren Proliferation und deren Homöostase. Dies wird unterstützt von der 

Beobachtung, dass IL-2Rγc knockout Tiere keine FOXP3 positiven Zellen haben [34, 

55]. Da die γc Kette des IL-2 Rezeptors bei der Signaltransduktion von unerlässlicher 

Bedeutung und ausserdem Bestandteil der Rezeptoren von IL-4, IL-7, IL-9. IL-15 und 

IL-21 ist, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass möglicherweise eines dieser weiteren 

Zytokine für die Entwicklung von Treg verantwortlich ist [16, 55, 56, 63-68]. Die IL-2 

knockout Experimente haben gezeigt, dass das IL-2 ein ausserordentlich wichtiger 

Faktor in der Homöostase der Treg ist [55]. So konnte auch gezeigt werden, dass durch 

die Gabe von IL-2 neutralisierenden Antikörpern in Wildtyp Tieren, die Anzahl der Treg 

deutlich reduziert werden konnte und es so zu Autoimmunerkrankungen führen kann 

[34, 55, 61, 69, 70]. Auf der anderen Seite haben diese Experimente gezeigt, dass die 

Quelle für das IL-2 T-Zellen sind. Inwieweit IL-2 die Funktion der Treg beeinflusst ist 

nicht ganz eindeutig, so konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden, dass 

durch die Zugabe von IL-2 die Suppressivität der Treg gesteigert werden konnte [71, 72]. 

So konnte in vitro die Teff Proliferation nach Antigenstimulation durch die Zugabe von IL-

2 durch die Treg signifikant inhibiert werden [72]. In einem in vivo Colitis Modell wurde 

die Colitis durch die  Gabe von IL-2 deutlich reduziert. Nebenbefundlich ergab sich in 

diesen Experimenten eine erhöhte Treg Zellzahl [73]. Eine Hypothese wie die Treg ihre 

Suppressivität vermitteln ist, dass sie mit den Effektorzellen um Zytokine wie IL-2 

kompetetieren [74]. Unsere Gruppe konnte ausserdem zeigen, dass sich die 

Suppressivität durch IL-2 als auch die absolute Zellzahl steigern lässt [71]. Da Treg nicht 

in der Lage sind IL-2 zu synthetisieren, war es Ziel der Arbeit die Treg mit einem starken 

autokrinen IL-2 Signal auszustatten um so deren Suppressivität zu steigern. 
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1.3.5 Mechanismen der Suppression 

Treg sind in der Lage Immunantworten zu unterdrücken. Das konnte in einer Vielzahl 

von unterschiedlichen tierexperimentellen Modellen gezeigt werden [28]. Dabei erfolgt 

die Suppression auf einer Vielzahl von unterschiedlichen Ebenen und beeinflusst eine 

Vielzahl von Zellen, die bei einer Immunantwort beteiligt sind [75, 76]. 

Treg sind  in der Lage die Proliferation von T-Effektorzellen zu unterdrücken, gleichzeitig 

haben sie aber auch Einfluss auf B-Zellen und inhibieren deren Prolifertion und 

Immunglobulinproduktion [77, 78]. Die Aktivität von NK-Zellen und die Maturation und 

Funktion von Dendritischen Zellen werden auch von Treg inhibiert [79, 80]. Damit Treg 

aktiviert werden und einen inflammatorischen Prozess inhibieren bzw. terminieren 

können, benötigen sie ein TCR Signal. Interessanterweise ist dann die Suppression der 

Teff Zellen Antigen unspezifisch [81-83].  

Die Mechanismen, die der Suppression von Treg zu Grunde liegen, sind Gegenstand der 

aktuellen Forschung. Zurzeit geht man davon aus, dass die Suppressivität der CD4+ 

CD25+ Treg auf mehreren Mechanismen beruht. Hierzu gehört die Zell-

zellkontaktabhängige Suppression, wodurch direkte Interaktion der Zellen miteinander 

die Proliferation und die Funktion der Effektorzellen inhibiert werden. Ein weiterer 

Mechanismus liegt in der Sezernierung von antiinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. 

IL-10.  

 

1.3.5.1 Zell-Zell-Kontaktabhängige Suppression 

In den ersten Suppressions-Untersuchungen wurden Treg mit Tresponder in Ko-Kultur 

gehalten und im Anschluss die Proliferation der Zellen mit und ohne Treg verglichen. In 

diesen Untersuchungen waren die antiinflammatorischen Zytokine wie IL-10 und TGF-β 

nicht wesentlich erhöht, aber die Proliferation der Teff war signifikant vermindert [29]. 

Führt man diese Experimente durch und trennt die Tresponder und Treg durch eine 
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semipermeable Membran, ist die Hemmung der Proliferation der Tresponder signifikant 

erniedrigt [48, 83]. Dies deutet auf eine Kontaktabhängigkeit zwischen den Treg und den 

Tresponder  für die Suppression in vitro hin. Bei den Ergebnissen dieser Experimente ist zu 

berücksichtigen, dass die Distanz zwischen den Zellen um den Faktor 100 grösser ist 

als der Durchmesser einer T-Zelle und somit eine Wirkung über lösliche Mediatoren auf 

Grund der Distanz als eher gering einzuordnen ist.  Letztlich sind die Ergebnisse so zu 

werten, dass es zur Suppression eine relative Nähe der Treg mit den Tresponder Zellen 

bedarf [40, 84]. Ein weiteres Indiz für eine Zell-Zell- kontaktabhängige Suppression ist 

die Präsentation von CTLA-4 auf der Oberfläche von Treg. CTLA-4 bindet an CD80 und 

übt ein inhibitorisches Signal auf T-Zellen aus, so dass möglicherweise CTLA-4 an einer 

Zell-Zell abhängigen Suppression der Treg beteiligt ist [74, 84-87].  

 

1.3.5.2 Kompetition um IL-2 als ein suppressiver Mechanismus 

Als ein neu diskutierter Ansatz der Suppression gibt es Hinweise, dass es zu einer 

Kompetition um den Wachstumsfaktor IL-2 zwischen Treg und Tresponder kommt. Aktivierte 

Zellen sezernieren IL-2, welches in einem autokrinen Feedback Loop die 

Oberflächenpräsentation des eigenen Rezeptors CD25 induziert und so zur Proliferation 

der T-Zellen führt. Durch die Fähigkeit der CD25 CD4 Treg IL-2 aufzunehmen, kommt es  

zu einer Kompetition um IL-2, in der die Treg den Tresponder einen wichtigen 

Wachstumsfaktor entziehen. Dieser Mangel an IL-2 führt letztlich zu einer verminderten 

Immunantwort und somit zur Suppression. Für diese Hypothese spricht, dass zum 

einen in vitro gezeigt wurde, dass alle durch Treg vermittelten suppressiven 

Eigenschaften durch einen anti IL-2 Antikörper, der den Zugang der Tresponder zu IL-2  in 

der Kultur verhindert, imitiert werden konnte [72]. Setzt man bei diesem Ansatz IL-2 

wieder im Überschuss ein, kann diese Art der Suppression durchbrochen werden [72, 

88, 89]. Aber nicht nur IL-2 scheint in diesem Prozess von ausserordentlicher 

Bedeutung zu sein. So konnte gezeigt werden, dass durch zusätzliche Kompetition um 

weitere Zytokine wie IL-4, IL-7 und IL-15 Apoptose in den Tresponder Zellen ausgelöst 

wird, was auch zu einer verminderten Immunantwort führt [79]. So ist davon 

auszugehen, dass nicht nur die Aufnahme von IL-2, sondern auch von weiteren 

Zytokinen einen wesentlichen Mechanismus der Suppression darstellt [79]. 
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1.3.5.3 Zytokin-vermittelte Suppression 

Treg sezernieren als wichtigste antiinflammatorische Zytokine IL-10 und TGF-ß. Es 

konnte gezeigt werden, dass diese Zytokine in vivo eine nicht unerhebliche Rolle in der 

Immunsuppression spielen. Hierbei ist TGF-β ausserdem ein wichtiger Faktor in der 

Genese von Treg. 

In RAG2-/- Mäusen, in denen eine Kolitis durch einen Transfer von naïven T-Zellen 

erzeugt wurde, konnten Treg aus IL-10 knockout Tieren keine signifikante Reduktion der 

Krankheit hervorrufen [90]. In einem durch B-Zellen induzierten EAE Modell zeigte sich 

eine deutliche Reduktion der zerebralen Läsionen durch IL-10 sezernierende Treg [29]. 

Wenn man umgekehrt ein Mausmodell betrachtet, bei dem ein IL-10 knockout in Treg 

vorliegt, zeigt sich keine spontane systemische Autoimmunität. Man findet in adulten 

Tieren eine Inflammation des Kolons, sowie eine Hypersensitivität der Lungen [91]. Was 

den Schluss nahe legt, dass Treg sezerniertes IL-10 zur Kontrolle von Entzündungen 

von Bedeutung ist, deren Ursprung in einem Pathogen oder in einem Umwelteinfluss 

liegen. Ein weiterer Faktor ist TGF-ß, welches von Treg sezerniert wird [83, 92]. Frühe in 

vitro Studien mit TGF-β neutralisierenden Antikörpern oder TGF-β defizienten Treg 

haben keinen Hinweis darauf ergeben, das TGF-β die Funktion der Treg beeinflusst. 

Andere Experimente haben einen Hinweis darauf gegeben, dass membrangebundenes 

TGF-β einen Einfluss auf die Suppression ausübt [93, 94]. TGF-β ist ein wesentlicher 

Faktor in der Genese und Aufrechterhaltung eines Treg Pools, was Hauptbestandteil der 

Arbeiten in den letzten Jahren war [47, 95]. Trotzdem gibt es Hinweise das Treg 

sezerniertes TGF-β auch Bestandteil von Immunsuppression der Treg ist. So können 

Teff, die nicht in der Lage sind auf TGF-β zu reagieren, nicht in Ihrer Proliferation von 

Treg gehemmt werden. Auch das membrangebundene TGF-β konnte in einem Diabetes 

Modell eine weitere CD8 Infiltration der β-Zellen des Pankreas inhibieren und ein 

Fortschreiten des Diabetes mellitus verhindern [94]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Treg über eine Vielzahl von Mechanismen 

eine Immunantwort kontrollieren, die je nach Aktivierungsstatus des Immunsystems zur 

Inhibition führen können. Ein wesentlicher Faktor hierfür ist das IL-2, welches in einer 

Immunantwort von grosser Bedeutung ist. In einer nicht entzündlichen Situation scheint 

es so zu sein, das eine Basalsekretion von IL-2 durch naïve CD4 Zellen zu einem 
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Gleichgewicht zwischen Treg und naïven T-Zellen führt. Im Rahmen einer Entzündung 

kommt es zu einer exzessiven Produktion von IL-2, was dann dazu führt, dass das 

Gleichgewicht durchbrochen wird und die T-Zellen proliferieren, was zu einer 

Immunantwort führt.  

 

1.4 Bedeutung  des IL-2 für die Interaktion von Tresp und Treg   

Treg sind im Gegensatz zu naïven CD4 T-Zellen nicht in der Lage IL-2 zu produzieren. 

IL-2 ist ein Schlüsselfaktor für die Homöostase, Proliferation und Suppressivität der 

regulatorischen T-Zellen. In der nicht inflammatorischen Situation, in vivo, sind naïve T-

Zellen für ein basale IL-2 Produktion hauptverantwortlich. Dieses basale Level ist für ein 

homöostatisches Gleichgewicht zwischen Tresponder und Treg verantwortlich. 

Im Fall einer Entzündung kommt es zu einer deutlich gesteigerten IL-2 Sekretion der 

aktivierten T-Zellen, was dazu führt, dass auch die Treg aktiviert werden. Die Treg werden 

durch das IL-2 der naïven T-Zellen zur Proliferation und zur Suppression angeregt. Die 

Aufgabe der Treg in einer inflammatorischen Situation liegt in der Begrenzung und 

Terminierung der Immunantwort. Vermutlich ist IL-2 bezüglich der Homöostase, aber 

auch der Funktion im Sinne der Termination einer Immunantwort von zentraler 

Bedeutung [29, 72]. 

Der Entzug des IL-2 durch die Treg führt bei den Tresponder zu einem Mangel dieses 

Wachstumsfaktors in ihrer Umgebung, so dass die Tresp in ihrer Prolifertion  

proinflammatorischen Funktion inhibiert werden.  

Für diese Hypothese spricht, dass zum einen in vitro gezeigt wurde, dass alle durch Treg 

vermittelten antiinflammatorischen Effekte auch durch Zugabe eines anti-IL-2 

Antikörpers nachgeahmt werden konnten. Bei der Zugabe von IL-2 zu dieser Kokultur 

liessen sich die Initiale anti-IL-2 Negativregulation aufheben [90].  

 

Zusätzlich konnte die Aufnahme des IL-2 durch die Treg über ihren hochaffinen IL-2R 

dargestellt werden [90;93], was auf den Konsum des IL-2, das von den Responder-T-

Zellen sekretiert wird, hindeutet. 

Treg sind für ihre Funktion und Proliferation auf IL-2 angewiesen. Um die suppressive 

Kapazität der Treg zu steigern, war es unser Ziel Treg die Fähigkeit zur eigenen Synthese 
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von IL-2 zu vermitteln. Um die Treg unabhängig von externen IL-2 zu machen, 

transfizierten wir ein membrangebundes, an CD25 gekoppeltes humanes IL-2, ein 

lösliches murines IL-2 sowie ein an der Signaltransduktionskaskade beteiligtes 

konstitutiv aktives STAT5 retroviral. Das Ziel war es, die Proliferation und die 

Suppressivität der Treg durch Synthese ihres eigenen Wachstumsfaktors zu steigern. 

Dabei war es ausserdem das Ziel, dass die Moleküle nicht parakrin oder systemisch 

Wirken, sondern ausschliesslich autokrin auf die transfizierten Treg. 

 

1.5 Aufbau der verwendeten Konstrukte 

IL-2 ist ein essentieller Faktor für die Homöostase von Treg. Ziel dieser Arbeit war es Treg 

durch autokrine Stimulation mit unterschiedlichen Ansätzen so zu stimulieren, dass es 

zu einer gesteigerten Proliferation und zu einem deutlichen Anstieg der suppressiven 

Eigenschaften der Zellen kommt. Um dieses Ziel zu erreichen verwendeten wir 

verschiedene Wege einer autokrinen IL-2 Stimulation. Die Zellen wurden mit 

unterschiedlichen Konstrukten transfiziert, die an der Signaltransduktion des IL-2 

Rezeptor beteiligt sind. Als Marker für die mit diesen Molekülen transfizierten Zellen 

wurde eGFP (enhanced Green Flurescent Protein) verwendet. Es wurde ein konstitutiv 

aktives STAT5 verwendet, welches an der Signaltransduktionskaskade des IL-2 

Rezeptors beteiligt ist. Das konstitutiv aktive STAT5 besitzt zwei Punktmutationen. Eine 

Punktmutation liegt in der DNA Bindungsdomäne und die zweite in der 

Transaktivierungsdomäne. Am Carboxy-terminalen Ende besitzt das STAT5 ein GFP 

Molekül als Selektionsmarker siehe Fig. 3a.  Des Weiteren transfizierten wir die CD4+ 

CD25+ Zellen mit einem löslichem murinem IL-2. Als neuen Ansatz zur Stimulation von 

Treg wurde ein neu generiertes IL-2 Fusionsprotein zur selektiven autokrinen Aktivierung 

der Treg kloniert. Das Molekül besteht aus der α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors, was 

über einen Peptidlinker mit dem humanen IL-2 verbunden ist siehe Fig. 3b.  
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Fig. 
3a,b

 

 

 

Fig. 1 Schematische Darstellung der zwei verwendeten Signalmoleküle.  

(A) Das konstitutiv aktive STAT5 besitzt zwei Punktmutationen, eine befindet sich 

oberhalb der DNA Bindungsdomaine (H299R), 

die andere Punktmutation befindet sich in der Transaktivierungsdomäne 

(S711F).  

(B) Das Fusionsprotein ist ein artifizielles Protein bestehend aus IL-2 und der α-

Untereinheit seines Rezeptors (CD25) verbunden mit einem Peptid-Linker. 
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1.6 Ziel der Arbeit 

Da IL-2 zu den Schlüssel Zytokinen für Treg gehört, haben wir versucht über ein 

autokrines Signal des IL-2 Signaltransduktionsweges die Treg zu stimulieren und so 

die suppressive Kapazität der Zellen zu erhöhen. Wir verwendeten dafür murines IL-

2, ein konstitutiv aktives STAT5 (caSTAT5 1*6) und ein von uns generiertes IL-2 

CD25 Fusionsprotein. 

Mit diesen Konstrukten transfizierten wir ex vivo isolierte Treg und transferierten die 

Zellen in SCID Mäuse. Im Anschluss analysierten wir die Zellen, bezüglich der 

Zellzahlen, der Präsentation der Oberflächenmarker CD4 und CD25 sowie des Treg 

Markers FOXP3 sowie der Zytokinproduktion nach Stimulation.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Puffer und Medien 

PBS:          8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCl; 0,2 g/L KH2PO4;  

                                                 1,4 g/L Na2HPO4•H2O 

PBS/BSA:          PBS + 2 g/L Rinderserumalbumin 

PBA:           PBS/BSA + 0,05% NaN3 

Saponinpuffer:         PBS/BSA + 5 g/L Saponin 

MACS-Puffer:         PBS/BSA + 2 mM EDTA 

Erythrozyten-Lysepuffer:        10 mM KHCO3; 155 mM NH4Cl; 0,1 mM EDTA; 

            pH 7,5 

Medium: “RPMI+”:          RPMI  + 10% FCS hitzeinaktiviert 

                                                   + 100 U/mL Penicillin 

                                                   + 100 U/mL Streptomycin 

                                                   + Glutamax-I (0,3 mg/mL Glutamin) 

                                                   + 10 µg/mL 2-Mercaptoethanol 

 

2.2.1 Antikörper 

Für durchflusszytometrische Analysen, verschiedene Färbungen, in vitro 

Kultivierungen und in vivo Applikationen wurden die angegebenen Antikörper 

verwendet (Tab. 1). 

Tab. 1: Verwendete Antikörper 

Epitop-Fluorochrom Klon Herkunft Verwendung 

CD4-FITC/PE/PerCP/APC GK1.4 DRFZ/BD Biosciences Oberflächenfärbung 

  30



                                                                                                            Material und Methoden 
 

CD25-Bio/APC 7D4/PC61 BD Biosciences Oberflächenfärbung 

CD103 (αE)-PE  M290 BD Biosciences Oberflächenfärbung 

IL-10-PE/APC JES5-16E3 BD Biosciences intrazelluläre Färbung 

IFN-γ-FITC/APC AN18.17.23 DRFZ/BD Biosciences intrazelluläre Färbung 

FOXP3-FITC/PE FJK-16s eBioscience intrazelluläre Färbung 

CD3 145-2C11 BD Biosciences in vitro Kultur 

BD-PharMingen, San Diego, CA; eBioscience, San Diego, CA; Rockland, Gilbertsville, PA 

 

 

 

2.2.3 Reagenzien zur Zellsortierung 

Benötigte Zellpopulationen wurden mittels magnetischer Zellsortierung aufgereinigt, 
wofür Microbeads der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) nach 
Protokoll eingesetzt wurden (Tab. 2). 

Tab. 2: Verwendete Microbeads zur Zellaufreinigung 

Microbeads Zielzellen der Beads 

αCD4 CD4+ T-Zellen 

αBiotin Zellen, die zuvor mit anti-Biotin Antikörper markiert wurden 

CD4+ T cell isolation kit Depletion von CD4 negativen Zellen (Negativselektion); CD4+ 
Zellen befinden sich in nicht markierter Fraktion 

 

 

 

 

2.3 Molekularbiologische Arbeiten 

2.3.1 Retransformation von E. coli und Gewinnung der Plasmid DNA 

Die in dieser Arbeit durchgeführten molekularbiologischen Arbeiten erfolgten nach 

Standardprotokollen und sind daher nicht im Detail beschrieben. 
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Zur Vervielfältigung der benutzten Plasmide wurde der kompetente Bakterienstamm 

Escherichia coli (E. coli) TOP10 verwendet. Zuerst wurde die DNA durch Hitze-

schocktransformation in die Bakterien eingebracht, die dann auf Luria Bertani (LB)-

Platten angezogen und anschliessend in LB-Flüssigmedium unter Zusatz von 

100 µg/mL Ampicillin vermehrt wurden. Für die Gewinnung der Plasmide aus den E. 

coli wurde der Endo Free Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet, um 

grosse Mengen an DNA zu erhalten. 

 

2.3.2 Klonierung des CD25 IL-2 Fusionsprotein 

Zielsetzung war die Klonierung eines membrangebundenen IL-2 Fusionsproteins. 

Um dies zu erreichen, wurde die α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors (CD25) 

verwendet und an das humane IL-2 kloniert. Dazwischen setzten wir eine 

Peptidlinkersequenz, bestehend aus Glycin und Serin um eine maximale Flexibilität 

des IL-2 zu erreichen, so dass es in die Bindungstasche binden kann. Dies benötigte 

die Deletion des Stopcodon des CD25 und des Startcodons des IL-2. An das 5‘ Ende 

des CD25 fügten wir mit Hilfe des reversen Primers die halbe Sequenz des 

Peptidlinkers hinzu. Bei dem IL-2 Primer fügten wir am 5‘ Ende die halbe Sequenz 

des Peptidlinkers ein. Nach Amplifikation der Fragmente für CD25 und IL-2 erfolgte 

das Zusammenfügen über Restriktionsschnittstellen. Dies war uns möglich, da wir 

am Anfang des CD25  zwischen CD25 und IL-2 und am 3‘ Ende 

Restrikionsschnittstellen mittels Primer einfügten. Für dieses Konstrukt wurden zwei 

Selektionsmarker verwendet. Zum einen humanes IL-2, welches in einem murinen 

Model zur Unterscheidung dienen sollte. Zum anderen besass der retrovirale 

Expressionsvektor eine GFP Molekül. 

 

IL-2 Forward primer: 5’ATGCAGGTACCATGTACAGGATGCAACTCCTG3’  

IL-2 backward primer: 

5’ACCGGATCCCCCGCCACCAGAGCCACCGCCACCGAGAGTCAGTGTTGAGATG

ATGCTT3’  
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CD25 forward primer: 5’GGGGGATCCGGTGGCGGTGGC 

GCTGCAGCCGAGCCACGCTTGCTGATGTT  

CD25 backward primer: 5’CAATGAGAATTCTCATGAGAGGGAGCCTCTGG3’  

Nach der Polymeraseketten-Reaktion und der Gel-Elution verwendeten wir den 

pcDNA3.1 cloning kit (Invitrogen™ life technologies). Beide Fragmente wurden aus 

dem  pcDNA 3.1 ausgeschnitten und in den  GFP tragenden Vector 101 kloniert. 

Danach wurde das Fusionsprotein über die Restriktionsschnittstellen Kpn1 und 

EcoR1 linearisiert. Im Anschluss wurde das Fusionsprotein in den retroviral Vektor 

PMY kloniert, welcher als Selektionsmarker ein IRES EGFP besitzt überführt.   

 

2.3.3 Verwendete Vektoren 
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2.4 Mausstämme 

In den meisten Fällen wurden Wildtyp Mäuse der Inzuchtstämme Balb/c und 

CB17.SCID als Rezipienten verwendet.  

Alle aufgeführten Mausstämme wurden in der Versuchstierzucht des Bundesinstituts 

für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin (BgVV) in Berlin 

Marienfelde unter spezifisch-pathogenfreien (SPF) Bedingungen gezüchtet. Es 

wurden männliche und weibliche Tiere im Alter zwischen 6-12 Wochen verwendet, 

wobei bei in vivo Transferexperimenten die Donor- und Rezipiententiere stets in 

Geschlecht und genetischen Hintergrund übereinstimmten, um eine 

Abstossungsreaktion zu vermeiden. Die Tötung erfolgte durch zervikale Dislokation. 

 

 

 

2.5 Zellisolation und Aufreinigung 

2.5.1 Gewinnung von Zellsuspensionen aus peripheren lymphatischen             
Organen 

Den Mäusen wurden Milzen, Lymphknoten oder nur drainierende Lymphknoten (dLk) 

entnommen und zusammen oder getrennt durch ein Sieb passiert. Suspensionen mit 

Milzzellen wurden zusätzlich einer Erythrozyten-Lyse unterzogen (3 min auf Eis; 

1 mL/Milz). Die Reaktion wurde mit PBS/BSA abgestoppt, die Zellen mit Puffer 

gewaschen und verbleibende Aggregate mit Hilfe eines Nylonsiebs (70 µm 

Porengrösse) entfernt. Alle Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Die 

Einzelzellsuspensionen konnten dann direkt für Färbungen verwendet werden oder 

standen für die Isolierung bestimmter Zellpopulationen zur Verfügung. 
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2.5.2 Gewinnung von Zellen aus dem Blut 

Die Tiere wurden unter Rotlicht erwärmt und anschliessend in einer entsprechenden 

Haltevorrichtung untergebracht. Dann wurde ein Schnitt in die Schwanzvene durch-

geführt und 5-8 Tropfen Blut entnommen. Wenn Zellen gewonnen werden sollten, 

wurde das Blut in RPMI-Medium mit Heparin (Gibco) aufgenommen, um die Ge-

rinnung zu verhindern. Nach einem Waschschritt erfolgte die Erythrozyten-Lyse für 

10 min auf Eis, woraufhin die Reaktion durch PBS/BSA Zugabe beendet wurde. Die 

Zellen wurden resuspendiert und konnten gefärbt werden.  

 

2.5.3 Isolation von CD4+CD25+ Treg und CD25- Zellen zur Analyse 

Es wurden getrennte Zellsuspensionen aus Milzen und drainierenden Lymphknoten  

hergestellt, wobei die Organe mehrerer Tiere einer Gruppe gepoolt wurden. An-

schliessend wurden die Zellsuspensionen für 10 min auf Eis mit einem αCD25-Biotin 

Antikörper gefärbt. Nach dem Waschen erfolgten die Zugabe von anti-Biotin-Micro-

beads zur magnetischen Markierung der CD25 positiven Zellen und eine 

Inkubationszeit von 15 min bei 8°C. Nach erneutem Waschen, Aufnahme der Zellen 

in PBS/BSA und deren Filtern („Pre-Separation Filter“, Miltenyi Biotec) wurden die 

magnetisch markierten Zellen über das AutoMACS™-System (Miltenyi Biotec) mit 

einer Reinheit von bis zu 97% isoliert. Die erhaltenen Positiv-Fraktionen stellten dann 

die CD4+CD25+ Treg und die Negativ-Fraktionen die CD4+CD25- T-Zellen dar. Diese 

Zellpopulationen wurden dann direkt gefärbt oder restimuliert. 

 

2.5.4 Isolierung von Treg und CD4+CD25- T-Zellen für den Transfer 

Es wurden Zellsuspensionen aus Milzen und Lymphknoten mehrerer Wildtyp Mäuse 

(antigen-unspezifische T-Zellen) oder TCR-transgener Tiere (antigen-spezifische T-

Zellen) hergestellt. Zuerst erfolgte die Antikörper Färbung mit anti-CD25-Bio und 

dann die Inkubation mit anti-Bio-Microbeads, um die CD25+ Zellen magnetisch zu 

markieren. Die Aufreinigung wurde mit dem AutoMACS™ durchgeführt. Die Positiv-

Fraktion war dann die CD4+CD25+ Treg Population. Die Negativ-Fraktion wurde mit 
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αCD4-Microbeads inkubiert und die CD4+ Zellen ebenfalls mittels magnetischer Zell-

separation isoliert, so dass eine Population von CD4+CD25- T-Zellen erhalten wurde 

 

2.5.5 Isolierung von Zellen für  in vitro Kulturen 

Hierfür wurden Balb/c Mäuse verwendet, deren Milzen und Lymphknoten zur 

Herstellung der Zellsuspensionen dienten. In diesem Fall wurde zur Aufreinigung der 

CD4+ CD25+ T-Zellen anti CD25 Fab Fragment Biotin gekoppelt für 5 min auf Eis und 

im Anschluss mit einem αCD25-Bio Antikörper inkubiert. Nach der AutoMACS™ 

Sortierung befanden sich dann in der magnetisch markierten Fraktion die 

CD4+CD25+ T-Zellen in einer Reinheit von grösser 95%, welche im Anschluss in 

Kultur genommen worden sind. Die CD25 negativ Fraktion wurde im Anschluss für 

20 min. bei  30 gy bestrahlt um sie im Anschluss für die Zellkultur als APC´s zu 

verwenden. 

 

2.6 Transfersystem 
Für den in vivo Transfer wurden die verschiedensten Zellpopulationen verwendet (wt- 

Treg, Treg Funsionsprotein+, Treg caSTAT5+, Treg mIL-2+, Treg GFP+). So weit nicht 

anders angegeben, wurden die zu transferierenden Zellen nach Aufreinigung in PBS 

gewaschen und in stets 1x106
 Zielzellen je 150 μL PBS aufgenommen. Diese Zellen 

wurden dann nach Erwärmen der Rezipienten unter Rotlicht durch intravenöse 

Injektion in die Schwanzvene transferiert. 
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2.7 Zellkultur 

Sämtliche Zellkultivierungen oder Stimulationen fanden in RPMI+ Medium (2.1) statt. 

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2-Gehalt kultiviert. 

 

2.7.1 Restimulation von Zellen 
 
2.7.1.1 Restimulation mit PMA/Ionomycin 
Durch fünfstündige Restimulation der Zellen in RPMI+ Medium unter Zusatz von 5 

nM Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und 1 μg/mL Ionomycin (Sigma) kann das 

erworbene Zytokinprofil von Zellen abgerufen werden. Dabei führt das PMA zur 

Stimulation des TCR durch Aktivierung des Signaltransduktionsweges und das 

Ionomycin zur Calciumfreisetzung, wodurch alle T-Zellen aktiviert und zur 

Zytokinproduktion angeregt werden. Dies hätte die Sekretion der Zytokine zur Folge. 

Da jedoch intrazelluläre Färbungen durchgeführt werden sollten, wurde Brefeldin A 

(5 μg/mL) zum Restimulationsansatz hinzugefügt, wobei es sich um einen 

Sekretionsinhibitor handelt. Anschliessend wurden die Zellen gewaschen und fixiert. 

 

2.7.2 Generierung des Virusüberstandes 
HEK293T-Zellen wurden in einer Dichte von 5x10 6/ml in 10 ml DMEM Medium mit 

10% FCS in 10 cm Zellkulturschalen ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen 

nach der Ca2PO4-Methode transfiziert. Hierzu wurden in FACS-Röhrchen 5 µg des 

Pseudotyping- Plasmids, 10 µg des Verpackungsplasmids und 15 µg des retroviralen 

Expressionsplasmids mit 200 µl 1,25 M CaCl2-Lösung und 750 µl Wasser vermischt. 

Alle Plasmide lagen in einer Konzentration von 0,5 mg/ml in Wasser vor. Unter 

ständigem Vortexen wurde tropfenweise 1 ml 2x HBS-Puffer zugegeben. Es wurde 

für einige Minuten bei RT inkubiert. Anschliessend wurde der Transfektionsansatz 

tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach 4 h wurden die Zellen 2x mit PBS 

gewaschen und mit neuem Medium versehen. Nach 48 h wurde der Virusüberstand 

abgenommen, filltriert (0,45 µm) und mit 10 mM HEPES gepuffert. Der so generierte 

Überstand kann bis zu einer Woche bei 4°C aufbewahrt werden. 
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2.7.3 Infektion der T-Zellen 
Zwischen 24 h und 30 h nach der Stimulation wurden die T-Zell-Kulturen infiziert. 

Hierzu wurde der Kulturüberstand grösstenteils abgenommen und aufbewahrt. Dem 

Virusüberstand wurde Polybren (8 µg/ml) zugesetzt und der Überstand auf die Zellen 

gegeben (1,5 ml für 12 well; 1 ml für 24 well). Es folgte eine Zentrifugation bei 700x g 

für 75 min bei ca. 32°C. Anschliessend wurde der Virusüberstand abgenommen und 

durch den aufbewahrten Kulturüberstand ersetzt. 

 
 

2.7.4 Fixierung von Zellen 
Um die restimulierten Zellen zu fixieren, wurden sie zuerst in PBS gewaschen, um 

Fremdproteine zu entfernen. Anschliessend wurden die Zellen in 2%iger 

Formaldehydlösung für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit PBA gewaschen 

und dann in diesem Puffer bei 8°C gelagert. Diese Proben wurden für intrazelluläre 

Färbungen verwendet. 

 

 

2.8 FACS Analyse 
Die Durchflusszytometrie erlaubt es, Zellen auf Einzelzellebene zu analysieren, die 

zuvor mit Fluorochrom-Antikörperkonjugaten markiert worden sind [96]. Hierbei 

werden die einzeln markierten Zellen nacheinander in einem hydrodynamisch 

fokussierten Flüssigkeitsstrom durch zwei Laserstrahlen, einen Argonlaser (488 nm) 

und einen Diodenlaser (635 nm) geführt. Dabei werden die Fluorochrome zur 

Emission von Fluoreszenzlicht angeregt und die Zellen streuen das auftreffende 

Licht. Die Streuungseigenschaften werden durch die 

Parameter FSC (Vorwärtsstreulicht) und SSC (Seitwärtsstreulicht) beschrieben. Das 

in einem geringen Winkel von 3°-10° gestreute Licht wird als Vorwärtsstreulicht 

bezeichnet, während das um 90° reflektierte Licht Seitwärtsstreulicht genannt wird. 

Das Vorwärtsstreulicht korreliert mit der Zellgrösse und das SSC stellt ein Mass für 

die 

Granularität der Zelle dar. Gleichzeitig wird parallel durch vier verschiedene 

Photodetektoren gemessen, ob die Zelle mit fluoreszenten Molekülen markiert ist 

und aufgrund der Anregung durch den Argon- bzw. Diodenlaser Licht emittiert. Die 

Detektoren messen das emittierte Licht unterschiedlicher Farbstoffe: 
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FL-1 (530 nm) FITC/CFSE 

FL-2 (585 nm) PE/PI 

FL-3 (670 nm) PerCP/PI 

FL-4 (661 nm) APC/Cy5 

Propidiumiodid (PI) wird verwendet, um tote und lebende Zellen voneinander zu 

unterscheiden. Hierbei färbt PI nur Zellen an, deren Membran permeabel geworden 

ist und das PI in den Kern eindringen konnte. Das Propidiumiodid wird sowohl in FL-

2 als auch in FL-3 detektiert, so dass angefärbte Zellen als Diagonale erscheinen 

und damit leicht ausgeschlossen werden können. Bei der Messung wurden FSC- und 

SSC-Signale mit linearer und Fluoreszenzsignale mit logarithmischer Verstärkung 

aufgenommen. Durch das Setzen von Analysefenstern konnten die gewünschten 

Zellpopulationen analysiert werden. Die Messungen wurden am FACS Calibur 

(Becton Dickinson) oder am LSR-II (Becton Dickinson) durchgeführt und die Analyse 

der Daten erfolgte mit der FlowJo Software (Tree Star Inc. Ashland). 

 

2.8.1 Oberflächenfärbung 
Zum Färben von Oberflächenantigenen wurden die Zellen für 10 min auf Eis in 

PBS/BSA mit den entsprechenden Antikörperkonjugaten inkubiert. Anschliessend 

wurden die Zellen mit PBS/BSA gewaschen und in 300-600 μL Puffer aufgenommen, 

um am FACS analysiert werden zu können. Kurz vor der Messung wurde PI 

hinzugegeben, um die lebenden von den toten Zellen unterscheiden zu können. 

 

2.8.2 Intrazelluläre Färbung 
Die Färbung von intrazellulären Molekülen erfordert die Permeabilisierung der 

Zellmembranen 

mit dem Detergenz Saponin, damit der Antikörper in die Zelle gelangen 

kann. Somit wurden die restimulierten und fixierten Zellen mit Saponinpuffer 

gewaschen 

und anschliessend mit der Antikörper-Saponinlösung für 20 min bei RT inkubiert. 

Dann folgte ein erneuter Waschschritt mit dem Saponinpuffer, woraufhin die 

Zellen in 300-700 μL PBA aufgenommen wurden und für die FACS Analyse zur 

Verfügung standen. Dabei ist zu beachten, dass in diesem Fall die Zelltrümmer nur 

durch das Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht ausgeschlossen werden konnten. 
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2.8.3 FOXP3 Färbung 
Für die Analyse des Transkriptionsfaktors FOXP3 wurde ein spezielles 

Färbeprotokoll der Firma eBioscience verwendet. Hierbei wurden die Zellen bei 8°C 

für 3-18 h in einem speziellen Fix/Permpuffer fixiert, dann mehrmals gewaschen 

(PBS und Permpuffer) und im Permpuffer mit den entsprechenden 

Antikörperkonjugaten (inkl. FOXP3 Antikörper) für 30 min auf Eis gefärbt. Nach 

nochmaligem Waschen wurden die Zellen in 300-500 μL PBS/BSA aufgenommen 

und am FACS analysiert. 

 

 

2.14 Statistische Auswertung 
Zur Bestimmung der Signifikanzen wurde der zweiseitige ungepaarte Student`s t-

Test verwendet, wobei die Berechnung mittels Excel (Microsoft) erfolgte. Werte mit P 

< 0,05 wurden als signifikant betrachtet. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Nachweis der biologischen Aktivität der verwendeten Konstrukte 

              in vitro  

 

3.1.1 caSTAT5 1*6 und seine biologische Funktionalität 

caSTAT5 1*6 wurde initial an murinen IL-3 abhängigen Zellen (Ba/F3) beschrieben, 

wo es die Proliferation nach Transfektion steigerte. STAT5 ist ein dem IL-2 Rezeptor 

nachgeschaltetes Moleküle, dass nach seiner Aktivierung in den Nukleus transloziert 

und dort Gene des Zellzyklus reguliert. Da Treg IL-2 als einen wichtigen 

Wachstumsfaktor benötigen, haben wir versucht den Zellen durch die retrovirale 

Transfektion mit caSTAT5 1*6 einen Selektionsvorteil zu verschaffen. In diesem 

experimentellen Ansatz ging es darum diesen Transkriptionsfaktor auf seine Funktion 

in murinen T-Zellen zu testen. Zu diesem Zweck haben wir Treg mit dem caSTAT5 

1*6 GFP transfiziert und mithilfe Laserscanning Mikroskopie untersucht, ob er in der 

Lage ist in den Zellkern zu translozieren. Zusätzlich galt es zu untersuchen, ob diese 

Mutante in der Lage ist in humanen CD4+ Zellen STAT5 typische Gene hoch zu 

regulieren. Zu diesem Zweck analysierten wir durchflusszytometrisch die CD25 

Präsentation auf der Oberfläche der transfizierten Zellen. 

 

3.1.1.1 Laserscanning Mikroskopie von caSTAT5 1*6 

Um die biologische Aktivität der verwendeten Moleküle zu testen, wählten wir 

unterschiedliche Ansätze. Wir transfizierten Treg mit caSTAT5 1*6 und führten im 

Anschluss eine konfokale Lasermikroskopie durch. Dabei verwendeten wir Sytox7 

als DNA Farbstoff. Hierbei zeigte sich das caSTAT5 1*6 in den Nukleus transloziert. 

Es zeigte sich in den mit caSTAT5 1*6 transfizierten Zellen eine Interaktion mit GFP 

und Sytox7. Der GFP Kontrollvektor zeigte keine Translokation des GFP in den 

Nukleus. Das GFP war in den Kontrollzellen zytosolisch lokalisiert.  
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Fig. 2 

Sytox7 Overlay

caSTAT 5 1*6  

GFP 

Kontroll Vektor 

GFP 

 

 

Fig. 2 Funktion von caSTAT5 auf Treg 

(A) caSTATA5 1*6 GFP und ein Kontrollvektor mit einem GFP in Treg. Zu sehen 

sind die GFP transfizierten Treg Zellen. Im grünen Fluoreszenzkanal zeigt sich 

das GFP. Im roten Fluoreszenzkanal gibt der DNA Farbstoff Sytox7 ein 

Signal. Im Overlay zeigt sich die zelluläre Lokalisation der GFP Moleküle. 

 

 

3.1.1.2 CD25 Präsentation von caSTAT5 1*6 in transfizierten naïven T-Zellen 

Im Anschluss an die Untersuchung bezüglich der Translokationsfähigkeit des 

caSTAT5 1*6 war es nötig zu testen, ob caSTAT5 1*6 auch zur Regulation von 

einem klassischen STAT5 Ziel Gen führt. Hierfür erfolgte die Färbung von CD25 auf 

den transfizierten Treg. Es ist schon länger beschrieben, dass STAT5 nach 

Aktivierung zu einer vermehrten Synthese der α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors 

(CD25) führt. Die mit dem caSTAT5 1*6 transfizierten naïven CD4+ T-Zellen zeigten 

bezüglich der CD25 Oberflächenpräsentation nach 3 Tagen in Zellkultur einen 
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deutlich höheren GEO Mean von 941 im Vergleich zu einem Geo Mean von 557,2 

bei den CD4+ Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert waren. 

Analoge Ergebnisse zeigten sich bei naïven CD4+ Zellen nach 8 Tagen in Kultur, die 

mit dem caSTAT5 1*6 und dem Kontrollvektor transfiziert wurden. Die Transfektion 

mit caSTAT5 1*6 führte zu einem Geo Mean von 88,3 in Kontrast zu 7,5 bei den 

kontroll-transfizierten CD4+ Zellen. Zusätzlich zeigten die Zellen, die mit dem 

caSTAT5 1*6 transfiziert waren, einen blastischen Phänotyp. 

 

 

Fig. 3 

Tag 3 Tag 8 

caSTAT5 1*6 

GFP 
SSC 

Kontroll Vektor 

GFP 

FSC CD25

 

Fig. (3) Durchflusszytometrische Darstellung der Zellgrösse und Zellgranularität als 

auch der CD25 Oberflächenpräsentation nach Transfektion von naïven CD4+ T-

Zellen mit caSTAT5 1*6 und dem Kontrollvektor. Die Oberflächenpräsentation der 

CD25 Moleküle ist über die Zeit (Tag 3 und Tag 8) in einem Fluoreszenz Histogramm 

wiedergegeben. 
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3.1.2 Präsentation des CD25 IL-2 Fusionskonstrukt auf HEK 293 Zellen 

Im nächsten Schritt testeten wir, ob das von uns generierte Fusionsprotein an die 

Plasmamembran transportiert wird und das huIL-2 des Konstrukts an dem Rezeptor 

gebunden bleibt und durch eine Oberflächenfärbung nachweisbar ist. Zu diesem Ziel 

transfizierten wir HEK293 Zellen mit dem Fusionsprotein und führten im Anschluss 

eine durchflusszytometrische Darstellung der Zellen durch. Hierfür wurden die Zellen 

mit CD25 und IL-2 Antikörpern markiert. Es konnten IL-2 und CD25 gemeinsam auf 

der Oberfläche der HEK293 Zellen mit Hilfe der FACS Analyse bestimmt werden. 

 

Fig 4. 

 

Kontrolle Fusionsprotein 

 

Fig. (4) Transfektion von HEK293 Zellen mit dem Kontrollvektor und dem IL-2 

Fusionsprotein. Es erfolgte eine einfache Oberflächenfärbung von humanem 

IL-2 und murinem CD25. 

 

 

3.1.3 Biologische Aktivität der Konstrukte in vitro 

IL-2 ist für viele unterschiedliche Zellen ein starkes Proliferationssignal. Um diese 

Tatsache für unsere Konstrukte zu zeigen und somit deren biologische Funktionalität 

zu überprüfen, transfizierten wir IL-2 abhängige murine CTLL-2 Zellen mit unseren 

Konstrukten. Der Experimentelle Ansatz zielte nicht nur darauf ab zu zeigen, dass 
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die unterschiedlichen Konstrukte biologisch aktiv sind, sondern es sollte auch die 

Frage beantwortet werden, ob die Zellen, die mit diesen Konstrukten transfiziert 

wurden einen biologischen Selektionsvorteil bezüglich dem Überleben und der 

Proliferation erhalten. Hierzu wurden die Zellen mit den unterschiedlichen 

Konstrukten retroviral transfiziert und anschliessend ohne externe Gabe von IL-2 

kultiviert und nach einer Woche, bei Farbumschlag des Mediums, passagiert. Die 

Zellen wurden zu Beginn des Experimentes und nach 10 Wochen bezüglich des 

Anteils der GFP positiven Zellen (positiv transfizierten Zellen) analysiert. 

 

3.1.3.1 Überprüfung der biologischen Aktivität der Konstrukte in vitro an   

         transfizierten CTLL-2 Zellen 

Zur Testung der biologischen Aktivität verwendeten wir IL-2 abhängige CTLL-2 

Zellen und transfizierten diese mit mIL-2 und unserem Fusionskonstrukt. Die 

Zielsetzung in diesem Experiment bestand darin, bei dem Fusionsprotein einen  

deutlichen autokrinen Effekt im Gegensatz zu dem erwarteten parakrinen Effekt des 

murinen löslichen IL-2 nachzuweisen. Nach retroviraler Transfektion zeigten sich 

initial gleiche Transfektionsraten von mIL-2 und dem Fusionsprotein (Fig. 5 1. 

Passage). Nach 10 Wochen in Kultur zeigte sich ein signifikanter Rückgang der 

GFP+ Zellen in der mit mIL-2 transfizierten Kultur (Fig. 5 10. Passage). Im Gegensatz 

hierzu waren in der Kultur mit unserem Fusionskonstrukt über 90% der Zellen GFP+. 

In einem weiteren Ansatz führten wir über 10 Wochen zu der Kultur mit unserem 

Fusionsprotein exogenes murines IL-2 hinzu. Es zeigte sich, dass der 

Selektionsvorteil durch das exogen zugeführte IL-2 unterdrückbar war.  

 

 

 

Fig 5. 
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Fig. (5) Testung der Konstrukte an CTLL-2 Zellen bezüglich eines Selektionsvorteiles 

in vitro. Die Zellen wurden mit GFP Kontrollvektor, caSTAT5 1*6, murinem IL-

2 und IL-2 Fusionsprotein transfiziert. Der Kontrollvektor und caSTAT5 1*6 

sind hier nicht dargestellt. mIL-2 und das Fusionsprotein wurden in Kultur über 

mehrere Wochen kultiviert. Jede Woche erfolgte eine Passage. Eine weitere 

Kontrollgruppe war das IL-2 Fusionsprotein mit externem IL-2. 

 

3.2 Einfluss der Proliferation von Treg in vivo durch retrovirale 

           Transfektion mit IL-2 Signaltransduktions aktivierenden Konstrukten 

 

3.2.1 Einfluss der Konstrukte auf Treg in immundefizienten Mäusen 

 

In den vorangegangenen Experimenten konnten wir zeigen, dass sowohl das 

caSTAT5 1*6 als auch das Fusionsprotein und das murine IL-2 biologische Aktivität 

besitzen. Desweiteren konnten wir nachweisen, dass das Fusionsprotein einen 

starken autokrinen Effekt in vitro besitzt. In vivo stellt sich eine komplett andere 

Situation als in vitro dar. In vivo findet sich eine Kompartimentierung  in lymphatische 

Organe, so dass es dazu kommt das die Zellen sich nicht frei in der Zirkulation 

befinden. Desweiteren finden sich weitere Komponenten wie z.B. Hepatozyten und 

GFP 

mIL 2 Fusionsprotein+IL-2 Fusionsprotein      

Ohne 
Färbung 

3,2%3% 4,5%

92%

10. Passage 

1. Passage 

0,4%0,7% 

  46



                                                                                                                                Ergebnisse 
 

Makrophagen, die zu einer Reduktion der IL-2 Konzentration führen können. So liegt 

die Halbwertzeit bei IL-2 in vivo bei nur 30 min. In den seltensten Fällen lassen sich 

in vitro Ergebnisse in ein in vivo Modell übertragen, daher war es nötig dies zu 

überprüfen. Es wurde initial eine lymphopenische Maus gewählt, da GFP eine 

immunogene Komponente besitzt. Die Zellen wurden bezüglich des Prozentsatzes 

an GFP positiven Zellen sowie der gesamten Zellzahl analysiert. Desweiteren 

wurden der FOXP3 Anteil in den einzelnen Gruppen bestimmt. 

 

3.2.1.1 Proliferation der transfizierten Treg nach Transfer in SCID Mäuse 

 

Um nun den Einfluss von murinem IL-2, dem konstitutiv aktivem STAT5 und unserem 

Fusionsprotein an Treg zu untersuchen, wurden naïve Treg aus Balb/C Mäusen isoliert 

und mit den unterschiedlichen Konstrukten transfizierten, nach einigen Tagen 

Expansion in der Zellkultur transferierten wir die Zellen in immundefizienten (SCID) 

Mäusen. Bei den transferierten Zellen handelte es sich um eine Mischung aus 

transfizierten GFP+ T-Zellen und untransfizierten T-Zellen, wobei der Haupanteil der 

Zellen (CD25 MACS sortiert) regulatorsiche T-Zellen waren. Um den Einfluss dieser 

Moleküle auf die transferierten Zellpopulationen zu untersuchen, erfolgte die Analyse 

der  Zellen an Tag 10 und an Tag 21 (Fig. 6a und b). Es zeigte sich, dass caSTAT5 

1*6 und mIL-2 sich bezüglich des Anteils an GFP+ Zellen im Verlauf kaum von denen 

des Kontrollvektors unterschieden (Fig 6a). Dies zeigte sich sowohl im Prozentsatz 

der GFP+ Zellen (Fig. 6a)  als auch in den absoluten Zellzahlen (Fig. 6b) für GFP 

positive Zellen. Interessanterweise war der Aktivierungsstatus, der mit mIL-2 

transfizierten Zellen geringer, als der Zellen, die mit caSTAT5 1*6 transfiziert waren 

(Fig. 5a). Dies zeigt sich durch die verminderte Expression von CD25 auf dem mit 

mIL-2 transfizierten Zellen.  

Das Fusionsprotein war das einzige Molekül, was in der Lage war selektiv die mit 

ihm transfizierten Zellen zur Expansion in vivo anzuregen. Das Fusionsprotein führte 

zu einem deutlichen Anstieg der GFP+ Zellen, sowohl in Prozentzahlen als auch in 

absoluten Zellzahlen (Fig. 6a,b).  

Fig 6a,b 
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Kontrolle Fusionsprotein 
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Fig. 5(A) Das Fusionsprotein stimuliert selektiv die Proliferation von Treg in vivo. 

Regulatorische T-Zellen wurden mit einem GFP Kontrollvektor, einem murinem IL-2, 

unserem IL-2 Fusionsprotein und caSTAT5 retroviral transfiziert. Im Anschluss 

wurden die Zellen in SCID Mäuse i.v. injiziert. Der Anteil an GFP+ Zellen wurde vor 

dem i.v. Transfer,  nach 10 Tagen und nach 21 Tagen bestimmt. 

(B) Darstellung der absoluten Zellzahlen (GFP+ Zellen). Aufgetragen sind die 

Absolutzellzahlen in Million zu den unterschiedlichen Analyse Zeitpunkten. Auch hier 

wurden die Zeitpunkte in vitro vor dem Transfer, nach Tag 10 und Tag 21 dargestellt. 

 

3.2.1.2 FOXP3 Analyse von ex vivo isolierten Treg aus SCID Mäusen  

 

Aus den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass das 

Fusionsprotein einen autokrinen Effekt besitzt und die Proliferation der mit ihm 

transfizierten Zellen selektiv stimulieren kann. Um zu zeigen, dass es sich bei den 

Zellen die aus den SCID Mäusen isoliert wurden auch um Treg handelt, wurde eine 

FOXP3 Färbung der Zellen durchgeführt.  

Es zeigte sich, dass fast alle isolierten CD4+ Zellen aus den SCID Mäusen, welche 

mit dem Fusionskonstrukt transfiziert waren, FOXP3+ waren (Fig. 7). Im Gegensatz 

zu den anderen Ansätzen mit mIL-2 und caSTAT51*6 waren deren Ergebnisse mit 

denen des Kontrollvektors vergleichbar. In diesen Gruppen war eine signifikante 

Reduktion aller FOXP3+ Zellen im Vergleich zum Ausgangswert zu verzeichnen (Fig. 

7).  

 

 

 

 

 

Fig.7 
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 Fig. (7) Expansion von FOXP3 positiven Zellen in vivo durch das Fusionsprotein.  

Um nachzuweisen, dass es sich bei den transferierten Zellen um regulatorische T-

Zellen handelt, wurde eine FOXP3 Färbung durchgeführt. Gegen FOXP3 wurde 

CD25 dargestellt. Dabei wurden die Veränderungen der Prozentwerte mit der Zeit in 

vivo betrachtet.  

 

 

3.2.1.3 IL-10 Produktion der transfizierten Treg nach SCID Transfer 

Um die IL-10 Sekretionskapazität der transfizierten Treg nach dem in vivo Transfer zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit PMA/Ionomycin stimuliert. Hierbei zeigte sich, 

dass nur die Treg, die mit dem Fusionskonstrukt transfiziert waren, einen höheren 

Anteil an IL-10 Produzenten aufwiesen. caSTAT5 1*6 und das murine lösliche IL-2 

konnten zu keiner deutlichen Steigerung der IL-10 Sekretion in maturen Treg im 

Vergleich zum Kontrollvektor führen. 
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Fig.8

Fig. (8)  

Reanalyse der in SCID transferierten Treg nach 3 Wochen. Stimulation mit 
PMA/Ionomycin und Nachweis von IL-10 produzierenden Zellen.  

 

 

3.3 Retroviral transfizierte Treg in immunkompetenten Balb/c Mäusen 

 

3.3.1 Transfizierte Treg in immunkompetenten Tieren 

Um zu überprüfen ob die Ergebnisse, die sich signifikant bei dem Fusionsprotein 

zeigten auch auf ein Modell mit immunkompetenten Mäusen übertragen lassen, 

transfizierten wir erneut ex vivo isolierte Treg aus Balb/C Tieren. Wir transfizierten die 

Treg und   die Zellen in Balb/c Mäuse. In diesem Experiment ging es darum zu zeigen, 

dass die Treg mit den transfizierten Konstrukten einen Selektionsvorteil gegenüber 

endogenen Treg besitzen. 
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3.3.2 Kein Selektionsvorteil der Konstrukte bei Treg in immunkompetenten 
Tieren 

Ein weiterer Ansatz war, zu sehen, ob Treg transfiziert mit dem von uns neu 

generierten Fusionsprotein, den Zellen auch in nicht lymphopenischen Tieren einen 

Selektionsvorteil verschaffen. Auch hier wurden die Zellen wieder mit allen 4 

Konstrukten transfiziert. In den Balb/C Mäusen erfolgte eine deutliche Reduktion aller 

GFP positiven Zellen nach einer Woche. Nach zwei Wochen waren die Zellen nicht 

mehr nachweisbar. 

 

Fig. 9 

 

Fig. (9) Regulatorische T-Zellen aus Balb/C Mäusen wurden isoliert und mit den 

unterschiedlichen Konstrukten transfiziert und in Balb/C Mäuse transferiert. Da es 

sich bei den transferierten Zellen um GFP+ Zellen handelt und damit die Gefahr einer 

Rejektion erhöht ist, wurden die Zeitintervalle für die Analyse kürzer gewählt. 
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3.4 Zusammenfassung 

 

In dem ersten Teil der Experimente ging es darum die Funktionalität der  Konstrukte 

zu testen. Das caSTAT51*6 war in der Lage in murinen Treg in den Zellkern zu 

translozieren und führte in den transfizierten Zellen zu einer vermehrten Präsentation 

von CD25 auf der Oberfläche dieser Zellen. CD25 ist ein typisches Zielgen für 

STAT5. Im Anschluss testeten wir das von uns neu generierte Fusionsprotein, 

bestehend aus humanen IL-2 gebunden an  murines CD25. In HEK 293 Zellen führte 

eine Transfektion mit dem Konstrukt zu einer Präsentation von CD25 und humanem 

IL-2 auf der Oberfläche dieser Zellen. Um zu zeigen, dass auch das Fusionsprotein 

eine biologische Aktivität besitzt transfizierten wir IL-2 abhängige CTLL-2 Zellen mit 

murinem IL-2 (nicht membrangebunden) und unserem Fusionsprotein. Es zeigte 

sich, dass beide Konstrukte in der Lage waren die Zellen zur Proliferation zu bringen. 

Nur das Fusionsprotein zeigte aber einen zusätzlichen autokrinen Effekt, so dass die 

Zellen selektioniert wurden, die mit dem Fusionsprotein transfiziert waren. Dieser 

Effekt liess sich mit extern hinzugefügten IL-2 unterdrücken.  

In einem nächsten Schritt wurden ex vivo isolierte Treg mit mIL-2, caSTAT5 1*6 und 

dem Fusionsprotein transfiziert und i.v. in SCID Mäuse injiziert. Hierbei zeigte sich, 

dass allein das Fusionsprotein die Proliferation der Treg in lymphopenischen Mäusen 

fördert. Die aus den Tieren isolierten Zellen waren zum grössten Teil FOXP3 positiv. 

Zusätzlich zeigte sich ein leichter Anstieg in der Zahl der IL-10 produzierenden Treg.  
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4 Diskussion 

 

4.1  Bedeutung des caSTAT5 1*6 für mature Treg 

4.1.1 In vitro Untersuchung von caSTAT5 1*6 in Treg 

Mit dem retroviralen caSTAT5 1*6 GFP (Fig. 1a) Vektor wurden HEK 293 Zellen 

transient transfiziert um im Anschluss eine konfokale Laserscanning Mikroskopie 

durchzuführen (Fig.2). Hierbei zeigte sich eine Translokation von caSTAT5 1*6 GFP in 

den Zellnukleus sowie eine Interaktion mit der DNA [97]. Die DNA war mit SYTOX 7 

markiert. Das war der Beweis dafür, dass die Mutation in der  Translokationsdomäne 

ohne externes IL-2 Signal dazu führt, dass das caSTAT5 1*6 aus dem Zytosol in den 

Zellkern transloziert. Um zu überprüfen, ob es durch das caSTAT5 1*6 zu einer 

vermehrten Regulation von typischen STAT5 Zielgenen kommt, wurden ex vivo 

isolierte naïven T-Zellen mit einem GFP Kontrollvektor und caSTAT5 1*6 transfiziert 

(Fig. 3). Als klassisches STAT5 Zielgen, erfolgte die Analyse der 

Oberflächenpräsentation von CD25 bei naïven CD4+ Zellen. Es zeigte sich nach 8 

Tagen ohne IL-2 eine deutliche Abnahme der CD25 Präsentation in den GFP+ 

Kontroll-Zellen (Geo Mean 7,5). Bei den T-Zellen, die mit dem caSTAT5 1*6 

transfiziert waren, lag nach 8 Tagen der Geo Mean bezüglich der CD25 

Oberflächenpräsentation bei 88,3. 

Zwar ist auch bei den Zellen, die mit dem caSTAT5 1*6 transfiziert waren eine 

Reduktion im Geo Mean zu verzeichnen, doch  bezüglich des CD25 Geo Mean liegt 

der Wert für die caSTAT5 1*6 transfizierten Zellen noch immer höher als bei den 

Zellen, die mit den Kontrollvektor transifiziert worden sind.  

Das ist vermutlich mit der initial starken Proliferation der Zellen und den sich daraus 

verschlechternden Kulturbedingungen zu erklären.
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Desweiteren hatten die mit dem konstitutiv aktiven STAT5 transfizierten Zellen 

bezüglich der Zellgrösse ein blastisches Erscheinungsbild im Gegensatz zu den 

Kontroll-Zellen. 

Somit kann man davon ausgehen, dass das caSTAT5 1*6 ohne externes IL-2 Signal 

in den Zellkern transloziert und dort zur Transkription seiner Zielgene führt. Das von 

uns verwendete STAT5 wurde initial an Ba/F3 Zellen beschrieben. caSTAT5 1*6  ist 

in der Lage die IL-3 Abhängigkeit dieser Zellen aufzuheben. Wir konnten hier zeigen, 

dass es auch an STAT5 typische Zielgene in Treg bindet und so zu deren Hoch-

regulation führt. Es  konnte auch gezeigt werden, dass caSTAT5 1*6 hinsichtlich der 

Genese des Treg Pools von entscheidender Bedeutung ist [60]. Mäuse, deren Treg 

caSTAT5 1*6 konstitutiv expremieren, zeigen einen deutlich höheren Anteil an Treg 

als Wildtyptiere. Unser Ziel war es mature Treg mit dem caSTAT5 1*6 zu transfizieren 

und das proliferative Verhalten der Treg in lymphopenischen Mäusen zu untersuchen.  

 

4.1.2 caSTAT5 1*6 hat keinen Einfluss auf die Expansion von Zellen in vitro und 
in vivo 

Ein wichtiges Ziel war es zu untersuchen, welchen Einfluss caSTAT5 1*6 auf die 

Expansion von Zellen besitzt. Hierzu untersuchten wir zum einen den Einfluss von 

STAT5 auf CTLL-2 Zellen. Zur Überprüfung der Funktionalität von STAT5 in vivo an 

Treg, transfizierten wir die Treg und injizierten die Zellen in SCID Mäuse.  

Es war schon vorher beschrieben worden, dass STAT5 alleine CTLL-2 Zellen nicht 

IL-2 unabhängig machen kann [98]. In unseren Experimenten konnten wir diese 

Daten bestätigen (die Daten sind hier nicht gezeigt). Ein weiterer Ansatz bestand 

darin zu untersuchen, wie sich caSTAT5 1*6 in einem in vivo Modell bezüglich der 

Treg verhält. Im Gegensatz zu den anderen von uns verwendeten Konstrukten ist bei 

diesem experimentellen Ansatz eine parakrine Wirkung auf anderen Zellen 

ausgeschlossen, da es sich hier um ein intrazelluläres Molekül handelt, welches 

ausschliesslich auf die Zellen wirkt, mit denen es transfiziert ist. In den Figuren 6 a, b 

ist deutlich zu erkennen, dass der Anteil der caSTAT5 1*6 transfizierten Zellen  im 

zeitlichen Verlauf prozentual, aber auch in der Gesamtzellzahl deutlich abnimmt. 

Das caSTAT5 1*6 war weder in der Lage die mit ihm transfizierten Treg zur 

Proliferation anzuregen, noch diesen Zellen einen Selektionsvorteil hinsichtlich des 
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Überlebens zu verschaffen. Im Verlauf zeigte sich eine deutliche Abnahme der GFP+ 

Zellen sowohl prozentual als auch in der Gesamtzellzahl (Fig. 6b). Bezüglich des 

caSTAT5 konnte gezeigt werden, dass in transgenen caSTAT5 Mäusen der Anteil an 

Treg deutlich höher ist als in Wildtyp Mäusen [60]. Da es sich bei unserem Modell um 

einen gänzlich anderen Ansatz handelt, sind diese Daten nicht zwangsläufig 

gegensätzlich. In diesem Modell wurden Treg verwendet, die ihre Maturation im 

Thymus schon vollzogen haben und zusätzlich noch eine starke TCR Stimulation in 

vitro erfahren haben, während in einem transgenen Modell auch Früh-Formen von 

Treg das caSTAT5 Signal sehen und das vermutlich die Ursache dafür ist, dass in den 

transgenen Tieren der Anteil an Treg höher ist [99, 100]. 

Im Gegensatz zu der bisher in der Literatur beschriebenen Bedeutung von STAT5 für 

Treg ist für mature Treg ein vollständiges IL-2 Signal nötig, welches zumindest nicht 

von STAT5 substituiert werden kann. Die Signaltransduktionskaskade, die durch  

Interleukin 2 aktiviert wird, beinhaltet nicht nur das Signal über STAT5, welches 

durch die Januskinase 1 und 3 phosphoryliert und aktiviert wird, sondern es werden 

zusätzlich noch der MAP-Kinase-Weg sowie der Signaltransduktionsweg über die 

Phosphoinositolkaskade aktiviert. Diese Wege sind starke proliferative Signale. Sie 

fungieren auf unterschiedlichen Ebenen. STAT5 als auch der  MAP-Kinase-Weg 

führen zu einer veränderten Transkription und zu einer verstärkten Expression  an 

Genen, die für die Zellteilung nötig sind wie z.B. bcl-2 und c-fos. Durch die Bindung 

von IL-2 kommt es zur Phosphorylierung der Phosphoinositid-3-Kinase, die 

wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an der Position 3 phosphoryliert. 

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) wirkt als second messanger und es 

kommt zur Rekrutierung der  Proteinkinase B (AKT). Durch Phosphorylierung des 

Tuberous Sclerosis Complex (TSC) durch AKT, wird die inhibierend Wirkung von 

TCS auf mTor aufgehoben. Durch mTor kommt es zu einer Initiation der Translation. 

Diese weiteren durch IL-2 aktivierten Signale sind wahrscheinlich unerlässlich für 

eine Expansion der Treg. Inwieweit die Suppressivität der Treg durch das caSTAT5 1*6 

beeinflusst wird, konnte hier nicht abschliessend geklärt werden. Bezüglich der IL-10 

Sekretion gibt es keinen wesentlichen Unterschied zu den Zellen, die mit dem 

Kontrollvektor transfiziert wurden. Es gibt aber Hinweise, dass IL-2 für die Synthese 

von IL-10 in Treg verantwortlich ist [71].  Ausserdem konnte gezeigt werden, dass 

STAT5 an den IL-10 Promoter bindet [101]. Wir konnten hier aber nicht nachweisen, 
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dass das von uns verwendete caSTAT5 1*6 signifikant die Synthese von IL-10 

beeinflusst.  

4.2 Einfluss von IL-2 auf regulatorische T-Zellen 

 

Ziel dieser Arbeit war es die Proliferation und die Suppressivität der Treg durch 

autokrine IL-2 Stimulation zu steigern. Da Treg nicht in der Lage sind IL-2 zu 

synthetisieren, war es unser Ziel die Treg in die Lage zu bringen, IL-2 zu 

synthetisieren und so die eigene Proliferation als auch die Suppressivität zu  

steigern. Hierzu wurde das konstitutive aktive STAT5, das murine IL-2 und ein von 

uns generiertes Fusionsprotein bestehend aus CD25 und humanem IL-2 verwendet. 

An diesen genetisch veränderten Zellen untersuchten wir den Phänotyp. 

 

4.2.1 Das membrangebundene Fusionsprotein und nicht das lösliche IL-2 führt    

         zu einem Selektionsvorteil in vitro 

Im nächsten Schritt ging es darum das murine IL-2 und das Fusionsprotein (Fig. 1b) 

bezüglich der Expansion von IL-2 abhängigen Zellen zu untersuchen. Dabei sollte 

auch untersucht werden, inwieweit die Wirkung autokrin bzw. wie stark die parakrine 

Wirkung ist. Hierfür wurden CTLL-2 Zellen ausgewählt. Bei diesen Zellen handelt es 

sich um IL-2 abhängige murine Zellen. Die CTLL-2 Zellen wurden mit den 

unterschiedlichen Konstrukten retroviral transfiziert. Zur Testung der Funktionalität 

erfolgten regelmässige Passagen der Zellen ohne die Zugabe von IL-2. Ziel war es 

durch das regelmässige Passagieren einen Selektionsdruck zu erzeugen (Fig. 5). Zu 

Beginn dieses Experimentes waren die Transfektionsraten für die einzelnen 

Konstrukte in derselben Grössenordnung. Nach 10 Passagen zeigte sich ein 

deutlicher Unterschied zwischen den beiden Konstrukten. Der Ansatz mit dem 

murinem IL-2 zeigte sich eine deutliche Abnahme der GFP+ IL-2 produzierenden 

Zellen, während der Anteil der IL-2- GFP- nach 10 Passagen weiter zunahm. Im 

Kontrast hierzu steht das IL-2 CD25 Fusionsprotein. Nach 10 Passagen waren 

nahezu alle Zellen GFP+ mit einem Anteil von über  90%. Dieser deutliche 

Selektionsvorteil der Fusionsprotein-transfizierten Zellen liess sich bei demselben 

experimentellen Ansatz mit externen IL-2 unterdrücken. 
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Dieses Experiment zeigte, dass das Fusionsprotein den Zellen, die damit transfiziert 

waren, unter IL-2 Mangelbedingungen, einen deutlichen proliferativen 

Selektionsvorteil verschaffte (Fig.5). Die Zellen, die Fusionsprotein positiv waren, 

waren nach 10 Passagen die dominante Population. Ein weiterer Ansatz bestand 

darin, den Selektionsvorteil des Fusionsproteins durch exogen zugeführtes IL-2 zu 

unterdrücken. Nach 10 Passagen sank der Anteil an dem mit dem Fusionskonstrukt 

transfizierten Zellen deutlich ab. 

Zellen, die lösliches IL-2 produzierten und sezernierten, erlangten hierdurch keinen 

Selektionsvorteil. Diese Zellen produzierten so viel IL-2, dass sie trotz der IL-2 

Mangelbedingungen in der Lage waren, auch die Proliferation der untransfizierten 

Zellen in Ko-Kultur zu gewährleisten. So kam es dazu, dass der Anteil der IL-2 

produzierenden Zellen mit der Zeit abnahm und sich bei einer Prozentzahl von 0,7% 

stabilisierte. Da die 0,7% der IL-2 produzierenden Zellen bei der Fortführung der 

Kultur stabil blieb, ist davon auszugehen, dass sich in der Zellkultur ein dynamisches 

Gleichgewicht, zwischen IL-2 produzierenden und IL-2 konsumierenden Zellen, 

entwickelte. Diese stabile Ratio an CTLL-2 Zellen die IL-2 synthetisieren und Zellen 

die IL-2 konsumieren, spricht für die parakrine Wirkung des nicht 

membrangebundenen IL-2. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in vitro nur die Zellen die IL-2 

membrangebunden präsentierten, einen Selektionsvorteil hatten. Im Gegensatz dazu 

zeigten die Zellen, die mit dem löslichen murinen IL-2 transfiziert waren, keinen 

Selektionsvorteil. Es zeigte sich sogar eine Abnahme des initialen Anteils von 3% auf 

0,4%, was für einen starken parakrinen Effekt in der Zellkultur spricht. Hiermit 

beschreiben wir erstmalig ein IL-2 CD25 Fusionsprotein, welches in der Lage ist den 

transfizierten Zellen einen signifikanten Selektionsvorteil in vitro zu verschaffen. 

 

4.3 Das Fusionsprotein führt im in vivo SCID Modell zu einem 
Selektionsvorteil 

Um einen Selektionsvorteil der Konstrukte bei Treg in vivo zu untersuchen, isolierten 

wir Treg aus Balb/C Mäusen und transfizierten die Zellen retroviral mit caSTAT5 1*6, 

murinem IL-2, dem Fusionsprotein und einem GFP Kontrollvektor. Im Anschluss 

injizierten wir die GFP+ und GFP- Zellen i.v. in SCID Mäuse. Diese Mäuse besitzen 
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ein leeres T-Zellkompartiment und ermöglichen so eine genaue Betrachtung der von 

uns transferierten Zellen. Da SCID Mäuse kein adaptives Immunsystem besitzen, 

sind sie nicht in der Lage eine Immunantwort gegen den von uns gewählten 

Selektionsmarker GFP (Green Fluorescent Protein) zu bilden. In diesen 

Experimenten bestätigten sich die Ergebnisse aus den in vitro Experimenten. Die 

Treg, die mit unserem Fusionsprotein transfiziert waren, erlangten einen 

Selektionsvorteil hinsichtlich der Expansion (Fig 6a).   

Das zweite verwendete Konstrukt war das lösliche IL-2.  Über die Zeit nahm die 

Zellzahl der GFP+ Zellen deutlich ab (Fig. 6b) und nach drei Wochen waren keine IL-

2 sezernierenden Zellen mehr zu detektieren. Die Ursache hierfür setzt sich 

vermutlich aus mehreren Faktoren zusammen. Die lokale Konzentration von IL-2 hat 

bei diesem Ansatz nicht ausgereicht einen stabilen Pool an Tregs zu erhalten. Dies 

zeigte sich auch in der Analyse des Treg Markers FOXP3. Der Anteil der FOXP3 

positiven Zellen nahm mit der Zeit deutlich ab, von Initial 44% auf 10% (Fig. 7). Diese 

Werte korrelierten auch mit der Absolutzellzahl, in der sich auch ein signifikanter 

Rückgang zeigte. 

Dies liegt möglicherweise darin, dass IL-2 eine kurze Halbwertzeit [6] hat und das 

zusätzlich ein Grossteil von dem sezernierten löslichen IL-2 von anderen Zellen, z.B. 

Dendritischenzellen, konsumiert oder in der Leber metabolisiert wird. Wie das in vitro 

Experiment  gezeigt hat, besitzt das lösliche IL-2 eine starke parakrine Wirkung. 

Eine weitere mögliche Erklärung wäre eine verminderte Synthese von IL-2. Da aber 

das GFP Signal nicht schwächer ist, als dass der Kontrollvektor transfiziert Treg, ist 

diese Erklärung weniger wahrscheinlich. Sowohl IL-2 als auch GFP stehen unter der 

Kontrolle desselben CMV Promoters. 

Im Gegensatz hierzu steht das Fusionsprotein mit seinem membrangebundenen IL-

2. Das Fusionsprotein war nicht nur in der Lage den transferierten Pool an Treg  

hinsichtlich des Überlebens zu stabilisieren, sondern es führte auch zu einer 

deutlichen Proliferation der Treg. Im Laufe der drei Wochen nahm der Anteil an Treg 

deutlich zu, sowohl prozentual als auch in der Gesamtzellzahl  (Fig6 a,b). Es 

handelte sich hierbei tatsächlich um Treg, welches die Analyse von FOXP3 bestätigt. 

Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der FOXP3 positiven Zellen von 35% auf 77% 

innerhalb von drei Wochen (Fig. 7).  
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Die Ursache hierfür ist wahrscheinlich ein starke  autokrine IL-2 Wirkung des 

Fusionsproteins. Das lösliche IL-2 ist auf Grund seiner parakrinen Wirkung, wie im 

initial in vitro Experiment gezeigt (Fig.5), nicht in der Lage, in SCID Mäusen einen 

Treg Pool zu erhalten. Es zeigte sich ausserdem, dass ein komplettes IL-2 Signal 

nötig ist, dass nicht durch ein konstitutiv aktives STAT5 substituiert werden kann.  

Mit diesem Experiment ist es gelungen zu zeigen, dass für die Expansion von 

ausgereiften Treg ein starkes und vollständiges IL-2 Signal nötig ist. In diesen 

Experimenten unterstreichen wir die besondere Bedeutung des IL-2 für die Treg. Es 

konnte ein von unserer Gruppe entwickeltes Modell, welches von der Annahme 

ausgeht, dass die natürliche IL-2 Quelle naïve T-Zellen sind, die durch einen 

geringen Antigenstimulus IL-2 produzieren und so ein Gleichgewicht zwischen T-

Effektorzellen und Treg generieren, durch diese Experimente weiter unterstützt 

werden.  

Das Modell geht ausserdem davon aus, dass im Fall eines starken Antigenstimulus 

IL-2 in einer deutlich höheren Konzentration freigesetzt wird und so die Treg stimuliert 

und aktiviert werden. In diesem Kontext sind auch diese Ergebnisse zu sehen. Das 

Fusionsprotein simuliert eine hohe lokale IL-2 Konzentration und somit einen starken 

Antigenstimulus, welcher zu einer starken Proliferation der Treg führt. Was 

gegensätzlich zu dem Modell in unseren experimentellen Setup wirkt, ist die Rolle 

des nicht membrangebunden IL-2, was nicht in der Lage war, einen stabilen Treg Pool 

aufrecht zu erhalten. Die Ursache liegt möglicher Weise darin, dass die 

Konzentration des IL-2 nicht gross genug war um aussreichend Treg mit IL-2 zu 

versorgen. IL-2 alleine scheint für die Expansion maturer Treg von essentieller 

Bedeutung zu sein. 
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Fig.10 

Hohe lokale 

IL-2 Konzentration 

führt zur Expansion 

der  Treg 

 

Fig. (10) IL-2 führt zur Expansion der Treg. Niedrige Konzentrationen sorgen für ein 

Gleichgewicht zwischen T-Effektorzellen und Treg. Hohe IL-2 Konzentrationen führen 

zu einer Expansion der Treg und so letztlich zu einer Suppression der Effektorzellen. 

 

4.4 Phänotypisierung der CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen aus  

         dem SCID Modell 

 

 

4.4.1 IL-10 Induktion durch die IL-2 Konstrukte  

Ein wesentliches Zytokin, welches im Zusammenhang mit der Treg vermittelten 

Immunsuppression steht, ist IL-10 [91]. Bei IL-10 handelt es sich um ein Homodimer, 

welches die Signaltransduktion von CD28 und die Bildung von TNF-α und IL-1 

inhibiert [102, 103]. IL-10 ist ausserdem in der Lage NF-κB Aktivität zu blockieren. 

Bei der Analyse der IL-10 produzierenden Zellen zeigte sich ein leichter Unterschied 

(Fig. 8) in der Zellpopulation, die mit unserem Fusionsprotein transfiziert war. Der 

Anteil der IL-10 Produzenten in der Fusionsproteinprobe war höher als in den 
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anderen Gruppen. Bei dem löslichen IL-2 zeigte sich keine vermehrte IL-10 

Produktion, welches mit der ungenügenden Stimulation des sezernierten löslichen IL-

2 im Zusammenhang zu sehen ist.  

Das verwendete Fusionsprotein ist sowohl in der Lage die transfizierten Treg selektiv 

zu expandieren aber auch die IL-10 Produktion leicht zu steigern. Die Suppressivität 

der Treg hat mehrere Mechanismen zur Grundlage. Zum einen konnte gezeigt 

werden, dass ein Suppressionsmechanismus auf der Kompetition um Zytokine u.a. 

auf IL-2 beruht. Des Weiteren ist ein bedeutender Mechanismus die Ausschüttung 

antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-β [46, 84, 91]. Nach diesen Daten 

ist es nicht unwahrscheinlich, dass das neue Fusionsprotein einen Suppressivität 

steigernden der Treg Effekt besitzt. 

 

4.5 Kein Selektionsvorteil der Konstrukte in immunkompetenten Mäusen 

 

Der nächste Schritt bestand darin zu testen, ob die mit dem Fusionsprotein 

transfizierten Treg in Ballb/C Mäusen einen proliferativen Vorteil haben.  

Problematisch in diesem Fall war, dass das Fusionsprotein als Marker ein GFP 

besitzt, welches als Antigen wirkt und eine CD8+ Antwort des endogenen 

Immunsystems verursachen kann. Auf Grund dieser Tatsache fiel die Wahl der 

Monitoringintervalle auf deutlich engere Zeitabschnitte als in dem SCID 

Transfermodell. Hierbei zeigte sich in unserem experimentellen Ansatz, dass die 

transferierten Treg keinen Selektionsvorteil bezüglich Proliferation oder des 

Überlebens in immunkompetenten Tieren besitzen (Fig.9). Auch die anderen 

Konstrukte führten zu keinem Selektionsvorteil. Nach zwei Wochen waren kaum GFP 

positive Zellen in allen Gruppen nachweisbar. Dies spricht für eine Depletion der 

Zellen. Die Ursachen hierin sind in der Immuninkompatibilität zu suchen. Es konnte 

gezeigt werden, dass selbst bei nicht transfizierten Zellen Minor-Antigene zur 

Depletion von transferierten Zellen führen. Es konnte weiter gezeigte werden, dass 

GFP einen starken immunogenen Effekt hat. GFP induziert eine CD8+ Antwort, die 

nach zwei Wochen zu einer fast vollständigen Depletion der GFP positiven Zellen 

führte [104]. Für weitere Experimente sollte der Antigen Effekt deutlich minimiert 

werden. Dafür sollte ein anderer Selektionsmarker als GFP gewählt werden, z.B. Thy 
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Eine weitere mögliche Erklärung kann darin liegen, dass durch die ex vivo 

Behandlung der Zellen, die Treg nach dem Transfer nicht mehr in der Lage sind, sich 

in einem intakten T-Zellkompartiment eine Nische zu sichern, da diese durch 

endogene Treg  schon besetzt wird.  

Die Methodik der ex vivo Stimulation mit Expansion und retroviraler Transduktion 

kann eine überdurchschnittliche Belastung für die Zellen darstellen, was dazu führt, 

dass die Zellen nicht in der Lage sind in einem immunkompetenten Organismus zu 

proliferieren und sich gegen die endogenen Treg durchzusetzen. 

Ein weiteres Argument für den nicht vorhandenen Selektionsvorteil  ist, dass in 

Balb/C Mäusen ausreichend IL-2 zu Verfügung steht und so der Effekt der autokrinen 

Wirkung des Fusionsproteins nicht zum Tragen kommt. Eine ausreichende 

Konzentration an IL-2 kann den Effekt des Fusionsproteins unterdrücken, wie in vitro 

an CTLL-2 Zellen gezeigt werden konnte, siehe Fig.5. Wie sich die IL-2 Dynamik in 

vivo darstellt, wäre ein weiterer interessanter Aspekt den man untersuchen müsste. 

Die Untersuchung des Gleichgewichtes zwischen IL-2 Produzenten und Treg in vivo 

gilt als äusserst komplex, da die IL-2 Konzentration im Blut sehr gering ist und IL-2 

nur eine Halbwertszeit von ca. 38 min. besitzt. Desweiteren sind die 

wahrscheinlichsten Orte der Hauptinteraktion die peripheren Lymphatischen Organe, 

was eine Messung verkompliziert. 

 

4.6      Therapeutisches Potential von IL-2 

Interleukin-2 befindet sich seit einigen Jahren in der klinischen Anwendung bei 

Tumorerkrankungen wie dem Hypernephrom und zusätzlich bei dem malignem 

Melanom (nur in den USA) [105]. Hierbei handelt es sich um maligne Erkrankungen, 

die häufig zu einer Immunantwort führen [106]. Ziel der IL-2 Therapie ist es, die 

Immunantwort gegen den Tumor zu amplifizieren. Bei 21% der Patienten mit einem 

metastasierten Nierenzellkarzinom, konnte ein Ansprechen auf die Therapie 

beobachtet werden [105]. Dabei muss aber berücksichtigt werden, dass es sich 

hierbei um eine kleine Gruppe von Patienten handelt, die sich in einem 

fortgeschrittenen Krankheitsstadium befinden.  
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Im Rahmen der HIV-Therapie gab es eine Vielzahl von Studien, die die Patienten 

zusätzlich mit IL-2 zur Verbesserung der CD4 Zellzahl behandelt haben. Dabei zeigte 

sich der erwartete Anstieg der CD4 Zellzahl. In dieser Patientengruppe kam es  aber 

zu keiner Verbesserung bei den Endpunkten Morbidität im Sinne opportunistischer 

Infektionen oder Letalität. Es konnte zusätzlich gezeigt werden, dass ein nicht 

unerheblicher Anteil der expandierten T-Zellen regulatorische T-Zellen waren [107]. 

In Anbetracht des nicht unerheblichen Nebenwirkungsspektrums einer IL-2 Therapie 

wie Ödembildung, Tachykardie, Hypothyreose und Reaktivierung von 

Autoimmunerkrankungen und der verhältnismässig geringen Ansprechrate, sind 

neue Therapiestrategien nötig [108]. 

In diesem Sinne könnte möglicherweise das Fusionsprotein eine Rolle spielen. Es 

gibt neue therapeutische Strategien, bei denen T-Zellen mit einem für ein 

tumorantigenspezifischen T-Zell-Rezeptor transfiziert werden, um eine Immunantwort 

gegen den Tumor zu induzieren [107]. Es wäre denkbar, dass man im Rahmen eines 

adoptiven T-Zelltransfers eine Ko-Transfektion mit einem induzierbaren 

Fusionsprotein durchführt, so dass man verhältnismässig wenig Zellen transferieren 

brauch, um mithilfe des Fusionsproteins deren Induktion zur Prolifertion steuern 

kann. Das Fusionsprotein ist nicht nur in der Lage Treg selektiv zur Proliferation zu 

stimulieren, sondern auch antigenspezifische naïve T-Zellen. Dieses therapeutische 

Modell der Expansion antigenspezifischer T-Zellen, lässt sich nicht nur auf maligne 

Erkrankungen anwenden, sondern auch auf Infektionskrankheiten und in diesem 

Sinne, könnte das Fusionsprotein ein weiteres Mittel in der Induktion und Expansion 

antigenspezifischer T-Zellen bieten. 
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5. Zusammenfassung 

Treg gehören zu einer Subpopulation der CD4 positiven Lymphozyten, die dadurch 

charakterisiert sind, dass sie CD25 und FOXP3 konstitutiv expremieren. Bei CD25 

handelt es sich um die α-Untereinheit des Interleukin-2 Rezeptors, was darauf 

hinweist, dass es sich hier um ein Schlüssel Zytokin für die Treg handelt. Es konnte 

gezeigt werden, dass Interleukin-2  von entscheidender Bedeutung für die  Genese, 

die Proliferation und für die Suppressivität der Treg ist. 

Zielsetzung: Das Ziel dieser Arbeit war es mit molekulargenetischen Methoden 

regulatorische T-Zellen über den IL-2 Signaltransduktionsweg autokrin zu 

stimulieren, um sowohl Proliferation, als auch die Suppressivität dieser Zellen zu 

steigern.   

 

Durchführung / Ergebnisse: Um dieses Ziel zu erreichen, wurde ein konstitutiv 

aktives STAT5 (Signaltransduktionsmolekül nachgeschaltet im IL-2 Weg), ein 

murines IL-2 und ein von uns neu generiertes IL-2 Fusionsprotein, bestehend aus IL-

2 und der alpha Untereinheit seines Rezeptors verwendet. Diese Konstrukte wurden 

zur retroviralen Transduktion von Treg verwendet, um die Zellen unabhängig von 

externem IL-2 zu machen. 

Initial erfolgte die Testung der Konstrukte auf Funktionalität in vitro. Dabei zeigte 

sich, dass alle Konstrukte eine biologische Aktivität hatten. Nur das Fusionsprotein 

war in der Lage den transfizierten Zellen, bezüglich der Proliferation, einen 

Selektionsvorteil zu verschaffen. Um diese neu gewonnen Erkenntnisse in einem in 

vivo Modell zu überprüfen, erfolgte die Transfektion ex vivo isolierter Treg mit diesen 

Konstrukten und anschliessend der Transfer der Treg in SCID Mäuse. Hierbei 

bestätigten sich die in vivo Ergebnisse. Weder das murine lösliche IL-2, noch das 

konstitutive aktive STAT5 waren in der  Lage, die transfizierten Treg zur Proliferation 

anzuregen. Bei beiden Konstrukten (caSTAT5 1*6 und mIL-2) liess sich, wie am 

Beispiel des Kontrollvektors, eine Abnahme der Zellzahlen über die Zeit beobachten. 

Im Gegensatz dazu stand das Fusionsprotein, welches die Zellzahl der transfizierten 

Treg deutlich steigerte.  
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Zusammenfassung: 

Fokus dieser Arbeit war die Bedeutung von IL-2 für regulatorische T-Zellen zu 

untersuchen. In dieser Arbeit beschreiben wir erstmals ein IL-2-CD25 Fusionsprotein, 

das in der Lage ist T-Zellen, die damit transfiziert sind, in vivo und in vitro einem 

starken proliferativen Selektionsvorteil zu verschaffen. Die Lokalisierung des IL-2 an 

der Zellmembran scheint dabei wichtig zu sein, da Transfektion mit einem Vektor für 

sezerniertes IL-2 keinen vergleichbaren Vorteil in vivo bringt. Auch regulatorische T-

Zellen die mit einem konstitutiv aktiven STAT5 transfiziert waren, zeigten keinen 

Selektionsvorteil hinsichtlich der Proliferation in einem SCID Transfer-Modell, was 

zeigt, dass zusätzliche Signalwege durch IL-2 angeschaltet werden müssen. Durch 

das IL-2-CD25 Fusionsprotein haben wir also eine Möglichkeit geschaffen, T-Zellen 

mit einem autokrinen und starken IL-2 Signal auszustatten. Diese Technik kann es 

ermöglichen beispielsweise hochaktive T-Zellentransplantate, z.B. regulatorische 

oder auch Tumor-spezifische T-Zellen, für die adoptive T-Zelltherapie zu generieren, 

ohne die starken Nebenwirkungen einer systemischen IL-2 Gabe. 
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