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1. Einleitung 
 
Die Transplantation allogener Stammzelltransplantationen dient zur Therapie maligner und 

nicht-maligner Erkrankungen des hämatopoetischen Systems. Die Zahl der Transplantatio-

nen ist über die letzten Jahre kontinuierlich gestiegen (Passweg et al. 2016). 

Akute und chronische Graft versus Host Disease sind unerwünschte und potentiell letale 

Erkrankungen infolge einer Transplantation. Sie stellen mit ihrer hohen Morbidität- und Mor-

talitätsrate die größte Limitation  für den Erfolg einer Stammzelltransplantation dar (Ferrara 

und Deeg 1991; Copelan 2006; Green und Hind 2016). Je nach Konditionierungsregime, 

Transplantatzusammensetzung, Ursprung des Transplantats, mismatch der HLA-Antige zwi-

schen Spender und Empfänger u.a. sind bis zu 80% der Patienten von einer akuten GvHD 

betroffen (Ball und Egeler 2008; Martin et al. 2012). 

Die präemptive, sowie first- und second line Therapie besteht in der Applikation von Immun-

suppressiva (Martin et al. 2012). Dazu zählen Medikamente wie Ciclosporin A, Myco-

phenolat-Mofetil und Prednisolon, wobei die Behandlung mit Steroiden weiterhin den Gold-

standard darstellt (Martin et al. 2012; Wolff et al. 2013). Diese Medikamente sind, vor allem 

bei Langzeittherapie mit einer Reihe unerwünschter Wirkungen assoziiert. Dazu zählen ne-

ben nephro- und hepatotoxischen Wirkungen (Dieterle et al. 1990; Bennett et al. 1996; de 

Mattos, Angelo M. et al. 2000; Elsallabi et al. 2016; Matsukuma et al. 2016) auch Tumorrück-

fälle bzw. die de novo Entstehung sekundärer Tumorerkrankungen (Buell et al. 2005; Lowe 

et al. 2007; Piselli et al. 2014) und Infektionen durch die allgemein herabgesetzte Im-

munkompetenz  (Sayer et al. 1994; Orlicka et al. 2013). Mitunter kommt es auch zum Thera-

pieversagen mit sehr schweren Verläufen und zum Tod des Patienten (Pidala und Anasetti 

2010; McDonald 2016).  

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind im Körper für die Aufrechterhatung der Selbsttoleranz 

und eine physiologische Immunhomöostase verantwortlich (Sakaguchi 2000). Sie modulie-

ren Immunprozesse durch die Interaktion mit Antigenpräsentierenden Zellen, konventionellen 

T-Zellen und zum Teil auch Sekretion antiinflammatorischer Zytokine (Thornton und Shevach 

1998; Sakaguchi 2000; Shevach et al. 2001; Benoist und Mathis 2012). Bei einem Mangel an 

Treg kann es zu schweren Immundysregulationen und Autoimunerkrankungen kommen 

(Sakaguchi et al. 1995; Wildin et al. 2001). Auch im Zusammenhang mit allogenen Trans-

plantationen spielen diese Zellen eine Rolle. Der Anteil an Treg im Transplantat beeinflusst 

den klinischen Verlauf nach Stammzelltransplantation (Rezvani et al. 2006; Li et al. 2010; 

Danby et al. 2015). Sowohl experimentelle Tiermodelle (Hoffmann et al. 2002; Taylor 2002), 

als auch Studien an Patienten zeigen den positiven Effekt einer adjuvanten Treg-Therapie 

(Brunstein et al. 2011b; Di Ianni et al. 2011a). Für eine etwaige breite klinische Anwendung 

ist die Untersuchung der Interaktion mit konventionellen Immunsuppressiva essentiell. Die 
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Studienlage zum Einfluss der verschiedenen Immunsuppressiva ist zum Teil unvollständig 

und die Ergebnisse sind nicht einheitlich. Für eine klinische Anwendung ist diese Untersu-

chung jedoch wichtig.  

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Effektivität polyklonal expandierter regulatorischer T-

Zellen und deren Wechselwirkung mit konventionellen Immunsuppressiva in einem xenoge-

nen Mausmodell einer akuten GvHD zu klären.  Es war zu untersuchen, wie klinischer Ver-

lauf, Überleben, sowie Zellinfiltration und Inflammation in die Gewebe durch die Therapie 

beeinflusst werden. Vor allem sollte die Menge an FoxP3+ T-Zellen im Gewebe post mortem 

analysiert werden, um den Einfluss der klassischen Immunsuppressiva auf Treg darzustel-

len.  

Eine Hypothese dieser Arbeit war, dass Tiere, die regulatorische Zellen als Monotherapeuti-

kum erhalten dosisabhängig vor einer xenogenen GvHD geschützt werden. Weiterhin wurde 

angenommen, dass der Anteil an regulatorischen T-Zellen im Gewebe von der Wahl der Im-

munsuppression beeinflusst wird und der klinische Verlauf damit entsprechend korreliert. Die 

Annahme war, dass Tiere unter Behandlung mit Ciclosporin A einen geringen Anteil an 

FoxP3+ Zellen im Gewebe aufweisen, als Mäuse unter Behandlung mit Glukokorktikoiden, 

da dies sich mit dem Großteil der Studien anderer Arbeitsgruppen decken würde.
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2. Literatur 
 

2.1. Das  Immunsystem 

 

Das Immunsystem dient dem Schutz des Organismus vor Fremdantigenen. Es setzt sich aus 

primären (Thymus und Knochenmark) und sekundären (Milz, Lymphknoten, Tonsillen, Pey-

er’schen Platten des Ileums) Immunorganen zusammen und besitzt humorale und zelluläre 

Bestandteile. Für eine adäquate Immunantwort auf Antigene ist die Unterscheidung zwi-

schen „eigen“ und fremd“ essentiell. Ein wesentliches Merkmal des Immunsystems ist dabei 

die Selbsttoleranz gegenüber körpereigenem Antigen. Wird dieser Zustand aufgehoben, 

kann es in der Folge zur Entstehung von  Autoimmunität kommen (Vollmar et al. 2013: 

S.117). Die Immunantwort kann über zwei Effektorsysteme vermittelt werden: die angebore-

ne Immunabwehr, welche sich unspezifisch gegen eine Vielzahl von Erregerstrukturen richtet 

und die antigenspezifische adaptive oder erworbene Immunabwehr. 

 

2.1.1. Angeborene Immunabwehr 
 

Das angeborene Immunsystem setzt sich aus einer komplexen Anzahl von gelösten und 

zellulären Bestandteilen zusammen. Humorale Bestandteile sind Komplementproteine, wäh-

rend zu den Zellen des angeborenen Immunsystems neutrophile Granulozyten, natürliche 

Killerzellen, Makrophagen und dendritische Zellen gehören.  

Als erste physiologische Barriere gegen Pathogene dienen zudem die Haut, Schleimhäute, 

die Flimmerhärchen des Respirationstraktes und der natürliche Darmflora. Die angeborene 

Immunabwehr ist nicht Erreger-spezifisch und richtet sich vor allem gegen nicht-selbst Mole-

küle oder Strukturen, die in einem breiten Spektrum von Erregern vorkommen und für deren 

Überleben oder Funktion essentiell sind. Zu diesen Virulenzfaktoren zählen z.B. bestimmte 

Membranbestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS), Flagellin und Murein oder auch virale 

doppelsträngige RNA, die im Wirt nicht vorkommen (Alexander und Rietschel 2001; Akira et 

al. 2006; Takeuchi und Akira 2009). Diese sog. pathogen associated molecular proteins 

(PAMPs) werden von entsprechenden Rezeptoren (pathogen recognition receptors; PRR) 

erkannt, woraufhin durch Ausschüttung proinflammatorischer Zytokinen eine schnelle Im-

munatwort initiiert wird (Mogensen 2009), worüber im weiteren Verlauf das adaptive Immun-

system mit der Entwicklung einer Antigen-spezifischen Immunatwort beginnen kann.  

Die Struktur der an der Immunantwort beteiligten PRR ist im Genom festgelegt und kann 

nicht an jeweilige Pathogene spezifisch angepasst werden (Mogensen 2009). Die angebore-

ne Immunabwehr ist somit nicht in der Lage ein immunologisches Gedächtnis aufzubauen.  
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2.1.2. Adaptive Immunabwehr 
 

Die adaptive Immunabwehr ist im Gegensatz zur angeborenen Immunantwort antigenspezi-

fisch. Sie ist in der Lage ein immunologisches Gedächtnis in Form von Antikörpern und Ge-

dächtniszellen zu bilden, welche zu einer schnellen und effektiven Immunantwort bei wieder-

holtem Kontakt mit einem Pathogen führen kann (Gray 1993).  

Die zelluläre Komponente bilden B- und T-Zellen, die von ihnen produzierten Zytokine, Lym-

phokine und Immunglobuline den humoralen Anteil der adaptiven Immunabwehr. Die humo-

rale Abwehr richtet sich gegen extrazelluläre Erreger und mikrobielle Toxine, während die 

zelluläre Immunantwort intrazelluläre Erreger, die von Antigenpräsentierenden Zellen (APCs) 

über major histocompatibility Komplexe (MHC) präsentiert werden entweder direkt oder indi-

rekt eliminiert. Durch die Präsentation von Peptiden an B- und T-Zellen mittels APCs des 

unspezifischen Immunsystems und die Sekretion von Zytokinen  sind angeborene und er-

worbene Immunabwehr eng miteinander verknüpft (Dempsey et al. 2003). 

 

2.1.2.1. T-Zellen  

 

Im Thymus reifen T-Zellen aus lymphatischen, zunächst CD4-CD8- doppeltnegativen Vorläu-

ferzellen des Knochenmarks zu adulten T-Lymphozyten heran und durchlaufen dabei kom-

plexe Prägungs- und Selektionsstufen (Starr et al. 2003), wobei ein Großteil der Thymozyten 

noch vor Beginn der weiteren Selektionsschritte aussortiert wird (Klein et al. 2014). Durch 

APCs und Thymusepithelzellen im Thymuskortex und der Medulla werden über MHC I und 

MHC II Antigene an CD4+CD8+ doppeltposivite Thymozyten präsentiert (Klein et al. 2014). 

Im klassischen Modell unterliegen Zellen, mit einer zu hohen Affinität gegenüber dem 

MHC/Peptidkomplex der Negativselektion, bei der autoreaktive Zellen in Apoptose überge-

hen (Felix und Allen 2007). Dieser Mechanismus  dient der Aufrechterhaltung der Selbsttole-

ranz. Zellen, die das Antigen adäquat, aber nicht zu schwach erkennen werden im Thymus-

mark im weiteren Schritt (Positivselektion) zu naiven, konventionellen CD4+ und CD8+ ein-

fachpositiven T-Zellen und wandern in die Peripherie aus (Starr et al. 2003). Spezialisierte T-

Zellen mit höherer Affinität gegenüber körpereigenen Peptiden als naive konventionelle T-

Zellen wie natürliche regulatorische T-Zellen gehen als eigenständige Population aus dem 

Thymus hervor (Starr et al. 2003; Sakaguchi 2004; Hsieh et al. 2012; Caramalho et al. 2015) 

(Abbildung 1). Nach Auswanderung aus dem Thymus migrieren naive T-Zellen in sekundäre 

Lymphorgane, um von mit Peptid-beladenen APCs aktiviert zu werden. Die Aktivierung führt 

zur Reifung und Teilung der Zelle und dauert bei naiven T-Zellen je nach Antigendosis und 

Costimulation 6-30h; zum Vergleich: eine T-Gedächtniszelle benötigt nach Erkennung eines 

bekannten Antigens 0,5-2h (Sallusto und Lanzavecchia 2002). T-Zellen werden anhand ihrer 
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Oberflächenmoleküle, ihrem primären Wirkmechanismus, sowie den von ihnen produzierten 

Zytokinen kategorisiert (Abb. 2). Zytotoxische (CTL) CD8+ erkennen prozessierte Fremdan-

tige, die über MHCI dargeboten werden. Im Zytosol der APCs befindliche Antigene werden 

im Endoplasmatischen Retikulum an MHC I Moleküle gebunden und gelangen als MHC I / 

Peptidkomplex in den Golgi Apparat und anschließend an die Zelloberfläche (Guermonprez 

et al. 2002). CD8+ Zellen erkennen diesen Komplex und lysieren die Zielzelle über Exozyto-

se von Granzym, Perforin und Granulysin oder den Fas (CD95)/FasL (CD95L) Weg, über 

Einleitung der Caspase Kaskade, die die Apoptose der Zielzelle herbeiführt (Harty et al. 

2000). CD8+ T-Zellen sezernieren zudem proinflammatorische Zytokine wie Interferon 

gamma (IFN γ) und Tumornekrosefaktor α (TNF α) und aktivieren darüber Makrophagen und 

Granulozyten (Harty et al. 2000; Mahnke et al. 2013). 

Klassische TH1 und TH2 CD4+ Zellen fungieren als Helferzellen und führen über die Produk-

tion von Zytokinen zur Aktivierung anderer Immunzellen. Sie erkennen Fremdpeptide, die 

über MHC II präsentiert werden. Die MHC II Moleküle in APCs binden in Vesikeln befindliche 

Peptide. In diesen Vesikeln können Mikroorganismen oder auch nur deren Toxine prozes-

siert werden. Erst im angesäuerten Milieu der Vesikel kann der Komplex MHC 

II/Peptidkomplex gebildet werden (Neefjes et al. 2011). Nach Aktivierung einer CD4+ T-

Helferzelle werden je nach Subtyp der Zelle Zytokine sezerniert, die entweder Effektorzellen 

aktivieren oder die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen mit anschließender Bildung 

von Immunglobulinen (Ig) anregen (O’Garra und Arai 2000). TH1 Zellen produzieren die pro-

inflammatorischen Zytokine  IL-2, IL-12, Tumornekrosefaktor ß und IFN γ, welche die zellulä-

re Immunatwort mittels Aktivierung von Makrophagen und CD8+ T-Zellen initiiert. Diese Zel-

len spielen bei Elimination intrazellulärer Infektionen und in der Pathologie von Autoimmun-

erkrankungen eine Rolle (Romagnani 2000; Wynn 2015; Zhu und Paul 2008; Wynn 2015). 

Die von TH2 Zellen produzierten Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 u.a. regulieren die Produktion von 

IgG und IgE (O’Garra et al. 1997; Romagnani 2000; Zhu und Paul 2008; Broere et al. 2011) 

und sind damit für die Antikörper-mediierte Immunreaktion verantwortlich. Durch ihren Ein-

fluss auf Mastzellen und eosinophile Granulozyten sind sie auch an der Pathologie von aller-

gischen Reaktionen beteiligt (Deo et al. 2010). Bestimmte Subtypen der T-Zellen sind somit 

mit unterschiedlichen Erkrankungen in der Humanmedizin assoziiert (Romagnani 2000; 

Wynn 2015). Neben den „klassichen“ TH1 und TH2 Zellen existieren weitere Untergruppen 

von CD4+ T-Zellen, die je nach Phänotyp direkte Effektorfunktion (Huang et al. 1992; Norris 

et al. 2001; Appay et al. 2002; Porakishvili et al. 2004; Appay 2004; Marshall und Swain 

2011) oder regulatorische Funktionen haben (Sakaguchi et al. 1995; Sakaguchi 2000; Saka-

guchi 2004). 
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T-Zellselektion im Thymus: 

 
 
Abbildung 1: T-Zellselektion im Thymus: Schematische Darstellung der T-Zellselektion im 
Thymus 
Abkürzung: APC Antigenpräsentierende Zellen, MHC Major Histokompatibilitätskomplex, 
TCR T-Zellrezeptor, nTreg natürliche regulatorische T-Zellen, DP doppelt positiv, SP single 
positiv 
 

 

2.1.2.2. T-Zellrezeptor (TCR) 

Der T-Zellrezeptor (TCR) wurde in seiner Struktur erstmals 1983 beschrieben (Meuer et al. 

1983). Er ist ein Heterodimer aus zwei transmembrangebundenen Glykoproteinketten, zu-

meist αß-Ketten, seltener γδ-Ketten, mit je einer konstanten und einer variablen Region ext-

razellulär, sowie einem zytoplasmatischem C-terminalen Ende und einer Transmembrando-

mäne (Call und Wucherpfennig 2004). Die variable Region setzt sich aus V, J und D (nur bei 

der ß-Kette) Segmenten zusammen. Diese multiplen Gensegmente werden während der 

Ontogenese rekombiniert (Davis und Bjorkman 1988; Nikolich-Zugich et al. 2004), wodurch 

T-Lymphozyten ihre Vielfalt erhalten, um ein großes Spektrum an Fremdantigenen erkennen 

zu können, wobei jeder T-Zellrezeptor spezifisch für ein MHC Molekül auf APCs ist (MHC 
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Restriktion) (Hodges et al. 2002; Archbold et al. 2008), eine Kreuzreaktivität aber vorkom-

men kann (Hennecke und Wiley 2001). Zusammen mit dem Oberflächenmolekül CD3 bildet 

der TCR den CD3/T-Zellrezeptorkomplex.  

 

2.1.2.3. T-Zellantwort 

 

T-Zellen erkennen nur an MHC-gebundene Fremdantigene mittels ihres T- Zellrezeptors 

(Hennecke und Wiley 2001); eine Interaktion mit gelöstem Antigen findet nicht statt. Die T-

Zellantwort erfolgt in der sog. immunologischen Synapse (Sallusto und Lanzavecchia 2002). 

Diese entsteht im Raum zwischen einer Antigenpräsentierenden Zelle und einer T-Zelle, 

wenn der TCR seinen Liganden erkennt (Alarcón et al. 2011). Dabei werden alle für die Im-

munatwort nötigen Oberflächenmoleküle, auch co-stimulatorische Proteine aktiv in Richtung 

der APC ausgerichtet (Huppa und Davis 2003). Die immunologische Synapse formiert sich 

innerhalb weniger Minuten (Alarcón et al. 2011) und bleibt je nach Immunantwort (direkt oder 

indirekt) für mehrere Stunden bestehen (Huppa und Davis 2003). Bei einer indirekten Im-

munantwort über T-Helferzellen bleibt die Synapse bis zu 24h bestehen, während eine Im-

munreaktion über zytotoxische T-Zellen (direkte Immunantwort) innerhalb weniger Minuten 

abgeschlossen ist und die immunologische Synapse entsprechend nur vorübergehend be-

steht (Huppa und Davis 2003). Der Kontakt zwischen MHC/Peptid mit dem TCR allein führt 

nicht zur Initiierung einer Immunantwort. Dazu sind zusätzlich co-stimulatorische Signale 

über Zytokine und Moleküle auf den T-Zellen und den APCs nötig (Smith-Garvin et al. 2009). 

CD28 ist ein Protein auf der Zelloberfläche, welches von ca. 80% (alle CD4+ und 50% der 

CD8+) der T-Zellen dauerhaft exprimiert wird (Lenschow et al. 1996) und der Rezeptor für 

CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2) auf Antigenpräsentierenden Zellen ist. Nach Bindung seines 

Liganden kommt es zur gesteigerten Produktion von IL-2 mRNA, durch Produktion von Bcl-

XL zur verbessertem Überleben der T-Zelle und Eintritt der Zelle in den Zellzyklus (Lenschow 

et al. 1996; Sharpe und Freeman 2002). CD152 (CTLA-4) wird, anders als CD28 nicht kon-

stituitiv auf T-Zellen exprimiert. Die Expression des Proteins wird nach Kontakt mit einer APC 

und Bindung von CD28 gesteigert (Lenschow et al. 1996) und führt über Reduktion der IL-2 

mRNA und Verhinderung des Eintritts der T-Zelle in den Zellzyklus zur Reduktion der Im-

munantwort und verhindert ein Überschießen der Reaktion (Krummel und Allison 1995; 

Walunas et al. 1996) und ist damit der Gegenspieler von CD28. Regulatorische T-Zellen ex-

primieren CTLA-4 dauerhaft, wenn auch nicht spezifisch und scheinen darüber einen Teil 

ihrer suppressiven Eigenschaften zu vermitteln (Kolar et al. 2009; Sojka et al. 2009). Als Re-

zeptor für CD152 fungieren, wie bei CD28, CD80 und CD86 (Linsley et al. 1991; Azuma et 

al. 1993; Sharpe und Freeman 2002).  
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A: T-Zellantwort CD8 

 

B: T-Zellantwort CD4 

 

 
Abb. 2: T-Zellantwort und T-Zellpopulationen nach Oberflächenmolekül CD4 und CD8: 
Schematische Darstellung der T-Zellpopulationen und der T-Zellantwort abhängig vom Zell-
typ. Abkürzung: APC Antigenpräsentierende Zellen, MHC Major Histokompatibilitätskomplex, 
TCR T-Zellrezeptor, CTL zytotoxische (cytotoxic) T-Zelle, IFN γ Interferon gamma, TNF α 
Tumornekrosefaktor alpha, IL Interleukin, IgG Immunglobulin gamma  

 
2.1.2.3.1. T-Zell vermittelte Transplantatabstoßung 

Allogene Transplantationsabstoßungen können durch unterschiedliche Mechanismen her-

vorgerufen werden (Abb. 3). Der direkte Mechanismus erfolgt über Erkennung des allogenen 

MHC/Peptidkomplexes und führt zur Einleitung einer zellulären Immunantwort (Benichou et 
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al. 2011). Dafür wandern die intakten allo-MCH Moleküle des Spenders in sekundäre Lym-

phorgane aus und kommen so direkt in Kontakt mit den T-Zellen des Empfängers, welche 

dann in das Transplantat einwandern (Ingulli 2008). Über die Zeit werden die APCs des 

Spenders verdrängt und die Präsentation von Fremdpeptiden findet über die dendritischen 

Zellen des Empfängers statt. Die direkte Alloreaktion kann über CTLs und damit direkte Lyse 

der Empfängerzellen oder CD4+ T-Helferzellen und entweder TH1 Antwort mit Aktivierung 

von Makrophagen und nachfolgender Gewebezerstörung durch TNFα oder TH2 Antwort mit 

Aktierung von B-Zellen und Antikörperproduktion stattfinden (Game und Lechler 2002). Die 

indirekte Erkennung der allogenen Antigene wird über körpereigene MHC, welche 

Fremdpeptide präsentieren und minor Histokompatibilitätsantige vermittelt (Ingulli 2008). Hier 

wird die Antwort durch CD4+ Helferzellen initiiert, welche dann, wie bei der direkten Absto-

ßung, zur Aktivierung von Makrophagen oder B-Zellen mit anschließender Immunglobunlin-

produktion führt. Auch können TH1 Zellen über die Sekretion von IL-2 CD8+ CTLs aktivieren, 

die daraufhin das transplantierte Gewebe angreifen (Game und Lechler 2002). Innerhalb der 

peripheren T-Zellpopulation besitzen ca. 10% der Zellen eine Alloreaktivität (Kranz 2000). 

  
A                                                                             B 
 

                   
 
 
 
Abb. 3: Direkte und indirekte T-Zellvermittelte Abstoßungsreaktion: 
Schematische Darstellung einer direkten (A) und einer indirekten (B) T-Zell-vermittelten Ab-
stoßungsreaktion im Empfänger. Zellen des Spenders dargestellt in grün, Empfängerzellen 
in blau. 
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2.2. Regulatorische T-Zellen 
 

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind im Körper für die Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz, 

Immunhomöostase und Modulation immunologischer Prozesse verantwortlich. Fehlen diese 

Zellen, kommt es zu schweren Autoimmunerkrankungen wie dem IPEX-Syndrom (Immuno-

dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked Syndrome) des Menschen (Sakagu-

chi et al. 1995; Wildin et al. 2001), der scurfy-like disease der Maus (Lahl et al. 2007) oder 

überschießenden Immunreaktionen (Rudensky 2011).  

Je nach Ursprung und Phänotyp lassen sich natürliche und induzierte regulatorische T-

Zellen unterscheiden (Bluestone und Abbas 2003; Cottrez und Groux 2004; Ohkura et al. 

2013) (Tabelle 1). 

 
2.2.1. Natürliche regulatorische T-Zellen (nTreg): Entwicklung und Phänotyp 
 

Natürliche regulatorische T-Zellen (nTreg) gehen als eigenständige T-Zellpopulation aus 

dem Thymus hervor (Starr et al. 2003; Sakaguchi 2004; Hsieh et al. 2012; Caramalho et al. 

2015). Wie genau es zu dieser Entwicklung kommt ist noch nicht abschließend untersucht. 

Ein zentraler Mechanismus scheint jedoch eine erhöhte Affinität der nTreg gegenüber prä-

sentierten Selbstpeptiden zu sein, während konventionelle T-Zellen (Tkonv) bei erhöhter  Auto-

reaktivität der Negativselektion unterliegen (Jordan et al. 2001; Suto et al. 2002; Hsieh et al. 

2012). Vor allem dendritsche Zellen spielen hierbei eine zentrale Rolle. Sie präsentieren im 

Thymus Antigene über MHC II an den T-Zellrezeptor der nTreg und steuern damit deren 

Entwicklung (Leventhal et al. 2016). Zusätzlich zum reinen TCR Signal über das prozessierte 

Antigen ist die Interaktion der Co-Rezeptoren CD80 oder CD86 auf den APC mit dem CD28 

Rezeptor auf den regulatorischen T-Zellen für die Entwicklung der Zellen wichtig (Hsieh et al. 

2012). Neben der TCR/MHC Interaktion scheinen auch Zytokine, allen voran IL-2 bei der 

Entwicklung von nTreg im Thymus eine Rolle zu spielen (Josefowicz et al. 2012; Cheng et al. 

2013; Caramalho et al. 2015), wobei andere Studien diesen Zusammenhang nicht herstellen 

konnten (Fontenot et al. 2005b). Erste Untersuchungen, die  hinweisend auf eine Population 

suppressiver Zellen im Thymus sind, beschrieben das Auftreten von spontaner Thyreoiditis 

bei thymektomierten Ratten (Penhale et al. 1973).  

Initial wurden nTreg einzig über die Expression von CD4 und die alpha Kette des IL-2 Re-

zeptors (CD25) phänotypisiert (Sakaguchi et al. 1995; Sakaguchi et al. 2001; Jonuleit et al. 

2001; Dieckmann et al. 2001). Da aber auch aktivierte, konventionelle T-Zellen CD25 expri-

mieren war eine Differenzierung der beiden Zellpopulationen nur unzureichend möglich (U-

kena et al. 2011a). Der wichtigste Marker für nTreg zurzeit ist der intrazelluläre Transkripti-

onsfaktor Forkhead-Box Protein P3 (FoxP3). FoxP3 steuert die Entwicklung von nTreg im 

Thymus und deren suppressive Eigenschaften im Organismus (Fontenot et al. 2003; Hori et 
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al. 2003; Yagi et al. 2004), wobei auch das Milieu der Zellen eine Rolle spielt und Einfluss 

auf die suppressiven Kapazitäten hat (Schadenberg 2011).  
Die Induktion von FoxP3 in den Vorläuferzellen im Thymus erfolgt unter dem Einfluss von IL-

2. Die erhöhte Affinität des TCR zu körpereigenem MHC führt zur Hochregulation von CD25 

auf den Vorläuferzellen und resultiert in erhöhter Empfänglichkeit für IL-2, welche widerum 

die Induktion von FoxP3 beeinflusst (Lio 2008). IL-2 ist damit für eine stabile Expression von 

FoxP3 verantwortlich, wodurch eine enge Verbindung zur Immunhomöostase und Fitness 

der Zellen besteht (Fontenot et al. 2005). Natürliche regulatorische T-Zellen machen beim 

Menschen etwa 5-10% der Gesamt CD4+ Population  aus (Le und Chao 2007). 

Ein weiterer Marker, der zur Differenzierung verwendet wird ist der Interleukin-7 (IL-7) Re-

zeptor (CD127). Zwischen der Expression von CD127 und FoxP3 besteht eine inverse Kor-

relation (Liu et al. 2006). Während aktivierte CD4+CD25+ Tkonv CD127 in hohem Maße ex-

primieren, wird es auf natürlichen Treg herunterreguliert (Liu et al. 2006, Seddiki et al. 2006). 

Zusätzlich reguliert FoxP3 die Expression von CD127 dierkt über die Bindung an dessen 

Promoter (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006; Arroyo Hornero et al. 2017). 

 
2.2.2. Periphere nTreg Homöostase 
 

Für einen stabilen peripheren T-Zellpool sind mehrere Faktoren wichtig. Wie bei konventio-

nellen T-Zellen ist die Interaktion von CD28 mit dem entsprechenden B.7 Rezeptor (CD80 

oder CD86) auch für nTreg wichtig (Attridge und Walker 2014). Die Blockade von CD28 oder 

CD80/CD86 führt zu einer gesenkten Anzahl von nTreg in der Peripherie (Tang et al. 2003) 

und ist u.a. assoziiert mit der Entwicklung von autoimmun-bedingtem Diabetes (Salomon et 

al. 2000). Entsprechend dieses Zusammenspiels ergibt sich auch ein Zusammenhang zwi-

schen dendritischen Zellen und der Größe des peripheren Treg-Zellkompartiments. Dabei 

spielt neben der Interaktion von CD28 und CD80/CD86 auf den dendritischen Zellen auch 

die Verfügbarkeit von mit Peptid-beladenen MHC II-Komplexen auf DCs eine Rolle (Attridge 

und Walker 2014), da dendritische Zellen die Proliferation von nTreg in der Peripherie (Zou 

et al. 2010; Suffner et al. 2010) induzieren. Experimentell entstehen schwere Immundefizien-

zen, wenn dieses Zusammenspiel fehlt (Ohnmacht et al. 2009). Die Menge des benötigten 

Antigens zur Expansion von nTreg ist etwa 10-100fach geringer als zur Aktivierung von nai-

ven T-Zellen (Sakaguchi et al. 2008). In vivo ist zusätzlich IL-2 für die Reifung und Teilung 

der Zellen in der Peripherie (Zorn et al. 2006) und deren Überleben essentiell (Almeida et al. 

2002; D'Cruz und Klein 2005) und auch die Funktion natürlicher regulatorischer T-Zellen ist 

eng mit IL-2 assoziiert (Malek et al. 2002; Setoguchi et al. 2005). Natürliche Treg können IL-

2 nicht selbst produzieren und sind auf das von aktivierten T-Effektorzellen sezernierte IL-2 

angewiesen (Malek und Bayer 2004; Setoguchi et al. 2005b). Im Zuge einer Immunantwort 
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durch Effektorzellen werden in einem der ersten Schritte nTreg durch das produzierte IL-2  

aktiviert, wodurch die enge Beziehung dieser beiden „Systeme“ deutlich wird (O'Gorman et 

al. 2009). Das Spektrum der Antigenerkennung von nTreg ist vergleichbar mit dem von kon-

ventionellen CD4+ Zellen (Benoist und Mathis 2012).   

 

2.2.3. Induzierte regulatorische T-Zellen (iTreg) 
 

Induzierte regulatorische T-Zellen gehen in der Peripherie aus konventionellen T-Zellen her-

vor und sind eine sehr heterogene Zellpopulation. Sie entstehen aus konventionellen 

CD4+CD25-FoxP3- T-Zellen nach Stimulation mit Fremdantigenen unter subimmunogenen 

Konditionen z.B. als Teil des Darm- und Schleimhaut-assoziierten Immungewebes (gut-

associated lymphoid tissue (GALT) und mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) (Faria, 

Ana M C und Weiner 2005; Kang et al. 2007b) und unter Einfluss von u.a. Transforming 

growth factor beta (TGF ß) (Fu et al. 2004), aber auch durch chronische Entzündungen, Al-

lergien u.a. (Curotto de Lafaille, Maria A et al. 2008). Eine zweite Population von iTreg ent-

steht simultan während einer T-Effektorzellantwort im inflammatorischen Milieu (Bilate und 

Lafaille 2012) und sowohl virale, als auch parasitäre und bakterielle Entzündungen können in 

vivo zur Induktion von iTreg führen (Bilate und Lafaille 2012). Für die Transformation in iTreg 

sind dendritische Zellen die potentesten APCs (Coombes et al. 2007; Yamazaki et al. 2007; 

Tawara et al. 2010), aber auch nTreg können aus konventionellen T-Zellen Treg induzieren 

(Jonuleit et al. 2002; Dieckmann et al. 2002). CD4+ iTreg können entsprechend ihres Vor-

kommens und den ihnen zugeschriebenen Wirkmechanismen weiter in TR1, TH3 u.a. Zellen 

unterteilt werden (Jonuleit und Schmitt 2003; Cottrez und Groux 2004; Carrier et al. 2007; 

Hall et al. 2011), wobei die Nomenklatur oft nicht einheitlich ist (Hawrylowicz und O'Garra 

2005). Die Frequenz an iTreg in der Peripherie liegt, je nach Studie zwischen 4-7% innerhalb 

aller CD4+ Zellpopulation (Lathrop et al. 2008; Dons et al. 2012). In vitro können konventio-

nelle T-Zellen unter Zugabe von TGF und Rapamycin bzw. Retinolsäure und IL-2 zu iTreg 

konvertiert werden, die in vivo funktionell sind (Zheng et al. 2002; Chen et al. 2003; Hippen 

et al. 2011a).  

 

2.2.4. Treg Specific Demethylated Region (TSDR) 
 
Natürliche regulatorische T-Zellen zeichnen sich durch eine stabile Expression von FoxP3 

aus. Dieser Zustand wird durch die DNA Demethylierung in einer spezifischen Region des 

FoxP3 Lokus, der Treg Specific Demethylated Region (TSDR) erreicht (Baron et al. 2007). 

Der Methylierungsstatus der TSDR lässt jedoch keine Aussage über das Level der FoxP3 

Expression, sondern nur über deren Stabilität zu (Polansky et al. 2008). Die Demethylierung 
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findet bereits in einem frühen Stadium während der Reifung der Zellen im Thymus statt und 

ist abgeschlossen, wenn die Zellen in die Peripherie auswandern (Toker et al. 2013). Indu-

zierte regulatorische T-Zellen sind in der TSDR nicht oder nur unvollständig demethyliert, 

wodurch ihre FoxP3 Expression nur transient und nicht stabil ist (Baron et al. 2007; Floess et 

al. 2007; Polansky et al. 2008; Chen et al. 2011). Bei iTreg besteht daher die Möglichkeit 

eines „Zurückfallens“ in einen aktivierten, zytokinproduzierenden Effektorzellphänotyp ohne 

regulatorische Eigenschaften (Huehn et al. 2009; Kim et al. 2012). 
 
2.2.5. Wirkmechanismen von nTreg und iTreg 
 

Regulatorische T-Zellen vermitteln ihre suppressiven Eigenschaften über eine Vielzahl von 

Mechanismen. Nach bisheriger Studienlage kann jedoch kein Mechanismus ausschließlich 

nTreg oder iTreg zugeschrieben werden, da die in vitro Daten mitunter konträr zu in vivo Be-

obachtungen sind und der Wirkmechanismus evtl. vom Aktivierungsstatus der Zellen und 

dem Milieu bzw. der anatomischen Lokalisation der Immunreaktion abhängt (Vignali 2012).  

Je nach Studie werden einzelne Wirkmechanismen eher nTreg oder iTreg zugeschrieben, 

wobei einige Analysen keine Unterscheidung der Zelltypen bei der Beschreibung machen. 

In vitro wurde der direkte Zell-Zell-Kontakt als wichtigster Wirkmechanismus von nTreg be-

schrieben, da eine Immunmodulation durch Einsetzen einer Membran und damit Trennung 

der Zellkompartimente in der Zellkultur unterdrückt wurde (Thornton und Shevach 1998; 

Takahashi et al. 1998). In vivo können die Zellen außerdem indirekt über die Interaktion mit 

APCs, insbesondere dendritischen Zellen und direkt über Lyse der Effektorzelle agieren 

(Miyara und Sakaguchi 2007). Diese direkte Wirkung wird vor allem über Perforin und 

Granzym Proteine und daraus resultierend Zelllyse vermittelt (Grossman et al. 2004; Gondek 

et al. 2005; Shevach 2009). Auch TR1 iTreg können eine Immunantwort über diesen Weg 

vermitteln (Grossman et al. 2004). Indirekt inhibieren Treg eine Effektorantwort über die In-

teraktion von CTLA-4 der Treg und CD80/CD86 der DCs, wodurch dendritische Zellen zur 

Synthese und Sekretion immunsuppressiver Moleküle (Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)) 

angeregt werden (Vignali, Dario A A 2012). Zudem steht der B.7 Rezeptor nach Bindung an 

CTLA-4 nicht mehr für die Bindung an CD28 konventioneller T-Zellen zur Verfügung, 

wodurch ein wichtiger Schritt in der Aktivierung effektorischer T-Zellen unterbunden wird 

(Tang et al. 2006; Tadokoro et al. 2006). Zudem beeinflussen Treg die Reifung und Funktion 

dendritischer Zellen (Misra et al. 2004; Lewkowich et al. 2005) und führen zu verringerter 

Expression der costimulatorischen Moleküle CD80/CD86 wodurch die Aktivierung von Ef-

fektorzellen verringert wird (Cederbom et al. 2000). Ein Mechanismus, der vor allem, aber 

nicht exklusiv iTreg zugeschrieben wird, ist die Sekretion immunmodulatorischer Zytokine. 

Dabei spielen vor allem IL-10 und Transforming growth factor beta (TGF ß), aber auch IFN γ 
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eine Rolle (Annacker et al. 2001; Schmidt et al. 2012; Chowdary Venigalla et al. 2012). So 

modulieren TR1 Zellen eine Immunantwort z.B. als Teil der oralen (Battaglia et al. 2004) oder 

Darm-assoziierten Abwehr über die Sekretion von IL-10 und TGF ß (Groux et al. 1997; An-

nacker et al. 2003; Cottrez und Groux 2004) und sind mit der Entstehung von autoimmun-

bedingtem Diabetes (Typ 1 Diabetes) (Chujo et al. 2015), chronischen Erkrankungen (Car-

pentier et al. 2009) und Asthma (Hawrylowicz und O'Garra 2005) assoziiert. TH3 Zellen pro-

duzieren vorwiegend TGF ß und sind Teil der oralen Immunabwehr (Weiner 2001) und kön-

nen den Verlauf einer experimentellen autoimmunen Enzephalitis (EAE) beeinflussen (Car-

rier et al. 2007). Eine Immunmodulation kann auch durch das „Abfangen“ und Nutzen des 

von konventionellen Effektorzellen produzierten Wachstumsfaktors IL-2  durch regulatorische 

T-Zellen bewirkt werden (Vignali 2012). Das IL-2 steht dadurch nicht mehr für die Effektorzel-

len zur Verfügung und die Zellen unterliegen der Apoptose oder werden nicht mehr weiter 

aktiviert (Scheffold et al. 2007; Pandiyan et al. 2007; Shevach 2009). Welche der beschrie-

benen Mechansimen eventuell prädominierend an der Immunregulation beteiligt ist, kann 

bisher nicht abschließend beurteilt werden. Natürliche und induzierte regulatorische T-Zellen 

haben im Körper jedoch synergistische Effekte (Curotto de Lafaille, Maria A und Lafaille 

2009) und die Immunmodulation durch regulatorische T-Zellen ist ein mehrstufiger  Prozess, 

deren Effektivität durch die Beeinflussung eines einzelnen Schritts beeinträchtigt werden 

kann (Sakaguchi et al. 2009). 

 

Tabelle 1: Unterscheidung natürlicher und induzierter regulatorischer T-Zellen: 
Schematischer Überblick der im Organismus vorkommenden Treg-Populationen und Unter-
scheidung der Zellen anhand ihres Ursprungs, des Phänotyps, der Art der Immunsuppressi-
on, sowie der Rolle in Immunprozessen und des Demethylierungsstatus‘. 
 

 nTreg iTreg Tr1 Th3 

Ursprung Thymus Peripherie Peripherie Peripherie  

Phänoytp 
CD4+CD25+ 

CD127-FoxP3+ 
CD4+FoxP3-/+ CD4+CD25- CD4+CD25+ 

Suppression Zell-Zell-Kontakt IL-10 
IL-10, TGF-ß, 

(IFN γ) 
TGF-ß 

Rolle in Im-
munprozessen 

Regulation  

Autoimmuner-

krankung & I 

nflammation 

Regulation  

Autoimmuner-
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2.2.6. Effektivität polyklonaler versus Antigen-spezifischer Treg  
 
Regulatorische T-Zellen erkennen, wie konventionelle T-Zellen spezifische Antigene über 

ihren TCR. Dabei ist das Repertoire an möglich zu erkennenden Antigenen ebenso vielfältig 

wie bei Tkonv (Benoist und Mathis 2012), wodurch die Menge an Treg, die ein ganz bestimm-

tes Antigen erkennen sehr gering ist. Da natürliche Treg nur einen geringen prozentualen 

Anteil innerhalb der gesamten CD4 Population ausmachen, ist für eine klinische Anwendung 

eine Expansion der Zellen im Vorfeld essentiell. Natürliche regulatorische T-Zellen können in 

vitro polyklonal über die Stimulation von CD3 und CD28 mittels magnetischer Partikel (be-

ads) unter Erhalt ihres Phänotyps und ihrer suppressiven Eigenschaften expandiert werden 

(Godfrey et al. 2004; Hoffmann et al. 2004; Hippen et al. 2011b) und sind der Lage in vitro 

und in vivo Immunprozesse zu modulieren (Godfrey et al. 2004; Hoffmann et al. 2004; Bat-

taglia et al. 2005; Battaglia et al. 2006; Peters et al. 2008; Vendetti et al. 2010; Hippen et al. 

2011b; Sarkar et al. 2014; Earle et al. 2005). Innerhalb dieser polyklonal expandierten nTreg 

Population sind nur wenige Antigen-spefizische Zellen und damit die „Chance“, dass eine 

Zelle auf ihr zugehöriges Antigen trifft verhältnismäßig gering. Daher sind Antigen-spezifisch 

expandierte nTreg in vitro und in vivo effizienter. Eine Suppression der allogenen Effektor-

antwort kann mit einer geringen Menge an nTreg erreicht werden (Cohen et al. 2002; Chai et 

al. 2008; Peters et al. 2008; Veerapathran et al. 2011; Singh et al. 2012; Landwehr-Kenzel et 

al. 2014), ohne, dass die allgemeine Immunantwort vermindert wird (Govender et al. 2014). 

Antigen-spezifische nTreg können in vitro durch Co-Kultivierung mit dendritischen Zellen 

oder B-Zellen auch unter Guten Herstellungspraxis-Bedingungen (Good Manufacturing Prac-

tice; GMP) unter Erhalt ihrer immunmodulatorischen Kapazitäten expandiert werden (Cohen 

et al. 2002; Tarbell et al. 2004; Kretschmer et al. 2005; Masteller et al. 2006 (Veerapathran et 

al. 2011; Sagoo et al. 2012a; Landwehr-Kenzel et al. 2014; Hoffmann et al. 2004; Battaglia et 

al. 2006; Hippen et al. 2011b).  

 

2.2.7. Klinische Relevanz regulatorischer T-Zellen 
 

Natürliche regulatorische T-Zellen sind in der Lage eine Fülle von Immunprozessen im Kör-

per zu modulieren, ohne die allgemeine Immunkompetenz zu unterdrücken (Kasagi et al. 

2014). Daher sind sie im Kontext neuer Therapieoptionen z.B. für Organtransplantationen 

und Stammzelltransplantationen von großer Bedeutung und Interesse.  

 
2.2.7.1. Relevanz von nTreg bei Organtransplatationen 
 
Dass Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften eine Rolle für den Verlauf einer Organ-

transplantation haben könnten, zeigten bereits Studien in den 1980er Jahren, in denen die 
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Transfusion allogener Blutzellen im Vorfeld einer Herztransplantation zu einer verlängerten 

Akzeptanz des Organs führte (Marquet und Heystek 1981). Nach Identifikation einer speziel-

len Zellfraktion des Immunsystems innerhalb der T-Zellpopulation mit dem Phänotyp 

CD4+CD25+FoxP3+ wurden in vielen Studien Untersuchungen angestellt, ob eine Korrelati-

on zwischen der Menge natürlicher regulatorischer T-Zellen und dem Verlauf von Organ-

transplantationen besteht. Sowohl im Tiermodell, als auch durch Auswertung von Patienten-

daten wird ein Zusammenhang zwischen regulatorischen T-Zellen und einer Abstoßungsre-

aktion, sowohl akut, als auch chronisch deutlich. Durch die Applikation regulatorischer T-

Zellen wird die Abstoßung von transplantierten Herzen (Yuen-Shan Tsang et al. 2009) und 

Lebern (Pu et al. 2007) teils ohne zusätzliche Immunsuppression verhindert. Tolerierte Haut-

transplantate weisen einen erhöhten Anteil an Treg auf und werden durch diese bei Re-

Transplantation auf einen neuen Empfänger trotz zusätzlicher Stimulation durch allogene 

Splenozyten nicht abgestoßen (Graca et al. 2002). Akute Abstoßungsreaktionen sind im 

Vergleich zu chronischen Abstoßungen ein vergleichsweise geringeres Problem. Essentiell 

wichtig ist daher auch die Frage, inwieweit Treg in der Lage sind die Spätfolgen nach Trans-

plantation zu beeinflussen. Arteriosklerose ist eine Folge chronischer Abstoßungsreaktionen 

und führt über die Verdickung der Intima mit resultierend verringertem Lumen der Gefäße im 

Transplantat zur Ischämie und folgenden Organschäden (Nadig et al. 2010). Die Applikation 

regulatorischer T-Zellen, sowohl ex vivo expandierter (Nadig et al. 2010) als auch frisch iso-

liert Treg (Siemeni et al. 2016) konnten in einem xenogenen Gefäßtransplantationsmodell 

die Wandveränderungen signifikant verringern. 

Nicht nur im experimentellen Modell kann der Zusammenhang zwischen regulatorischen T-

Zellen und Abstoßungsreaktionen veranschaulicht werden. Auch bei Patienten von Haut- 

(Bozulic et al. 2011), Lungen- (Meloni et al. 2004a), Leber- (Demirkiran et al. 2006; Li et al. 

2008; Sakamoto et al. 2009; Stenard et al. 2009; Li et al. 2006a), Herz- (Dijke et al. 2008) 

und Nierentransplantation (Salama et al. 2003; Braudeau et al. 2007; Martin et al. 2007; 

Karczewski et al. 2009; Iwase et al. 2011) weisen akzeptierte Transplantate höhere Mengen 

an suppressiven Zellen auf, wobei auch das Verhältnis zwischen konventionellen Effektorzel-

len und Treg einen Einfluss auf das Ergebnis post transplantationem hat (Li et al. 2006a). Bei 

Lungentransplantationen spielen vor allem die chronic lung allograft injury (CLAD) und die 

das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) eine große Rolle und sind limitierend für den 

Langzeiterfolg der Transplantation (Gregson et al. 2010; Salman et al. 2016). Der Anteil an 

regulatorsichen T-Zellen in der Lavageflüssigkeit und im Blut gilt als prädiktiver Wert für den 

Verlauf der Erkrankungen, da erkrankte Patienten jeweils eine verringerte Menge an Treg 

aufweisen (Meloni et al. 2004a; Gregson et al. 2010; Salman et al. 2016). Auch bei Patienten 

nach Nierentransplantation ist der Anteil an FoxP3+ T-Zellen im Gewebe für die Transplan-
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tatfunktion entscheidend und hat neben der Immunsuppression Einfluss auf den klinischen 

Verlauf (Bestard et al. 2008). 

Da Immunsuppressiva, je nach Wirkmechanismus und Applikationsdauer die Langzeittrans-

plantatfunktion mitunter maßgeblich negativ beeinflussen können, wäre idealerweise eine 

Toleranzinduktion gegenüber dem allogenen Gewebe ohne weitere Immunsuppression wün-

schenswert (Govender et al. 2014). In diesem idealen Szenario würden die regulatorischen 

T-Zellen im Transplantat die Abstoßung verhindern. Tatsächlich beschreiben Einzelfallbe-

richte das vollständige Absetzen der Immunsuppression nach Transplantation.  Die allo-

reaktiven T-Zellen wurden gegenüber dem Antigen durch Einfluss der regulatorischen T-

Zellen hyporesponsiv und das Transplantat in der Folge nicht abgestoßen (Yoshizawa et al. 

2005). Wird dieser Zustand durch Applikation von anti-CD25 monoklonalen Antikörpern auf-

gehoben, kommt es in der Folge zur Abstoßung des Transplantats (Li et al. 2006a; Li et al. 

2006b).  

Für den Erfolg einer Organtransplantation scheinen regulatorische T-Zellen also eine ent-

scheidende Rolle zu spielen. Durch die Etablierung von Protokollen zur Expansion von nTreg 

unter Erhalt ihres suppressiven Phänotyps und ihrer immunmodulatorischen Kapazitäten ist 

die ex vivo Expansion einer großen Menge von nTreg möglich geworden. In vitro und in vivo 

verhindern sowohl polyklonal (Issa et al. 2010) als auch allospezifisch (Golshayan et al. 

2007; Landwehr-Kenzel et al. 2014) expandierte nTreg die Abstoßung von allogenen Haut-

transplantaten. Die Sicherheit dieser applizierten Zellen ist durch mehrere Studien belegt 

(Brunstein et al. 2011a; Marek-Trzonkowska et al. 2013). 

Natürliche regulatorische T-Zellen beeinflussen also den Verlauf nach Transplantation und 

die Transplantatfunktion maßgeblich, sodass ein gezielter klinischer Einsatz dieser Zellen 

sinnvoll ist. 

 

2.2.7.2. Relevanz von nTreg bei Stammzelltransplantation 
 

Die Applikation allogener Stammzellen wird zur Therapie von malignen und benignen Er-

krankungen des hämopoetischen Systems durchgeführt. Durch die im Transplantat enthalte-

nen Immunzellen, vor allem T-Zellen kann es in Folge dieser Behandlung zur Entstehung 

einer Graft versus Host Disease (GvHD) kommen (Shlomchik 2007). Regulatorische T-Zellen 

spielen im Verlauf dieser Erkrankung, ähnlich wie bei Transplantation solider Organe eine 

Rolle. 
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2.3. Graft versus Tumor Effekt 
 
Der Term Graft versus Tumor beschreibt im Wesentlichen die Indikation allogener Stamm-

zelltransplantation bei malignen Erkrankungen des hämatopoetischen Systems. Dieser be-

steht in der antileukämischen Wirkung allogener Stammzellen (van Besien et al. 2001). In 

der Literatur findet man auch häufig den Begriff „Graft versus Leukemia“ (GvL) oder „Graft of 

malignancies“ (Childs et al. 1999). Die erste Beschreibung wurde nach Knochenmarkstrans-

plantationen als Zufallsbefund gemacht (Barnes et al. 1956): Tiere, die nach einer Radiothe-

rapie allogenes Knochenmark erhielten, erlitten im Unterschied zu den mit autologen Zellen 

behandelten Tieren keinen Tumorrückfall, wodurch erstmal ein Graft versus Leukemia Effekt 

durch allogene Immunzellen angenommen wurde (Barnes et al. 1956). Dieser anti-

leukämische Effekt scheint bei Patienten, die leichte bis milde Abstoßungsreaktionen auf das 

Transplantat zeigen, längeranhltend zu sein, als bei Patienten ohne Abstoßung oder nach 

Transplantation autologer Zellen (Weiden et al. 1979). Durch eine Depletion von T-Zellen im 

Transplantat wird dieser Effekt verringert (Horowitz et al. 1990). Für die Lyse der Tumorzel-

len sind vor allem die im Transplantat enthaltenen T-Effektorzellen verantwortlich (Bleakley 

und Riddell 2004). 

 
2.4.  Graft versus Host Disease (GvHD) 
 

Die Graft versus Host Disease (GvHD) ist eine potentiell letal verlaufende Erkrankung, die 

vor allem nach allogener Stammzelltransplantation auftritt (Copelan 2006; Green und Hind 

2016). Sie stellt mit ihrer hohen Morbiditäts- und Mortalitätsrate die größte Limitation einer 

allogenen Stammzelltransplantion dar (Ferrara und Deeg 1991). In selteneren Fällen tritt die 

Erkrankung auch nach der allogenen Transplantation solider Organe auf (Gulbahce, MD, H. 

Evin et al. 2003; Kohler et al. 2008; Smith 2010; Rogulj et al. 2012; Green und Hind 2016). 

Die im Transplantat enthaltenen Effektorzellen greifen neben malignen Zellen auch gesun-

des, anhand des MHC-Profils und von minor Histokompatibilitätsmolekülen als fremd erkann-

tes Gewebe an (Korngold und Sprent 1978; Hu und Cotliar 2011). Vergleichbar den Absto-

ßungsreaktionen nach Organtransplantation werden verschiedene Formen der GvHD unter-

schieden. 

 

2.4.1.  Akute Graft versus Host Disease  
 

Eine akute GvHD setzt klassicherweise innerhalb von 100 Tagen nach Stammzelltransplan-

tation ein (Dignan et al. 2012). Dieser Zeitpunkt entspricht in etwa dem Zeitpunkt des en-

graftments der transplantiereten Zellen (Ball und Egeler 2008). Persistiert die Erkrankung 
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oder kommt es zu einem Rezidiv, können akute Krankheitsverläufe auch nach einhundert 

Tagen auftreten (Salomao et al. 2016). Desweiteren können akute Krankheitsverläufe de 

novo auch nach Tag 100 (im Durchschnitt 5,5 Monate) in Form einer sog. late onset GvHD 

auftreten (Arora et al. 2016; Salomao et al. 2016). Dies ist besonders bei Patienten mit nicht-

myeloablativem Konditionierungsregime möglich (Mielcarek et al. 2003; Gronningsaeter et al. 

2017), wobei andere Untersuchungen keinen Einfluss des Konditionierungsregimes festge-

stellt haben (Arora et al. 2016). Verschiedene Risikofaktoren wie Alter, zugrundeliegende 

Erkrankung und Konditionierungsregime können die Entstehung einer GvHD begünstigen 

(Gale 1985; Hahn et al. 2008; Jagasia et al. 2012) Die Inzidenz, mit der eine akute GvHD 

auftritt, beträgt abhängig vom mismatch zwischen Donor und Empfänger 20%-50% (Ball und 

Egeler 2008), teils sogar bis zu 80% (Martin et al. 2012).  

Die Pathophysiologie der aktuen Graft versus Host Disease kann in mehrere Phasen unter-

teilt werden (Ferrara und Deeg 1991; Ferrara; Ferrara et al. 1999; Reddy und Ferrara 2003; 

Welniak et al. 2007; Sung und Chao 2013) (Abb.4). Einerseits hat die zugrundeliegende Er-

krankung mitunter bereits zu einem massiven Gewebeschaden geführt (Green und Hind 

2016). Zum anderen führte die Präkonditionierung (recipient conditioning) mittels Radio- und 

Chemotherapie in der ersten (afferenten) Phase der Erkrankung zur Schädigung des Emp-

fängergewebes mit Zerstörung der natürlichen Hautbarriere und des Darmendothels (Ball 

und Egeler 2008). Besonders die myeloablative Radiotherapie und vorangegangene Chemo-

therapie spielen in dieser Phase eine entscheidende Rolle (Hill und Ferrara 2000; Paris et al. 

2001; Nagler et al. 2013) und die Wahl des Konditionierungsregimes hat einen direkten Ein-

fluss auf die Entstehung und die Schwere einer Graft versus Host Disease (Mielcarek et al. 

2003). Durch die Zerstörung des Endothels im Gastrointestinaltrakt kann es zur Translokati-

on von Erregerprodukten wie LPS in die Zirkulation und folgend mitunter zur Sepsis kom-

men. Auch die Migration allogener T-Effektorzellen in die Lymphbahnen und in die Zielorga-

ne wird durch eine Radiotherapie „erleichtert“ (Vianello et al. 2013). Durch die resultierende 

Aktivierung von APCs wie Makrophagen mit anschließender Zytokinproduktion von TNFα, 

IFNγ und Interleukinen kommt es zur vermehrten Expression von MHC Molekülen und Ad-

häsionsmolekülen mit anschließender T-Zellantwort. (Ball und Egeler 2008; Salomao et al. 

2016). Aktuelle Konditionierungsregimes sind vorwiegend nicht-myeloablativ, um die resultie-

renden Folgen zu mindern (Childs et al. 1999; Bleakley und Riddell 2004; Buchholz und 

Ganser 2009), wodurch die Inzidenz für milde (Grad I-II) und schwere GvHD (Grad III-IV) 

deutlich reduziert werden kann (Gao et al. 2013).  
Nach Aktivierung der antigenpräsentierenden Zellen kommt es zur Interaktion der Spender 

T-Zellen im Transplantat mit den APS des Empfängers. Dies führt in der zweiten Phase zur 

Aktivierung der Effektorzellen (Salomao et al. 2016). Die dendritischen Zellen des Empfän-

gers, als wichtigste APCs (Banchereau und Steinman 1998; Shlomchik et al. 1999) werden 
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durch untergehendes Gewebe, translozierte Bakterienprodukte infolge geschädigten Gewe-

bes nach Konditionierung und Zytokinen wie TNF alpha aktiviert (Sallusto und Lanzavecchia 

2002) und führen zur Expansion der allogenen T-Zellen. Die Interaktion von Chemokinere-

zeptoren und Selektinliganden führt zur Migration der aktivierten T-Zellen aus den sekundä-

ren Lymphorganen in das Zielgewebe (Sung und Chao 2013) und in der dritten Phase (Ef-

fektor Phase) kommt es durch den resultierenden Zytokinsturm (cytokine storm) über TNF 

alpha und Interleukine wie IL-2, sowie Granzyme und Perforin der zytotoxischen T-Zellen zur 

Apoptose des Gewebes im Empfänger mit folgend Endorganschäden (Ferrara et al. 1999; 

Reddy und Ferrara 2003; Ball und Egeler 2008; Salomao et al. 2016).  

 
Phasen der akuten GvHD: 

 

 
 

Abb. 4: Phasen der akuten GvHD: Pathophysiologie der akuten Graft versus Host in Dise-
ase in einzelnen Schritten entsprechend der Beschreibung durch Ferrara et al. (Ferrara et al. 
1999) und Salomao et al. (Salomao et al. 2016).              
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2.4.1.1.  Zielgewebe akuter Graft versus Host Disease 
 

 
Die akute GvHD betrifft Haut, Darm und Leber (Sung und Chao 2013). Diese Gewebe sind 

wahrscheinlich durch die physiologisch hohe Expression von APCs und damit MHC II das 

primäre Ziel einer akuten GvHD (Ferrara et al. 1999; Matsukuma et al. 2016). Neben diesen 

Organen kann die Erkrankung auch die Lunge (Atkinson et al. 1991; Crawford et al. 1993; 

Workman und Clancy, JR 1994; Cooke et al. 1998; Cooke und Yanik 2004; Bolaños-Meade 

et al. 2005; Miklos et al. 2008; Xu et al. 2013), das Gehirn (Ma et al. 2002; Panoskaltsis-

Mortari et al. 2004) und die Nieren (Panoskaltsis-Mortari et al. 2004) betreffen.  

In der Regel sind akute und chronische Nieren- und Lungenerkrankungen mit assoziierter 

Dysfunktion allerdings eher Folge von u.a. einer akuten GvHD denn primäres Zielgewebe 

(Ditschkowski et al. 2013; Nakasone et al. 2013; Kemmner et al. 2016; Gronningsaeter et al. 

2017). 

Mittels Bioluminiszenzbildgebung und Immunfluorenszenzmikroskopie konnte dargestellt 

werden, dass die allogenen Zellen innerhalb weniger Tage (etwa 72h) Milz, Darm und 

Lymphknoten, sowie Haut und Leber infiltrieren (Panoskaltsis-Mortari et al. 2004; Beilhack et 

al. 2005). Abhängig vom Grad der Veränderungen wird nach der 1994 Consensus Con-

ference on Acute GVHD Grading eine Graduierung der Erkrankung vorgenommen (Przepior-

ka et al. 1995), woraus sich der Schweregrad der akuten GvHD ableiten lässt. Je nach Grad 

der aGvHD kann die Mortalitätsrate über 90% betragen (Dignan et al. 2012). Vor allem der 

Grad der Darm GvHD beeinflusst den Verlauf der Erkrankung maßgeblich (Green und Hind 

2016). Da der Schweregrad aber nicht immer zwangsläufig den weiteren klinischen Verlauf 

repräsentiert, gibt es mittlerweile verschiedene Biomarker, die die Mortalitätsrate besser vor-

hersagen können (Levine et al. 2015).  

Die Symptome der GvHD sind oft unspezifisch und überschneiden sich mitunter mit anderen 

Erkrankungen (virale, baterielle oder Pilzinfektionen) oder Medikamentenreaktionen (Gale 

1985; Hu und Cotliar 2011). Es gibt keine für eine GvHD pathognomonischen Veränderun-

gen (Green und Hind 2016). Fast alle Patienten mit einer akuten GvHD Grad II-IV weisen 

Hautveränderungen auf, gefolgt von Darm- und Leberveränderungen (Arai et al. 2016; Green 

und Hind 2016). Darm- und Leberveränderungen treten fast nie solitär, sondern fast immer in 

Kombination, vor allem mit Hautsymptomen auf (Kambham et al. 2014; Arai et al. 2016). Al-

lerdings reduziert eine Beteiligung der Leber das Überleben der Pateinten deutlich und 10% 

sterben noch deutlich vor Tag 100 (Arai et al. 2016). Je nach mismatch zwischen Spender 

und Transplantempfänger dominieren CD4+ oder CD8+ T-Zellen das Bild der Erkrankung 

(Shlomchik 2007). Zusätzlich gibt es Hinweise, dass die Art der Immunantwort in den jeweili-

gen Organen durch unterschiedliche Effektormechanismen mediiert wird (Deeg 2003; Green 

und Hind 2016). 
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2.4.1.2.  Klassische Therapie akute Graft versus Host Disease  

 

Die Therapie der akuten GvHD besteht in der Applikation von Immunsuppressiva. Das Ziel 

der Behandlung besteht in der Regulation der unerwünschten Graft versus Host Disease bei 

minimalem Risiko eines Tumorrückfalls, geringer Inzidenz einer Infektion mit Viren, Bakterien 

oder Pilzen und möglichst geringen Medikamten-assoziierten Organschäden (Dignan et al. 

2012). Trotz präemptiver Therapie erkranken bis zu 80% an einer akuten GvHD nach alloge-

ner Stammzelltransplantation (Martin et al. 2012) und je nach Schwere der Erkrankung gibt 

es entsprechende Therapieempfehlungen (Dignan et al. 2012). Medikamente, die häufig 

Anwendung finden sind Ciclosporin A (CsA), Mycophenolat Mofetil (MMF) und Glukokortikoi-

de wie Methylprednisolon (Pred.). Letztgenannte stellen immer noch den Goldstandard der 

Therapie dar und werden als sog. first line Therapie beim Auftreten einer akuten GvHD an-

gewandt (Bacigalupo 2011). Insgesamt sollte die Therapie individuell an den Patienten an-

gepasst werden (McDonald 2016). Trotzdem kann es immer wieder zur Über- oder Unterthe-

rapie mit entsprechenden Folgen für den Patienten kommen (Levine et al. 2015). 

 

2.4.1.2.1. Ciclosporin A  
 

Ciclosporin ist ein Immunsuppressivum, das aus dem Schlauchpilz Tolypocladium inflatum 

und Cylindrocarpon lucidum gewonnen wird (Wartburg und Traber 1986). Im Körper wird 

durch die Bindung von Ciclosporin A an Calcineurin die Dephosphorylierung von nuclear 

factor activating T-cell (NF-AT) durch Calcineurin blockiert, wodurch die Gene proinflamma-

torischer Zytokine wie IL-2 und IFNγ nicht mehr abgelesen werden. Durch das Fehlen von IL-

2 wird die Aktivierung und Expansion von T-Zellen gehemmt (Allison 2000).   

Ciclosporin A hat allgemein einen inhibitorischen Effekt auf nTreg (Wang et al. 2006; Zeiser 

et al. 2006; Coenen et al. 2007a; Ma et al. 2009; Lu et al. 2010b; Lim et al. 2010a; Miroux et 

al. 2012). Durch die Bindung an Calcineurin und der folgenden Unterdrückung der Interleu-

kinsynthese steht das für die Reifung und Expansion der nTreg essentielle IL-2 nicht mehr 

zur Verfügung, woraus der inhibitorische Effekt abgeleitet wird. Unter Zugabe von exogenem 

IL-2 kann jedoch auch unter Einfluss von CsA die Proliferation von nTreg stattfinden (Satake 

et al. 2014). Der inhibitorische Effekt von CsA scheint dosisabhängig zu sein, da mit geringe-

ren therapeutischen Dosen ein positiver Effekt von CsA auf Treg erreicht werden kann (Ka-

wai et al. 2005; Siepert et al. 2012), wobei es zu einem erhöhten Anteil an FoxP3 je Zelle 

kommt (Fanigliulo et al. 2015).  

Vor allem die Langzeitapplikation von Ciclosporin A ist mit einer Vielzahl unerwünschter Wir-

kungen assoziiert. Dazu zählen Nierenschäden, Hypertension und Leberschäden (Graham 

1994; Bennett et al. 1996; Dieterle et al. 1990; de Mattos, Angelo M. et al. 2000), sowie 
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Mikroangiopathien (Elsallabi et al. 2016), wodurch der Langzeittherapieerfolg von Transplan-

tationen gemindert werden kann. Zudem führt die allgemeine Immunsuppression durch Cic-

losporin A zu einem gesteigerten Infektionsrisiko und kann zur Entstehung schwerer viraler 

und bakterieller Infektionen oder Erkrankungen durch Pilze führen (Sayer et al. 1994). 

 

2.4.1.2.2.  Mycophenolat-Mofetil (MMF) 
 

Die immunsuppressive Wirkung von Mycophenolat-Mofetil (MMF) wird durch dessen Ester, 

der Mycophenolsäure vermittelt. Durch die reversible Hemmung der Inosinmonophosphat-

Dehydrogenase (IMPDH) wird die Synthese des Purinnukleotids Guanosin inhibiert, welches 

die T- und B-Lymphozyten für ihre Proliferation benötigen (Allison 2000). Anders als andere 

Zellen können T- und B-Lymphozyten Guanosin  nicht über den Wiederverwertungsstoff-

wechsel benutzen, sondern sind auf die de novo Synthese der Purine angewiesen, wodurch 

MMF die T-Zellproliferation reversibel hemmt, ohne auf die zytokinproduktion Einfluss zu 

nehmen (Allison und Eugui 2000). Ähnlich Ciclosporin A ist der Effekt von MMF auf die Funk-

tion regulatorischer T-Zellen dosisabhängig entweder hemmend oder fördernd. Während 

hohe Dosen die Funktion einschränken, wird sie durch niedrige Dosen unterstützt (Lim et al. 

2010). Bei Langzeitapplikation oder in der Kombination mit 1alpha25-dihydroxyvitamin D3 

führt die Gabe von MMF zur Induktion regulatorischer T-Zellen und folgend zur Toleranz ge-

genüber dem Alloantigen (Gregori et al. 2001; Velthuis et al. 2006).  Die unerwünschten Wir-

kungen von MMF sind vor allem unspezifische gastrointestinale Symptome wie Durchfall und 

Erbrechen, sowie hämatologische Veränderungen wie Anämie und Thrombozytopenie, 

wodurch medikamenten-assoziierte unerwünschte Wirkungen mitunter schwierig von krank-

haften Veränderungen differenziert werden können (Minagawa et al. 2012; Salomao et al. 

2016). 

 
2.4.1.2.3.  Glukokortikoide 
 

Glukokortikoide stellen bis heute den Goldstandard und damit die first line Therapie in der 

Behandlung einer Graft versus Host Disease dar (Martin et al. 2012; Wolff et al. 2013). Die 

immunsuppressiven Eigenschaften von Glukokortikoiden werden über direkte und indirekte 

Mechanismen vermittelt. Direkt führt die Bindung der Glukokortikoide an den Glukokor-

tikoidrezeptor z.B. zur Bindung an bestimmte Stellen der DNA (sog. non- Glukokortikoid 

responsive elements) und führt zur Inaktivierung von Genen, die für pro-inflammatorische 

Zytokine codieren (Zen et al. 2011).  
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Indirekt wird über die Blockade des Transkriptiosfaktors nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer' of activated B-cells (NF-Κb) die für eine Immunantwort essentielle Synthese von 

Zytokinen und Adhesionsmolekülen unterdrückt (Rhen und Cidlowski 2005; Zen et al. 2011). 

Zusätzlich führen Glukokortikoide über die Bindung an den Glukokortikoidrezeptor in den 

Mitochondrien zur Apoptose konventioneller T-Zellen (Sionov et al. 2006).  

Auf regulatorische T-Zellen haben Glukokortikoide in vitro einen proliferationshemmenden 

Effekt ohne ihre Funktionalität zu beeinflussen (Miroux et al. 2012). In vivo kann es sowohl 

zu reduzierten absoluten und relativen Mengen an Treg kommen (Sbiera et al. 2011), als 

auch zu einer selektiven Expansion von regulatorischen T-Zellen durch eine Kurzzeittherapie 

mit Dexamethason (Chen et al. 2006). Klinisch haben Glukokortikoide bei Anwendungen für 

Patienten mit systemischem Lupus erythomatodes (Azab et al. 2008), Asthma bronchiale 

(Karagiannidis et al. 2004) und multipler Sklerose (Braitch et al. 2009) einen fördernden Ef-

fekt auf Treg, der in einem erhöhten Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ Zellen in den Patienten 

resultiert, während u.a. die Synthese von IL-2 durch TH1 Zellen reduziert wird (Zen et al. 

2011). Durch Glukokortikoide wird die Expression von FoxP3 mRNA erhöht, wodurch im fol-

genden mehr Treg generiert werden (Demirkiran et al. 2008). Durch Zusatz von Vitamin D3 

und Dexamethason (Barrat et al. 2002) oder Fluticason (Peek et al. 2005) können Treg in 

vitro generiert werden. Bei diesen Zellen handelt es sich wahrscheinlich um Tr1 iTreg (Kara-

giannidis et al. 2004). 

Bei etwa der Hälfte der Patienten wirkt die initiale Therapie mit Steroiden gut. Das Anspre-

chen auf die Behandlung hängt vor allem vom Schweregrad und den betroffenen Zielorga-

nen ab. Bei milderen Formen ist eine Therapie in der Regel erfolgreicher. Während eine 

GvHD der Leber oft gut mit Glukokortikoiden kontrolliert werden kann, wird der Therapieer-

folg bei Beteilung des Darms deutlich vermindert (Green und Hind 2016). Bei sog. low risk 

GvHD kann ggf. auch eine topische Therapie mit Steroiden erfolgen, während schwere For-

men mitunter trotz Therapieanpassung voranschreiten (McDonald 2016). Die Mortalitätsrate 

bei sog. non-respondern ist entsprechend hoch (McDonald 2016). Bessert sich eine akute 

GvHD nicht innerhalb von 7-14 Tagen auf die Glukokortikoidtherapie, spricht man von einer 

Steroid-refraktären Erkrankung. In diesem Fall werden zusätzliche Medikamente als second 

line Behandlung appliziert (Pavletic und Fowler 2012). Diese sog. Steroid-refraktäre GvHD 

stellt ein großes Problem dar. Die Erkrankung ist in diesem Fall durch konventionelle Thera-

pie oft nicht mehr kontrollierbar (Pidala und Anasetti 2010). Ohne weitere Behandlungsmög-

lichkeiten kommt zur Progression der Erkrankung. Glukokortikoide haben, vor allem bei sys-

temischer Langzeitanwendung ein breites Spektrum an unerwünschten Wirkungen. Neben 

der allgemeinen Immunsuppression können gastro-intestinale Störungen wie Vomitus, Diar-

rhoe, aber auch Ulzera, ebenso wie Störungen der Glukosehomöostase (Hyperglykämie), 

Hyperlipidämie, Osteoporose, Stammfettsucht, kardio-vaskuläre Probleme, Pankreatitis und 
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neurologische Probleme (z.B. Bewusstseinsveränderungen) (Kleiman und Tuckermann 

2007; Moghadam-Kia und Werth 2010) auftreten. 

Bei allen konventionellen Immunsuppressiva besteht zudem die Gefahr eines Tumor-

rückfalls, da der GvL- Effekt genauso unterdrückt wird wie eine akute GvHD (Edinger et al. 

2003).  

 

2.4.1.3. Klinische Relevanz regulatorischer T-Zellen im Zusammenhang mit GvHD 

 

Die klinische Relevanz regulatorischer T-Zellen im Verlauf einer GvHD konnte sowohl in vitro 

als auch in vivo dargelegt werden. Versuche im Modell der allogenen Knochenmarkstrans-

plantation bei Mäusen zeigen, dass klinischer Verlauf und Überlebensrate von Treg abhän-

gen (Taylor 2002; Cohen et al. 2002). Die Überlebenszeit der Tiere mit CD25- T-Zell-

depletierten Transplantaten war signifikant geringer, als bei Tieren deren Transplantat 

CD4+CD25+ T-Zellen enthielten. Mehr noch als das reine Vorhandensein von CD4+CD25+ 

T-Zellen im Transplantat spielt das Verhältnis dieser Zellen im Vergleich zu konventionellen 

Effektorzellen eine Rolle (Hoffmann et al. 2002). In einem Verhältnis von 1:1 (Treg zu Tkonv) 

wird eine GvHD unter Erhalt des GvL sowohl durch frisch isolierte (Edinger et al. 2003), als 

auch in vitro expandierte Treg unterdrückt (Trenado et al. 2003).  

Auch Patientendaten weisen auf eine Korrelation zwischen der Menge an regulatorischen T-

Zellen im Transplantat und der Entstehung und Schwere einer GvHD hin (Rezvani et al. 

2006; Li et al. 2010; Danby et al. 2015). Die Schwere der Erkrankung korreliert invers mit der 

Menge an FoxP3 mRNA (Miura et al. 2004; Hess 2006) und der Expression an FoxP3. Die 

Zellen scheinen direkt in die Zielorgane zu migrieren und den Empfänger zu schützen, da 

Patienten mit einer GvHD des Gastrointestinaltrakts eine deutlich erniedrigte Anzahl an Treg 

in der Mukosa aufweisen als Patienten ohne Erkrankung (Rieger et al. 2006). Die Treg supp-

rimieren im Zielgewebe Zytokine, Chemokinrezeptoren und homing Rezeptoren auf den Ef-

fektorzellen und verringern damit die Adhäsion und Migration von CD8+ T-Zellen (Mavin et 

al. 2012). Zudem unterstützen Treg den Erhalt der Thymus- und Lymphknotenarchitektur 

nach allogener Stammzelltransplantation. Dadurch wird die Immunrekonstitution des Emp-

fängers post transplantationem schneller erreicht (Trenado et al. 2003; Nguyen et al. 2008; 

Gaidot et al. 2011; Di Ianni et al. 2011). Dies ist insofern von Bedeutung, da die Patienten 

nach der Transplantation immunkomprimiert sind und entsprechend anfällig für Infektionen 

mit opportunistischen Erregern oder einem Tumorrezidiv (Duggleby und Madrigal 2014). 

Physiologischerweise zirkulieren nTreg nur zu einem geringen Prozentsatz im peripheren 

Blut; die Expansion im Vorfeld einer klinischen Anwendung ist somit essentiell. Dabei können 

die Zellen polyklonal oder Antigen-spezifisch expandiert werden, wobei beide Zellprodukte 

effektiv vor einer GvHD schützen können (Albert et al. 2005; Föhse et al. 2011). Die Applika-
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tion expandierter nTreg ist sicher, nebenwirkungsfrei und führt nicht zu einer erhöhten Infek-

tion mit opportunistischen Erregern oder Viren (Brunstein et al. 2011a; Di Ianni et al. 2011a).  

Die Therapie mit regulatorischen T-Zellen schützt auch ohne zusätzliche Immunsuppression 

vor einer GvHD (Di Ianni et al. 2011). Der adoptive Zelltransfer ist jedoch nur dann effizient, 

wenn die Zellen vor oder zum Zeitpunkt der Stammzelltransplantation werden; bei einer be-

reits bestehenden akuten GvHD konnten die Zellen bisher keine Verbesserung des Krank-

heitsbildes bewirken (Trzonkowski et al. 2009).  

Chronische GvHD 

 

2.4.1.3.1.  Xenogene Modelle zu regulatorischen T-Zellen und GvHD 
 
Xenogene Tiermodelle eignen sich zur Untersuchung humaner Zellen im Vorfeld einer mög-

lichen klinischen Anwendung im Menschen zur Überprüfung auf Effektivität und Sicherheit 

des Arzneiproduktes. 

In vivo konnte so die Effektivität frisch isolierter (Mutis et al. 2006) und polyklonal expandier-

ter Treg zur Abschwächung einer xenogenen GvHD ohne unerwünschte Arzneiwirkungen 

belegt werden (Cao et al. 2009; Hannon et al. 2014), wobei frisch isolierte nTreg im Verleich 

zu expandierten Zellen weniger effizient sind (Wu et al. 2008; Singh et al. 2012).   

Im Zusammenhang mit Standardimmunsuppressiva sind polyklonal expandierte nTreg in 

vivo nicht ausreichend untersucht. Für eine etwaige klinische Anwendung ist die Fragestel-

lung bezüglich der Interaktion zwischen medikamentöser und zellbasierter Therapie uner-

lässlich.  

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der in vivo Effektivität ex vivo polyklonal expandierter 

natürlicher regulatorischer T-Zellen als Monotherapeutikum und vor allem in Kombination mit 

den Standardimmunsuppressiva Ciclosporin A, Mycophenolat-Mofetil und Methlprednisolon 

zur Prävention einer induzierten xenogenen Graft versus Host Erkrankung. Zudem sollte der 

Einfluss der konventionellen Immunsuppression auf den prozentualen Anteil und die supp-

ressive Kapazität von nTreg untersucht werden. 
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3. Material 
 

Lösungen, Medien und Zusätze für die Zellkultur 

Lösungen / Komponente Bezugsquelle 

Biocoll Biochrom AG, D-12247 Berlin 

DNAse I 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS) PAA Laboratories, A- 4061 Pasching 

EDTA 
Carl Roth GmbH + Co. KG, D-6185 Karls-

ruhe 

FcR blocking reagent, human 
Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch 

Gladbach 

Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, D-12247 Berlin 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Humanes AB-Serum PAA Laboratories, A- 4061 Pasching, Austria 

Interleukin-2 (IL-2) Chiron Behring, D-35041 Marburg 

Kollagenase II 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Kollagenase IV 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

LSM 1077 Lymphocyte Separation Medium PAA Laboratories, A- 4061 Pasching, Austria 

Rapamycin 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

VLE RPMI 1640 Medium Biochrom AG, D-12247 Berlin 

X-Vivo™ 15 Zellkulturmedium Lonza, B-4800 Verviers, Belgium 
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Kits 
 

Lösungen / Komponente Bezugsquelle 

CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit 
Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch 

Gladbach 

Treg Expansion Kit: polyclonal beads 
Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch 

Gladbach 

BD FastImmune Human Regulatory T Cell 

Function Kit 
Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

 

Kulturmedium zur Expansion regulatorischer T-Zellen 
 

Komponente Menge 

Humanes AB-Serum 5ml (10%) 

Interleukin-2 125µl (200U/ml) 

Rapamycin 100ng/ml 50µl (1:1000) 

Treg Expansion Kit: polyclonal beads 
Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch 

Gladbach 

X-Vivo™ 15 Zellkulturmedium ad 50ml 

 

Zusammensetzung verwendeter Waschpuffer 
 
MACS-Puffer  
 

Komponente Menge 

EDTA 2nM 

Fötales Kälberserum 2,5ml (0,5%) 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS) ad 500ml 
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Waschpuffer Durchflusszytometrie (FACS-Puffer) 
 

Komponente Menge 

Fötales Kälberserum 10ml (2%) 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS) ad 500ml 

 

Antikörper  
 

Marker / Antigen Clone Fluorochrom Bezugsquelle 

Live / Dead ® / 
Fixable Aqua for 

405 nm excitation 
Life Technologies GmbH, D-64293 

Darmstadt 

CD3 UCHT1 
APC-Alexa Fluor® 

750  

Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD3 SK7 PerCP-Cy™5.5 Becton Dickinson, D- 69126 H 

CD4 13B8.2 APC  
Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD4 RPA-T4 Alexa Fluor ® 700 Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD4 SK3 FITC Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD8 B9.11 
APC-Alexa Fluor® 

700  

Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD8 SK1 APC-Cy™7 Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD19 J3-119 ECD 
Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD25 M-A251 APC Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD25 M-A251 PE Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD25 2A3 PE Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

CD25 B1.49.9  Pe - CY7 
Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD45 J33 Pacific Blue ™ 
Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 
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CD45 anti mouse  30-F11 5 PerCP Cy5.5 Biolegend, D- 54341 Fell 

CD56 N901 PE 
Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD69 L78 PE-Cy™7 Becton Dickinson, D- 69126 H 

CD127 R34.34 
APC-Alexa Fluor® 

700  

Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Kre-

feld 

CD154 89-76 APC Becton Dickinson, D- 69126 H 

FoxP3 259D/C7 
Alexa Fluor® 

A488  
Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

Ki67 B56 PerCP - CY5.5  Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

Interleukin 2 
MQ1-

17H12 
PE Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

TNF alpha MAb11 PE – Cy7 Becton Dickinson, D- 69126 Heidelberg 

Interferon gamma 4S.B3 
Brilliant Violet 421 

PB Biolegend, D- 54341 Fell 

 

Injektionslösungen 
 

Komponente Bezugsquelle 

Ampuwa aqua ad injectabilia 
Fresenius Deutschland GmbH, D-61346 Bad 

Homburg 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS) PAA Laboratories, A- 4061 Pasching, Austria 

NaCl 0,9% Infusionslösung 
Fresenius Deutschland GmbH, D-61346 Bad 

Homburg 

Ketamin: Ursotamin® 10% Serumwerk Bernburg AG, D-06406 Bernburg 

Xylazin: Rompun® 2% 
Bayer Animal Health Care, D-51368 

Leverkusen 
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Immunsuppressiva 
 

Komponente Bezugsquelle 

Cyclosporin A: Sandimmun ® 50mg/ml Novartis Pharma GmbH, D-90327 Nürnberg 

Mycophenolatmofetil: CellCept ® 1g/5ml 
Roche Pharma AG, D-79639 Grenzach-

Wyhlen 

Methylprednisolon: Urbason ® solubile 32mg 
Sanofi Aventis Deutschland GmbH, D-65926 

Frankfurt am Main 

 

Verbrauchsmaterialien 
 

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle 

96er-Lochplatte Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

24er-Lochplatte Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Brefeldin A 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Erythrozytenlysepuffer Qiagen GmbH, D-40724 Hilden 

Färberöhrchen 1,4 ml 
Micronic Europe, Niederlande-8211  

AR Lelystad 

FoxP3 staining buffer set eBioscience, D-60528 Frankfurt 

FlowClean Cleaning Agent, 500 mL Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Krefeld 

Ionomycin 1mg/ml 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Kanülen 26G x 3/8’’ Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Kanülen 27G x ¾’’ Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Kryoröhrchen 1,8ml Sarstedt AG & Co, D-51588 Nümbrecht 

Petrischale BD Falcon®, Einweg, steril  Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-91625 

Schnelldorf 

Pipettenspitzen, verschiedene Größen Sarstedt AG & Co, D-51588 Nümbrecht 
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Rundbodenröhrchen BD Falcon® (FACS-

Röhrchen) 
Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Safe-Lock Gefäße™ Eppendorf AG; D-22339 Hamburg 

Schraubdeckelröhrchen BD Falcon® 15ml Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Schraubdeckelröhrchen BD Falcon®  50ml Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Serologische Pipetten Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Skalpell, Einweg, steril 
FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Japan-

531-0075 Osaka 

Spritzen 1ml Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Transferpipetten 3,5ml, Einweg Sarstedt AG & Co, D-51588 Nümbrecht 

Zellsieb BD Falcon® Cell Strainer 40µm Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Zellsieb BD Falcon® Cell Strainer 70µm Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

Zellsieb BD Falcon® Cell Strainer 100µm Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg 

 
Geräte 
 

Gerät Bezugsquelle 

-80°C Gefriervorrichtung 
Liebherr-International Deutschland GmbH 

D-88400 Biberach an der Riß 

Absaugevorrichtung Zellkultur 
neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, 

D- 69123 Heidelberg 

autoMACS pro Separator 
Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch 

Gladbach 

Bestrahlungsgerät Cs137 Quelle OB29/4 
Strahlungstechnik und Strahlungsschutz 

GmbH, Braunschweig 

CASY Model TT Zellzähler 
Roche Diagnostics Deutschland GmbH, 

D-68305 Mannheim 

CO2-Begasungsbrutschrank Heracell® 240 
Thermo Fisher Scientific GmbH, D-58239 

Schwerte 

Durchflusszytometer Navios™ 10/3 Beckman Coulter GmbH, D-47807 Krefeld 

Material

http://www.beckmancoulter.de/Life+Science/Durchflusszytometrie+_+Zell+Analyser/Durchflusszytometrie/Navios+10_3+Durchflusszytometer.html
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Kamera Histologie Olympus DP80 
Olympus Deutschland GmbH, D-20097 

Hamburg 

Kühl-Gefrierkombination Liebherr Premium 
Liebherr-International Deutschland GmbH 

D-88400 Biberach an der Riß 

Mikroskop Olympus BH2 
Olympus Deutschland GmbH, D-20097 

Hamburg 

Mikroskop Histologie Olympus BX41  
Olympus Deutschland GmbH, D-20097 

Hamburg 

Neubauer Zählkammer improved 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, D-97922 

Lauda Königshofen   

Pipette 1-10µl Eppendorf AG; D-22339 Hamburg 

Pipette 10-100µl Eppendorf AG; D-22339 Hamburg 

Pipette 100-1000µl Eppendorf AG; D-22339 Hamburg 

S1 Pipettierhilfe Matrix  
Thermo Fisher Scientific GmbH, D-58239 

Schwerte 

Sterilwerkbank Kojair Biowizard 
Kojair Tech Oy, Fin- 35700 Vilppula, 

Finland 

StrepMan Magnet IBA GmbH, D-37079 Göttingen 

Thermomixer ™ R 
Thermo Fisher Scientific GmbH, D-58239 

Schwerte 

Vortex Mixer VM-300    
neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, 

D- 69123 Heidelberg 

Wasserbad WB10 
P-D Industriegesellschaft mbH, D-01159 

Dresden 

Zentrifuge  Heraeus Multifuge X1R 
Thermo Fisher Scientific GmbH, D-58239 

Schwerte 

 
 
Chemikalien  
 

Chemikalie  Bezugsquelle 

Formaldehyd 5% gepuffert Herbeta Arzneimittel, D-12099 Berlin 

Trypanblaulösung Biochrom AG, D-12247 Berlin 
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Software  
 

Software  Bezugsquelle 

Analysesoftware Durchflusszytometrie:  

FCS Express 4 Flow Cytometry 
De Novo Software, Los Angeles, CA 90010 

Analysesoftware Durchflusszytometerie: 

Kaluza Flow Cytometry Analysis Software Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Krefeld 

Auswertungsprogramm Statistik: 

GraphPad Prism 7 

GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA 92037 

USA 

Tabellenverarbeitung: 

Excel 2010 

Microsoft Corporation, One Microsoft Way  

Redmond, WA 98052-6399    

Imagingsoftware Histologie 

cellSens Standard 

Olympus Deutschland GmbH, D-20097 

Hamburg 

Literaturverwaltungsprogramm: 

Citavi 4.4 

Swiss Academic Software GmbH, 8820-Ch 

Wädensweil 

 
Tiere 
 

Für die Versuche wurden adulte männliche und weibliche Balb/c NOD/SCID IL-2Rgamma-/- 

Mäuse verwendet. Die Tiere stammten aus eigener Nachzucht aus dem Tierversuchsvorha-

ben TVV 2023. Die Elterntiere wurden über Charles River (Charles River Laboratories, Re-

search Models and Services, Germany GmbH, Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld) bezogen.  

Der Antrag auf das Versuchsvorhaben trägt die Genehmigungsnummer: G 0483/09. Alle 

Tiere wurden in der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin (FEM) der Charité 

Campus Virchow Klinikum, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin unter spezifisch pathogen-

freien Bedingungen in einem isoliert-ventilierten Käfig (IVC) gehalten. Die Tiere erhielten 

autoklaviertes Futter in Pelletform und Wasser ad libitum. 
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4. Methoden 
 
 4.1. Zellen 
 

Alle im Experiment verwendeten Zellen zum Zweck der Injektion in die Versuchstiere stamm-

ten von gesunden Spendern. Diese wurden im Vorfeld über das Versuchsvorhaben aufge-

klärt und waren mit der Verwendung des Materials in diesem Zusammenhang einverstanden.  

 

4.2. Isolation humaner mononukleärer Blutzellen (huPBMCs) aus Vollblut 
 
Die Isolation humaner mononukleärer Zellen aus frischem Vollbut erfolgte mittels Dichte-

gradzentrifugation. Es wurden zunächst je 20ml Vollblut mit Pufferlösung (Dulbecco’s phos-

phate buffered saline (PBS), PAA Laboratories, A- 4061 Pasching) auf ein Gesamtvolumen 

von 35ml verdünnt und anschließend auf 15ml Trennlösung (Biocoll, Biochrom AG, D-12247 

Berlin) in ein 50ml Schraubdeckelröhrchen (Falconröhrchen, Becton Dickinson, D-69126 

Heidelberg) aufgeschichtet. Bei 400 x g wurden die Zellen dann 20 Mintuen bei Raumtempe-

ratur (RT) ohne Bremse zentrifugiert und dabei ihrer Dichte entsprechend aufgetrennt. 

Zellen, mit einer höheren Dichte als die der Trennlösung (ρ = / ≥ 1,077g/ml), wie etwa Eryth-

rozyten passieren die Lösung, während Lymphozyten sich über ihr ansammeln. Diese als 

weißer Ring sichtbare Schicht  wurde dann mit einer Transferpipette (Sarstedt AG & Co, D-

51588 Nümbrecht) abgenommen und in ein frisches 50ml Schraubdeckelröhrchen überführt. 

Um Reste von Serum oder Trennlösung zu entfernen, wurden die Zellen im Anschluss auf 

ein Volumen von 50ml mit PBS aufgefüllt und bei 4°C für 10min bei 200 x g erneut zentrifu-

giert (gewaschen). Im Folgenden wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet in 

500µl PBS resuspendiert. Zellsuspensionen desselben Spenders wurden dann in einem 

Schraubdeckelröhrchen zusammengeführt und auf ein Gesamtvolumen von 10ml mit PBS 

aufgefüllt.  

Danach wurde die Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. Dafür wurden einer 

Probe von 10µl die gleiche Menge (10µl) Trypanblau zugesetzt (Verdünnungsfaktor 2 und 

beides gut vermengt). Ausgezählt wurden je Probe zwei Eckquadrate. 

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte mit der Formel: Gesamtzellzahl = ((gezählte Zellen / 

gezählte Quadrate) x Verdünnungsfaktor x 104) x Probenvolumen. 

Im Anschluss wurde die Zellsuspension erneut herunter zentrifugiert (10 min 4°C, 200 x g) 

und nach Verwerfen der Überstände erfolgte die Resuspension der Zellen, je nach weiterem 

Arbeitsschritt mit PBS (bei anschließender Applikation in ein Versuchstier) oder MACS-Puffer 

(zur Isolation humaner nTreg). 
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4.3. Isolation CD4+CD25+FoxP3+ „nTreg“ Zellen aus humanen PBMCs  
 
Aus den vorher gewonnen huPBMCs wurden mit Hilfe des CD4+CD25+ Regulatory T Cell 

Isolation Kits (Miltenyi Biotec GmbH, D-51429 Bergisch Gladbach) die natürlichen regulatori-

schen T-Zellen isoliert.  

Dafür wurden die Zellen zunächst auf ein Volumen von 90µl MACS-Puffer / 107 Zellen ge-

bracht und in ein 15ml Falcon überführt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des 

CASY-Zellzählers (Roche Diagnostics Deutschland GmbH, D-68305 Mannheim).  

Zur Separation der CD4+ Zellen wurden im ersten Schritt 10µl eines Antikörpermix pro 107 

Zellen gegeben und die Suspension gut vermengt. Dieser sog. Cocktail beinhaltet Biotin-

gekoppelte Antikörper gegen CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, 

TCRγ/δ und CD235a. Nach einer Inkubationszeit von 5min bei 4°C wurden der Probe sog. 

Anti-Biotin MicroBeads in einer Menge von 20µl je 107 Zellen zugesetzt. Diese sind mit mikro- 

Magnetpartikeln versehen und binden an das Biotin des ersten Antikörpers, wodurch alle 

CD4- Zellen indirekt magnetisch markiert wurden. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 

10min bei 4°C im Kühlschrank wurde die Suspension mit 1ml / 107 Zellen MACS-Puffer auf-

gefüllt und für 10min bei 4°C bei 200xg gewaschen und anschließend das Zellpellet nach 

Abgießen des Überstandes in 500µl / 108 Zellen resuspendiert. Mit Hilfe des AutoMACS pro 

Separator (Miltenyi Biotec) wurden die Zellen über eine magnetische Säule (Programm: 

depl.05) automatisch entsprechend in eine markierte (CD4-) und eine nicht-markierte Frakti-

on (CD4+) separiert. Nach Abschluss dieses Schritts wurden die CD4+ Zellen bei 200xg für 

10min bei 4°C zentrifugiert, der Überstand anschließend abgenommen und das Pellet in 90µl 

MACS-Puffer / 107 Zellen aufgenommen. Die Angaben für Zellmengen beziehen sich ent-

sprechend Benutzeranleitung des Herstellers auf die Ausgangszellzahl vor Beginn der Isola-

tion. 

Zur Isolation der CD25+ Fraktion aus der CD4+ Population wurden anschließend 10µl CD25 

MicroBeads je 107 Zellen (entsprechend Ausgangszellzahl) zugesetzt. Somit erfolgte, anders 

als im ersten Isolationsschritt, eine direkte Markierung der Zielzellen mit magnetisch gekop-

pelten Antikörpern. Nach 15minütiger Inkubation bei 4°C wurden die Zellen in insgesamt 2ml 

MACS-Pufferlösung gewaschen (200 x g, 10 min. bei 4°C). Nach Abnahme des Überstandes 

wurde, wie im ersten Schritt, das Pellet in 500µl MACSPuffer / 108 Zellen resuspendiert. Die 

anschließende Positivselektion erfolgte ebenfalls über eine magnetische Säule (AutoMACS 

pro Separator Miltenyi Biotec, Programm posseld2). Nach Abschluss der Separation wurden 

alle Zellfraktionen im CASY-Zellzähler gezählt, danach mit MACS-Puffer auf ein Gesamtvo-

lumen von 15ml aufgefüllt und anschließend gewaschen. Der Überstand wurde verworfen 

und von jeder Zellfraktion wurden Aliquots zur Bestimmung der Reinheit der Isolate abge-

nommen. 

 



Methoden 
 

37 
 

4.4. Phänotypische Charakterisierung der Zellisolate mittels Durchflusszytometrie 
    
Zur Analyse der Reinheit der Isolate wurde von jeder Zellfraktion jeweils ein Aliquot von 

1*105 Zellen abgenommen, gefärbt und anschließend durchflusszytometrisch untersucht. Die 

Zellen wurden extrazellulär mit einer Lebend-Tot-Färbung (Live/Dead) und Antikörpern ge-

gen CD3 (Allophycocyanin (APC)-Alexa Fluor® 750; Clone UCHT1), CD4 (Allophycocyanin 

(APC); Clone 13B8.2), CD8 (APC-Alexa Fluor® 700; Clone B9.11), CD25 (Phycoerythrin 

Cyanine 7 (Pe - CY7) Clone B1.49.9) und intrazellulär FoxP3 (Alexa Fluor® A488; Clone 

259D/C7) gefärbt.  

Dafür wurde das jeweilige Aliquot zunächst in insgesamt 100µl FACS-Puffer in einem Rund-

bodenröhrchen (FACS-Röhrchen, BD Bioscience) resuspendiert. Die Antikörper für die ext-

razelluläre Färbung wurden eingebracht und die Zellen für 20 min bei RT im Dunkeln inku-

biert. Um die Zellen auf die intrazelluläre Färbung vorzubereiten wurden sie im Anschluss an 

die extrazelluläre Färbung mit 500µl Fixierungs/Permeabilisierungspuffer (FoxP3 staining 

buffer set, eBioscience, San Diego) aufgefüllt und für 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 

Danach wurde die Probe mit 4ml Permeabilisierungspuffer (FoxP3 staining buffer set, e-

Bioscience, San Diego) aufgefüllt und die Zellen darin für 10min bei 200 x g bei 4°C gewa-

schen. Der Überstand wurde abgesaugt und der Antikörper für das intrazelluläre  FoxP3 

(Clone 259D/C7) hinzugefügt. Die Zellen wurden erneut für 20 min., bei RT im Dunkeln inku-

biert. Im Anschluss daran wurden die Proben mit FACS-Puffer aufgefüllt und gewaschen. 

Nach Abnehmen des Überstandes wurden die Zellen in insgesamt 150µl FACS-Puffer auf-

genommen und durchflusszytometrisch (Navios™ 10/3, Beckman Coulter GmbH, D-47807 

Krefeld) gemessen. Die Analyse der gemessenen Proben erfolgte mittels Kaluza Flow Cyto-

metry Analysis Software (Beckman Coulter GmbH, D- 47807 Krefeld). 

Im Vorwärts-Seitwärts-Scatter (FS-SS Scatter) wurden im ersten Schritt entprechend der 

Zellgröße die Lymphozyten gegated. Aus der Lymphozytenpopulation wurden die lebenden 

Zellen dargestellt und aus diesen die CD3+ aufgetragen. Aus den CD3+ T-Zellen wurden 

dann die CD4+ und CD8+ T-Zellen dargestellt und aus den CD4+ Zellen in weiteren Schrit-

ten die CD4+CD25+ und letztlich die CD25+FoxP3+ (nTreg) dargestellt.  

 
4.5. In vitro Expansion CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen (nTreg) 
 
Eine Variante zur Vervielfältigung natürlicher regualtorischer T-Zellen ist die polyklonale Ex-

pansion, bei der die Zellen TCR-spezifisch, aber antigen-unspezifisch quantitativ vermehrt 

werden. 
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4.5.1. Polyklonale Expansion humaner nTreg 
 
Die Expansion erfolgte polyklonal mittels magnetischer Partikel, sog. Expansionbeads (Treg 

Expansion Kit: polyclonal beads; Miltenyi Biotec GmbH). Diese magnetischen Partikel sind 

mit Antikörpern gegen CD3 und CD28 versehen und imitieren damit die Interaktion mit einer 

antigenpräsentierenden Zelle. Pro well einer 96-loch Platte wurden je 1*105 Zellen in 100µl 

Kulturmedium ausplattiert und zunächst über Nacht ruhen gelassen. Am Folgetag wurden 

die Beads im Verhältnis 4:1 (Beads:Zellen) pro well zur Kultur gegeben. Bebrütet wurden die 

Zellen bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator. 

Restimuliert wurde jeweils an Tag 9 (+2). Dazu wurden die Zellen im CASY- Zellzähler ge-

zählt und erneut zu 1*105 Zellen / well einer 96-loch Platte oder zu 5*105 Zellen / well einer 

24-loch Platte neu ausgesät. Die Beads wurden im Verhältnis 4:1 (Beads:Zelle) hinzugege-

ben und die Kultur weiter bei 37°C und 5% CO2 bebrütet. Das Medium wurde je nach Farbe, 

spätestens jedoch zum Zeitpunkt der Restimulation gewechselt. Der Farbumschlag im Medi-

um resultierte aus pH-Wertveränderungen bedingt durch die Nährstoffverwertung. Bei hoher 

Stoffwechselaktivität schlägt der Indikator von rot nach gelb um. Die Beads wurden vor der 

Verabreichung der Zellen in die Versuchstiere magnetisch entfernt. Dazu wurden die Zellen 

in einem 15ml Schraubdeckelröhrchen in 10ml Medium für 10 min an einen Magneten 

(StrepMan Magnet, IBA GmbH, D-37079 Göttingen) gestellt. Die Beads lösten sich dabei von 

den Zellen und wurden in Richtung des Magneten angezogen, während die Zellen in der 

Lösung verblieben. Die Zellsuspension wurde abgenommen und in ein neues 15ml Schraub-

deckelröhrchen überführt und der Vorgang wiederholt. Nach Abnahme der Zellen wurden die 

regulatorischen T-Zellen anschließend mit PBS gewaschen, um sie vom Medium zu befreien 

und die Zellen anschließend im CASY-Zellzähler gezählt. Die entsprechende Zellzahl zur 

Applikation wurde in 100µl PBS in einem Safe-Lock Gefäß™ (Eppendorf AG; D-22339 Ham-

burg) aufgenommen.  

 

4.6. Analyse der suppressiven Kapazität expandierter nTreg (Suppressionassay) 
 
Zur Ermittlung der suppressiven Kapazität der expandierten nTregs wurde ein Suppression-

assay entsprechend Herstelleranleitung (BD FastImmune Regulatory T-Cell Function Kit, BD 

Bioscience) exemplarisch an einem Zellprodukt durchgeführt. In eine 96-loch Platte wurden 

je Loch 5*105 humane PBMCs in 100µl Nährmedium ausplattiert und in unterschiedlichen 

Verhältnissen die poliklonal expandierten nTreg in 100µl Nährmedium hinzugefügt 

(PBMCs:nTreg im Verhältnis 1:1, 1:0,5 und 1:0,25). Neben einer Positivkontrolle ohne nTreg 

wurde eine Kontrolle, welche nur nTreg ohne PBMCs enthielt (Negativkontrolle) mitgeführt. 

Die jeweiligen Kontrollproben wurden nur mit 100µl Nährmedium auf ein Gesamtvolumen 
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von 200µl aufgefüllt. Die Zellsuspension wurde anschließend für 30 min im Inkubator bei 

37°C und 5% CO2 ruhen gelassen. Danach wurden 20µl des activation cocktail, beinhaltend 

CD3/CD28 beads, CD154 (APC; Clone 89-76) als Aktivierungsmarker der konventionellen T-

Zellen und PBS zu den PBMC/nTreg Proben pipettiert, die Zellen mit dem Agenz gut ver-

mengt und für 3 min bei 250 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen für 7h bei 37°C 

bei 5% CO2 im Inkubator ruhen gelassen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Bei 500 x g wur-

den die Zellen danach für 5 min zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Nach Resus-

pension in 200µl PBS wurde dieser Schritt wiederholt. Anschließend wurden die Zellen mit 

Fluorochromen für CD3 (Peridinin chlorophyll Cyanin 5.5 (PerCP Cy-5.5; Clone SK7), CD4 

(Fluorescein isothiocyanat; (FITC) Clone SK3), CD25 (Phycoerythrin (PE); Clone 2A3) und 

CD69 (PE-Cy™7; Clone L78) gefärbt und für 30 min bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Danach 

wurden die Zellen erneut gewaschen, um nicht gebundene Antikörper auszuwaschen. Nach 

Absaugen des Überstands wurden die Zellen in 200µl FACS-Puffer resuspendiert und durch-

flusszytometrisch gemessen, um die suppressive Kapazität der expandierten nTreg zu be-

stimmen. Zur Analyse wurden im Vorwärts-Seitwärts-Scatter zunächst die Lymphozyten dar-

gestellt. Aus den Lymphozyten wurden im nächsten Schritt die CD25 negativen Zellen gega-

ted und aus diesen weiter die CD3+CD4+ und CD3+CD4- T-Zellen dargestellt. Die Expressi-

on von CD69 und CD154 in den jeweiligen Zellpopulationen (stimuliert vs. unstimuliert mit 

und ohne nTreg innerhalb der CD3+CD4- bzw. CD3+CD4+ T-Zellen) wurden jeweils als His-

togramm dargestellt und analysiert (Abb. 5).  

Die Berechnung der Suppression erfolgte über folgende Formel:  

 

Suppression = 100- [(Prozent PBMCs mit Treg / Prozent PBMCs ohne Treg) x 100]  

 

Die Messung erfolgte am Navios® Durchflusszytometer (BeckmanCoulter). Ausgewertet 

wurden die Daten mit FCS Express4 Analysesoftware (De Novo Software, Los Angeles, CA 

90010).     
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Abb. 5: Gatingstrategie Suppressionassay: Aus der Lymphozytenpopulation wurden zu-
nächst CD25- Zellen gegated und aus diesen im nächsten Schritt die CD3+ Zellen, unterteilt 
nach CD4+ und CD4-, dargestellt. Beide Populationen wurden auf die Expression von CD69 
und CD154 analysiert. 
Die Suppression wurde über die prozentuale Expression von CD69 und CD154 unter Zuga-
be von nTreg in unterschiedlichen Dosierungen mittels folgender der Formel berechnet: 
Suppression in % =  100- [(Prozent PBMCs mit Treg / Prozent PBMCs ohne Treg) x 100]. Als 
Vergleich diente eine Positivkontrolle (stimulierte PBMCs ohne nTreg) und eine Negativkon-
trolle (nTreg allein). 
 
4.7. Analyse des Zytokinprofils expandierter nTreg (Zytokinassay) 
 
Zur zusätzlichen Charakterisierung der expandierten nTreg wurde an einem Zellprodukt 

exemplarisch ein Zytokinassay durchgeführt. Dazu wurden stimulierte, sowie unstimulierte 

regulatorische T-Zellen auf ihre Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine Tumornekro-

sefaktor alpha (TNFα), Interferon gamma (INFγ) und Interleukin-2 (IL-2) analysiert. Als Posi-

tivkontrolle dienten CD4+FoxP3- konventionelle T-Zellen (non-Treg). 

Für den Assay wurden die Zellen am Vortag in Kulturmedium ohne Zusatz von IL-2 und Ra-

pamycin gegeben und über Nacht bei 4°C ruhen gelassen. Pro Ansatz wurden 1*105 Zellen 

verwendet. Die Zellen wurden zunächst in ein FACS-Röhrchen pipettiert und das Volumen 

mit Kulturmedium ohne IL-2 und Rapamycin auf insgesamt 1ml/Ansatz aufgefüllt. Zu jedem 

zu stimulierenden Ansatz wurden 2µl (2,5µg/ml) Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA; Sigma 

Aldrich Chemie GmbH) und 1µl Ionomycin (Sigma Aldrich Chemie GmbH) gegeben. Nach 

einer Inkubation für 90 min im Inkubator bei 35°C wurde die Stimulation der Zellen durch 

Zugabe von 2µl Brefeldin A (Sigma Aldrich Chemie GmbH) abgestoppt. Anschließend wur-

den die Proben für weitere 4,5h ruhen gelassen und mit FACS-Puffer aufgefüllt, bei 200 x g 

für 10 min zentrifugiert und der Überstand verworfen, so dass ein Restvolumen von 100µl 

pro Röhrchen verblieb. Die Fluorochrome zur extrazellulären Färbung von CD4 (Alexa Fluor 

® 700; Clone RPA-T4) und CD25 (APC; Clone M-A251) wurden zu jeder Probe zugefügt und 

alles für 30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden 500µl Fixierungspuffer zugegeben und die 

Zellen erneut für 30 min bei 4°C im Dunkeln stehen gelassen. Nach Zugabe von 2ml Perme-

abilisierungspuffer wurden die Zellen bei 4°C mit 200 x g für 10 min zentrifugiert. Der Über-

stand wurde verworfen und die Antikörper für FoxP3 (Alexa Fluor ® A488; Clone 259D/C7), 

IL-2 (PE; Clone MQ1-17H12), TNFα (PE-Cy7; Clone MAb11) und Interferon γ (Brilliant Violet 

Methoden



Methoden 
 

41 
 

421 Pacific Blue; Clone 4S.B3) zugegeben. Nach einer Inkubation von 20 min bei 4°C im 

Dunkeln wurden die Proben mit FACS-Puffer auf insgesamt 1ml aufgefüllt und gewaschen. 

Nach Abgießen des Überstandes wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf die Expres-

sion der Zytokine gemessen. Zunächst wurde aus der Lymphozytenpopulation die CD4+ 

Fraktion dargestellt und aus dieser die regualtorischen T-Zellen anhand der Expression von 

CD25 und FoxP3 gegated. Die Zytokine wurden aus der nTreg bzw. non-Treg Population 

jeweils gegeneinander auf den Achsen aufgetragen und gemessen.  

Die Messung erfolgte am Navios® Durchflusszytometer (BeckmanCoulter), die Auswertung 

wurde mittels Kaluza Flow Cytometry Analysis Software durchgeführt. 

 

Tab. 2: Mastermix für den Zytokinassay zur phänotypischen Analyse expandierter 
nTreg: Zur Messung der Zytokine der jeweiligen T-Zellpopulation wurden folgende Marker in 
der angegebenen Menge verwendet: 
 

Marker Clone Fluorochrom µl 

 

CD4 RPA-T4 APC Alexa700 2 

CD25 M-A251 APC 10 

FoxP3 259D/C7 AlexFluor 488 10 

IL-2 MQ1-17H12 PE 3 

TNF alpha MAb11 PeCy7 3 

IFN gamma       4S.B3 Brilliant Violett 421PB 5 
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Abb. 6: Gatingstrategie zur Zytokinanalyse: Aus den Lymphozyten wurden zuerst die 
CD4+ T-Zellen dargestellt. Im nächsten Schritt wurde aus diesen die CD25+FoxP3+ (nTreg) 
Population gegated und diese jeweils auf die Expression von IL-2, IFN gamma und TNF al-
pha einzeln bzw. zusammen (doppelt positive Zellen) gemessen. Die non-Treg wurden mit-
tels Boolean-Gate aus CD4+FoxP3- dargestellt.  
 
 
4.8. Versuchsablauf allgemein 
 

Adulte männliche und weibliche Balb/c NOD/SCID IL-2Rgamma-/- Mäuse wurden zunächst in 

Ultrakurznarkose mit Ketamin (0,08mg/g) und Xylazin (0,012mg/g) mit einer Dosis von 

300cGy subletal bestrahlt. Am folgenden Tag (d0) erfolgte die intravenöse (i.v.) Applikation 

von 3*106 frisch isolierten huPBMCs und, je nach Gruppe, von regulatorischen T-Zellen im 

vorher definierten Verhältnis 2:1, 1:1 oder 1:2 (PBMCs:nTreg) über die laterale Schwanzve-

ne, wobei das insgesamt applizierte Flüssigkeitsvolumen bei jedem Tier immer 300µl betrug. 

Die Therapie mit Immunsuppressiva erfolgte, beginnend an d+1 täglich bis zum Ende des 

Versuchs, jedoch maximal bis d+35. Ciclosporin A (CsA; Sandimmun ® 50mg/ml Novartis 

Pharma GmbH, D-90327 Nürnberg) wurde in einer Dosis von 4mg/kg subkutan (s.c.) im Be-

reich des Nackens injiziert. Mycophenolatmofetil (MMF; CellCept ® 1g/5ml Roche Pharma 

AG, D-79639 Grenzach-Wyhlen) wurde in einer Menge von 0,5mg oral (p.os) verabreicht 

und Methylprednisolon (Pred.; Urbason ® solubile 32mg Sanofi Aventis Deutschland GmbH, 

D-65926 Frankfurt am Main) wurde intraperitoneal (i.p.) in einer Dosis von 20mg/kg appli-

ziert.  

An d+7 wurden max. 200µl Blut aus der lateralen Schwanzvene durch einen mikro-Schnitt 

mit einem Einwegskalpell entnommen und das Blut auf den prozentualen Anteil humaner 

Zellen durchflusszytometrisch analysiert, um zu untersuchen, wie viele der Zellen zu diesem 

Zeitpunkt noch zirkulieren.  

Die Tiere wurden täglich zur gleichen Zeit gewogen und auf Veränderungen bezüglich Ver-

halten, Haltung, Fellbeschaffenheit u.a. hin untersucht. Bei einem Verlust von >20% Körper-
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gewicht oder schlechtem klinischen Erscheinungsbild (gebuckelte Haltung, struppiges Fell, 

Isolation von der Gruppe), spätestens jedoch an d+35 wurden die Mäuse in tiefer Narkose 

nach intraperitonealer Injektion von Ketamin/Xylazin finalisiert und die Organe, sowie Kno-

chenmark für die Analyse entnommen. 

 

 

 
 
Abb. 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Vor Applikation der humanen 
Zellen wurden die Tiere in Ultrakurznarkose mit Ketamin (0,08mg/g) und Xylazin (0,012mg/g) 
mit 300cGy subletal bestrahlt (Tag-1). Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wur-
de durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur 
weiteren Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal expandierte nTreg in den 
Dosierungen 2:1 (1,5*106) (n=6), 1:1 (3*106) (n=7) oder 1:2 (6*106) (n=5) i.v. verabreicht oder 
täglich ab Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg 
p.os) oder Methylprednsiolon (20mg/kg i.p.) als Standardimmunsuppression allein (je n=5) 
oder nach einmaliger Injektion von 0,5*106 nTreg zusammen mit den humanen PBMCs an 
Tag 0 (CsA/nTreg n=5, MMF/nTreg n=6, Pred./nTreg n=6) bis max. Tag +35 appliziert.  
An Tag +7 erfolgte einmalig eine Entnahme von max. 200/µl Vollblut aus der Schwanzvene.  
 
 
4.8.1. Versuchsgruppen 

 

In vitro polyklonal expandierte regualtorische T-Zellen sollten zum eine als Monotherapeuti-

kum, zum anderen in Kombination mit Standardimmunsuppressiva auf ihre immunmodulato-

rischen Kapazitäten in einem systemischen Inflammationsmodell getestet werden.  

 

4.8.1.1. Kontrollgruppen 
 

Um den Erfolg der unterschiedlichen Behandlungskonzepte bewerten zu können, wurden 

verschiedene Kontrollgruppen geführt.  

Eine erste Gruppe waren „naive“ Mäuse (n=3), die als Kontrolle des normalen Gewichtsver-

laufs mit etwaigen physiologischen Schwankungen und des normalen Verhaltens und klini-

schen Erscheinungsbildes mitgeführt wurden. An diesen Tieren wurden, außer die Blutent-

nahme an Tag +7 keinerlei Behandlungen und Eingriffe vorgenommen.  
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Eine zweite Gruppe (n=3) wurde ausschließlich an Tag -1 subletal bestrahlt. Es erfolgte im 

weiteren keine Applikation humaner Zellen oder immunsuppressive Therapie. In dieser 

Gruppe sollten evtl. strahleninduzierte Schäden mit möglichen klinischen Auswirkungen fest-

gestellt werden. Einer Gruppe von Tieren (n=6) wurden ausschließlich humane PBMCs in 

einer Dosis von 3*106 verabreicht, um eine xenogene GvHD zu induzieren. Diese Gruppe 

diente als unbehandelte Kontrolle (Positivkontrolle), um sicherzustellen, dass mit der gewähl-

ten Zellzahl ein klinisch manifester Krankheitszustand induziert werden kann. Des Weiteren 

stellten diese Tiere die Bewertungsgrundlage (baseline) für einen eventuellen Therapieerfolg 

durch den adaptiven T-Zelltransfer und die Kombinationstherapie dar. Den Tieren wurden 

hierfür an Tag null 3*106 humane PBMCs in einem Volumen von insgesamt 300µl PBS über 

die laterale Schwanzvene appliziert.  

Weitere Kontrollgruppen (je n=5) wurden nach der Applikation der humanen mononukleären 

Zellen ab Tag +1 medikamentös mit Standardimmunsuppressiva behandelt, um die Effektivi-

tät der nTreg Therapie im Vergleich zur klassischen medikamentösen Behandlung zur Un-

terdrückung einer Graft versus Host Disease evaluieren zu können (Mindeststandard) und 

um etwaige medikamenten-assoziierte Organveränderungen (Nephrotoxizität von Ciclospo-

rin A u.a.) oder unerwünschte Arzneiwirkungen (z.B. gastro-intestinale Störungen) klar von 

krankhaften Veränderungen nach Zelltransfer differenzieren zu können. 

Ciclosporin A wurde in einer Dosis von 4mg/kg s.c. im Bereich des Nackens, Mycophenolat 

Mofetil 0,5mg/Tier per oral und Methylprednisolon 20mg/kg i.p. jeweils einmal täglich verab-

reicht.  

 
Tab 3.: Übersicht Kontrollgruppen: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde 
durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs in die Schwansvene induziert 
(Kontrolle). Zur weiteren Therapie wurden täglich ab Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg s.c. in 
den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Methylprednsiolon (20mg/kg i.p.) als 
Standardimmunsuppression appliziert.  Als Negativkontrolle wurden naive und nur bestrahlte 
(subletal mit 300cGy) (je n=3) mitgeführt.  
 
Gruppe Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 

3*106 huPBMCs X   X X X 

Naiv  X     

Bestrahlung   X    

CsA 4mg/kg s.c.    X   

MMF 0,5mg p.os     X  

Pred. 20mg/kg i.p      X 
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4.8.1.2. Adoptiver Zelltransfer natürlicher regulatorischer T-Zellen als  
             Monotherapeutikum  
 

Zur Evaluierung der mindestens benötigten Menge an regulatorischen T-Zellen zu einer vor-

her definierten Menge an humanen PBMCs (3*106) zur Attenuierung einer Graft versus Host 

Disease wurden drei Gruppen gebildet. 

Auf Grundlage von Veröffentlichungen zum adoptiven Treg-Transfer in allogenen Mausmo-

dellen (Hoffmann et al. 2002) wurden in einer Gruppe (n=7) die regulatorischen Zellen in 

gleicher Menge wie die humanen PBMCs verabreicht (Verhältnis 1:1). Zur Überprüfung, ob 

eine Reduktion regulatorischer T-Zellen um 50% im Verhältnis zu den PBMCs immer noch 

mit einem zufriedenstellenden klinischen Verlauf einhergeht, wurden einer Gruppe (n=6) 

PBMCs und Tregs im Verhältnis 2:1 appliziert.  

In einer dritten Gruppe (n=5) wurde die zweifache Menge an regulatorischen T-Zellen im 

Verhältnis zu PBMCs appliziert, um zu evaluieren, ob eine Erhöhung der suppressiven Zel-

len im Verhältnis zu konventionellen Zellen das klinische Ergebnis noch signifikant verbes-

sern könnte. 

Zum Beweis, dass natürliche regulatorische T-Zellen allein nicht in der Lage sind, eine Graft 

versus Host Disease oder andere Krankheitszustände zu induzieren, wurden einigen Tieren 

(n=3) nur 3*106 expandierte Tregs allein i.v. appliziert. 

Allen Tieren wurden dazu am Tag null 3*106 humane PBMCs (außer der nTreg Kontrolle) 

und die entsprechende Menge an polyklonal expandierten natürlichen regulatorischen T-

Zellen in einem Volumen von insgesamt 300µl PBS über die laterale Schwanzvene appli-

ziert.  

Die expandierten Zellen wurden dazu zunächst aus der Zellkultur gepooled und in ein 15ml 

Falcon-Röhrchen überführt. Das Volumen wurde auf insgesamt jeweils 10ml Medium aufge-

füllt und die Zellen für 10 min an einen Magneten gestellt, um die magnetischen Beads zu 

lösen. Die Zellsuspension wurde abgenommen und in ein neues 15ml Schraubdeckelröhr-

chen überführt und der Vorgang wiederholt. Nach Abnahme der Zellen wurden die regulato-

rischen T-Zellen mit PBS gewaschen, um sie vom Medium zu befreien und die Zellen dann 

im CASY-Zellzähler gezählt. Die Zellen wurden im Anschluss in 100µl PBS resuspendiert 

und die für die Applikation benötigte Menge zu den humanen PBMCs pipettiert. Da je Tier 

immer ein Gesamtvolumen von 300µl verabreicht wurde, wurden die Zellsuspensionen mit 

PBS auf das entsprechende Flüssigkeitsvolumen aufgefüllt.  
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Tab. 4: Übersicht der Gruppen mit regulatorischen T-Zellen als Montherapeutikum:  Zur 
weiteren Therapie nach Applikation 3*106 humanen PBMCs wurden simultan an Tag 0 ein-
malig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (1,5*106), 1:1 (3*106) oder 1:2 
(6*106) in einem Gesamtvolumen von 300µl i.v. über die laterale Schwanzvene verabreicht. 
Zur Sicherheitskontrolle der applizierten nTreg wurden einer Gruppe 3*106 nTreg allein ver-
abreicht.  
 
  

huPBMC: nTreg Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 

2:1 X    

1:1  X   

1:2   X  

3*106 nTreg allein    X 

 
 

4.8.1.3.  Effektivität des adoptiven Transfers natürlicher regulatorischer T-Zellen  
             in Kombination mit Standardimmunsuppression 

 

Im Hinblick auf mögliche klinische Anwendungen regulatorischer T-Zellen ist die Evaluierung 

der Pharmakodynamik im Zusammenspiel mit Standardimmunsuppressiva unerlässlich. 

Daher wurden den Tieren in diesen Gruppen zusätzlich zum adoptiven Zelltransfer medika-

mentöse Immunsuppressiva appliziert. Ciclosporin A wurde in einer Dosis von 4mg/kg s.c. im 

Bereich des Nackens, Mycophenolat Mofetil 0,5mg/Tier per oral und Methylprednisolon 

20mg/kg i.p. jeweils einmal täglich verabreicht. Die Menge der applizierten nTreg wurde auf 

0,5*106 Zellen reduziert. Die regualtorischen T-Zellen wurden, wie bei der Monotherapie zu-

sammen mit den humanen PBMCs an Tag 0 in einem Gesamtvolumen von 300µl intravenös 

über die laterale Schwanzvene verabreicht. 
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Tabelle 5: Kombinationstherapie aus 0,5*106 regulatorischen T-Zellen und Standard-
immunsuppression: Die Kombination aus Immunsuppression und nTreg (Kombinationsthe-
rapie) beinhaltete jeweils die Applikation von 3*106 humanen PBMCs, 0,5*106 nTreg und 
einem der drei Immunsuppressiva (CsA, MMF oder Methylprednisolon) 
 

Gruppe Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 

3*106 huPBMCs X X X 

0,5*106  nTreg X X X 

CsA 4mg/kg s.c. X   

MMF 0,5mg p.os  X  

Pred. 20mg/kg i.p   X 

 
 
4.8.2. Monitoring 
 

Die Tiere wurden täglich zur gleichen Zeit (± eine Stunde) auf Gewichtsentwicklung und klini-

sche Erscheinung entsprechend der modifizierten Arbeitsanweisung für das Versuchsvorha-

ben (Tabelle 4) untersucht. Die wichtigsten Parameter zur Beurteilung des Gesundheitszu-

standes innerhalb dieses Versuches waren neben dem Gewichtsverlauf, Fellstruktur, Hal-

tung, Verhalten und mögliche Anzeichen von Apathie, sowie allgemeine Schwäche, Taumeln 

oder Umkippen. Bei einem Verlust von >20% des Ausgangsgewichts oder einem schlechten 

klinischen Bild wurden die Tiere in tiefer Ketamin/Xylazin Narkose euthanasiert. Der Be-

obachtungszeitraum endete spätestens an Tag +35.  
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Tabelle 6:  Modifizierte Arbeitsanweisungen zum Versuchsvorhaben G 0483/09: Anhand 
der modifizierten Arbeitsanweisungen wurden klare Maßnahmen definiert, die zu ergreifen 
waren, wenn die genannten Symptome bei den Tieren im Verlauf der täglichen Untersu-
chung und der Gewichtskontrolle auftraten. 
 

 
Anweisungen: 
 
A Bei nur einem Symptom der Kategorie A: das Tier täglich (ggf. auch mehr-

mals) beobachten. Spätestens bei Kombination von zwei oder mehr Symp-
tomen der Kategorie A muss das Tier dem Tierarzt oder dem Projektleiter 
vorgestellt werden. 

B Bei einem Symptom der Kategorie B: das Tier muss dem Tierarzt vorgestellt 
werden. Der Projektleiter muss informiert werden. Bei Kombination eines B 
mit Torkeln, Schmerz, Blässe oder Blut ist das Tier unverzüglich schmerzlos 
zu töten! (siehe C) 

C Unverzüglich schmerzlos töten!  
(Der Antragsteller hatte im Antrag detailliert auszuführen, innerhalb welcher 
Zeitspanne er die unverzügliche Tötung garantieren kann und ggf. wissen-
schaftlich begründet darzulegen, mit welchen maximalen Verzögerungen zu 
rechnen ist. 
Es müssen bereits vor Versuchsbeginn vom Versuchsleiter Absprachen und 
Vorkehrungen getroffen werden, die es ermöglichen, dass die Tötung unver-
züglich zu tötender Tiere  tatsächlich unverzüglich erfolgt. Dazu ist entweder 
das vor Ort mit der Überwachung der Tiere betraute Personal zu bevollmäch-
tigen und zu instruieren oder geeignete Mitarbeiter in Rufbereitschaft zu ver-
setzen.) 

 
Achten Sie auf folgende SYMPTOME und handeln Sie nach den ANWEISUNGEN: 
 
SYMPTOME ANWEISUNGEN 
1. Beim täglichen Blick in den Käfig 
Tier isoliert sich A 
Struppiges Fell, ungepflegtes Fell, Augen-
ränder, Piloerektion 

A 

Aufgetriebener Leib A 
Geringfügig verstärkte Atmung A 
Urin u./o. Kot abweichend in Menge, Farbe 
und Konsistenz (einzeln oder kombiniert) 

A 

Anhaltende Obstipation A 
Hier bitte selbst alle antragsbezogenen 
relevanten Symptome der Kategorie A ein-
tragen: 

• Ikterus 

 
A 

Schmerz (Gesichtsausdruck, Haltung ge-
krümmt oder Leib aufgezogen) 

B 

Eingesunkene, trübe Augen B 
Blässe (Augen, Ohren, Haut) B 
Blut an Körperöffnungen, blutiger Kot B 
Deutlich verstärkte Atmung / Keuchen B 
Durchfall, wenn schwächend oder andau-
ernd 

B 

2. Beim Umsetzen 
Verletzungen, Hautveränderungen A 
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Tier vermeidet Bewegungen A 
Teilnahmslosigkeit A 
Ruhelosigkeit A 
Lokale Infektion(en) B 
Bauch hart oder gespannt B 
Hautfalten bleiben stehen, Dehydratation B 
Ödembildung B 
Automutilation (z.B. Annagen von Zehen) B 
Lautäußerungen beim Ergreifen B 
Moribund C 
3. Beim Wiegen 
Ungewöhnliche Zunahme B 
10 % Gewichtsdefizit verglichen mit gesun-
den Tieren des gleichen Stamms und Alters.  

B 

20 % Gewichtsdefizit verglichen mit gesun-
den Tieren des gleichen Stamms und Alters.  

C 

 

 
4.9. Analyseverfahren  
 

Zur Überprüfung der Effektivität der angewandten Therapiekonzepte wurden post mortem 

Organe und Gewebe entnommen und durchflusszytometrisch, sowie histologisch untersucht.  

Bereits an Tag +7 wurde eine Blutprobe entnommen und die Menge an zirkulierenden hu-

manen Zellen untersucht. 

Alle Waschschritte, wenn nicht anders erwähnt erfolgten bei 200 x g für 10 min bei 4°C.  

 

4.9.1. Durchflusszytometrie 
 

Alle durchflusszytometrischen Messungen zur Bestimmung der Zellfrequenzen innerhalb der 

Gewebe wurden am Navios® Durchflusszytometer durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit 

der Kaluza Flow Cytometry Analysis Software.  

 
4.9.1.1. Färbeverfahren allgemein 

 

Alle Färbungen wurden mit max. 2*106 Zellen in 100µl FACS-Puffer durchgeführt. Die Zellen 

wurden zunächst extrazellulär mit Antikörpern gegen Oberflächenmarker auf den Zellen und 

einer lebend-tot-Färbung gefärbt und nach Einbringen der Fluorochrome für 20 min im Dun-

keln bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 500µl Fixie-

rungs/Permeabilisierungspuffer eingebracht und die Zellen für weitere 30 min bei 4°C im 

Kühlschrank lichtgeschützt ruhen gelassen. Danach wurden je Probe 4ml Permeabilisie-

rungspffer  eingebracht  und die Zellen darin für 10 min bei 200 x g bei 4°C gewaschen. Der 

Überstand wurde abgesaugt und die intrazellulären Antikörper eingebracht. Die Zellen wur-
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den für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Proben mit 

FACS-Puffer aufgefüllt und gewaschen. Nach Abnehmen des Überstandes wurden die Zel-

len in insgesamt 150µl FACS-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch gemessen.  

 

4.9.1.2. Blutentnahme Tag +7 
 
An Tag +7 erfolgte eine Butentnahme zur Messung des prozentaulen Anteils zirkulierender  

humaner Zellen in der Peripherie. Die Entnahme erfolgte am wachen, fixierten Tier und das 

Blut wurde durch einen oberflächlichen Schnitt mit einem Einwegskalpell in die laterale 

Schwanzvene entnommen. Das Blut wurde frei in ein Eppendorfgefäß tropfen gelassen, wo-

bei die entnommene Menge max. 200µl betrug. Zur Messung der Menge an humanen Zellen 

erfolgte zunächst die Lyse der Erythrozyten mit 500µl Lysepuffer (Qiagen GmbH, D-40724 

Hilden) für 5 min. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen und das Pellet nach Absaugen 

des Überstandes in 100µl FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden extrazellulär mit 

einer lebend-tot-Färbung (Live/Dead ® Fixable Aqua for 405 nm excitation), sowie Antikör-

pern gegen humanes CD45 (Pacific Blue ™; Clone J33), murines CD45 (5 PerCP Cy5.5; 30-

F11), CD3 (APC-Alexa Fluor® 750; UCHT1), CD4 (APC; 13B8.2), CD8 (APC-Alexa Fluor® 

700; B9.11) und CD25 (Pe - CY7; B1.49.9) und intrazellulär für FoxP3 (Alexa Fluor® A488; 

Clone 259D/C7) gefärbt. Anschließend erfolgten die Messung am Durchflusszytometer und 

die Analyse mittels Analysesoftware. 

 

4.9.1.3. Organentnahme post mortem 
 
In tiefer Xylazin/Ketamin Narkose wurde zunächst die Abdominalhöhle in der Linea alba ge-

öffnet und ca. 1ml Vollblut aus der Vena cava caudalis entnommen. Anschließend wurden 

die Bauchorgane Milz, Leber, Niere, sowie Dünn- und Dickdarm und nach Öffnung des 

Zwerchfells die Lungen entnommen. Nach Absetzen der Hintergliedmaßen wurden Femur 

und Tibia jeweils geöffnet und das Knochenmark mit kaltem PBS herausgespült. Weiterhin 

wurde ein Hautlappen aus dem Flankenbereich entommen und das Gehirn nach Öffnung 

des Craniums vorsichtig entnommen. Teile von Milz, Leber, Lunge und Knochenmark wur-

den direkt nach der Entnahme aus dem Tierkörper in 10ml Falcon-Schraubdeckelröhrchen 

mit 4°C kaltem PBS bis zur weiteren Aufbereitung zur durchflusszytometrischen Messung 

gekühlt. Die restlichen Gewebe wurden unmittelbar nach Entnahme in einem 1,8ml Kryo-

röhrchen (Sarstedt AG & Co, D-51588 Nümbrecht ) mit Formalin 5% fixiert. 
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4.9.1.3.1. Aufbereitung der Gewebe 
 

Im Vorfeld der durchflusszytometrischen Analyse war eine Bearbeitung der Organe notwen-

dig. Untersucht wurden Leber, Lunge, Knochenmark und Milz.  

Um die Immunzellen aus Leber und Lunge zu gewinnen, mussten die Organe durch Zusatz 

von Kollagenase und DNAse zunächst verdaut werden. Dazu wurden die Organe im ersten 

Schritt grob mit einem Einwegskalpell zerkleinert. Die Lunge wurde in 2ml Serum-freies Me-

dium (VLE RPMI-1640 Medium, Biochrom AG, D-12247 Berlin) in einer Petrischale (BD Fal-

con®, Becton Dickinson) aufgenommen und mit 5U/ml DNAse (Sigma Aldrich Chemie 

GmbH) und 0,5mg/ml Kollagenase II (Sigma Aldrich Chemie GmbH) versetzt. Bei 37°C und 

5% CO2 wurde das Organ für 90 min inkubiert. Anschließend wurde die Lunge durch ein 

Sieb mit Maschengröße 70µm (BD Falcon® Cell Strainer, Becton Dickinson) gedrückt und 

dann in 10ml PBS gewaschen. Nach Abnehmen des Überstands erfolgte die Lyse der Eryth-

rozyten mit 2ml Lysepuffer für 5 min. Die Zellen wurden danach erneut mit 10ml PBS gewa-

schen, der Überstand verworfen und anschließend das Pellet in 5ml FACS-Puffer resuspen-

diert und die Zellen gezählt. Die Leber wurde zunächst durch ein Sieb der Maschengröße 

100µm (BD Falcon ® Cell Strainer, Becton Dickinson) gepresst und danach in 40ml RPMI-

Medium + 5% FCS gewaschen. Das Pellet wurde nach Abnahme des Überstands in 10ml 

kaltem RPMI-Medium aufgenommen. Der Suspension wurden 10U/ml DNAse und 100µl 

(2mg/ml) Kollagenase IV (jeweils Sigma Aldrich Chemie GmbH) zugesetzt. Der enzymati-

sche Verdau erfolgte bei 37°C und 5% CO2 über 40 min. Die Reaktion wurde dann durch 

Zugabe von 30ml kaltem, Serum-freiem RPMI Medium abgestoppt. Durch Zentrifugation bei 

50 x g für 3 min bei 4°C sedimentierte ein Großteil der Hepatozyten, während die lympho-

zytären Zellen im Überstand verblieben. Dieser wurde im Anschluss gewonnen und bei 4°C 

für 10 min bei 200 x g herunterzentrifugiert. Das Pellet mit enthaltenen Immunzellen wurde 

nach Verwerfen des Überstands in 8ml RPMI-Medium aufgenommen, auf 4ml Trennlösung 

(LSM 1077 Lymphocyte Separation Medium, PAA Laboratories, A- 4061 Pasching, Austria) 

aufgeschichtet und anschließend bei 400 x g für 20 min bei 20°C ohne Bremse zentrifugiert. 

Im Anschluss wurden die PBMCs abgenommen, gewaschen und das Pellet nach Abnehmen 

des Überstands in 5ml FACS-Puffer aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Knochenmark 

und Milz wurden zunächst jeweils durch ein Sieb mit Maschengröße 40µm (BD Falcon® Cell 

Strainer, Becton Dickinson) gepresst. Nach Waschen der Zellen in 10ml PBS wurde der 

Überstand verworfen und die Erythrozyten durch Zusatz von 1-2ml Lysepuffer für 5 min ly-

siert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Pellet in 100µl  FACS-Puffer resuspen-

diert. 
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Bei der Blutprobe erfolgte, wie an Tag +7, zunächst die Lyse der roten Blutzellen mit 500µl 

Lysepuffer für 5 min. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen und das Pellet nach Ab-

saugen des Überstandes in 100µl FACS-Puffer resuspendiert. 

 

4.9.1.3.2. Färbungen 
 
Je Gewebe wurden zwei Ansätze gefärbt. Im ersten Färbeansatz („Allgemein“; Tab. 7) wurde 

eine nach Darstellung der lebenden Lymphozyten zwischen murinen und humanen CD45+ 

Zellen differenziert. Die humanen Leukozyten wurden weiter unterteilt in CD3+ (T-Zellen), 

CD3-CD19+ (B-Zellen), sowie CD3-CD19-. Aus der CD3-CD19- Population wurde dann die 

CD56+ (NK-Zellen) dargestellt. Die CD3+ T-Zellen wurden im nächsten Schritt in CD4+ und 

CD8+ Zellen differenziert (Abb. 8).   

Im zweiten Ansatz („nTreg“ Tab. 8) wurden ebenfalls zunächst die lebenden Lymphozyten 

und aus diesen die im Gewebe enthaltenen CD3+CD4+ T-Zellen weiter unterteilt. Aus den 

CD4+ Zellen wurden die CD25+FoxP3+ (nTreg) Zellen dargestellt. Die CD4+FoxP3- T-Zellen 

wurden mittels Boolean-Gate unter non-Treg zusammengefasst. Sowohl nTreg als auch non-

Treg wurden auf die Expression von CD127 analysiert. Zusätzlich wurden alle Populationen 

(CD3+CD4-, CD4+FoxP3- und CD4+CD25+FoxP3+) auf ihre Proliferationsaktivität über die 

Messung der prozentualen Expression von Ki67 gemessen (Abb. 9).  

Zur Färbung wurden max. 2x106 Zellen jeweils in 100µl FACS-Puffer aufgenommen und mit 

1µl humanem FcR blocking reagent (Miltenyi Biotec GmbH) versetzt und 5 min bei 4°C im 

Dunkeln ruhen gelassen, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden.  

Die Zellen wurden zunächst extrazellulär mit Antikörpern gegen Oberflächenmarker auf den 

Zellen und einer lebend-tot-Färbung gefärbt und nach Einbringen der Fluorochrome für 20 

min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 500µl Fixie-

rungs/Permeabilisierungspuffer eingebracht und die Zellen für weitere 30 min bei 4°C im 

Kühlschrank lichtgeschützt ruhen gelassen. Danach wurden je Probe 4ml Permeabilisie-

rungspuffer  eingebracht  und die Zellen darin für 10 min bei 200 x g bei 4°C gewaschen. Der 

Überstand wurde abgesaugt und die jeweiligen intrazellulären Antikörper eingebracht. Die 

Zellen wurden für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 

Im Anschluss daran wurden die Proben mit FACS-Puffer aufgefüllt und gewaschen. Nach 

Abnehmen des Überstandes wurden die Zellen in insgesamt 150µl FACS-Puffer aufgenom-

men und durchflusszytometrisch gemessen. 
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Tab. 7: Mastermix für Färbeansätze: Die jeweiligen Ansätze zur Messung der in den Ge-
weben enthaltenen Zellpopulationen mit Angabe des Fluorochroms, des Clones und der 
verwendeten Menge an Antikörper. Der Ansatz „Allgemein“ beinhaltet Marker zur Analyse 
der Subpopulationen der humanen CD45+ Zellen (NK-Zellen, B-Zellen, T-Zellen und weiter 
T-Zellsubpopulationen). Im Ansatz „nTreg“ wurden aus CD4+ T-Zellen die regulatorischen T-
Zellen (CD4+CD25+FoxP3+) und CD4+FoxP3- (non-Treg), sowie deren Expression von 
CD127 dargestellt. Weiterhin wurde die Proliferationsaktivität anhand von Ki67 gemessen. 
 
 

Panel Organentnahme „Allgemein“ 

 

Marker Clone Fluorochrom µl 

 

CD3 UCHT1 APC Alexa750 1 

CD4 13B8.2 APC 2 

CD8 B9.11 APC Alexa700 2 

CD19 J3-119 ECD 1 

CD25 B1.49.9 PeCy7 3 

CD45 J33 Pacific Blue 1 

CD45 mouse 30-F11 PerCP Cy5.5 2 

CD56 N901 PE 3 

L/D       / Pacific Orange 1 

FoxP3  259D/C7 Alexa Fluor 488 10 

 

 

Panel Organentnahme „nTreg“ 

 

Marker Clone Fluorochrom µl 

 

CD3 UCHT1 APC Alexa750 1 

CD4 13B8.2 APC 2 

CD25 B1.49.9 PeCy7 3 

CD127 R34.34 APC Alexa700 3 

L/D      / Pacific Orange 1 

FoxP3 259D/C7 Alexa Fluor 488 10 

Ki67 B56 PerCP Cy5.5 1 
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Abb. 8: Gatingstrategie „Allgemein“ zur Analyse humaner Zellen im Gewebe post mor-
tem: Zur Analyse der im Gewebe enthaltenen humanen Zellen wurden aus den Lymphozy-
ten zunächst die lebenden Zellen dargestellt. Aus den lebenden Zellen wurden murine 
CD45+ Zellen gegen humane CD45+ Zellen dargestellt und aus den humanen Leukozyten 
CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen und CD3-CD19- Zellen aufgetragen; aus letzteren wurden 
die CD56+ NK-Zellen, aus CD3+ Zellen CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen dargestellt.  
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Abb. 9: Gatingstrategie „nTreg“ zur Analyse humaner Zellen im Gewebe post mortem: 
Zur Analyse der im Subtypen der CD4 Zellen im Gewebe wurden aus den Lymphozyten die 
lebenden Zellen dargestellt. Aus den lebenden Zellen wurden die CD3+CD4+ Zellen aufge-
tragen und aus den CD4+ T-Zellen die CD25+FoxP3+ regulatorischen T-Zellen dargestellt. 
CD4+FoxP3- Zellen (non-Treg) wurden mittels Boolean Gate zusammengeführt. In beiden 
Populationen wurde die Expression von CD127, sowie Ki67 innerhalb der nTreg, non-Treg 
und CD3+CD4- Fraktion dargestellt.  
 
 
4.9.2. Histologie 
 

Analysiert wurden Milz, Dünn- und Dickdarm, Haut, Niere, Gehirn, Lunge und Leber. Für die 

Hämatoxilin / Eosin (HE) und immunhistochemische humane CD3 Färbung wurden die Or-

gane post mortem direkt mit 5%iger Formaldehydlösung fixiert. Die Bearbeitung der Proben 

und Anfertigung der histologischen Schnitte erfolgte im Institut für Veterinärpathologie der 

Freien Universität Berlin, Robert-von-Ostertag-Straße 15, 14163 Berlin. Die Beurteilung all-

gemeiner Gewebeschädigung und Infiltration von Lymphozyten der Organe in der HE-

Färbung erfolgte semiquantitativ. Es wurde ein Bewertungssystem von null (O; keine Verän-

derung) bis zu hochgradiger Schädigung und Infiltration (+++) verwendet. Immunhistoche-
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misch wurde eine CD3 Färbung für humane T-Zellen vorgenommen, um die  Infiltration hu-

maner Immunzellen in den Geweben beurteilen zu können. Es fand dasselbe semiquantitati-

ve Bewertungsystem  wie bei der Auswertung der HE-Schnitte Anwendung.  

 
Tabelle 9: Bewertungssystem der histologischen Untersuchung der analysierten Ge-
webe: Die Beurteilung bezüglich Infiltration und Inflammation der Gewebe erfolgte mittels 
eines einfachen Bewertungssystems von 0 (keine Veränderung) bis 3 (hgr. Veränderung). 
 

Histologische Untersuchung Bewertung 

Keine Entzündungszellen und Inflammation 0 

ggr. Infiltration und Inflammation 1 (+) 

mgr. Infiltration und Inflammation 2 (++) 

hgr. Infiltration und Inflammation 3 (+++) 

 
 
4.9.3. Statistik 
 

Statistisch ausgewertet wurden die Überlebenszeiten der einzelnen Gruppen mittels Kaplan-

Meier-Analyse und Log-Rank (Mantel-Cox) Test. Die Überlebenszeiten wurden als Mittelwert 

(mean) ± Standardabweichung (SD) angegeben. Die Varianzanalyse der Gewichtsentwick-

lung und der Menge an unterschiedlichen Zelltypen in den Organen, sowohl durchflusszyto-

metrisch gemessen, als auch histologisch beurteilt, wurde über eine One-Way-ANOVA Ana-

lyse und Tukey’s multiple comparison Test durchgeführt. Zur statistischen Analyse der 

Proliferation von FoxP3 und der Expression Ki67 innerhalb der einzelnen Zellpopulationen 

mussten mindestens zwanzig Zellen zur Auswertung vorhanden sein. Statistisch signifikant 

waren Werte mit P<0.05. Die Angabe der Messwerte erfolgte als Mittelwert  ± Standardab-

weichung (SD). Die Darstellung der Daten erfolgte mit sowohl mit Excel 2010 (Microsoft Cor-

Methoden

poration, One Microsoft Way Redmond, WA 98052-6399), sowie GraphPad Prism 5 (Graph-

Pad Software, Inc. 7825 Fay Avenue, Suite 230, La Jolla, CA 92037 USA). 

Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc. 7825 Fay 

Avenue, Suite 230, La Jolla, CA 92037 USA). 
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5. Ergebnisse 
 

5.1. Isolation und polyklonale Expansion humaner nTreg unter Erhalt des  
 suppressiven Phänotyps 

 

Für eine klinische Anwendung sind die Isolation und Expansion von nTreg unter Erhalt ihrer 

suppressiven Eigenschafften essentiell. Die Zellen sollen dabei eine hohe Expression an 

FoxP3 aufweisen und die Immunantwort konventioneller T-Zellen unterdrücken, ohne dabei 

die allgemeine Immunkompetenz zu unterdrücken. In einem ersten Experiment wurden regu-

latorische T-Zellen aus humanen PBMCs isoliert und im Anschluss polyklonal expandiert, um 

eine entsprechend große Zellzahl an nTreg für die in vivo Untersuchungen gewinnen zu 

können.   

Im ersten Isolationsschritt (Negativselektion) wurden humane PBMCs in eine CD4- und 

CD4+ Zellfraktion unterteilt. Die CD4- Zellfraktion beinhaltete im Schnitt noch 19% (19,17% ± 

4,79%) an CD4+ T-Zellen, die bei der Selektion nicht erfasst wurden, während die zweite 

gewonnene Zellpopulation im Mittel über 95% CD4+ T-Zellen beinhaltete (Abb. 10A). Aus 

der CD4+ Zellfraktion wurde im weiteren Schritt über eine Positivselektion die CD4+CD25+ 

T-Zellpopulation gewonnen. Die CD4+CD25- Zellfraktion beinhaltete im Mittel weniger als 

0,1% (0,93% ± 0,16%) CD4+CD25+ T-Zellen und im Mittel ergab die Selektion eine im Mittel 

zu mehr als 75% (76,57% ± 15,35%) reine CD4+CD25+ T-Zellpopulation (Abb. 10B). 

Die gewonnenen CD4+CD25+ T-Zellen waren nach Isolation im Durchschnitt zu mehr als 

90% (92,31 % ± 1,40%) FoxP3+ natürliche regulatorische T-Zellen. Die polyklonale Expansi-

on mittels CD3CD28 beads hatte keinen Einfluss auf den Phänotyp und nach Abschluss der 

Kultivierung waren im Mittel 93,78% der Zellen CD4+CD25+ FoxP3+ regulatorische T-Zellen. 

Der prozentuale Expression an FoxP3 änderte sich durch die Expansion im Durschnitt nicht 

(Abb. 10C). 

Die polyklonale Expansion der CD4+CD25+FoxP3+ nTreg dauerte im Mittel 14 Tage. Eine 

Restimulation der Zellen erfolgte an Tag 9 (+2).  
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A:     CD4 T-Zellen nach Negativselektion                  B: CD25 T-Zellen nach Positivselektion 

 
 
C: Anteil FoxP3+ T-Zellen frisch isoliert versus expandierte Zellen 

 
 
Abb. 10: Reinheit der isolierten und expandierten Zellprodukte: Humane PBMCs wur-
den durch Negativselektion in eine CD4- und CD4+ Zellfraktion unterteilt. CD4+ T-Zellen 
wurden im nächsten Selektionsschritt (Positiviselektion) in eine CD4+CD25- und eine 
CD4+CD25+ Population unterteilt. Durchflusszytometrische Messung der gewonnenen Zell-
fraktionen. Aus den Lymphozyten wurden die lebenden Zellen gegated und aus diesen die 
CD3+ T-Zellen dargestellt. Aus den CD3+ Zellen wurden die CD4+ und CD4- Zellen und im 
Weiteren aus den CD4+ T-Zellen die CD4+CD25+ aufgetragen. Aus den CD4+CD25+ T-
Zellen wurden dann die CD4+CD25+FoxP3+ (nTreg) dargestellt. Die polyklonale Expansion 
erfolgte mit CD3/CD28 magnetischen Partikeln im speziellen Medium mit IL-2 und Ra-
pamycin. Die Zellen wurden nach der Isolation zu 1*105 Zellen je well einer 96-Loch Platte in 
100µl Kulturmedium mit IL-2 und Rapamycin ausplattiert und mit CD3/CD28 magnetischen 
Partikeln im Verhältnis 4:1 (Partikel:Zellen) expandiert. Die Restimulation der Zellen erfolgte 
jeweils an Tag 9(+2). Darstellung der Reinheit der isolierten Zellfraktionen für CD4 (A), 
CD4CD25 (B), sowie Expression von FoxP3 in frisch isolierten und expandierten 
nTreg. Darstellung der Daten als Mittelwert ± 95% CI. 
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5.2. Die suppressive Kapazität von nTreg auf konventionelle T-Zellen wird durch  
 die polyklonale Expansion nicht vermindert 

 
Um die suppressive Kapazität der expandierten nTreg und damit deren Funktionalität zu 

messen, wurde für eine expandierte nTreg Population (n=1) ein Suppressionsassay durchge-

führt. Konventionelle CD3+ T-Zellen, die keinen exogenen Stimulus erhielten, exprimierten 

sowohl in der CD3+CD4+ und vor allem in der CD3+CD4- Population nur geringe Mengen 

CD69 und fast kein CD154 (Abb. 11A). Unter Einfluss natürlicher regulatorischer T-Zellen 

änderte sich der Phänotyp der Effektorzellen nur gering. Während die Expression von 

CD154 weiterhin unter 1% in beiden CD3+ T-Zellfraktionen war, wurde CD69 durch die Zu-

gabe der nTreg in beiden CD3+ Zellpopulationen (CD4+ und CD4-) geringfügig hochreguliert 

(5,1% zu 6,98% bzw. 9,26% zu 21,47%) (Abb. 11B). 

 

A: huPBMCs unstimuliert 

 
 

 
 
B: huPBMCs unstimuliert + nTreg 1:1 
 

 
 

 
Abb. 11: Aktivierungsstatus unstimulierter konventioneller T-Zellen: Analyse des Akti-
vierungsstatus unstimulierter humaner PBMCs allein (A) und nach Zugabe von nTreg 1:1 
(B), gemessen an der Expression von CD69 und CD154 (n=1). Expandierte regulatorische T-
Zellen wurden in drei verschiedenen Dosierungen (1:1. 1:2 und 1:4 zu 5*105 PBMCs) unsti-
mulierten konventionellen T-Zellen zugesetzt und anschließend die Expression von CD69 
und CD154 auf den Effektorzellen gemessen. Aus den Lymphozyten wurden zunächst die 
CD25 Zellen dargestellt und aus den CD25 negativen Zellen die CD3+CD4+ und CD3+CD4- 
aufgetragen. Die jeweiligen Populationen wurden anschließend auf die Expression von CD69 
und CD154 gegated. Darstellung des Phänotyps  als Histogramm. 
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A: huPBMCs stimuliert 

 
 

 
 
B: huPBMCs stimuliert + nTreg 1:1 
 

 
 

 
 
Abb. 12: Aktivierungsstatus und Suppression stimulierter konventioneller T-Zellen 
durch polyklonal expandierte nTreg 1:1: Analyse des Aktivierungsstatus stimulierter hu-
maner PBMCs allein (A) und nach Zugabe von nTreg 1:1 (B), gemessen an der Expression 
von CD69 und CD154 (n=1). Expandierte regulatorische T-Zellen wurden in drei verschiede-
nen Dosierungen (1:1. 1:2 und 1:4 zu 5*105 PBMCs) stimulierten konventionellen T-Zellen 
zugesetzt und anschließend die Expression von CD69 und CD154 auf den Effektorzellen 
gemessen. Aus den Lymphozyten wurden zunächst die CD25 Zellen dargestellt und aus den 
CD25 negativen Zellen die CD3+CD4+ und CD3+CD4- aufgetragen. Die jeweiligen Populati-
onen wurden anschließend auf die Expression von CD69 und CD154 gegated. Darstellung 
des Phänotyps als Histogramm. 
 
 
 
 

Nach Stimulation der konventionellen T-Zellen mit CD3CD28 Partikeln als artifizielle antigen-

präsentierende Zellen wurde vor allem die Expression von CD69 (>39%) und, zu einem ge-

ringeren Prozentsatz auch CD154 (5-10%) gesteigert (Abb. 12A). Durch Zugabe von expan-

dierten nTreg konnte die Aktivierung der stimulierten konventionellen T-Zellen, sowohl in der 

CD3+CD4- als auch in der CD3+CD4+ Zellfraktion dosisabhängig gesenkt werden. Entspre-

chend wurde eine geringere Expression von CD69 (<37%) und zu einem geringeren Anteil 

auch CD154 (< 10%) gemessen (Abb. 12B), wobei die Dosis von nTreg zu stimulierten 

PBMCs 1:1 effektiver war als niedrigere Dosen von 2:1 und 4:1 (PBMCs:Treg) (Abb. 13).  
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Suppression CD69 unter nTreg                           Suppression CD154 unter nTreg 
 

 
 
Abb. 13: Prozentuale Suppression stimulierter konventioneller T-Zellen durch po-
lyklonal expandierte nTreg: Expandierte regulatorische T-Zellen wurden in drei verschie-
denen Dosierungen (1:1. 1:2 und 1:4 zu 5*105 PBMCs) stimulierten konventionellen T-Zellen 
zugesetzt und anschließend die Expression von CD69 und CD154 auf den Effektorzellen 
gemessen (jeweils n=1). Darstellung der Suppression in % gemessen an reduzierter Expres-
sion von CD69 und CD154 unter Einfluss regulatorischer T-Zellen. 
Die Suppression wurde mittels der Formel 100- [(Prozent PBMCs mit Treg / Prozent PBMCs 
ohne Treg) x 100] errechnet und in Prozent dargestellt. 
 
 
5.3. Polyklonal expandierte nTreg produzieren nach exogener Stimulation  
       keine proinflammatorischen Zytokine 
 

Ein Charkaterestikum natürlicher regulatorischer T-Zellen ist, dass sie, im Gegensatz zu Ef-

fektorzellen keine proinflammatorischen Zytokine wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), 

Interferon gamma (IFNγ) und Interleukin-2 (IL-2) produzieren. Zur Charakterisierung des ex-

pandierten nTreg Zellproduktes und um Rückschluss auf die Reinheit der Zellpopulation zie-

hen zu können, wurde daher exemplarisch ein Zytokinassay zur Messung der Expression 

dieser Zytokine durchgeführt. Als Positivkontrolle dienten konventionelle CD4+ FoxP3- (non-

Treg) T-Zellen. Unstimulierte CD4+FoxP3- (non-Treg) produzierten nur wenig IL-2 (0,16%) 

und IFNγ (0,32%), während ein vergleichsweise hoher Basalwert an TNFα (19,29%) gemes-

sen wurde (Abb. 14A). Nach Stimulation mit PMA/Ionomycin wurde die Expression aller pro-

inflammatorischen Zytokine gesteigert. Dabei produzierten konventionelle T-Zellen vor allem 

TNFα (42,99%) und IFNγ (17,71%), während der prozentuale Anteil an IL-2 vergleichsweise 

nur gering erhöht wurde (5,63%) (Abb. 14B).  
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A: non-Treg unstimuliert 

 

 
B: non_Treg stimuliert 

 

 

 

 

Unstimulierte CD4+CD25+FoxP3+ nTreg produzierten kein IL-2 und IFNγ und nur zu einem 

geringen Anteil TNFα (Abb. 15A). Nach Stimulation mit PMA/Iono wurde die Menge an IL-2 

und TNFα erhöht, während die Expression von IFNγ reduziert wurde (4,5% auf 1,97%). 

Wie bei konventionllen non-Treg wurde verhältnismäßig besonders die Expression von  

TNFα  gesteigert (0,32% auf 7,36%) (Abb. 15B). 

 

Ergebnisse

 
Abb. 14: Zytokinprofil konventioneller CD4+ FoxP3- (non-Treg) T-Zellen: Unstimulierte 
(A) und stimulierte (B) CD4+FoxP3- (non-Treg) konventionelle T-Zellen wurden auf die Men-
ge der proinflammatorischen Zytokine TNFα, IFNγ und IL-2 unters ucht (je n=1). Die Zellen 
wurden nach einem Tag Ruhe im Inkubator im Medium ohne IL-2 und Rapamycin mit 2µl 
PMA und 1µl Ionomycin stimuliert und die Reaktion nach 90 min. mit 2µl Brefeldin A abge-
stoppt. Die Zellen wurden nach einer weiteren Ruhephase von 4,5h extrazellulär für CD4 und 
CD25, sowie intrazellulär für FoxP3 und die zu untersuchenden Zytokine TNFα, IFNγ und IL-
2 gefärbt. Zur Darstellung wurden aus den Lymphozyten die CD4+ und aus diesen die 
CD25+FoxP3+ T-Zellen gegated. Non-Treg wurden mittels Boolean-Gate aus CD4+FoxP3- 
dargestellt. Die Darstellung der Zytokine in der jeweilien Zellfraktion erfolgte in Prozent als 
Histogramm. 
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A: nTreg unstimuliert 

 

 
B: nTreg stimuliert 

 

 

 
 
Abb. 15: Zytokinprofil polyklonal expandierter nTreg: Unstimulierte (A) und stimulierte (B) 
nTreg wurden wie konventionelle T-Zellen auf die Menge der proinflammatorischen Zytokine 
TNFα, IFNγ und IL-2 untersucht (je n=1). Die Zellen wurden nach einem Tag Ruhe im Inku-
bator im Medium ohne IL-2 und Rapamycin mit 2µl PMA und 1µl Ionomycin stimuliert und die 
Reaktion nach 90 min. mit 2µl Brefeldin A abgestoppt. Die Zellen wurden nach einer weiteren 
Ruhephase von 4,5h extrazellulär für CD3, CD4 und CD25, sowie intrazellulär für FoxP3 und 
die zu untersuchenden Zytokine TNFα, IFNγ und IL-2 gefärbt. Zur Darstellung wurden aus 
den Lymphozyten die CD4+ T-Zellen und folgend die CD4+CD25+FoxP3+ nTreg gegated. 
Die Darstellung der Zytokine in der jeweilien Zellfraktion erfolgte in Prozent als Histogramm. 
 
 
5.4. Die Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert eine klinisch manifeste,  
       letale xenogene Graft versus Host Disease  
 
Um zu untersuchen, ob eine klinisch manifeste xenogene Graft versus Host Disease mit 

3*106 humanen PBMCs erreicht werden kann, wurden adulte Balb/c NOD/SCID IL-

2Rgamma-/-  Mäuse nach Applikation ohne weitere Therapie untersucht (Kontrolle; n=6).  



 

64 
 

Die erkrankten Tiere überlebten im Mittel 25,5 maimal 28 Tage und mussten alle aufgrund 

der vorher definierten Endpunkte (Gewichtsverlust >20%, Apathie, struppiges Fell und bu-

ckelige Haltung) finalisiert werden. Naive, unbehandelte Kontrolltiere und Tiere, die nur eine 

subletale Bestrahlung mit 300cGy erhielten überlebten ausnahmslos bis zum Versuchsende 

an Tag +35 und damit signifikant (P<0.05) länger als erkrankte Mäuse (Abb. 16A).  

Die erkrankten Tieren verloren im Vergleich zu den naiven, unbehandelten und den nur be-

trahlten Tieren kontinuierlich signifikant (P<0.001) an Gewicht, während die Verlaufskurven 

der anderen Mäuse über die Zeit relativ konstant blieben (Abb. 16B).  

Die Vorbereitung der Tiere auf die Bestrahlung mit 300 cGy wirkte sich nur initial auf das 

Gewicht aus. Direkt nach der Bestrahlung verloren die Mäuse bis etwa Tag 5 an Gewicht. Im 

weiteren Verlauf über die Beobachtungszeit konnte das Gewicht jedoch gehalten werden 

und lag bis zum Versuchsende im Durchschnitt bei über 90% des Ausgangsgewichts. Im 

Vergleich zu naiven Mäusen war der mittlere Gewichtsverlauf dieser Tiere allerdings signifi-

kant (P<0.001) geringer (Abb. 16B). Auf das mittlere Überleben hatte die Bestrahlung keiner-

lei Einfluss und die Tiere überlebten ausnahmslos bis zum Versuchsende an Tag +35 (Abb. 

16A). 

Erkrankte Tiere fielen durch ein reduziertes Verhalten, struppiges, teils alopezisches Fell, 

sowie glasige, tief in der Orbita liegende Augen auf. Die Mäuse waren aufgrund des hohen 

Gewichtsverlustes teils mager und wirkten eingefallen (Abb.16C). 
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A Überlebenskurve Kontrolle 

 
B Gewichtsverlauf Kontrolle 

 
C erkrankte Maus Tag+18 

  
 
Abb. 16: Überleben, Gewichtsverlauf und klinische Erscheinung der Kontrollgruppen: 
Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 
3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle, n=6). Als Negativkontrolle wurden naive und nur 
subletal (300cGy) bestrahlte Tiere (je n=3) mitgeführt. Die Tiere wurden täglich ab Tag -1 
untersucht und dabei Gewicht und klinischer Zustand (Verhalten, Haltung, Fellstruktur etc.) 
protokolliert. Gewogen wurde täglich um die gleiche Zeit, um Schwankungen innerhalb des 
Tagesverlaufs zu vermeiden. Tiere wurden bei einem Gewichtsverlust von >20% oder 
schlechtem klinischen Zustand, spätestens an Tag +35 euthanasiert. (A) Darstellung des 
Überlebens der Kontrolle im Vergleich zur naiven und nur bestrahlten (Bestrahlung) Mäusen 
als Kaplan-Meier-Kurve; * P<0.05  
(B) Gewicht in Prozent im Verlauf über den Beobachtungszeitraum gemessen vom 

*** P<0.001; Analyse mittels One-Way-ANOVA mit Tukey multiple comparison.  
 (C): Fotos einer an GvHD-erkrankten Maus am Tag der Organentnahme. Foto aufgenom-
men an Tag +18 in Narkose mit Ketamin (0,08mg/g) und Xylazin (0,012mg/g).  
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Die untersuchten Organe wiesen im Durchschnitt hohe bis sehr hohe Anteile an humanen 

CD45+ Zellen auf (Abb. 17A). In der Blutbahn zirkulierten die Zellen in hoher Menge und im 

Durchschnitt waren über 60% (66,15% ± 14,58%) der gemessen Zellen humane CD45+ 

Leukozyten. Auch die parenchymatösen Organe Leber, Lunge und Milz wurden durch die 

verabreichten Zellen teils massiv infiltriert, wobei der höchste prozentuale Anteil an CD45+ 

Zellen in der Leber der erkrankten Tiere gemessen wurde (75,70% ± 17,63%) (Abb. 17A). 

Bei den humanen Zellen handelte es fast ausschließlich um CD3+ T-Zellen (Abb. 17B).  

Blut, Leber und Milz konnten nur bei 5 der 6 erkrankten Tiere untersucht werden, da durch 

den Spontantod einer Maus die Organe bereits in Lyse waren und sich keine Zellen mehr 

gewinnen liessen. Knochenmark konnte nur bei 3 der 6 Mäuse gewonnen werden. Bei den 

anderen Tieren lag eine nahezu vollständige Knochenmarksaplasie vor, sodass keine Zellen 

zur Auswertung gewonnen werden konnten. 

 

A:  huCD45  erkrankte Kontrolle                             B: CD3 erkrankte Kontrolle 

 
 
Abb. 17: Anteil humaner CD45+ und CD3+ Zellen im Gewebe der erkrankten Kontroll-
gruppe: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikati-
on von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle). Anteil an CD45+ (A) und CD3+ (B) Zel-
len in der erkrankten Kontrollgruppe in Blut, Knochenmark, Leber, Lunge und Milz nach Eu-
thanasie. Nach Aufbereitung und Färbung der Gewebe wurden die Proben mittels Durch-
flusszytometrie auf den Anteil an humanen Zellen untersucht. Aus den Lymphozyten wurden 
dafür zunächst die lebenden Zellen dargestellt und aus diesen im nächsten Schritt der pro-
zentuale Anteil an humanen und murinen CD45+ Zellen aufgetragen. Darstellung der Daten 
als Mittelwert ± 95% CI; (● n=5, ■ n=3, ▲ n=5, ▼ n=6; ♦ n=5).  
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5.5. Klassische, zellbasierte und kombinierte Immunsuppression führen zu  
       verlängertem Überleben bei variablem klinischem Erscheinungsbild 
 
Um die angewandten Therapieformen hinsichtlich ihrer Effektivität zur Prävention oder Ab-

schwächung einer akuten Graft versus Host Disease und etwaiger assoziierter unerwünsch-

ten Arzneiwirkungen zu untersuchen, wurden Gewichtsverlauf und klinische Erscheinung 

unter konventioneller Immunsuppression, nach adoptivem Transfer regulatorischer T-Zellen 

und unter Kombinationstherapie aus Standardimmunsuppression und nTreg ermittelt und 

verglichen. 

Immunsuppressiva wie Ciclosporin A (CsA), Mycophenolat-Mofetil (MMF) und Glukokortikoi-

de wie Methylprednisolon (Pred.) finden routinemäßig Einsatz in der präemptiven Therapie 

und Behandlung erkrankter Patienten. Neben der gewünschten Regulation der Immunreakti-

on ist die Therapie, vor allem die Langzeitapplikation mit einer Reihe unerwünschter Arznei-

mittelwirkungen vergesellschaftet. Diese medikamenten-assoziierten Symptome und Verän-

derungen sind mitunter nur schwer von klinischen Anzeichen einer akuten Graft versus Host 

Disease zu unterscheiden. Zur Beurteilung des Therapieerfolges der folgenden Therapiefor-

men (adoptiver Treg-Zelltransfer allein und in Kombination mit Immunsuppressiva) und um 

medikamenten-assoziierte pathologische Veränderungen und Symptome von einer akuten 

GvHD differenzieren zu können, wurde je eine Gruppe (n=5 je Gruppe) mit Ciclosporin A, 

Mycophenolat Mofetil und Methylprednisolon behandelt. Aufgrund des weiten Spektrums an 

unerwünschten Arzneiwirkungen der etablierten Therapieregimes besteht eine Notwendigkeit 

zur Erschließung neuer Behandlungskonzepte. Eine mögliche Alternative wäre der Einsatz 

natürlicher regulatorischer T-Zellen, die in einem festen Verhältnis zu Effektorzellen appliziert 

werden können. Um zu untersuchen, ob polyklonal expandierte nTreg im Vergleich zur Stan-

dardimmunsuppression die Entstehung bzw. den Verlauf und die Schwere der akuten Graft 

versus Host Disease positiv beeinflussen können, wurden die Zellen in verschiedenen Dosie-

rungen zusammen mit den humanen PBMCs intravenös verabreicht. Für eine klinische An-

wendung regulatorischer T-Zellen ist außerdem die Beurteilung ihrer Interaktion mit denen 

zur Prävention und Therapie einer akuten Graft versus Host Disease zurzeit routinemäßig 

verwendeten Immunsuppressiva unerlässlich. Daher sollte der Einfluss der Immunsuppressi-

va auf die regulatorischen T-Zellen in vivo untersucht werden. Die Dosen der Immunsupp-

ressiva wurden wie bei der Monotherapie beibehalten, während die Menge der zu applizie-

renden nTreg auf 0,5*106 reduziert wurde. 

Während erkrankte Tiere im Durchschnitt 25,5 Tage überlebten und alle aufgrund eines Ge-

wichtsverlusts von mehr als 20% und einem sehr schlechten klinischen Erscheinungsbilds 

euthanasiert werden mussten, verlängerte die klassische Immunsuppression mit Ciclosporin 

A, Mycophenolat-Mofetil und Methylprednisolon das Überleben signifikant (P<0.05 und 
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P<0.01) (Abb. 18A). Der klinische Verlauf unterschied sich zwischen den einzelnen Behand-

lungsgruppen im Mittel jedoch erheblich. Obwohl die Tiere unter der Behandlung mit Ciclos-

porin A ausnahmslos bis zum Versuchsende überlebten, wiesen einzelne ein relativ niedri-

ges mittleres Gewicht von nur knapp über 80% des Ausgangsgewichts über den Beoach-

tungszeitraum und im Vergleich zu den anderen Immunsuppressiva reduziertes Verhalten 

auf. Keines der Tiere war bzgl. des Gewichts oder des klinischen Zustands vergleichbar 

schlecht mit erkrankten Tieren, sodass eine Euthanasie vor Versuchsende nicht nötig war 

(Abb. 18B). Auch unter MMF-Behandlung wurde das mittlere Überleben der Tiere insgesamt 

signifikant verlängert, obwohl zwei Tiere vor Beendigung des Versuchs (Tag +10 und +30) 

aufgrund massiven Gewichtsverlusts und sehr schlechtem klinischen Zustand (massive, pro-

gressiv stärker werdene Diarrhö, Apathie, buckelige Haltung) euthanasiert werden mussten 

(Abb. 18A). Auch unter MMF lag das mittlere Gewicht über die Zeit, auch bei Tieren mit gu-

tem klinischem Befinden deutlich unter 90% des Ausgangsgewichts (Abb. 18B). Die konven-

tionelle Therapie mit Methylprednisolon erwies sich im Hinblick auf das klinische Bild der 

Tiere bei der täglichen Untersuchung inkl. Gewichtsverlauf als signifikant überlegen im Ver-

gleich zu CsA und MMF Monotherapie (Abb. 18B). Auch in unter dieser Behandlung überleb-

ten die Tiere ohne Ausnahme bis zum Ende des Versuchszeitraums (Abb. 18A). Während 

unter konventioneller Immunsuppression alle Gruppen signifikant länger überlebten als er-

krankte Tiere, konnten nach adoptivem Transfer regulatorischer T-Zellen nur Dosierungen 

von nTreg 1:1 und 1:2 das Überleben signifikant verlängern (P<0.05 und P<0.01). Eine ge-

ringere Dosis von nTreg 2:1 resultierte nicht in einem signifikant längeren Überleben (29,5 

Tage) und fünf von sechs Tieren mussten vor Beendigung des Beobachtungszeitraums eu-

thanasiert werden (Abb. 19A). Auch in den Gruppen mit einer gleichen (nTreg 1:1) oder hö-

heren Dosierung (nTreg 1:2) mussten Tiere vor Tag +35 finalisiert werden (Abb. 19A). Im 

Vergleich zur erkrankten Kontrolle und der Dosis nTreg 2:1 setzten klinische Symptome in 

diesen Dosierungen, die eine vorzeitige Tötung der Tiere nötig machten erst gegen Ende 

des Beobachtungszeitraums ein, während die unbehandelten Kontrolltiere ebenso wie Tiere 

nach adoptivem Transfer von nTreg 2:1 zum Teil bereits vor Tag +20 aufgrund der definier-

ten Endpunkte (>20% Gewichtsverlust, buckelige Haltung, Apathie) erlöst werden mussten. 

Auch die mittleren Gewichtsverläufe über die Zeit variierten zwischen den Tieren unter nTreg 

Behandlung teils signifikant. Initial nach Beginn des Versuchs fielen alle Gruppen, auch Tiere 

mit 3*106 nTreg allein im mittleren Gewicht ab. Sowohl Tiere unter einer Therapie mit nTreg 

1:2, als auch mit nTreg allein konnten im weiteren Verlauf des Experiments im Mittel wieder 

deutlich an Gewicht auf mehr als 90% zunehmen und lagen damit im Durchschnitt signifikant 

über dem Gewicht der erkrankten Tiere (P<0.001) und dem der Tiere mit adoptivem nTreg-

Transfer 2:1  und 1:1 (P<0.001) (Abb. 19B). Mäuse der Gruppe mit regulatorischen T-Zellen 

in einer Dosierung von 2:1 und 1:1, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums überleb-
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ten (n=1 bei nTreg 2:1; n=3 bei nTreg 1:1), wiesen im Mittel noch ein Gewicht von <85% des 

Ausgangsgewichts auf, wobei es bereits ab Tag 28 zum kontinuierlichen Abfall des mittleren 

Gewichtes kam (Abb. 19B). Regulatorische T-Zellen allein hatten nach der intravenösen Ap-

plikation keinen Einfluss auf den Gesundheitszustand und die Mäuse überlebten ausnahms-

los bis zum Versuchsende (Abb. 19A). Auch das mittlere Gewicht über die Zeit siteg nach 

einem initialen Abfall ab Tag +5 wieder an und wurde bei weit über 90% des Ausgangsge-

wichts gehalten (Abb. 19B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch die klinische Erscheinung variierte interindividuell innerhalb der Behandlungsgruppen 

nach adoptivem nTreg Transfer. Im Mittel ähnelte das Bild der Mäuse unter Therapie mit 

nTreg 2:1 dem der unbehandelten Kontrolle. Die Mäuse erschienen matt bis apathisch, mit 

einer gebuckelten Körperhaltung. Die Augen waren glasig und lagen tief in der Orbita. Das 

Fell war teilweise struppig und nicht glatt anliegend (Abb. 20A). Ein vergleichbares Erschei-

nungsbild ergab sich auch bei den Tieren mit nTreg 1:1 und 1:2, die vor Beendingung des 

Versuchszeitraums euthanasiert werden mussten. Tiere, die bis zum Ende des Beobach-

tungszeitraums überlebten, ohne klinische Anzeichen einer akuten Graft versus Host Dise-

ase aufzuweisen, zeigten eine deutlich bessere Konstitution auf. Die Mäuse wirkten munter 

und wiesen eine gute bis sehr gute Körperkonstitution auf. Die Augen waren klar und das 

Fell lag dem Körper glatt an (Abb. 20B). 
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A: Überlebenskurve Immunsuppression                                                                                           
                 

  
B: Gewichtsverlauf Immunsuppression 
 

 
 
Abb. 18: Überlebenskurve und Gewichtsverlauf erkrankte Kontrolle im Vergleich klas-
sische Immunsuppression: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch 
Applikation von 3*106 humanen PBMCs i.v. induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren Therapie 
wurden täglich ab Tag +1 CsA (4mg/kg s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg i.p.) als 
Standardimmunsuppression allein (je n=5) appliziert. Darstellung des mittleren Überlebens 
im Vergleich unbehandelte Kontrolle zu klassischer Immunsuppression (A) als Kaplan-Meier-
Kurve. (B): Darstellung des mittleren Gewichtsverlaufs über die Zeit im Vergleich unbehan-
delte Kontrolle zu klassischer Immunsuppression; Analyse One-Way-ANOVA und Tukey 
multiple comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.   
Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat Mofetil, Pred.: Methylprednisolon 
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A: Überleben Kontrolle / nTreg Therapie 
 

 
 
B: Gewichtsverlauf Kontrolle / nTreg Therapie 

 
 
 
Abb. 19: Überlebenskurve und Gewichtsverlauf erkrankte Kontrolle im Vergleich zur 
nTreg Therapie: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch Applikation 
von 3*106 humanen PBMCs i.v. induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren Therapie wurden ent-
weder simultan einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6), 1:1 
(n=7) oder 1:2 (n=5) i.v. verabreicht. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden 
einer Gruppe (n=3) ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert 
Darstellung des mittleren Überlebens im Vergleich unbehandelte Kontrolle zu nTreg Thera-
pie (A) als Kaplan-Meier-Kurve. (B): Darstellung des mittleren Gewichtsverlaufs über die Zeit 
im Vergleich unbehandelte Kontrolle zu nTreg Therapie; Analyse One-Way-ANOVA und Tu-
key multiple comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.   
Abkürzung: nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
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A. Maus Tag +20 nTreg 2:1 

                                                                 
  
B: Maus Tag +35 nTreg 1:2  

 

 
 
Abb. 20: Repräsentative Fotos von Mäusen unter nTreg Therapie 2:1 und 1:2: Eine xe-
nogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 hu-
manen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren Therapie wurden simultan einmalig 
polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (1,5*106; n=6) (A), 1:1 (3*106; n=7) 
oder 1:2 (6*106; n=5) (B) i.v. an Tag 0 verabreicht. Fotos je einer Maus nach Applikation 
nTreg 2:1 (A) und 1:2 (B). Fotos aufgenommen am Tag der Organentnahme in Narkose mit 
Ketamin (0,08mg/g) und Xylazin (0,012mg/g).  
 
 

Im direkten Vergleich zwischen konventioneller Immunsuppression und nTreg-Therapie er-

wies sich die Behandlung mit nTreg 1:2 ebenfalls als signifikant besser im Hinblick auf den 

mittleren Gewichtsverlauf. Vor allem im Vergleich zur Therapie mit CsA und MMF war dieser 

Unterschied sehr deutlich (P<0.001)(Abb. 21), da beide Behandlungsformen mit einer ver-

hältnismäßig schlechten Klinik im Hinblick auf das Gewicht assoziiert waren. Aber auch im 

Vergleich zur Monotherapie mit Methylprednisolon zeigten Tiere unter nTreg 1:2 Behandlung 

im Mittel einen signifikant besseren Gewichtsverlauf, wobei dieser Unterschied im Vergleich 

zu den anderen Immunsuppressiva (CsA und MMF) weniger deutlich war (P<0.05) (Abb. 21). 

Der verhältnismäßig reduzierte Gewichtsverlauf unter MMF-Behandlung war auch gegen-

über den anderen Gruppen unter nTreg Behandlung (nTreg 2:1 und 1:1) signifikant schlech-

ter (P<0.001) (Abb. 21) 
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Gewichtsverlauf Kontrolle, Immunsuppression und nTreg Therapie 

 
Abb. 21: Mittlerer Gewichtsverlauf über die Zeit unter nTreg Therapie im Vergleich zur 
Standardimmunsuppression: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde 
durch Applikation von 3*106 humanen PBMCs i.v. induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren 
Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierun-
gen 2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 1:2 (n=5) i.v. oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg s.c. 
in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Methylprednsiolon (20mg/kg i.p.) 
als Standardimmunsuppression (je n=5) appliziert.  
Darstellung des mittleren Gewichtsverlaufs über die Zeit im Vergleich unbehandelte Kontrolle 
zu klassischer Immunsuppression und nTreg Therapie. Werte für das Gewicht angegeben 
als Mittelwert. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple comparison Test; * P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001. Signifikanzen für Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle oder in-
nerhalb der nTreg Gruppen sind in dieser Abbildung nicht aufgetragen. 
Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische 
T-Zellen 
 
 
In weiteren Gruppen wurden das Überleben und der klinische Verlauf unter Kombinations-

therapie mit klassischer Immunsuppression und 0,5*106 nTreg im Vergleich zur erkrankten 

Kontrolle, sowie der entsprechenden konventionellen Immunsuppression und dem adoptiven 

Transfer regulatorischer T-Zellen 2:1 untersucht. Die Dosis von nTreg 1:1 und 1:2 wurde mit 

der Kombinationstherapie nicht verglichen, da diese bereits im Vergleich zur erkrankten Kon-

trolle signifikant bessere Verläufe aufwiesen. 

Wie unter konventioneller Immunsuppression überlebten auch die Tiere unter der entspre-

chenden Kombinationstherapie signifikant länger (Abb. 22A-C). Die Signifikanzen im Überle-

ben im Vergleich zur erkrankten Kontrolle unterschieden sich unter CsA/nTreg- bzw. 

MMF/nTreg- Behandlung nicht von denen der entsprechenden Monotherapie (Abb. 22A und 

B). Im Vergleich zum adoptiven Transfer von nTreg in der Dosis 2:1 war nur die Behandlung 

mit CsA, sowohl allein, als auch in Kombination signifikant überlegen (P<0.01), während es 

im Vergleich zur Therapie mit MMF (allein und in Kombination) keine signifikanten Unter-

schiede gab (Abb. 22A und B).  

In der Gruppe mit einer kombinierten Therapie aus Ciclosporin A und regulatorischen T-

Zellen überlebten alle Tiere ausnahmslos bis zum Versuchsende, während unter einer Be-
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handlung mit MMF/nTreg, wie auch unter Monotherapie zwei Tiere vorzeitig euthanasiert 

werden mussten (Abb. 22A und B). Der Zeitpunkt, an dem die Tiere finalisiert werden muss-

ten, lag allerdings weiter gegen Ende des Beobachtungszeitraums (Tag +31 und +32), wäh-

rend Tiere unter Standardimmunsuppression mit MMF allein bereits zu einem früheren Zeit-

punkt (Tag +10 und + 30) getötet werden mussten. Zwischen den beiden Gruppen gab es 

keinen signifikanten Unterschied (P=0,8374) (Abb. 22B). 

Ein deutlicher Unterschied ergab sich im Vergleich zwischen der Therapie mit Methylpred-

nisolon als Monotherapie und in Kombination mit regulatorischen T-Zellen. Zwar verbesserte 

die Kombinationstherapie das mittlere Überleben der Tiere im Vergleich zur erkrankten Kon-

trolle signifikant (P<0.05), jedoch weniger deutlich als die entsprechende konventionelle The-

rapie (P<0.01), da anders als unter Standardimmunsuppression drei von sechs Tieren vor 

Beendigung des Beobachtungszeitraums euthanasiert werden mussten, während Tiere unter 

Methylprednisolon allein ausnahmslos bis zum Versuchsende überlebten (Abb. 22C). Im 

Mittel überlebten die Tiere unter der Behandlung mit Pred./nTreg 33 Tage, wobei zwei Tiere 

bereits vor Tag +30 euthanasiert werden mussten (Tag +24 und Tag +25) (Abb. 22C).  

Im Vergleich zur Behandlung mit nTreg in der Dosierung 2:1 ergaben sich für beide Behand-

lungsformen keine signifikanten Unterschiede und auch im Vergleich der beiden Therapien 

zueinander war der Unterscheid zwar sehr deutlich, statistisch allerdings nicht signifikant 

(P=0.0802) (Abb. 22C). 

Während Ciclosporin A und Mycophenolat-Mofetil als Monotherapie mit einem mäßigen mitt-

leren Gewicht über die Zeit vergesellschaftet waren, konnten die Tiere im Mittel unter der 

jeweiligen Kombinationstherapie nach dem initialen Gewichtsverlust zu Beginn im weiteren 

Verlauf wieder an Gewicht zunehmen, wobei dies bei Tieren unter CsA/nTreg bereits ab Tag 

+5, bei Tieren unter MMF/nTreg Behandlung erst ab Tag +15 der Fall war (Abb. 23A und B). 

Entsprechend den Gewichtsverläufen war auch der jeweilige klinische Zustand der Tiere 

deutlich besser als unter der jeweiligen Monotherapie. Die Unterschiede zur jeweiligen klas-

sischen Immunsuppression waren statistisch nicht signifikant (Abb. 23A und B). Die Behand-

lung mit Methylprednisolon allein resultierte in einem sehr guten mittleren Gewichtsverlauf 

bei einem sehr guten klinischen Erscheinungsbild. Auch die Kombinationstherapie aus Me-

thylprednisolon und nTreg führte nach dem initialen Gewichtsverlust ab Tag +5 zunächst 

wieder zu einer leichten Gewichtszunahme, bevor es im Zeitraum Tag +18 bis Tag + 25 zu 

einem Abfall des durchschnittlichen Gewichts kam (Abb. 23C). In diesem Zeitraum mussten 

zwei der sechs Tiere euthanasiert werden, weshalb es im Mittel zu diesem mittleren Ge-

wichtsverlust kam. Die Tiere, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums überlebten, wie-

sen einen sehr guten und im Mittel sogar besseren Gewichtsverlauf zum Ende des Ver-

suchszeitraums auf, ohne, dass dieser Unterschied signifikant gewesen wäre (Abb. 23C). 
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A: ÜberlebenskurveKombinationstherapie CsA/nTreg   

                                                   

  
B: Überlebenskurve Kombinationstherapie MMF/nTreg                                                     

  
 
 
 
 

C: Überlebenskurve Kombinationstherapie Pred./nTreg                                                     

 

  
 
 
Abb. 22: Überlebenskurve im Vergleich erkrankte Kontrolle, 
Standardimmunsuppression, nTreg Therapie und Kombinations-
therapie: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde 
durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert 
(Kontrolle; n=6). Zur weiteren Therapie wurden entweder simultan 
einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 
(1,5*106) (n=6) i.v. verabreicht oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A 
(4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder 
Methylprednsiolon (20mg/kg i.p.) als Standardimmunsuppression (je 
n=5)  allein oder nach Injektion von 0,5*106 nTreg an Tag 0 appliziert 
(CsA/nTreg n=5; MMF/nTreg n=6; Pred./nTreg n=6). 
Darstellung des mittleren Überlebens im Vergleich unbehandelte 
Kontrolle zu nTreg Therapie 2:1 und Therapie mit CsA und 
CsA/nTreg (A), MMF und MMF/nTreg (B) und Pred. und Pred./nTreg 
(C) als Kaplan-Meier-Kurve. * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 
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A: Gewichtsverlauf Kombinationstherapie CsA/nTreg 
 

 
 
B: Gewichtsverlauf Kombinationstherapie MMF/nTreg 
 

 
 

C: Gewichtsverlauf Kombinationstherapie Pred./nTreg 
 

 
 
Abb. 23: Mittlerer Gewichtsverlauf im Vergleich erkrankt Kontrol-
le, Standardimmunsuppression, nTreg Therapie und Kombinati-
onstherapie: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde 
durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert 
(Kontrolle; n=6). Zur weiteren Therapie wurden entweder simultan 
einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 
(1,5*106) (n=6) i.v. verabreicht oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A 
(4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder 
Methylprednsiolon (20mg/kg i.p.) als Standardimmunsuppression (je 
n=5)  allein oder nach Injektion von 0,5*106 nTreg an Tag 0 appliziert 
(CsA/nTreg n=5; MMF/nTreg n=6; Pred./nTreg n=6). 
Darstellung des mittleren Gewichtsverlaufs über die Zeit im Vergleich 
unbehandelte Kontrolle zu nTreg Therapie 2:1 und Therapie mit CsA 
und CsA/nTreg (A), MMF und MMF/nTreg (B) und Pred. und 
Pred./nTreg (C). Werte für das Gewicht angegeben als Mittelwert. 
Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple comparison Test; * 
P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: 
Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen
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Fast alle Therapieoptionen verlängerten das mittlere Überleben der Tiere im Vergleich zu 

erkrankten Mäusen signifikant bei sehr variablem klinischem Erscheinungsbild. Vor allem die 

Therapie mit nTreg 1:2 resultierte im Durchschnitt in einem guten bis sehr guten klinischen 

Verlauf. Auch im Vergleich zur Kombinationstherapie ergaben sich im Hinblick auf das 

durchschnittliche Gewicht über die Zeit signifikante Unterschiede. Obwohl die Behandlung 

mit CsA/nTreg der entsprechenden Monotherapie vergleichsweise überlegen war, was das 

Gewicht und den Allgemeinzustand betrifft, ergab sich im Vergleich zum adoptiven Transfer 

mit nTreg 1:2 ein signifikanter Unterschied (P<0.01) (Abb. 24). Dieser war allerdings im Ver-

gleich zur Behandlung mit CsA allein (P<0.001) weniger deutlich. Auch die Therapie mit 

MMF/nTreg bzw. Pred./nTreg war bezüglich des mittleren Gewichtsverlaufs über die Zeit 

weniger effektiv als die Behandlung mit einer hohen Dosis nTreg (1:2), obwohl die Tiere, die 

unter Pred./nTreg bis zum Versuchsende überlebten  ab Tag +30 ein durchschnittlich besse-

res Gewicht aufwiesen (Abb. 24) .   

 

 

Gewichtsverlauf Kontrolle, Kombinationstherapie und nTreg Therapie 

 
Abb. 24: Mittlerer Gewichtsverlauf über die Zeit unter Kombinationstherapie im Ver-
gleich zur erkrankten Kontrolle und nTreg Therapie 1:2: Eine xenogene akute Graft ver-
sus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert 
(Kontrolle; n=6). Zur weiteren Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal ex-
pandierte nTreg in einer Dosierung von 1:2 (6*106) (n=5) i.v. verabreicht oder nach einmali-
ger Injektion von 0,5*106 nTreg zusammen mit den humanen PBMCs an Tag 0 täglich ab 
Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg s.c. in den Nacken; n=5), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os; 
n=6) oder Methylprednsiolon (20mg/kg i.p. n=6) als Standardimmunsuppression appliziert. 
Darstellung des mittleren Gewichtsverlaufs unter Kombinationstherapie im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle und zur Therapie mit nTreg 1:2. Aufgetragen ist das Gewicht in 
Prozent im Verlauf über den Beobachtungszeitraum gemessen vom Ausgangsgewicht 
(100%); Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple comparison Test; * P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat Mofetil, nTreg: 
natürliche regulatorische T-Zellen 
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5.6. Der prozentuale Anteil an zirkulierenden CD45+ humanen Zellen hängt vom  
Zeitpunkt der Blutentnahme ab 

 

Um zu untersuchen in welcher Menge intravenös applizierte PBMCs im Blut zirkulieren und 

ob die Wahl der immunsuppressiven Therapie Einfluss auf den prozentualen Anteil hat, wur-

de sowohl an Tag +7 als auch zum Versuchsende jeweils eine Blutprobe genommen und 

analysiert. An Tag+ 7 wurde das Blut dafür über eine Inzision in die laterale Schwanzvene 

und am Tag der Organentnahme nach Öffnung der Abdominalhöhle direkt aus der Vena 

cava caudalis entnommen.  

Humane Leukozyten infiltrieren nach intravenöser Applikation schnell sekundäre Lymphor-

gane, wodurch der prozentuale Anteil an CD45+ Zellen im Blut an Tag +7 in allen Gruppen, 

sowohl der erkrankten Kontrolle, als auch unter Therapie mit durchschnittlich weniger als 4% 

sehr gering war (Abb. 25A). Zwischen der erkrankten Kontrolle, klassischer Immunsuppres-

sion und Kombinationstherapie gab es keinen Unterschied im mittleren Anteil an humanen 

Zellen und die prozentuale Menge an CD45+ Zellen betrug in allen Gruppen weniger als ein 

Prozent (Abb.25A). Nach adoptivem Transfer regulatorischer T-Zellen war der prozentuale 

Anteil vergleichsweise dazu in allen Dosierungen deutlich erhöht. Vor allem die Dosis von 

nTreg 2:1 resultierte in einer höheren Menge zirkulierender humaner Leukozyten von durch-

schnittlich 2,45% (± 1,89%) und im Vergleich zu erkrankten Tieren, der Monotherapie mit 

CsA und der Kombinationstherapie aus Methylprednisolon/nTreg war dieser Unterschied 

signifikant (P<0.05) (Abb.25A). Auch nach Transfer von nTreg 1:2 zirkulierten an Tag +7 

noch durchschnittlich 2% humane CD45 Zellen im Blut, wobei dieser Unterschied im Ver-

gleich zu den den anderen Gruppen statistisch nicht signifikant war (Abb. 25A).  

Während an Tag +7 insgesamt sowohl bei Kontrolltieren, als auch bei immunsupprimierten 

Tieren nur wenige humane Zellen in der Peripherie zirkulierten, war der prozentuale Anteil 

zum Zeitpunkt der Organentnahme je nach untersuchter Gruppe teils deutlich erhöht (Abb. 

25B).  

Während erkrankte Kontrolltiere kurz nach Applikation humaner PBMCs noch wenig CD45 

Zellen im Blut aufwiesen, zirkulierten nach Entwicklung einer manifesten akuten Graft versus 

Host Disease hohe bis sehr hohe Mengen an CD45+ Zellen (66,15% ± 14,58%) (Abb. 25B). 

Je nach angewandter Therapie konnte der Anteil an humanen Zellen im Blut deutlich 

reduziert werden. Vor allem die Behandlung mit Ciclosporin A, sowohl als Monotherapie als 

auch in Kombination mit nTreg resultierte in einem signifikant verringerten prozentualen 

Anteil an humanen Leukozyten (P<0.001) und im Durchschnitt zirkulierten weniger als zwei 

Prozent CD45 Zellen im Blut der Tiere (Abb. 25B). Auch die Behandlung mit 

Methylprednsiolon allein, aber nicht in Kombination mit regulatorischen T-Zellen führte zu 

einer signifikanten Reduzierung an humanen Zellen im Blut (19% ± 26,02%; P<0.05) (Abb. 
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25B). Mycophenolat-Mofetil war von allen Gruppen unter Standardimmunsuppression allein 

am wenigsten effektiv, um die Zelllast in der Blutbahn zu verringern und im Schnitt lag der 

prozentuale Anteil an CD45 Zellen bei 25%, wobei vereinzelt auch deutliche höhere 

Zellmengen gemessen wurden (Abb. 25B). Die Kombinationstherapie aus MMF/nTreg 

hingegen war im Durchschnitt vergleichbar der Behandlung mit Methylprednisolon/nTreg 

(Abb. 25B). 

Auch der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen resultierte dosisunabhängig im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrolle in einem reduzierten prozentualen Anteil an humanen Zellen 

(Abb. 25B). Vor allem die Dosis von nTreg 1:2 verringerte die mittlere Zellmenge im Blut zum 

einen im Vergleich zu erkrankten Tieren, zum anderen auch im Vergleich zur 

Kombinationstherapie mit MMF/nTreg und Pred./nTreg auf 25,49% ± 26,65% (Abb. 25B). Die 

Dosis von nTreg 1:1 führte zu einer im Durchschnitt vergleichbaren Menge an Zellen wie die 

Kombination aus MMF/nTreg und Pred./nTreg und im Mittel waren ca. 40% der 

zirkulierenden Zellen CD45+ humane Leukozyten (Abb. 25B). Von den Gruppen unter nTreg 

Therapie wurde die höchste Zelllast an humanen Zellen unter einer Dosis von nTreg 2:1 

gemessen (Abb. 25B). Im Schnitt lag der prozentuale Anteil bei rund 45% (44,8% ± 33,545), 

wobei ein Großteil der Tiere (zwei von vier) teils deutlich mehr CD45 Zellen im Blut 

aufwiesen (Abb. 25B). Statistisch signifikant war dieser Unterschied im Vergleich zu den 

anderen Therapiegruppen jedoch nur im Vergleich zur Behandlung mit Ciclosporin A und 

CsA/nTreg (Abb. 25B). 
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A: huCD45 Tag+7                                                     B: huCD45 Versuchsende                       

 
Abb. 25: Anteil an zirkulierenden humanen Zellen im Blut an Tag +7 und zum Ver-
suchsende: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Ap-
plikation von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle; n=6). Zur weiteren Therapie wur-
den entweder simultan einmalig polyklonal expandierte nTreg in einer Dosierung von 2:1 
(1,5*106; n=6), 1:1 (3*106; n=7) oder 1:2 (6*106; n=5) i.v. verabreicht oder täglich ab Tag +1 
Ciclosporin A (4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Methyl-
prednsiolon (20mg/kg i.p.) als Standardimmunsuppression (je n=5)  allein oder nach Injektion 
von 0,5*106 nTreg an Tag 0 appliziert (CsA/nTreg n=5; MMF/nTeg n=6; Pred./nTreg n=6). 
An Tag +7 wurden allen Tieren durch Inzision in die laterale Schwanzvene max 200µl Voll-
blut entnommen. Zum Versuchsende wurde das Blut nach Öffnung der Abdominalhöhle di-
rekt aus der Vena Cava caudalis entnommen. 
Zur Beurteilung des Anteils an humanen Zellen im Blut wurden aus den Lymphozyten zu-
nächst die lebenden Zellen dargestellt und aus diesen dann die murinen CD45 gegen die 
humanen CD45 Zellen gegated. 
Darstellung CD45 im Blut aller Gruppen im Vergleich als Scatter Plot; Daten dargestellt als 
Mittelwert ± 95% CI. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple comparison Test; * 
P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat Mofetil, 
nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
  
 

5.7. Die Infiltration humaner Zellen und die Inflammation der Gewebe wird durch  
       die Wahl der Immunsuppression bestimmt 
 
Eine akute Graft versus Host Disease ist, je nach Schwere der Erkrankung, durch eine mas-

sive Infiltration und Inflammation von Haut, Darm und Leber gekennzeichnet. Die Lunge und 

die Niere zählen nicht zu den primären Zielorganen der Erkrankung, können aber im Einzel-

fall auch im Verlauf der Erkrankung betroffen sein. 

Histologisch wurden daher die klassischen Zielorgane Haut, Darm und Leber, sowie Lunge, 

Milz und Niere untersucht. 
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In den Zielorganen Haut und Darm konnte bei erkrankten Tieren keine Infiltration humaner 

Zellen und auch sonstigen pathologischen Veränderungen festgestellt werden. Die Gewebe 

wiesen jeweils eine physiologische Gewebsstruktur ohne Anzeichen einer Inflammation auf 

(Abb. 26A und B). 

 

A                                          B 

          
 
Abb. 26: Infiltration humaner Zellen und Inflammation von Darm und Haut im Verlauf 
einer xenogenen Graft versus Host Disease: Eine xenogene akute Graft versus Host 
Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrol-
le; n=6). Histologische Schnitte von Darm (A) und Haut (B) mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Fär-
bung. Beurteilung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter 
Verwendung eines Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) 
(hgr. Infiltration und Inflammation). 
 

Ein weiteres Hauptzielorgan einer akuten Graft versus Host Disease ist die Leber. Tiere, die 

nach Applikation der humanen PBMCs keine Therapie erhielten (Kontrolle) wiesen eine mit-

tel- bis hochgradige (++ bis +++) Infiltration der Leber, vor allem periportal und im Bereich 

der Gallengänge mit einhergehender Inflammation und assoziierter Gewebsdestruktion auf 

(Abb. 27A und 32). Die konventionelle Immunsuppression resultierte in einer deutlich redu-

zierten Infiltration mit humanen Zellen (Abb. 32). Vor allem die Behandlung mit Ciclosporin A 

und Methylprednisolon verringerte die Zelllast mit assoziierter Entzündung und Destruktion 

im Gewebe signifikant (0 bis +; P<0.01) (Abb. 27B und D, sowie 32). Auch die Montherapie 

mit Mycophenolat-Mofetil verringerte die infiltration und Inflammation der Leber im Vergleich 

zu erkrankten Tieren auf eine geriggradige Zelllast, allerdings im Vergleich zur Behandlung 

mit CsA und Pred. weniger effektiv (Abb. 27C und 32).  

Der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen resultierte dosisabhänig ebenfalls in einer 

reduzierten Infiltration und Inflammation der Leber.  

Die Applikation von 3*106 polyklonal expandierten natürlichen regulatorischen T-Zellen allein 

initiierte keinen Krankheitszustand und histologisch konnten keine Zellen im Gewebe nach-
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gewiesen werden. Zudem ergaben sich keine Hinweise auf das Vorliegen einer Entzündung 

oder andere pathologische Veränderungen (Abb. 27E). 

Der adoptive Transfer einer geringen nTreg Dosis (2:1) resultierte in teils ähnlichen histopa-

thologischen Veränderungen im Vergleich zur erkrankten Kontrolle (Abb. 27F und 32). Unter 

gleicher (1:1) und höherer (1.2) nTreg Dosis wurde die Zelllast mit humanen Zellen im Le-

bergewebe und die Inflammation mit Veränderung der Gewebsstruktur teils deutlich auf eine 

gering- bis mittelgradige Infiltration (+ bis ++) reduziert (Abb. 27G und H, sowie Abb. 32). Die 

Unterschiede im Anteil an humanen Zellen im Gewebe waren im Vergleich zur erkrankten 

Kontrolle und der Dosierungen untereinander statistisch nicht signifikant (Abb. 32). Im Ver-

gleich zur konventionellen Immunsuppression ergab sich ein statistisch signifikanter Unter-

schied in der Zelllast nur zwischen der Therapie mit Methylprednisolon und nTreg 2:1 Be-

handlung (P<0.05) (Abb. 32).  

Auch unter der Kombinationstherapie aus klassischer Immunsuppression und einer einmali-

gen, geringen Dosis natürlicher Treg (0,5*106) wurden die Infiltration der Leber mit humanen 

T-Zellen und die Inflammation des Gewebes jeweils reduziert (Abb. 32). Vor allem die Be-

handlung mit Ciclosporin A und regulatorischen T-Zellen verringerte äquivalent zur Monothe-

rapie mit CsA die Zelllast und die assoziierte Entzündung im Vergleich zur erkrankten Kon-

trolle signifikant (P<0.01) (Abb. 27I). Anders als die entsprechende Standardimmunsuppres-

sion reduzierten die Kombinationstherapie aus MMF/nTreg und Pred./nTreg die Infiltration 

und Inflammation des Gewebes weniger effektiv (+ bis ++) und im Mittel glich die Zelllast der 

unter Behandlung mit nTreg 1:1 und 1:2 (Abb. 27J-K und 32). Zwischen der Kombinations-

therapie und dem Transfer regulatorischer T-Zellen in allen Dosierungen gab es keinen sta-

tistisch signifikanten Unterschied (Abb. 32).  
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A   B                                                           

C  D     

E    

Abb. 27A - E: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Leber: Eine xenogene 
akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle n=6) (A). Zur Therapie wurden als Standardimmunsuppression 
täglich ab Tag +1 (B) CsA (4mg/kg s.c.), (C) MMF (0,5mg p.os) oder (D) Pred. (20mg/kg i.p.) 
(je n=5) appliziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe (n=3) 
ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert (E). Zur Monotherapie mit nTreg wurden einmalig 
polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 1:2 (n=5) i.v an 
Tag 0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie umfasste die Ap-
plikation von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsuppression 
mit CsA (n=5), MMF (n=6) und Pred. (n=6) in gleicher Dosierung und Darreichungsform wird 
unter Standardimmunsuppression ab Tag +1. Histologische Schnitte der Leber vergleichend 
mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurteilung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-
facher Vergrößerung unter Verwendung eines Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und 
Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und Inflammation).                                                       
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J  K  
 
Abb. 27F - K: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Leber: Eine xenogene 
akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur Therapie wurden als Standardimmunsuppression täg-
lich ab Tag +1 CsA (4mg/kg s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg i.p.) (je n=5) appli-
ziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe (n=3) ausschließ-
lich 3*106 nTreg i.v. appliziert. Zur Monotherapie mit nTreg wurden einmalig polyklonal ex-
pandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6) (F), 1:1 (n=7) (G) oder 1:2 (n=5) (H) i.v an Tag 
0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie umfasste die Applika-
tion von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsuppression mit 
CsA (n=5) (I), MMF (n=6) (J) und Pred. (n=6) (K) in gleicher Dosierung und Darreichungs-
form wird unter Standardimmunsuppression ab Tag +1. Histologische Schnitte der Leber 
vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurteilung der Zellinfiltration und In-
flammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Scoring-Systems von 0 
(keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und Inflammation). 
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Ein Tier unter MMF-Behandlung wies histopathologisch eine akute, fokale, eitrig- abszedie-

rende, teils nekrotische Hepatitis auf (Abb. 28A). Die übrigen Leberlappen wiesen keine pa-

thologischen Veränderungen auf, die auf das Vorliegen einer akuten Graft versus Host Dise-

ase oder anderer Erkrankungen schließen ließen (Abb. 28B).   

 

A                                                                           B 

          
          
Abb. 28: Infiltration humaner Zellen und Inflammation von Leber einer Maus unter Mo-
notherapie mit Mycophenolat Mofetil: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease 
wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). 
Zur weiteren Therapie wurden täglich ab Tag +1 Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) als 
Standardimmunsuppression allein (n=5) appliziert. Histologische Schnitte der Leber einer 
Maus unter Therapie mit MMF mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurteilung der Zellinfilt-
ration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Scoring-
Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und Inflammati-
on). 
 

Die Lunge stellt klassischerweise kein Hauptzielorgan einer akuten Graft versus Host Dise-

ase dar. Erkrankte Tiere wiesen jedoch eine hohe bis sehr hohe Infiltration (++ bis +++) mit 

humanen Zellen perivaskulär, sowie peribronchial und –alveolär mit einhergehender Schädi-

gung des Alveolarepithels auf (Abb. 29A). Die Therapie mit Ciclosporin A als Monotherapie 

reduzierte die Zelllast im Gewebe signifikant (0 bis +; P<0.001) und resultierte in weniger 

Inflammation mit weniger Gewebsdestruktion (Abb. 29B und 32). Auch unter Behandlung mit 

Mycophenolat Mofetil und Methylprednisolon konnten die Infiltration humaner Zellen und die 

assoziierte Entzündung im Vergleich zur erkrankten Kontrolle verringert werden (im Durch-

schnitt + bis maximal ++) (Abb. 29C und D), wobei dieser Unterschied im Vergleich zur Mo-

notherapie mit CsA jedoch weniger deutlich und statistisch nicht signifikant war (Abb. 32).  

Der adoptive Transfer natürlicher regulatorischer T-Zellen reduzierte dosisabhängig die Infilt-

ration der Lunge mit humanen Zellen (Abb. 32). Wie auch in der Lunge konnten nach Trans-

fer von 3x106 nTreg allein keine humanen Zellen im Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 

29E). 
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Während eine geringere Dosis von nTreg (2:1) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu 

einer vergleichbaren Zelllast im Gewebe führte (++ bis +++), resultierte die Behandlung mit 

einer Dosis von nTreg 1:1 und deutlicher von nTreg 1:2 in einer reduzierten Infiltration und 

Inflammation des Gewebes (durchschnittlich + bis ++) (Abb. 29F - H). Im Vergleich zu er-

krankten Tieren waren die Unterschiede statistisch jeweils nicht signifikant (Abb. 32). Im 

Vergleich zur klassischen Immunsuppression ergab sich nur im Vergleich zur Therapie mit 

Ciclosporin A ein statistisch signifikanter Unterschied. Die Behandlung mit CsA führte im 

Vergleich zum Zelltransfer mit nTreg 2:1 und 1:1, nicht aber mit nTreg 1:2 zu einer verringer-

ten Infiltration und Inflammation des Gewebes (P<0.01 und P<0.001) (Abb. 32). Auch die 

Therapie mit MMF und Methylprednisolon resultierte im Vergleich zum adoptiven Zelltransfer 

in allen Dosierungen in einer reduzierten Infiltration und Inflammation des Gewebes, ohne, 

dass der Unterschied statistisch signifikant war (Abb. 32) 

Vergleichbar mit der Standardimmunsuppression reduzierte die Kombinationstherapie die 

Zelllast im Gewebe und die assoziierte Inflammation im Vergleich zur unbehandelten Kon-

trolle (Abb. 32). Dabei erwies sich die Kombination aus CsA/nTreg als effektivste Therapie, 

da die Zellinfiltration, wie unter klassischer Immunsuppression auf ein Minimum gesenkt (0 

bis +) wurde, während die Kombination aus MMF/nTreg bzw. Pred./nTreg zu einer insgesamt 

mittelgradigen (++) Zelllast in der Lunge führte (Abb. 29I – K, Abb. 32). Im Vergleich zur er-

krankten Kontrolle reduzierte die Kombinationstherapie die Infiltration mit humanen Zellen 

deutlich, wobei der Unterschied nur im Vergleich zur Behandlung mit CsA/nTreg signifikant 

war (P<0.001) (Abb. 32).   
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A    B  

C   D  

E  
Abb. 29A - E: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Lunge: Eine xenogene 
akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle n=6) (A). Zur Therapie wurden als Standardimmunsuppression 
täglich ab Tag +1 (B) CsA (4mg/kg s.c.), (C) MMF (0,5mg p.os) oder (D) Pred. (20mg/kg i.p.) 
(je n=5) appliziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe (n=3) 
ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert (E). Zur Monotherapie mit nTreg wurden einmalig 
polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 1:2 (n=5) i.v an 
Tag 0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie umfasste die Ap-
plikation von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsuppression 
mit CsA (n=5), MMF (n=6) und Pred. (n=6) in gleicher Dosierung und Darreichungsform wird 
unter Standardimmunsuppression ab Tag +1.  
Histologische Schnitte der Leber vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurtei-
lung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung ei-
nes Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und 
Inflammation). 
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Abb. 29F - K: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Lunge: Eine xenogene 
akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur Therapie wurden als Standardimmunsuppression täg-
lich ab Tag +1 CsA (4mg/kg s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg i.p.) (je n=5) appli-
ziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe (n=3) ausschließ-
lich 3*106 nTreg i.v. appliziert. Zur Monotherapie mit nTreg wurden einmalig polyklonal ex-
pandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6) (F), 1:1 (n=7) (G) oder 1:2 (n=5) (H) i.v an Tag 
0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie umfasste die Applika-
tion von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsuppression mit 
CsA (n=5) (I), MMF (n=6) (J) und Pred. (n=6) (K) in gleicher Dosierung und Darreichungs-
form wird unter Standardimmunsuppression ab Tag +1. Histologische Schnitte der Leber 
vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurteilung der Zellinfiltration und In-
flammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Scoring-Systems von 0 
(keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und Inflammation). 
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Die Milz als sekundäres Immunorgan wies bei erkrankten Tieren eine hohe Infiltration mit 

humanen Zellen auf (++ bis +++) (Abb. 30A). Die konventionelle Immunsuppression redu-

zierte die Zelllast im Gewebe deutlich (Abb. 32). Vor allem unter Therapie mit Ciclosporin A 

wurden keine humanen Zellen in der Milz nachgewiesen und auch die Behandlung mit Me-

thylprednisolon verringerte die Infiltration humaner Zellen effektiv (0 bis +) (Abb. 30A und C). 

Zu erkrankten Tieren ergab sich allerdings nur im Vergleich zur Therapie mit CsA ein statis-

tisch signifikanter Unterschied (P<0.001) (Abb. 32). Sowohl unter Therapie mit Ciclosporin A, 

als auch unter Behandlung mit Methylprednisolon wiesen die Organe vereinzelt Anzeichen 

einer extramedullären Hämatopoese auf (Abb. 30B und C). Wie in den anderen Organen 

reduzierte die Monotherapie mit MMF die Infiltration auch in der Milz weniger effektiv als die 

Therapie mit CsA und Pred., und die Gewebe wiesen eine gering- bis mittelgradige (+ bis ++) 

Mengen an humanen Zellen auf. (Abb. 32) Insgesamt war die Milz bei vielen Tieren unter 

klassischer Immuntherapie bei der Organentnahme nur sehr klein.  

Der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen resultierte dosisabhängig in einer reduzierten 

Zelllast in der Milz (Abb 32). Während die Infiltration mit humanen Zellen unter einer Dosis 

von nTreg 2:1 und 1:1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle im Durchschnitt vergleich-

bar war (++ bis +++), wurde sie unter einer höheren Dosis (nTreg 1:2) im Mittel reduziert (+ 

bis ++) (Abb. 30D - F und 32). Da die Zelllast unter einer Dosis mit nTreg 2:1 und 1:1 ver-

gleichbar der erkrankter Tiere war, ergab sich im Vergleich zur klassischen Immunsuppres-

sion mit CsA jeweils ein signifikanter Unterschied, da unter dieser Therapie in den Schnittbil-

dern keine humane Zellen im Gewebe nachgewiesen wurden (P<0.01 und P<0.001) (Abb. 

32). Der Vergleich zu den anderen konventionellen Immuntherapien mit MMF und Methyl-

prednisolon ergab keinen signifikanten Unterschied. (Abb. 32). Die Applikation von nTreg 

3*106 allein initiierte keinerlei Immunreaktion. Die Milz der Tiere war nur rudimentär vorhan-

den und das Gewebe wurde vollständig für die durchflusszytometrischen Untersuchungen 

verwendet.  

Die Kombinationstherapie reduzierte die Infiltration des Gewebes im Vergleich zu erkrankten 

Kontrolltieren ebenfalls (Abb. 32). Äquivalent zur Monotherapie resultierte auch die Therapie 

aus CsA und regulatorischen T-Zellen in einer signifikanten Verringerung der Zellmenge in 

der Milz (P<0.05), während MMF/nTreg und Pred./nTreg im Vergleich zu entsprechenden 

konventionellen Therapie weniger effektiv waren und die Zellinfiltration für beide Therapien 

im Durchschnitt mittelgradig (++) war (Abb. 30G – I und 32). Im Vergleich zum Transfer regu-

latorischer T-Zellen war nur die Behandlung mit CsA/nTreg zu nTreg 1:1 signifikant effektiver 

die Zellinfiltration zu vermindern (P<0.05), während es im Vergleich zu den anderen Dosie-

rungen bzw. Kombinationstherapien keine signifikanten Unterschiede gab (Abb 32). Wie un-

ter klassischer Immunsuppression mit Ciclosporin A fand auch in der Milz unter CsA/nTreg 

Behandlung zum Teil eine deutliche Häamatopoese statt (Abb. 30G).  
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Abb. 30A - F: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Milz: Eine xenogene aku-
te Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle n=6) (A). Zur Therapie wurden entweder täglich ab Tag +1 (B) 
CsA (4mg/kg s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder (C) Pred. (20mg/kg i.p.) (je n=5) als Standardi-
mmunsuppression oder zur Monotherapie mit nTreg einmalig polyklonal expandierte nTreg in 
den Dosierungen 2:1 (n=6) (D), 1:1 (n=7) (E) oder 1:2 (n=5) (F) i.v an Tag 0 mit den huma-
nen PBMCs i.v. verabreicht Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer 
Gruppe (n=3) ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert. Die Kombinationstherapie umfasste 
die Applikation von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsupp-
ression mit CsA (n=5) (G), MMF (n=6) (H) und Pred. (n=6) (I) in gleicher Dosierung und Dar-
reichungsform wird unter Standardimmunsuppression ab Tag +1. 
Histologische Schnitte der Milz vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurtei-
lung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung ei-
nes Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und 
Inflammation). 
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Abb. 30G - I: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Milz: Eine xenogene akute 
Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen PBMCs 
induziert (Kontrolle n=6). Zur Therapie wurden entweder täglich ab Tag +1 CsA (4mg/kg 
s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg i.p.) (je n=5) als Standardimmunsuppression 
oder zur Monotherapie mit nTreg einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 
2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 1:2 (n=5) i.v an Tag 0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Zur 
Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe (n=3) ausschließlich 3*106 
nTreg i.v. appliziert. Die Kombinationstherapie umfasste die Applikation von 0,5*106 nTreg 
an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immunsuppression mit CsA (n=5) (G), MMF 
(n=6) (H) und Pred. (n=6) (I) in gleicher Dosierung und Darreichungsform wird unter Stan-
dardimmunsuppression ab Tag +1.  
Histologische Schnitte der Milz vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurtei-
lung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung ei-
nes Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und 
Inflammation). 
 

Auch die Niere stellt, wie die Lunge, kein klassisches Zielorgan einer akuten Graft versus 

Host Disease dar.  

Erkrankte Tiere wiesen allerdings durchschnittlich eine mittel- bis teils hochgradige Infiltration 

der Niere (+ bis +++) peritubulär und perivaskulär auf (Abb. 31A und 32). 

Die konventionelle Immunsuppression mit CsA, MMF und Methylprednisolon verringerte die 

mittlere Zelllast im Gewebe jeweils deutlich (0 bis +), ohne dass dieser Unterschied im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe ohne Behandlung signifikant war (Abb. 31B – D, sowie 32). Auch 

zwischen den Therapien ergaben sich nur marginale Unterschiede und jede Behandlung 
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erwies sich als vergleichbar effektiv (Abb. 31B – D, sowie 32). Da Ciclosporin A unerwünscht 

eine nephrotoxische Wirkung besitzt, die durchaus klinische Relevanz hat, wurden die Nie-

ren weiterhin auf Anzeichen einer beginnenden interstitiellen Fibrose, Vaskulopathie und 

Tubolopathien untersucht. Bis auf die ggr. Infiltration mit humanen Zellen perivaskulär bei 

zwei von fünf Tieren konnten keine weiteren Anzeichen pathologischer Gewebsveräderun-

gen gefunden werden (Abb 31B).  

Der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen resultierte unabhängig von der Dosis im 

Durchschnitt in einer mittelgradigen Zellinfiltration in der Niere (Abb. 32). Die Applikation von 

3x106 regulatorischen T-Zellen führte zu keinen histopathologisch nachweisbaren strukturel-

len Veränderungen der Niere und, wie in den anderen Organen, waren keine humanen Zel-

len nachweisbar (Abb. 31E). Im Vergleich zu erkrankten Kontrolltieren ergab sich unter Mo-

notherapie mit nTreg in allen Dosierungen nur eine marginal verringerte Zelllast und auch 

zwischen den Dosierungen waren die Unterschiede in der Infiltration mit humanen Zellen nur 

geringfügig (Abb. 31F – H). Während sowohl bei erkrankten Tieren, als auch unter einer Do-

sis von nTreg 2:1 und 1:1 vereinzelt eine hochgradige (+++) Zellmenge gemessen wurde, 

war die Zelllast unter nTreg 1:2 nie mehr als mittelgradig (++) (Abb. 32). Im Vergleich zur 

Standard-immunsuppression war der Anteil an infiltrierten humanen Zellen und Inflammation 

in der Niere unter Behandlung mit regulatorischen T-Zellen in jeder Dosierung deutlich hö-

her, ohne dass dieser Unterschied signifikant war (Abb. 32).  

Auch die Kombinationstherapie aus klassischer Immunsuppression und regulatorsichen T-

Zellen resultierte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in einer reduzierten Infiltration 

des Nierenparenchyms mit humanen Zellen. Vor allem die Behandlung mit CsA/nTreg erwies 

sich als sehr effektiv, da unter dieser Therapie keine humanen Immunzellen nachgewiesen 

wurden (Abb. 31I und 32). Der Unterschied zu erkrankten Tieren war, anders als unter kon-

ventioneller Therapie mit CsA, statistisch signifikant (P<0.05) und auch im Vergleich zur Zell-

therapie mit nTreg 2:1 und 1:1 wurde die Zelllast in der Niere signifikant verringert (P<0.05) 

(Abb. 32). Wie unter Monotherapie mit Ciclosporin A ergaben sich auch unter Kombinations-

therapie keine histopathologischen Anzeichen auf eine interstitielle Fibrose, Vaskulopathie 

oder Tubulopathie (Abb. 31I und 32).  

Die Behandlung  aus MMF/nTreg bzw. Pred./nTreg resultierte in einer durchschnittlich ge-

ringgradigen (+) Infiltration mit humanen Zellen (Abb. 31J-K). Die Kombinationstherapie war 

im Vergleich zur entsprechenden Standardimmunsuppression somit weniger effektiv, die 

Zelllast im Gewebe zu verringern, während im Vergleich zur nTreg-Therapie in allen Dosie-

rungen die Infiltration mit humanen Zellen deutlich reduziert war, ohne dass der Unterschied 

statistisch signifikant war (Abb. 32). Auch zwischen der Therapie mit Mycophenolat-Mofetil 

und nTreg und der Behandlung Methylprednisolon/nTreg ergaben sich nur marginale Unter-

schiede (Abb 32). 
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Abb. 31A - E: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Niere:  
Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 
3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6) (A). Zur Therapie wurden als Standardi-
mmunsuppression täglich ab Tag +1 (B) CsA (4mg/kg s.c.), (C) MMF (0,5mg p.os) oder (D) 
Pred. (20mg/kg i.p.) (je n=5) appliziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden 
einer Gruppe (n=3) ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert (E). Zur Monotherapie mit nTreg 
wurden einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 
1:2 (n=5) i.v an Tag 0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie 
umfasste die Applikation von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen 
Immunsuppression mit CsA (n=5), MMF (n=6) und Pred. (n=6) in gleicher Dosierung und 
Darreichungsform wird unter Standardimmunsuppression ab Tag +1.  
Histologische Schnitte der Leber vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurtei-
lung der Zellinfiltration und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung ei-
nes Scoring-Systems von 0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und 
Inflammation). 
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Abb. 31F - K: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Niere:  
Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 
3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur Therapie wurden als Standardimmun-
suppression täglich ab Tag +1 CsA (4mg/kg s.c.), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg 
i.p.) (je n=5) appliziert. Zur Kontrolle auf Sicherheit des Zellproduktes wurden einer Gruppe 
(n=3) ausschließlich 3*106 nTreg i.v. appliziert. Zur Monotherapie mit nTreg wurden einmalig 
polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6) (F), 1:1 (n=7) (G) oder 1:2 (n=5) 
(H) i.v an Tag 0 mit den humanen PBMCs i.v. verabreicht Die Kombinationstherapie umfass-
te die Applikation von 0,5*106 nTreg an Tag 0 zusammen mit der konventionellen Immun-
suppression mit CsA (n=5) (I), MMF (n=6) (J) und Pred. (n=6) (K) in gleicher Dosierung und 
Darreichungsform wird unter Standardimmunsuppression ab Tag +1. Histologische Schnitte 
der Leber vergleichend mit Hämatoxillin/Eosin (HE) Färbung. Beurteilung der Zellinfiltration 
und Inflammation bei 20-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Scoring-Systems von 
0 (keine Infiltration und Inflammation) bis (+++) (hgr. Infiltration und Inflammation). 
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Abb. 32: Übersicht der Zellinfiltration humaner Lymphozyten (CD3) im Gewebe: Eine 
xenogene akute GvHD wurde durch i.v. Applikation von 3*106 humanen PBMCs induziert 
(Kontrolle n=6). Zur Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal expandierte 
nTreg in den Dosierungen 2:1 (n=6), 1:1 (n=7) oder 1:2 (n=5) i.v. verabreicht oder täglich ab 
Tag +1 CsA (4mg/kg s.c), MMF (0,5mg p.os) oder Pred. (20mg/kg i.p.) als Standardimmun-
suppression allein (je n=5) oder nach einmaliger Injektion von 0,5*106 nTreg an Tag 0 
(CsA/nTreg n=5, MMF/nTreg und Pred./nTreg n=6) appliziert. Darstellung des Anteils an 
humanen CD3+ T-Zellen in Leber (A), Lunge (B), Milz (C) und Niere (D) im Vergleich er-
krankte Kontrolle, klassische Immunsuppression, nTreg Therapie allein und Kombinations-
therapie als Mittelwert ± 95% CI. Beurteilung der Zellinfiltration und Inflammation unter Ver-
wendung eines Scoring-Systems von 0 bis +++. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multi-
ple comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: 
Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
 



 

96 
 

5.8. Die Infiltration der Gewebe mit humanen CD45+ Zellen ist abhängig von der Wahl  
       der Immunsuppression 
 

Um die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen besser und objektiver quantifizieren 

zu können, wurden Leber, Lunge und Milz, sowie zusätzlich Knochenmark auch durch-

flusszytometrisch auf die Infiltration humaner CD45+ Zellen untersucht.  

Humane CD45 Zellen infiltrierten bei erkrankten Kontrolltieren teils massiv die untersuchten 

Organe. Vor allem die Leber der erkrankten Tiere wies jeweils, wie auch histologisch hohe 

Mengen an humanen Zellen auf (75,70% ± 17,63%), aber auch in Lunge und Milz wurden im 

Durchschnitt hohe Konzentrationen von mehr als 50% an CD45 Zellen gemessen, während 

das Knochenmark nur bei einem von drei Tieren mit mehr als 80% (82,93%) an humanen 

Zellen infiltriert war (Abb. 33 und 34).  

Abhängig von der Wahl der immunsuppressiven Therapie wurde der prozentuale Anteil an 

CD45+ Zellen in den Geweben reduziert. 

Im Knochenmark konnte der Anteil an humanen Leukozyten unter konventioneller Therapie 

jeweils signifikant (P<0.05) auf unter 10% reduziert werden, wobei die Behandlung mit Cic-

losporin A besonders effektiv war und die Menge an CD45 auf unter ein Prozent verringert 

wurde (Abb. 33A).  Auch der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen reduzierte den pro-

zentualen Anteil dosisunabhängig deutlich auf durchschnittlich jeweils 8-9%, wobei es zwi-

schen den Dosierung jeweils nur marginale Unterschiede gab und auch im Vergleich zur 

erkrankten Kontrolle war der Unterschied nicht signifikant war (Abb. 33B). Wie unter Stan-

dardimmunsuppression wurde der Anteil an CD45 Zellen auch unter Kombinationstherapie 

deutlich vermindert (Abb. 33B). Auch hier erwies sich, wie unter konventioneller Therapie, 

die Behandlung mit CsA und regulatorischen T-Zellen als besonders effektiv und die Menge 

an humanen Zellen wurde signifikant (P<0.05) auf durchschnittlich 2,3% (2,28% ± 1,61%) 

reduziert, während der mittlere Anteil unter MMF/nTreg und Pred./nTreg im Vergleich dazu 

erhöht und mit Mittel dem adoptiven Transfer von nTreg vergleichbar war (MMF/nTreg: 

10,61% ± 2,84%; Pred./nTreg: 8,63% ± 3,87%) (Abb. 33B). Zwischen den einzelnen Thera-

pieformen ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abb. 33B). 

Die Leber, als Hauptzielorgan einer akuten Graft versus Host Disease wurde bei erkrankten 

Tieren massiv mit humanen Zellen infiltriert (Abb. 33C). Die Therapie mit Ciclosporin A redu-

zierte den Anteil an CD45 Zellen im Gewebe signifikant auf durchschnittlich 4,6% (P<0.001), 

während nach Behandlung mit MMF und Methylprednisolon im Mittel über 34% humane Zel-

len in der Leber gemessen wurden (Abb. 33C). Der Unterschied im Vergleich zur erkrankten 

Kontrolle war statistisch nicht signifikant, da in beiden Gruppen vereinzelt auch deutlich mehr 

Zellen die Leber infiltrierten (Abb. 33C). So war der prozentuale Anteil unter MMF-

Behandlung bei einem Tier mit 88,93% und unter Glukokortikoid-Therapie mit 66,12% noch 
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deutlich erhöht und die Therapie in diesen Fällen entsprechend weniger effektiv, als die Im-

munsuppression mit CsA unter der der höchste prozentuale Anteil bei 19,24% lag. (Abb. 

33C).  

Die prozentuale Menge an CD45+ Zellen wurde unter Therapie mit regulatorischen T-Zellen 

nicht verringert (Abb. 33D). Unter einer Behandlung mit nTreg 2:1 war der durchschnittliche 

Anteil an Zellen mit 85,9% vergleichsweise zu erkrankten Tieren sogar erhöht, während die 

Menge unter Therapie mit nTreg 1:1 und 1:2 im Mittel vergleichbar war (Abb. 33D). Im Ver-

gleich zur konventionellen Therapie ergab sich damit teilweise ein statistisch signifikanter 

Unterschied (P<0.001 CsA zu nTreg 2:1, 1:1 und 1:2; P<0.01 MMF zu nTreg 2:1; P<0.05 

MMF zu nTreg 1:1, Pred. zu nTreg 2:1 und 1:1) (Abb. 33D).  

Die Kombinationstherapie aus Ciclosporin A und nTreg reduzierte die Infiltration humaner 

Zellen in das Gewebe signifikant (P<0.01). Sie war mit einem durchschnittlichen Anteil von 

20% an der gesamten Zellpopulation vergleichbar der Behandlung mit Ciclosporin A als Mo-

notherapie. Die Behandlung aus MMF/nTreg und Pred./nTreg resultierte nicht in einer Ver-

ringerung an CD45 Zellen in der Leber (Abb. 33D). Unter der Kombinationstherapie mit 

Mycophenolat-Mofetil war der prozentuale Anteil an humanen Zellen mit durchschnittlich 

86% (86,11% ± 8,38%) im Verlgeich zu erkrankten sogar erhöht, während er mit Methylpred-

nisoln/nTreg Behandlung im Mittel vergleichbar war (74,83% ± 30,22%) (Abb. 33D). Im Ver-

gleich zur entsprechenden Standardimmunsuppression ergab sich bei der Behandlung mit 

Ciclosporin A und Methylprednisolon kein statistisch signifikanter Unterschied, während unter 

MMF/nTreg statistisch signifikant mehr humane Zellen die Leber infiltrierten als unter der 

Monotherapie (P<0.01).  

In der Lunge wurden histologisch je nach Therapieform unterschiedlich hohe Grade der Infilt-

ration mit humanen Zellen festgestellt. Auch durchflusszytometrisch variierte der prozentuale 

Anteil an humanen Zellen je nach angewandter Therapie im Vergleich zu erkrankten Tieren 

und zwischen den Behandlungsformen teils signifikant. Während erkrankte Tiere im Durch-

schnitt über 50% (51,42% ± 33,5%) humane Zellen im Gewebe aufwiesen verringerte die 

Therapie mit Ciclosporin A, wie auch in Knochenmark und Leber den prozentualen Anteil an 

CD45 Zellen im Vergleich dazu signifikant (P<0.05) auf maximal 10,62%, während unter Be-

handlung mit Mycophenolat-Mofetil vergleichbare Mengen (51,26% ± 33,5%) an CD45 ge-

messen wurden (Abb. 34A). Entsprechend war der Unterschied in der Menge an humanen 

Zellen unter Therapie mit CsA auch im Vergleich zur Behandlung mit MMF signifikant 

(P<0.05) (Abb. 34A). Methylprednsiolon reduzierte die Infiltration mit humanen Zellen in der 

Lunge auf 34,45% ± 21,32% und war damit effektiver als die konventionelle Behandlung mit 

MMF, aber weniger effektiv als CsA, wobei diese Unterschiede jeweils nicht statistisch signi-

fikant waren (Abb. 34A).  
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Wie in der Leber resultierte auch in der Lunge der adoptive Transfer regulatorischer T-Zellen 

dosisabhängig in einem vergleichbaren oder sogar erhöhten prozentualen Anteil an CD45 im 

Gewebe (Abb. 34B). Sowohl die Dosis nTreg 2:1 als auch 1:1 erhöhten den Anteil humaner 

Zellen im Gewebe (nTreg 2:1 68,71% ± 12,32%; nTreg 1:1 73,88 ± 9,54%), während die Do-

sis von nTreg 1:2 im Mittel in einem vergleichbaren Anteil an Zellen (49,38% ± 33,21%) re-

sultierte (Abb. 34B). Im Vergleich zur Standardimmunsuppression ergab sich nur im Ver-

gleich zur Therapie mit CsA ein statistisch signifikanter Unterschied, der vor allem im Ver-

gleich zur Behandlung mit nTreg 2:1 und 1:1 sehr deutlich (P<0.001) war, während nTreg 1:2 

Therapie und CsA Behandlung vergleichsweise weniger stark divergierten (P<0.05). Im Ver-

gleich zur Therapie mit MMF und Merhylprednisolon ergaben sich keine statistisch signifikan-

ten Unterschiede.  

Die Kombinationstherapie resultierte, abhängig vom verwendeten Immunsuppressivum in 

unterschiedlichen prozentualen Anteilen an CD45 Zellen in der Lunge. Während Ciclosprorin 

A und nTreg die Infiltration mit humanen Zellen in der Lunge im Vergleich zu erkrankten Tie-

ren signifkant auf durchschnittlich (10,28% ± 11,99%) reduzieren konnten, führte sowohl die 

Kombinationstherapie aus Mycophenolat-Mofetil und regulatorischen T-Zellen als auch Me-

thylprednisolon und nTreg zu erhöhten prozentualen Mengen an CD45. Während unter 

Pred./nTreg im Mittel 61,23% ± 12,64% humane Zellen die Lunge infiltrierten, waren es unter 

MMF/nTreg Behandlung sogar 70,67% ± 6,56%. Damit war, wie auch unter konventioneller 

Immunsuppression die Behandlung mit Ciclosporin A und nTreg am effektivsten, um die Zell-

last im Gewebe zu reduzieren und der Unterschied im Vergleich zur Therapie mit 

MMF/nTreg (P<0.001) bzw. Pred./nTreg (P<0.01) war jeweils statistisch signifikant (Abb. 

34B).  

Im Vergleich zur jeweiligen klassischen Immunsuppresion ergaben sich keine statsitisch sig-

nifikanten Unterschiede. Im Vergleich zur Therapie mit natürlichen regulatorischen T-Zellen 

als Monotherapie war ebenfalls nur die Behandlung mit CsA/nTreg signifikant effektiver, die 

Infiltration mit CD45 Zellen in die Lunge zu verringern (P<0.01 nTreg 1:1 und 1:2; P<0.001 

nTreg 2:1) (Abb. 34B). 

Die Milz als sekundäres Immunorgan wies histologisch im Durchschnitt einen mittelgradigen 

Gehalt an humanen Zellen auf. Auch durchflusszytometrisch lag der prozentuale Anteil von 

CD45 im Gewebe bei durchschnittlich 53%, wobei nur bei einem Tier deutlich geringere 

Mengen gemessen wurden (10,29%) (Abb. 34C). Die Therapie mit Ciclosporin A verringerte 

die Infiltration humaner Zellen sehr effektiv auf im Mittel 5,83% (± 2,6%), während die Be-

handlung mit Mycophenolat-Mofetil und Methylprednisolon die Menge vergleichsweise weni-

ger reduzierten. Unter Therapie mit MMF lag der durchschnittliche Anteil an CD45 Zellen bei 

37%, unter Monotherapie mit Pred. bei 27%. Entsprechend war im Verglich zur unbehandel-
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ten Kontrolle nur die Applikation von CsA statistisch signifikant effektiver (P<0.05), die Infilt-

ration der Milz mit Lymphozyten zu verringern (Abb. 34C).  

Der Transfer regulatorischer T-Zellen resultierte abhängig von der applizierten Dosis in ei-

nem nur geringfügig verminderten Anteil an humanen Zellen (Abb. 34D). Nur unter einer Do-

sierung von nTreg 1:2 wurde die Infiltration von CD45+ Zellen ins Gewebe im Durchschnitt 

auf 47,47% ± 34,60% verringert, während die Dosierungen von nTreg 1:1 und vor allem 2:1 

im Vergleich zur erkrankten Kontrolle in einem erhöhten Anteil an humanen Zellen im Gewe-

be führte (61,06% bzw. 69,64%) (Abb. 34D). Der Unterschied zwischen den jeweiligen Do-

sierungen war statistisch nicht signifikant (Abb. 34D). Im Vergleich zur Standardimmunsupp-

ression war die Behandlung mit Ciclosporin A im Vergleich zu allen Dosierungen mit nTreg 

und bei einer Dosis von nTreg 2:1 auch die Therapie mit Methylprednisolon signifikant effek-

tiver, die Menge an humanen Zellen in der Milz zu reduzieren (P<0.001 nTreg 2:1 und 1:1 vs. 

CsA; P<0.05 nTreg 1:2 vs. CsA und Pred.).    

Wie auch in der Leber und der Lunge wurde die Infiltration an humanen CD45 Zellen in der 

Milz unter Kombinationstherapie abhängig vom applizierten Immunsuppressivum beeinflusst.  

Während eine Kombination aus Ciclosporin A und nTreg den prozentualen Anteil im Ver-

gleich zu erkrankten Tieren verringern konnte (14,37% ± 16,76%), resultierte die Therapie 

mit MMF/nTreg bzw. Pred./nTreg wie in der Lunge in einer gesteigerten Infiltration mit CD45 

Zellen. In beiden Gruppen lag der prozentuale Anteil an humanen Zellen in der Milz bei rund 

70% (Abb. 34D). Statistisch signifikant differierte die Zellmenge nur im Vergleich zwischen 

CsA/nTreg zu MMF/nTreg (P<0.01), sowie CsA/nTreg zu Pred./nTreg (P<0.001), während 

der Unterschied der erkrankten Kontrolle verglichen mit CsA/nTreg zwar deutlich, aber statis-

tisch nicht signifikant war (Abb. 34D). 

Im Vergleich zur entsprechenden klassischen Immunsuppression war nur der Unterschied 

zwischen der Therapie mit Methylprednisolon als Monotherapie zur Kombinationstherapie 

statistisch signifikant (P<0.05), da die konventionelle Behandlung die Infiltration humaner 

CD45 Zellen effektiv reduzierte, während eine Therapie aus Methylprednisolon und nTreg 

die Zelllast im Gewebe deutllich erhöhte.  

Der durchflusszytometrisch gemessene prozentuale Anteil an humanen CD45 Zellen korre-

lierte in allen Organen weitestgehend mit den histopathologischen Untersuchungsergebnis-

sen. 
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A: Knochenmark                                                         B: Knochenmark 

 
C: Leber                                                                      D: Leber 

Abb. 33: Prozentualer Anteil an humanen CD45 Zellen in Knochenmark und Leber: Eine 
xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 
humanen PBMCs induziert (Kontrolle). Zur weiteren Therapie wurden täglich ab Tag +1 Cic-
losporin A (4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Methylpred-
nsiolon (20mg/kg i.p.) (je n=5) als Standardimmunsuppression appliziert. Nach Organent-
nahme post mortem wurden die Organe aufgereinigt und für humanes CD45 gefärbt. Dar-
stellung des Anteils an humanen CD45+ Zellen in Prozent in Knochenmark (A), Leber, (B), 
Lunge (C) und Milz (D) im Vergleich zwischen unbehandelter Kontrolle und Standardimmun-
suppression. Angabe der Daten als Mittelwert ± 95% CI. Analyse One-Way-ANOVA und Tu-
key multiple comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin 
A, MMF: Mycophenolat Mofetil, Pred.: Methylprednisolon, nTreg: natürliche regulatorische T-
Zellen 
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A: Lunge                                                                   B: Lunge 

 
    C: Milz                                                                    D: Milz 

   
 
Abb. 34: Prozentualer Anteil an humanen CD45 Zellen in Lunge und Milz: Eine xenoge-
ne akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 3*106 humanen 
PBMCs induziert (Kontrolle). Zur weiteren Therapie wurden täglich ab Tag +1 Ciclosporin A 
(4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Prednsiolon (20mg/kg 
i.p.) (je n=5) als Standardimmunsuppression appliziert. Nach Organentnahme post mortem 
wurden die Organe aufgereinigt und für humanes CD45 gefärbt. Darstellung des Anteils an 
humanen CD45+ Zellen in Prozent in Knochenmark (A), Leber, (B), Lunge (C) und Milz (D) 
im Vergleich zwischen unbehandelter Kontrolle und Standardimmunsuppression. Angabe der 
Daten als Mittelwert ± 95% CI. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple comparison 
Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat 
Mofetil, Pred.: Methylprednisolon, nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
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5.9. Der prozentuale Anteil an FoxP3+ T-Zellen im Gewebe hängt von der Wahl der  
Immunsuppression ab 

 

Ergebnisse

Da die Expression von FoxP3 den Verlauf und die Schwere einer akuten Graft versus Host 

Disease maßgeblich beeinflusst, wurde in den entnommenen Geweben die Menge an 

CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen bestimmt. Um zu vergleichen welchen Einfluss die jeweilige 

Therapie eventuell auf die Proliferation von regulatorischen T-Zellen haben könnte, wurde 

auch bei allen behandelten Tieren der prozentuale Anteil an FoxP3 in den Organen gemes-

sen und untereinander verglichen. 

Insgesamt war die Menge an regulatorischen T-Zellen bei erkrankten Tieren in allen Gewe-

ben sehr gering.  

Im Knochenmark lag der prozentuale Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen bei der er-

krankten Kontrolle im Durchschnitt bei ca. 2% (2,17 ± 2,49%) (Abb. 35A).  

Die konventionelle Immunsuppression erhöhte die Menge an regulatorischen T-Zellen im 

Knochenmark im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Vor allem unter der Behandlung mit 

Ciclosporin A proliferierten die Zellen teils deutlich, sodass im Mittel 10% (10,59 ± 10,71%) 

der Zellen im Gewebe CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen waren. Auch unter Behandlung mit 

Mycophenolat-Mofetil und Methylprednisolon wurde der prozentuale Anteil an 

CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen gesteigert, wobei dieser Unterschied im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle weniger deutlich war, als unter Therapie mit CsA (MMF 6,56% ± 7,23; 

Pred. 4,03% ± 1,72) (Abb. 35A). 

Die Proliferation der FoxP3+ T-Zellen nach adoptivem Transfer der regulatorischen T-Zellen 

variierte je nach applizierter Dosis. Besonders unter einer Dosis von nTreg 2:1 lag der pro-

zentuale Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ durchschnittlich bei rund 16% (15,97 ± 7,3%) und 

auch die Applikation von nTreg 1:2 resultierte in einer verhältnismäßig hohen Menge 

(15,97% ± 9,24%) an FoxP3+ T-Zellen im Knochenmark (Abb. 35A). Auch eine Dosis von 

nTreg 1:1 führte zu einem im Vergleich zu erkrankten Kontrolltieren erhöhten prozentualen 

Anteil an regulatorischen T-Zellen im Gewebe von durchschnittlich vier Prozent. Dieser Un-

terschied war aber vergleichsweise zu den anderen Dosierungen entsprechend geringer 

(Abb. 35A). 

Auch die Kombinationstherapie resultierte im Vergleich zur erkrankten Kontrolle in einem 

Anstieg an FoxP3+ regulatorischen T-Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation. Während 

die Behandlung mit Ciclosporin A und nTreg, sowie Mycophenolat-Mofetil und nTreg zu ei-

nem mittleren prozentualen Anteil von etwa 8% regulatorischen T-Zellen führte, wurde vor 

allem durch die Therapie mit Methylprednisolon und nTreg die Proliferation 

CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen im Mittel auf 15,9% (15,9% ± 7,04%) gesteigert (Abb. 35A). 

Zwischen den einzelnen Therapieformen gab es zwar teils deutliche Unterschiede im pro-
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zentualen Anteil an regulatorischen T-Zellen, aber diese waren statistisch nicht signifikant 

(Abb. 35A). 

In der Leber, als Hauptzielorgan einer akuten GvHD war der durchschnittliche Anteil an 

FoxP3+ Zellen innerhalb der CD4 Zellfraktion verschwindend gering und lag durchschnittlich 

bei einem Prozent (Abb. 35B). Die Behandlung, sowohl mit Ciclosporin A allein, als auch in 

Kombination resultierte in einer signifikant gesteigerten Proliferation regulatorischer T-Zellen. 

Der offenbar synergistische Effekt von CsA und nTreg führte zu einem mittleren prozentua-

len Anteil von 18% an CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen in der Leber, wobei vereinzelt sogar 

noch höhere Mengen in beiden Gruppen gemessen wurden (Abb. 35B). Der Unterschied zur 

unbehandelten Kontrolle war deutlich signifikant (P<0.01), aber auch im Vergleich zu allen 

anderen Therapieformen, außer Methylprednisolon als Monotherapie war der Anteil an regu-

latorischen T-Zellen unter CsA bzw. CsA/nTreg signifikant erhöht und beide Therapien damit 

sehr effektiv, die Proliferation von Treg positiv zu beeinflussen (Abb. 35B). Diese FoxP3+ T-

Zellen exprimierten kein oder nur zu einem geringen Maße (weniger als 12%) CD127 (Abb. 

36). 

Auch die Behandlung mit Mycophenolat-Mofetil führte zu einem etwas erhöhten Anteil an 

FoxP3+ T-Zellen, der im Mittel etwa bei drei Prozent lag (Abb. 35B). Deutlicher als unter Be-

handlung mit MMF wurde der mittlere prozentuale Anteil an regulatorischen T-Zellen aller-

dings unter einer Therapie mit Methylprednisolon gesteigert und im Durchschnitt waren 10% 

der CD4+ T-Zellen FoxP3+ Treg (Abb. 35B). Damit war die Monotherapie ebenfalls effektiv, 

die Proliferation regulatorischer T-Zellen zu steigern, wenn auch der Unterschied zur er-

krankten Kontrolle und zu den anderen Therapieformen statistisch nicht signifikant war (Abb. 

35B). Obwohl durch den adoptiven Transfer direkt eine fixe Anzahl regulatorischer T-Zellen 

appliziert wurde, konnten diese offenbar nicht deutlich proliferieren und somit war der pro-

zentuale Anteil an FoxP3+ Treg in der Leber im Mittel nicht deutlich erhöht. Durchschnittlich 

lag der Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ Zellen unter Therapie mit nTreg 2:1 bei 2% und war 

unter Therapie mit nTreg 1:1 (3,66% ± 4,26%) und nTreg 1:2 (4,68% ± 3,71%) nur geringfü-

gig erhöht (Abb. 35B). Im Vergleich zur Monotherapie mit Mycophenolat-Mofetil war die 

Kombinationstherapie aus MMF/nTreg etwas effektiver, den Anteil regulatorischer T-Zellen 

im Gewebe etwas zu erhöhen (3,82% ± 4,24%), während die Kombinationstherapie aus 

Pred./nTreg im Vergleich zur Behandlung mit Methylprednisolon allein zu einem schlechte-

ren Ergebnis führte (Abb. 35B). Unter Therapie aus Methylprednisolon und regulatorischen 

T-Zellen reduzierte sich der prozentuale Anteil an FoxP3+ T-Zellen innerhalb der CD4+ Zell-

fraktion auf durchschnittlich 3,8%, ohne dass dieser Unterschied statistisch signifikant war 

(Abb. 35B). 

Auch in der Lunge war der prozentuale Anteil an regulatorischen T-Zellen bei erkrankten 

Tieren nur gering und lag durchschnittlich bei 1,89% und maximal 4,5% (Abb. 35C). Auch 
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hier proliferierten regulatorische T-Zellen unter Einfluss von Ciclosporin A gut und es wurden 

bis zu 7,82% (5,14% ± 2,81%) FoxP3+ T-Zellen innerhalb der CD4+ Zellpopulation gemes-

sen (Abb. 35C). Die Behandlung mit Mycophenolat-Mofetil resultierte, anders als in Kno-

chenmark und Leber im Vergleich zur erkrankten Kontrolle in der Lunge in einer verringerten 

Menge an CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen (1,08% ± 1,08%) und bei den meisten Tieren (3 von 

4) wurden weniger als ein Prozent regulatorische T-Zellen im Gewebe gemessen (Abb. 

35C).  

Methylprednisolon konnte die Zellmenge im Vergleich zu erkrankten Tieren etwas steigern 

und im Mittel waren etwas mehr als drei Prozent (3,37% ± 2,41%) FoxP3+ T-Zellen (Abb. 

35C). Wie in den anderen Organen war somit die Therapie mit Ciclosporin A von den ver-

wendeten Immunsuppressiva am effektivsten, die Proliferation regualtorischer T-Zellen zu 

unterstützen, ohne dass der Unterschied im prozentualen Anteil im Vergleich zur unbehan-

delten Kontrolle oder den anderen Immunsuppressiva signifikant war (Abb. 35C).  

Nach adoptivem Transfer regualtorischer T-Zellen lag der Anteil an FoxP3+ Zellen innerhalb 

der CD4+ T-Zellen in der Lunge dosisunabhängig über dem prozentualen Anteil der erkrank-

ten Kontrolltiere. Dabei wurde die höchste Menge mit durchschnittlich 5% unter einer Be-

handlung mit nTreg 1:2 gemessen, während unter geringeren Dosierungen im Mittel lediglich 

drei Prozent CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen waren (Abb. 35C). Im Vergleich zur Standard-

immunsuppression war die Behandlung mit nTreg 1:2 damit äquivalent der Therapie mit Cic-

losporin A, während die niedrigeren Dosierungen im Durchschnitt mit der Behandlung mit 

Methylprednisolon vergleichbar waren (Abb. 35C).  

Die Kombinationstherapie resultierte jeweils in einem erhöhten prozentualen Anteil an 

FoxP3+ T-Zellen. Vor allem unter Therapie mit Ciclosporin A und nTreg proliferierten die 

regulatorischen T-Zellen deutlich, was einen möglichen synergistischen Effekt von CsA und 

nTreg unterstreicht. Mindestens 5,27% der CD4+ T-Zellen waren Fox3+ Treg, womit schon 

der niedrigste gemessene Anteil an diesen Zellen unter CsA/nTreg Behandlung über der 

durchschnittlichen Menge an regulatorischen T-Zellen unter konventioneller Therapie und 

adoptivem Zelltransfer lag (Abb. 35C). Im Vergleich zur erkrankten Kontrolle, sowie der The-

rapie mit MMF, sowohl allein als auch in Kombination mit nTreg und dem adoptiven Transfer 

von nTreg 2:1 war der Unterschied in der Menge an regulatorischen T-Zellen in der Lunge 

signifikant erhöht (P<0.05) (Abb. 35C). Entsprechend war in der Lunge die Therapie mit Cic-

losporin A und nTreg die effektivste Behandlungsform was die Proliferation bzw. Menge re-

gulatorischer T-Zellen im Gewebe betrifft. Anders, als die Monotherapie mit Mycophenolat-

Mofetil resultierte die Behandlung mit MMF/nTreg in einem durchschnittlich erhöhten Anteil 

an CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen (2,51% ± 1,69%) in der Lunge im Vergleich zur erkrankten 

Kontrolle und war damit bezüglich des Einflusses auf regulatorische T-Zellen der klassischen 

Immunsuppression überlegen (Abb. 35C).  
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Die Kombinationstherapie aus Methylprednisolon und nTreg führte zu einem im Mittel ver-

gleichbaren prozentualen Anteil an FoxP3+ T-Zellen und war damit äquivalent der entspre-

chenden Monotherapie (Abb. 35C).  

Wie in allen anderen Geweben war der Anteil an FoxP3+ regulatorischen T-Zellen bei unbe-

handelten Tieren auch in der Milz vergleichsweise gering (1,66% ± 1,64%) (Abb. 35D). Die 

klassische Immuntherapie resultierte unabhängig vom Immunsuppressivum in einer erhöhten 

Expression von FoxP3 in den CD4+ T-Zellen auf durchschnittlich 7-8%, wobei sich zwischen 

den einzelnen Behandlungsgruppen im Mittel nur marginale Unterschiede ergaben (Abb. 

35D).  

Die Monotherapie mit regulatorischen T-Zellen führte dosisunabhängig ebenfalls zu einem 

gesteigerten prozentualen Anteil an FoxP3+ Treg im Gewebe von bis zu rund 9%, wobei die 

höchste Menge unter einer Therapie mit nTreg 1:1 (8,79% ± 3,96%) und der geringste unter 

der Dosis von nTreg 2:1 (7,07% ± 5,82%) gemessen wurde, wodurch die Unterschied in der 

Proliferation der Zellen im Gewebe im Mittel marginal war (Abb. 35D). Wie in Leber und Lun-

ge wurde durch den positiven Einfluss von Ciclosporin A auf regulatorische T-Zellen auch in 

der Milz der höchste prozentuale Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen unter einer Kombi-

nationstherapie aus CsA/nTreg gemessen. Im Durchschnitt waren 12% (12,57% ± 7,6%; 

Mean ± SD) der CD4+ T-Zellen FoxP3+ Treg, wohingegen der mittlere prozentuale Anteil 

unter Kombinationstherapie aus MMF/nTreg bzw. Methylprednisolon und nTreg jeweils bei 

3% und damit im Mittel zwar ebenfalls über der Menge an Treg der erkrankten Kontrolle lag, 

aber weniger effektiv war als die Behandlung mit CsA/nTreg (Abb. 35D).  

Keiner der Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bzw. innerhalb der The-

rapiegruppen war statistisch signifikant (Abb. 35D).  
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A: Knochenmark                                                            B: Leber 

                                                            
C: Lunge                                                                       D: Milz 

 
 
Abb. 35: Prozenutaler Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischen T-Zellen im Gewe-
be: Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation 
von 3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren Therapie wurden entwe-
der simultan einmalig polyklonal expandierte nTreg in den Dosierungen 2:1 (1,5*106) (n=6), 
1:1 (3*106) (n=7) oder 1:2 (6*106) (n=5) i.v. verabreicht oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A 
(4mg/kg s.c. in den Nacken), Mycophenolat Mofetil (0,5mg p.os) oder Methylprednsiolon 
(20mg/kg i.p.) als Standardimmunsuppression allein (je n=5) oder nach einmaliger Injektion 
von 0,5*106 nTreg zusammen mit den humanen PBMCs an Tag 0 (CsA/nTreg n=5, 
MMF/nTreg n=6, Pred./nTreg n=6) appliziert. 
Darstellung des Anteils an CD25+FoxP3+ Zellen aus der CD4+ T-Zellpopulation in Prozent 
in Knochenmark (A), Leber (B), Lunge (C) und Milz (D) im Vergleich zwischen unbehandelter 
Kontrolle, klassischer Immunsuppression, nTreg Therapie allein in verschiedenen Dosierun-
gen oder Kombinationstherapie von 0,5*106 nTreg und Standardimmunsuppression.  
Angabe der Daten als Mittelwert ± 95% CI. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple 
comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: 
Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
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Abb. 36: FoxP3 Expression in der Leber unter Standardimmunsuppression mit CsA: 
Eine xenogene akute Graft versus Host Disease wurde durch intravenöse Applikation von 
3*106 humanen PBMCs induziert (Kontrolle n=6). Zur weiteren Therapie wurde täglich ab 
Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg s.c. in den Nacken) als Standardimmunsuppression allein 
(n=5) appliziert. FACS-Plots der Leber unter Therapie mit Ciclosporin A allein. Aus den Lym-
phozten wurden zunächst die lebenden Zellen und weiter die CD3+CD4+ T-Zellen darge-
stellt. Aus den CD4+ T-Zellen wurde dann CD25 gegen FoxP3 aufgetragen und die 
CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischen T-Zellen dargestellt. Die FoxP3+ Zellen wurden weiter 
auf die Expression von CD127 dargestellt. 
 

 
 

Entsprechend des hohen Anteils an FoxP3+ regulatorischen T-Zellen, vor allem in Leber und 

Lunge unter Therapie mit Ciclosporin A allein und in Kombination ergab sich ein Verhältnis 

von 0,25 unter CsA  bzw. 0,9 unter CsA/nTreg von CD45 Zellen zu Treg in der Leber und 

0,66 CsA bzw. 0,61 CsA/nTreg von CD45 Zellen zu Treg in der Lunge (Abb. 37A und B). 

Während bei erkrankten Tieren das Verhältnis von CD45 zu FoxP3 > 9 sowohl in Leber und 

Lunge lag (Abb. 37A und B), konnte nur die Monotherapie mit Prednisolon das Zellverhältnis 

in der Leber auf 3,55 reduzieren (Abb. 37A). Alle weiteren Therapieoptionen resultierten in 

einem der erkrankten Kontrolle vergleichbaren Verhältnis der Zellen zueinander von ≥ 9, so-

wohl in der Leber, als auch in der Lunge (Abb. 37A und B). 
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A: Verhältnis CD45/FoxP3 Leber 

 
 
B: Verhältnis CD45/FoxP3 Lunge 

 
 
Abb. 37:  Verhältnis CD45 zu FoxP3 in Leber und Lunge: Eine xenogene akute Graft ver-
sus Host Disease wurde durch Applikation von 3*106 humanen PBMCs i.v. induziert (Kontrol-
le n=6). Zur weiteren Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal expandierte 
nTreg in den Dosierungen 2:1 (1,5*106) (n=6), 1:1 (3*106) (n=7) oder 1:2 (6*106) (n=5) i.v. 
verabreicht oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg), Mycophenolat Mofetil (0,5mg) 
oder Methylprednsiolon (20mg/kg) als Standardimmunsuppression allein (je n=5) oder nach 
einmaliger Injektion von 0,5*106 nTreg zusammen mit den humanen PBMCs an Tag 0 
(CsA/nTreg n=5, MMF/nTreg n=6, Pred./nTreg n=6) appliziert. 
Darstellung des Verhältnisses CD45 zu FoxP3 in Leber (A) und Lunge (B) im Vergleich un-
behandelte Kontrolle, klassische Immunsuppression, nTreg Therapie allein oder Kombinati-
onstherapie von 0,5*106 nTreg und Standardimmunsuppression.  
Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische 
T-Zellen 
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5.10. Die Wahl der Immunsuppression beeinflusst die Proliferation  
  CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischer T-Zellen 

 
Um zu untersuchen, inwieweit die Wahl der immunsuppressiven Therapie das Proliferations-

verhalten der CD4+CD25+FoxP3+ (Treg) beeinflusst, wurde die Expression von Ki67 inner-

halb der T-Zellpopulation gemessen.  

Statistisch ausgewertet wurde die Expression von Ki67 nur in Leber und Lunge, da im Kno-

chenmark und in der Milz vereinzelt zu wenig Zellen (<20) zur Analyse zur Verfügung stan-

den und die Werte entsprechend nicht in die Analyse mit einbezogen wurden.  

Unbehandelte, erkrankte Tiere exprimierten nur wenig FoxP3 innerhalb der CD4+ T-

Zellpopulation in allen untersuchten Geweben. Die Zellen zeigten in Leber und Lunge eine 

teils deutliche Proliferationsaktivität, gemessen an der Expression von Ki67 (Abb. 38A und 

B). Im Durchschnitt lag der prozentuale Anteil an Ki67+ regulatorischen T-Zellen in der Leber 

bei ca. 40% (40,79% ± 27,79%), wobei der weitaus größte Teil der CD4+ T-Zellen in dieser 

Gruppe eine geringere Proliferationsaktivität aufwies (Abb. 38A). 

Abhängig von der Wahl der immunsuppressiven Therpie wurde das Proliferationsverhalten 

der regulatorischen T-Zellen im Gewebe beeinflusst. In der Leber proliferierten 

CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen unter Monotherapie mit konventioneller Immunsuppression, 

vor allem mit Ciclosporin A deutlich (66,67% ± 31,69%)(Abb. 38A). Im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle war dieser Unterschied allerdings nicht signifikant (Abb. 38A). Der adop-

tive Transfer reguatorischer T-Zellen resultierte in allen Dosierungen in der Leber in nur ge-

ringer Expression von FoxP3 und Proliferationsaktivität dieser Zellen variierte im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrolle dosisabhängig. Während unter einer Dosis von nTreg 2:1 nur 

etwa 26% (26,16 ± 18,18%) der Zellen Ki67 exprimierten, proliferierten FoxP3+ Zellen unter 

einer Dosis von nTreg 1:2 und vor allem 1:1 im Mittel deutlich (36,47% ± 24,58% bzw. 

45,79% ± 24,09%) (Abb. 38A). Im Vergleich zur konventionellen Immunsuppression prolife-

rierten die Zellen unter Monotherapie mit nTreg in allen Dosierungen im Mittel allerdings 

deutlich weniger, ohne dass dieser Unterschied signifikant war (Abb. 38A). Ebenso wie unter 

Standardimmunsuppression proliferierten FoxP3+ T-Zellen unter Kombinationstherapie aus 

Ciclosporin A und 0,5*106 nTreg im Durchschnitt stärker als bei erkrankten, unbehandelten 

Tieren, ohne dass dieser Unterschied statistisch signifikant war und die regulatorischen T-

Zellen exprimierten im Durchschnitt etwas mehr als 50% Ki67 (51,09% ± 26,29%) (Abb. 

38A). Die Kombinationstherapie aus MMF/nTreg und Methylprednsiolon/nTreg resultierte 

hingegen in einer vergleichsweise zur unbehandelten Kontrolle und zur entsprechenden 

konventionellen Immunsuppression reduzierten Expression von Ki67 (im Durchschnitt je et-

wa 20%), wobei dieser Unterschied nicht signifikant war (Abb. 38A). 
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Auch in der Lunge proliferierten FoxP3+ T-Zellen der unbehandelten Kontrolle zum Teil deut-

lich und durchschnittlich exprimierten mehr als 18% der Zellen Ki67 (Abb. 38B). Die konven-

tionelle Immunsuppression resultierte in einer vergleichsweise dazu reduzierten Proliferati-

onsaktivität. Durchschnittlich nur etwa 11% der Zellen (11,56% ±  5,11%) unter Therapie mit 

Ciclosporin A und nur etwa 3% der FoxP3+ T-Zellen unter Behandlung mit MMF bzw. Me-

thylprednisolon exprimierten Ki67 (Abb. 38B). Auch nach adoptivem Transfer natürlicher re-

gulatorischer T-Zellen in unterschiedlichen Dosierungen wiesen die Zellen eine vergleichs-

weise zu erkrankten Tieren im Durchschnitt geringere Proliferationsaktivität auf (Abb. 38B). 

Vor allem unter einer Dosis von nTreg 1:2 exprimerten die CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen nur 

zu ca. 5% (5,3% ± 3,89%) Ki67, während die stärkste Proliferationsaktivität, wie auch in der 

Leber unter einer Dosis von nTreg 1:1 gemessen wurde (15,88% ±  13,24%) (Abb. 38B).  

Auch die Kombinatiostherapie, vor allem mit CsA/nTreg und Methylprednisolon/nTreg resul-

tierte im Durchschnitt in einer verringerten prozentualen Expression von Ki67 innerhalb der 

FoxP3+ T-Zellfraktion. Unter einer Behandlung mit CsA/nTreg proliferierten im Mittel nur et-

wa 5%, unter Therapie mit Methylprednisolon/nTreg rund 10% der regulatorischen T-Zellen 

(Abb. 38B). Unter der Therapie mit MMF/nTreg exprimierten FoxP3+ T-Zellen vereinzelt 

mehr Ki67 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und durchschnittlich mehr als unter 

Kombinationstherapie mit anderen Immunsuppressiva (15,75% ± 17,55%) (Abb. 38B). Die 

prozentualen Unterschiede in der Expression von Ki67 der einzelnen Therapieformen unter-

einander und im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle waren statistisch nicht signifikant 

(Abb. 38B). 
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A: Ki67 Leber                                                B: Ki67 Lunge 

  
Abb. 38: Prozentualer Anteil an Ki67 innerhalb der CD4+CD25+FoxP3+ (Treg) T-Zellen 
unter Therapie im Vergleich zur erkrankten Kontrolle: Eine xenogene akute Graft versus 
Host Disease wurde durch Applikation von 3*106 humanen PBMCs i.v. induziert (Kontrolle 
n=6). Zur weiteren Therapie wurden entweder simultan einmalig polyklonal expandierte 
nTreg in den Dosierungen 2:1 (1,5*106) (n=6), 1:1 (3*106) (n=7) oder 1:2 (6*106) (n=5) i.v. 
verabreicht oder täglich ab Tag +1 Ciclosporin A (4mg/kg), Mycophenolat Mofetil (0,5mg) 
oder Methylprednsiolon (20mg/kg) als Standardimmunsuppression allein (je n=5) oder nach 
einmaliger Injektion von 0,5*106 nTreg zusammen mit den humanen PBMCs an Tag 0 
(CsA/nTreg n=5, MMF/nTreg n=6, Pred./nTreg n=6) appliziert. 
Darstellung des Anteils an Ki67+ Zellen innerhalb der CD4+CD25+FoxP3+ (Treg) T-
Zellpopulation in Leber (A) und Lunge (B) im Vergleich unbehandelte Kontrolle, klassische 
Immunsuppression, nTreg Therapie allein oder Kombinationstherapie von 0,5*106 nTreg und 
Standardimmunsuppression.  
Angabe der Daten als Mittelwert ± 95% CI. Analyse One-Way-ANOVA und Tukey multiple 
comparison Test; * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Abkürzung: CsA: Ciclosporin A, MMF: 
Mycophenolat Mofetil, nTreg: natürliche regulatorische T-Zellen 
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6. Diskussion 
 

Der Erfolg einer allogenen Stammzelltransplantation wird maßgeblich durch akute und noch 

weit mehr durch chronische GvHD limitiert (Arora et al. 2016; Grube et al. 2016). Trotz inten-

siver Forschung und Weiterentwicklung der medikamentösen Therapie gehen diese Erkran-

kungen mit einer hohen Morbiditäts- und Mortalitätsrate einher. Immunsuppressiva wie Cic-

losporin A, Mycophenolat-Mofetil und Glukokortikoide wie z.B. Methylprednisolon werden zur 

präemptiven, sowie als first und second line Behandlung eingesetzt. Diese Medikamente 

können Patienten mitunter nur unzureichend vor schweren GvHD Formen schützen (McDo-

nald 2016). Weiterhin sind sie, vor allem bei Langzeitapplikation selbst mit unerwünschten 

Komplikationen assoziiert, sodass klinisch eine Medikamenten-assoziierte Dysfunktion der 

Organe einer GvHD ähneln kann (Gale 1985; Hu und Cotliar 2011; Green und Hind 2016). 

Zu den betroffenen Organen zählen vor allem die Niere, Leber, Darm und Lunge (Dieterle et 

al. 1990; Bennett et al. 1996; de Mattos, Angelo M. et al. 2000; Kambham et al. 2014; 

Kemmner et al. 2016; Arai et al. 2016; Elsallabi et al. 2016). Zudem setzen Immunsuppressi-

va die allgemeine Immunkompetenz des Patienten herunter. In der Folge kann es zu schwe-

ren Infektionen mit Bakterien, Viren oder Pilzen kommen  (Sayer et al. 1994; Orlicka et al. 

2013). Neben einem Tumorrückfall kann es zudem de novo zur Entstehung sekundärer Tu-

morerkrankungen im Gewebe durch onkogene Viren wie Herpesviren, vor allem Epstein-

Barr-Virus, Hepatitisviren und Papillomaviren kommen (Buell et al. 2005; Lowe et al. 2007; 

Piselli et al. 2014). Die post transplant lymphoproliferativ disorders (PTLD) ist neben Hauttu-

moren der häufigste Tumor nach Transplantation und ist häufig assoziiert mit einer 

EppsteinBarr-Virus Infektion (LaCasce 2006).  

Die Immunsuppression stellt in aller Regel eine lebenslange Behandlung dar. Aufgrund der 

Fülle an unerwünschten Arzneiwirkungen ist die Erschließung neuer Therapieoptionen uner-

lässlich. Regulatorische T-Zellen sind im Körper für die Aufrechterhaltung der Immunhomöo-

stase verantwortlich. Sie regulieren Immunprozesse und schützen den Organismus so vor 

Autoimmunerkrankungen und überschießenden Immunreaktionen (Sakaguchi et al. 1995; 

Wildin et al. 2001; Lahl et al. 2007; Rudensky 2011). Durch diese positiven Eigenschaften 

stellen sie eine potentielle Ergänzung der konventionellen Immunsuppression dar.  

 

Regulatorische T-Zellen als adjuvante Therapie im Tiermodell 
 

Aufgrund ihrer immunmodulatorischen Kapazitäten wurden regulatorische T-Zellen in vielen 

Tiermodellen zur Untersuchung ihres Einflusses auf GvHD untersucht.  

Experimente im allogenen Mausmodell konnten gezielt zeigen, dass das Überleben und der 

klinische Verlauf einer akuten GvHD durch CD4+CD25+ T-Zellen positiv beeinflusst werden. 
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Fehlen diese Zellen, steigen Morbiditäts- und Mortalitätsrate der Versuchstiere deutlich (Tay-

lor et al. 2001; Cohen et al. 2002; Hoffmann et al. 2002; Taylor 2002). Entscheidend dabei 

ist, dass die Treg trotz Verminderung der Schwere der GvHD den GvL nicht negativ beein-

flussen (Edinger et al. 2003). Entscheidender als akute Abstoßungsreaktionen sind chroni-

sche Veränderungen, da diese durch die teils irreversiblen Organveränderungen allgemein 

schwieriger zu therapieren sind (Govender et al. 2014; Grube et al. 2016). Die genaue Pa-

thogenese der chronischen GvHD ist nicht vollständig geklärt. Sie gleicht, anders als die aku-

te Form mit ihrem Zytokinsturm und der assoziierten Apoptose des Zielgewebes eher einer 

Autoimmunerkrankung in der B-Zellen und die von Plasmazellen produzierten Antikörper 

eine zentrale Rolle zu spielen scheinen (Min 2011). Durch die Applikation regulatorischer T-

Zellen kann experimentell die Konzentration an Immunglobulin reduziert werden. Zusätzlich 

wird die Inzidenz einer Glomerulopathie durch Immunkomplexablagerungen vermindert 

(Sagoo et al. 2012b). 

Im Zusammenhang mit Immunsuppressiva wird die Menge regulatorischer T-Zellen abhängig 

von der Wahl, der Dosis und der Applikationsdauer des Medikaments beeinflusst. Untersu-

chungen im allogenen Nierentransplantationsmodell der Ratte zeigen, dass eine Kurzzeitthe-

rapie mit Ciclosporin A und applizierten regulatorischen T-Zellen den klinischen Verlauf, ge-

messen an Überleben, Proliferation der allogenen T-Zellen und Produktion von allogenen 

Plasmazellen teils signifikant verbessern konnte (Siepert et al. 2012).  

Diese Untersuchungen gaben Anlass auch andere zur Prävention einer Abstoßungsreaktion 

standardmäßig verwendeten Immunsuppressiva hinsichtlich ihres Einfluss auf ex vivo ex-

pandierte nTreg im Tiermodell zu untersuchen. Dazu wurden adulte NOD/SCID Il-2Rgamma 
-/- Mäuse verwendet. Dieser Stamm ermöglicht im Vergleich zu anderen immundefizienten 

Mausstämmen eine schnellere und effektivere Infiltration der humanen Zellen in das Gewe-

be, wobei interindividuelle Unterschiede möglich sind (King et al. 2008; Ali et al. 2012). 

 

Isolation und Expansion regulatorischer T-Zellen zur klinischen Anwendung 
 

Regulatorische T-Zellen zirkulieren nur zu einem geringen Prozentsatz im Blut (Le und Chao 

2007). Vor einer klinischen Anwendung ist daher eine Expansion der Zellen obligat. Die Kul-

turbedingungen sollen dabei keinen negativen Einfluss auf den Phänotyp und damit die 

suppressive Kapazität der Zellen haben. Das Produkt sollte zudem keine Kontamination mit 

konventionellen T-Zellen aufweisen. 

Genetisch zeichnet sich der gewählte Tierstamm durch ein Fehlen von B-, T- und NK-Zellen, 

sowie verminderter Funktion von Makrophagen und dendritischen Zellen aus, wodurch im 

Vorfeld der Transplantation keine Chemotherapie oder letale Bestrahlung zur Depletion der 

Immunzellen des Empfängers nötig war.  
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Die Isolation der nTreg resultierte in einer sehr reinen CD4+CD25+FoxP3+ Population. Die 

Kultivierung mit Rapamycin und IL-2 und die Restimulierung an Tag +9 hatte keine negativen 

Auswirkungen auf den Phänotyp. Die Zellen wiesen sowohl vor als auch nach der Expansion 

einen sehr hohen Anteil an FoxP3 auf. Die Zellen produzierten keine proinflammatorischen 

Zytokine und konnten die Aktivierung von Effektorzellen in vitro dosiabhängig sehr gut supp-

rimieren. Anstatt die Zellen allo-spezifisch zu expandieren, erfolgte die Vermehrung der Treg 

polyklonal, um eine möglichst große Menge an naiven (CD45RA+) nTreg im Zellprodukt zu 

haben. In einer Studie von Arroyo Hornero et al. (2017) sind CD45RA+ (naive) Treg in der 

TSDR stabiler demethyliert als CD45RA- Gedächtniszellen. Nach Stimulation in vitro verlie-

ren Gedächtnis – Treg ihren Demethylierungsstatus und als Folge wird die Expression von 

FoxP3 verringert (Hoffmann et al. 2009; Schmidl et al. 2011). Auf die Suppressionskapazität 

der expandierten Zellen hat dies allerdings keinen signifikanten Einfluss (Ukena et al. 2011a; 

Arroyo Hornero et al. 2017).  

Ein weiterer Marker zur Differenzierung regulatorischer T-Zellen ist CD127. Obwohl es für 

diesen Marker ein Produkt in GMP Qualität gibt (Peters et al. 2008), sind Zellausbeute nach 

Isolation und Expansionsrate im Vergleich zur gesamten CD4+CD25+ T-Zellfraktion deutlich 

geringer (Ukena et al. 2011a). Zudem sind die Zellen nach Expansion effektiver die Prolifera-

tion auch hoher Mengen konventioneller T-Zellen zu supprimieren als CD4+CD25+CD127- 

sortierte Zellen (Ukena et al. 2011a). Für klinische Zwecke ist dieser Aspekt durchaus rele-

vant.  

Für eine klinische Anwendung ist das Zusammenspiel regulatorischer T-Zellen und Immun-

suppressiva von großer Bedeutung. Dem Kulturmedium wurde zur Expansion der Zellen Ra-

pamycin zugesetzt. Rapamycin fördert die Expansion von Treg, während es die Proliferation 

von Effektorzellen hemmt (Battaglia et al. 2005). Dieser Effekt wird auch in vivo unter Thera-

pie mit Rapamycin deutlich (Battaglia et al. 2006). Im Vergleich zur Therapie mit Calcineurin-

inhibitoren führt die Behandlung zu einem erhöhten Anteil an FoxP3+ Treg, während die Zel-

len durch Calcineurininhibitoren gehemmt werden (Zhao et al. 2013; Gallon et al. 2015). In 

Kombination mit Mycophenolat-Mofetil führt die Therapie mit Rapamycin zu einer schnellen 

Immunrekonstitution, einer erhöhten Anzahl an Treg und damit verringerter GvHD (Peccatori 

et al. 2015). Rapamycin führt sowohl im Blut, den peripheren Lymphknoten, aber auch im 

Transplantat selbst zu einem erhöhten Anteil an regulatorischen T-Zellen (Wang et al. 2013).  

Calcineurininhibitoren wie Ciclosporin A wird ein inhibitorischer Effekt auf Treg nachgesagt 

(Baan et al. 2005; Wang et al. 2006; Zeiser et al. 2006; Coenen et al. 2007; Ma et al. 2009; 

Lu et al. 2010; Lim et al. 2010; Miroux et al. 2012), was auf den Einfluss auf die IL-2 Synthe-

se zurückgeführt wird (Wood und Sakaguchi 2003; Kang et al. 2007a). Nur wenige Studien 

zeigen, dass Ciclosporin A die Anzahl an Treg nicht vermindert, sondern die Expansion in 

Teilen sogar unterstützt (Meloni et al. 2006). Der positive Effekt von CsA auf die Proliferation 
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der Treg ist dosisabhängig (Kawai et al. 2005; Brandt et al. 2009), wobei dieser Effekt im 

Vergleich zur Therapie mit z.B. Rapamycin weniger deutlich ist (Ruggenenti et al. 2007; Al-

Wedaie et al. 2015). Auch die Applikation von Mycophenolat-Mofetil führt zu unterschiedli-

chen Ergebnissen im Hinblick auf den Einfluss auf regulatorische T-Zellen.  

Patienten, die von Calcineurininhibitoren auf MMF umgestellt werden, weisen innerhalb von 

6 Monaten eine erhöhte Anzahl an Treg auf (Demirkiran et al. 2009). Zusätzlich kann MMF 

die negativen Effekte von CsA auf Treg ausbalancieren, während Glukokortikoide dies nicht 

können (Miroux et al. 2012). Andere Studien weisen jedoch auf eine reduzierte Menge an 

Treg im transplantierten Gewebe unter MMF-Therapie hin. Gewebeschäden im Transplantat  

können im Tiermodell in der Folge nicht adäquat repariert werden (Gandolfo et al. 2010). 

Auch der Effekt von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen ist je nach Studie unter-

schiedlich. In vitro wird ein proliferationshemmender Effekt beschrieben (Miroux et al. 2012). 

In vivo kann es unter Therapie mit Steroiden zu reduzierten absoluten und relativen Mengen 

an Treg kommen (Sbiera et al. 2011; Olsen et al. 2015). Durch eine  Kurzzeittherapie mit 

Dexamethason allein (Chen et al. 2006) oder in Komination mit IL-2 (Xie et al. 2009) oder 

unter Behandlung mit Meythelprednisolon (Braitch et al. 2009) kann es zur selektiven Ex-

pansion von Treg kommen. Klinisch haben Glukokortikoide bei Anwendungen für Patienten 

mit systemischem Lupus erythomatodes (Azab et al. 2008), Asthma bronchiale (Karagianni-

dis et al. 2004) und multipler Sklerose (Braitch et al. 2009) einen fördernden Effekt auf Treg, 

der in einem erhöhten Anteil an CD4+CD25+FoxP3+ Zellen in den Patienten resultiert, wäh-

rend u.a. die Synthese von IL-2 durch TH1 Zellen reduziert wird (Zen et al. 2011). Dabei wer-

den vor allem CD45RA- Gedächtnis-Treg expandiert (Seissler et al. 2012). Allgemein wird 

durch Glukokortikoide die Expression von FoxP3 mRNA erhöht, wodurch im folgenden mehr 

Treg generiert werden (Demirkiran et al. 2008). Durch die Möglichkeit die Treg in vitro durch 

Zusatz von Vitamin D3 und Dexamethason (Barrat et al. 2002) oder Fluticason (Peek et al. 

2005) zu generieren, handelt es sich bei diesen Zellen wahrscheinlich um Tr1 iTreg (Karagi-

annidis et al. 2004).  

Aufgrund der divergierenden Literatur war eine Untersuchung der Wechselwirkungen von 

Immunsuppression und regulatorischen T-Zellen wichtig. 

 

Klinischer Verlauf unter adjuvanter Therapie mit nTreg 
 
Der klinische Verlauf nach adoptivem Transfer regulatorischer T-Zellen differierte je nach 

Treg Dosis oder angewandter Immunsuppression teils signifikant. 

Während eine Dosis von nTreg 2:1 das Leben nicht signifikant verlängern konnte, resultierte 

die Behandlung mit nTreg 1:1 und 1:2 das Überleben signifikant. Das Gewicht, als einzig 

objektiver Parameter war trotz längeren Überlebens nur unter einer Dosierung von nTreg 1:2 
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signifikant besser. Der klinische Verlauf mit nTreg 2:1 ähnelte dem Verlauf der erkrankten 

Kontrolltiere. Die Applikation von 3*106 nTreg allein hatte keinerlei negativen Einfluss auf 

Überleben und klinischen Verlauf. Histologisch ergaben sich keine Hinweise auf Entzündung 

oder Infiltration humaner Zellen in die Gewebe. 

In weiteren allogenen und xenogenen Tiermodellen förderte die Applikation frischer und ex-

pandierter Treg das Überleben der Tiere nach Stammzelltransplantatation (Hoffmann et al. 

2002; Taylor 2002; Edinger et al. 2003; Trenado et al. 2003; Mutis et al. 2006; Cao et al. 

2009; Hannon et al. 2014). Dabei sind expandierte Treg effektiver als frisch isolierte (Wu et 

al. 2008; Singh et al. 2012).   

Wichtig für einen erfolgreichen adoptiven Transfer regulatorischer T-Zellen ist der Zeitpunkt 

der Applikation. Werden die Zellen einige Tage vor Transplantation der Stammzellen infun-

diert, überlebt ein Großteil der Patienten ohne zusätzliche Immunusppression (Di Ianni et al. 

2011a). Die Zellen fördern eine schnelle Immunrekonstitution und CMV-Erkrankungen wer-

den deutlich vermindert (Di Ianni et al. 2011a). Bei einer bereits eingesetzten und progressiv 

verlaufenden akuten GvHD können die Zellen die Symptome nicht mehr mindern und die 

Erkrankung schreitet weiter fort (Trzonkowski et al. 2009).  

Effektorzellen migrieren nach Transplantation sehr schnell zum Ort der Inflammation. Wenn 

die Entzündung des Gewebes bereits vorangeschritten ist, wird das Verhältnis von Treg / 

Effektorzellen zu Gunsten der letzteren verschoben. In einem inflammatorischen Milieu spie-

len Zytokine wie TNFα eine große Rolle. Diese können die Funktion von Treg mindern (Nie 

et al. 2013). Ohne Entzündung wird hingegen die Prägung und Proliferation von Treg geför-

dert. Um das Verhältnis von Treg zu Effektorzellen positiv zu beeinflussen müssen Treg 

mindestens um den Zeitpunkt der Transplantation appliziert werden (Govender et al. 2014).  

Durch die zeitgleiche Applikation von Treg und Effektorzellen nehmen die Zellen in der frü-

hen Phase der Immunantwort, der Prägungsphase (priming Phase) Einfluss auf die Effektor-

zellen, während die Effektivität bei späterem Zelltransfer, zum Zeitpunkt der Effektorphase, 

deutlich gemindert wird (Mavin et al. 2012). Repetitive Gaben bringen im Vergleich zur Ein-

malapplikation keinen Vorteil (Brunstein et al. 2011b). 

Für eine Monotherapie mit nTreg müssen hohe Zellmengen generiert werden (mindestens 

3*106 Treg/kg) (Brunstein et al. 2011b). Diese Zellmengen ex vivo zu generieren ist schwierig 

und eine Alternative zur Monotherapie ist die Kombinationstherapie aus nTreg und Immun-

suppression, um die Zellen in vivo zu expandieren.  

Der Einfluss der Immunsuppressiva Ciclosporin A, Mycophenolat-Mofetil und Methylpred-

nisolon differiert zwischen den einzelnen Studien.  

In dieser Arbeit überlebten Tiere unter Monotherapie mit CsA und Methylprednisolon aus-

nahmslos bis zum Versuchsende. Die Behandlung mit MMF resultierte in der vorzeitigen 

Euthanasie von zwei der fünf Tiere aufgrund massiven Gewichtsverlusts von mehr als 20%. 
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Eines der Tiere entwickelte außerdem massive gastrointestinale Symptome (Anorexie und 

Diarrhö). Das klinische Erscheinungsbild und der mittlere Gewichtsverlauf über die Zeit wa-

ren unter Behandlung mit Methylprednisolon sehr gut. Tiere unter CsA Therapie wiesen hin-

gegen im Mittel ein verringertes mittleres Gewicht und einen vergleichsweise mäßigen klini-

schen Allgemeinzustand auf. Die Kombinationstherapie führte dagegen zu einem deutlich 

besseren Erscheinungsbild und Gewicht über die Zeit. Die Behandlung resultierte vor allem 

in Leber und Lunge, weniger in Knochenmark und Milz in einer deutlich erhöhten Zahl an 

FoxP3+ Treg. Die Proliferation der Treg wurde durch CsA nicht negativ beeinflusst.  

Der Einfluss von Ciclosporin A wird vorwiegend als inhibitorisch beschrieben. Daneben gibt 

es auch Untersuchungen die einen fördernden Effekt von CsA auf nTreg in vivo beschreiben 

(Meloni et al. 2006). Dabei scheinen regulatorische T-Zellen im Vergleich zu konventionellen 

T-Zellen resistenter gegen die Wirkung von Ciclosporin A zu sein (Ruppert et al. 2015). 

Weitere in vivo Untersuchungen zeigen außerdem, dass die immunsuppressive Therapie mit 

CsA im Vergleich zu Rapamycin keinen negativen Einfluss auf ex vivo expandierte applizier-

te Treg hat (Brunstein et al. 2011b).  

Während klinische Erscheinung, mittleres Gewicht und Anteil an FoxP3+ T-Zellen unter 

Kombinationstherapie mit CsA im Vergleich zur Monotherapie verbessert werden konnten, 

resultierte die Kombinationsbehandlung aus Pred. und nTreg in einer deutlichen Verschlech-

terung des Verlaufs im Vergleich zur Monotherapie mit Methylprednisolon. Drei Tiere ver-

starben, zwei davon um den Zeitpunkt herum, an dem auch unbehandelte, erkrankte Tiere 

euthanasiert wurden. Vor allem in der Leber wurde der prozentuale Anteil an FoxP3+ T-

Zellen im Vergleich zur Monotherapie deutlich reduziert. Das Verhältnis von CD45 zu 

FoxP3+ Zellen wurde unter Kombinationstherapie verschlechtert. Zudem wurde die Prolifera-

tion von Treg in der Leber durch die Behandlung Pred./nTreg im Vergleich zur Monotherpie 

deutlich reduziert. Die Leber ist eines der Hauptzielorgane einer akuten GvHD. Das Ausmaß 

der Leberbeteiligung im Verlauf der Erkrankung bestimmt maßgeblich den klinischen Verlauf 

(Arai et al. 2016). Die Effekte von Steroiden auf Treg sind je nach Studie unterschiedlich be-

schrieben.  

Generell wird durch Glukokortikoide die Proliferation durch Hochregulation von CD25 auf 

Treg und durch vermehrte Expression von FoxP3 mRNA gesteigert, während sowohl Th1 als 

auch Th2 Zellen vermehrt in Apoptose übergehen (Demirkiran et al. 2008; Zen et al. 2011). 

Patienten, die aufgrund von Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythomato-

dis o.a. unter Glukokortikoidtherapie stehen wiesen erhöhte Konzentration an Treg im Blut 

auf (Suárez et al. 2006; Azab et al. 2008; Braitch et al. 2009). Dabei scheint es sich bei die-

sen Zellen um Tr1 iTreg zu handeln (Karagiannidis et al. 2004), da diese in vitro unter Zusatz 

von Vitamin D3 und Dexamethason (Barrat et al. 2002) oder Fluticason (Peek et al. 2005) 

generiert werden können. Wenn der positive Effekt von Glukokortikoiden vor allem in der de 
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novo Generierung regulatorischer T-Zellen aus non-Treg bestehen, sind dendritische Zellen 

essentiell. Sie können Treg aus konventionellen T-Zellen durch die Produktion von IL-10 in-

duzieren (Franchimont 2004). Allerdings zeigen auch andere Untersuchungen, dass es in 

vivo unter Therapie mit Steroiden zu reduzierten absoluten und relativen Mengen an Treg 

kommt (Sbiera et al. 2011; Olsen et al. 2015).  

Unklar bleibt, warum die Kombinationstherapie zu diesem schlechten klinischen Verlauf und 

der reduzierten Menge an Treg im Gewebe führte. Für klinische Anwendungen ist dieses 

Ergebnis allerdings sehr wichtig. Ebenso wichtig ist die Beobachtung, dass Ciclosporin A, 

sowohl allein, als auch in Kombination mit nTreg einen proliferationsfördernden Effekt hat, 

der klinisch für eine endogene Expansion der Zellen genutzt werden kann.  

 

Hauptzielorgane, klinischer Verlauf und therapeutische Bedeutung bei GvHD  
 
Als Hauptzielorgane einer akuten GvHD gelten Haut, Darm und Leber (Sung und Chao 

2013).  

Tiere, die nach Transfer von 3*106 humanen PBMCs an einer akuten GvHD erkrankten wie-

sen eine hochgradige Infiltration der Leber mit humanen Zellen auf. Die Beteiligung der Le-

ber war maßgeblich am Verlauf der Erkrankung beteiligt. Je höher der pathologische Bewer-

tungsscore, desto schwerer die Erkrankung. Dabei waren die Veränderungen vor allem 

durch Infiltration humaner Zellen periportal und im Bereich der Gallengänge gekennzeichnet. 

Die Beteiligung der Leber bestimmt maßgeblich den Verlauf und die Überlebensrate. Die 

Prognose bei einer Beteiligung der Leber für den Patienten ist schlechter  (Arai et al. 2016). 

Im Zuge einer akuten GvHD ist die Leber fast nie allein betroffen. Sie ist fast immer assozi-

iert mit Darm- und mehr noch mit Hautveränderungen (Kambham et al. 2014; McDonald 

2016). Die Leber kann auch bei einer chronischen GvHD, besonders bei schweren Formen 

betroffen sein (Arora et al. 2016; Grube et al. 2016; Salomao et al. 2016). Eine akute Leber- 

GvHD ist ein Risikofaktor für eine folgende chronische Erkrankung und der Übergang ist mit-

unter fließend (Kambham et al. 2014; Arai et al. 2016). Differentialdiagnostisch müssen Vi-

ruserkrankungen mit Hepatitis, Tumorerkrankungen, das sinusoidale Obstruktionssyndrom 

und Eisenüberladung bei klinischen Anzeichen einer Lebererkrankung in Betracht gezogen 

werden (Kim et al. 2000; Matsukuma et al. 2016; Salomao et al. 2016). Risikofaktoren, die 

eine Leber GvHD begünstigen sind vor allem Hepatitis Antikörper und bereits bestehende 

Organdysfunktionen (Arai et al. 2016).  

Zur sicheren Diagnosestellung dient eine Leberbiopsie. Bei einer akuten GvHD sind vor al-

lem die Gallengänge betroffen. Seltener finden sich periportale oder lobuläre Infiltrationen mit 

Lympozyten. Bei fortschreitender Erkrankungen kann im weiteren auch eine Fibrose des 

Gewebes diagnostiziert werden (Matsukuma et al. 2016; Salomao et al. 2016). Die Therapie 
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muss beim Vorliegen einer akuten GvHD der Leber entsprechend angepasst werden, um 

weitere hepatotoxische Einflüsse durch Medikamente möglichst zu reduzieren (McDonald 

2016). Regulatorische T-Zellen mit bestimmten Chemokinrezeptoren wie CXCR3 können 

selektiv in bestimmte Organe migrieren  (Ukena et al. 2011b). Bei Applikation dieser organ-

spezifischen Treg können der Verlauf und die histopathologischen Veränderungen in der 

Leber verbessert werden (Hasegawa et al. 2008).  

Klassischerweise sind auch Haut und Darm von einer akuten GvHD betroffen. Vor allem 

Veränderungen der Haut werden beim Großteil der Patienten festgestellt (Arai et al. 2016). In 

der vorliegenden Arbeit konnten in beiden Geweben keinerlei pathologische Veränderungen 

festgestellt werden. Sowohl die subletale Bestrahlung, als auch der genetische Hintergrund 

der Versuchstiere kann zu dieser veränderten Pathologie beigetragen haben. Der verwende-

te Tierstamm zeichnet sich durch einen Mangel an B-Zellen und eine verringerte Funktion 

dendritischer Zellen aus. Diese Zellen sind als APCs essentiell zur Initiierung der Erkrankung 

(Shlomchik et al. 1999; Clark und Chakraverty 2002; Stenger et al. 2012). Auch nicht-

Antigenpräsentierende Zellen, wie die Peyer’schen Platten im Darm, die bei diesem Stamm 

hypoplastisch sind, sind für die Entstehung einer akuten GvHD wichtig (Koyama et al. 2012) 

und die Depletion von APCs kann die Pathologie einer akuten GvHD beeinflussen (Zhang et 

al. 2002).  

Die Milz als sekundäres Immunorgan wies bei erkrankten Tieren in unseren Experimenten 

eine hohe bis sehr hohe Infiltration mit humanen Zellen auf. Für die Milz ist keine spezielle 

Pathologie im Zuge einer akuten GvHD beschrieben. Frühe Untersuchungen haben histolo-

gisch keinen signifikanten Unterschied in der Lymphozyteninfiltration bei  Patienten mit 

GvHD im Vergleich zu gesunden Patienten nach Knochenmarkstransplantation festgestellt 

(Dilly und Sloane 1988). Nach Präkonditionierung nimmt die Zellularität in der Milz zunächst 

ab. Nach drei Wochen regeneriert sich das Gewebe und weist individuell unterschiedlich 

hohe Mengen an Lymphozyten in der weißen Pulpa auf. Die rote Pulpa kann deutliche An-

zeichen extramedullärer Hämatopoese aufweisen (Al-Hashmi et al. 2011). Allgemein scheint 

der Einfluss der Milz im Hinblick auf Morbität und Mortalität der Erkrankung keinen signifikan-

ten Einfluss zu haben (Clouthier et al. 2002). Auch bei einer GvHD nach Organtransplantati-

on ist der Einfluss der Milz auf die Erkrankung nicht eindeutig geklärt (Green und Hind 2016).  

Auch die Lunge erkrankter Tiere war teils massiv mit humanen Lymphozyten infiltriert. Vor 

allem perivaskulär und peribronchial, aber auch im Bereich der Alveolen konnten deutliche 

Veränderungen gesehen werden. Die jeweilige Therapie mit Immunsuppressiva, allein oder 

in Kombination mit nTreg, sowie die Monotherapie mit nTreg 1:1 und 1:2 konnte das histopa-

thologische Bild im Durchschnitt deutlich verbessern. Die histologischen Befunde entspre-

chen denen anderer Untersuchungen in xenogenen GvHD Modellen (Hahn et al. 2015).  
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Die Lunge stellt kein klassisches Zielorgan einer akuten GvHD dar. Trotzdem treten in den 

ersten 100 Tagen nach Stammzelltransplantation infektiöse und nicht-infektiöse Erkrankun-

gen der Lunge als Folge der Transplantation auf. Dazu zählen neben bakteriellen, viralen 

und Pilzinfektionen auch das engraftment syndrome, alveoläre Hämorrhagien und das idio-

pathische Pneumoniesyndrom (IPS) (Soubani und Pandya 2010). In der späten Phase (+100 

Tage post Tx) spielt vor allem das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) eine Rolle. Dabei 

handelt es sich um eine chronische Entzündung mit folgender Fibrose der Bronchen, welche 

sich klinisch in einer Atemwegsobstruktion mit verminderter Lungenfunktion darstellt 

(Nakasone et al. 2013). Akute, sowie vor allem chronische GvHD sind ein Risikofaktor für die 

Entstehung der Erkrankung (Ditschkowski et al. 2013; Ugai et al. 2015). Im Durchschnitt tritt 

die BOS 6-12 Monate nach Transplantation auf und betrifft 2-25% der Patienten (Nakasone 

et al. 2013; Kambham et al. 2014). Die BOS wird als klinische Manifestation einer pulmona-

len chronischen GvHD eingestuft (Gronningsaeter et al. 2017).  

Durch chronische Inflammation des Gewebes und schlussendlicher Fibrose des Bronchial-

epithels ist die Erkrankung irreversibel und entsprechend schlecht sind der Therapieerfolg 

und die Prognose (Ditschkowski et al. 2013; Gronningsaeter et al. 2017).  

Wie bei anderen Geweben hängt auch bei der Lunge das Ausmaß der Veränderungen von 

regulatorischen T-Zellen ab (Salman et al. 2016; Siemeni et al. 2016; Meloni et al. 2004b). 

Neue Therapieoptionen zur Behandlung refraktärer GvHD  nutzen den positiven Effekt von 

Treg zur Behandlung von BOS. Eine Möglichkeit ist vor allem die extrakorporale Photophe-

rese. Durch die Bestrahlung der Zellen mit UV-A Strahlen wird die Proliferation von Treg ge-

fördert (Brownback et al. 2016). Die Lungenfunktion der betroffenen Patienten stabilisiert 

oder die Lungenveränderungen sogar rückgängig gemacht werden (Brownback et al. 2016; 

Del Fante und Perotti 2017). Auch Medikamente, die zur Behandlung anderer obstruktiver 

Lungenerkrankungen eingesetzt werden, haben eine positiven Einfluss auf Treg. Roflumilast, 

ein Phosphodiesterasehemmer wird zur Therapie der chronisch obstruktiven Lungenerkran-

kung (chronic obstructive pulmonary disease; COPD). Neben seinen antiinfllamatorischen 

und antifibrotischen Eigenschaften fördert es auch die Proliferation von Treg im Gewebe 

(Kim et al. 2016).  Weitere Untersuchungen müssen zeigen, ob sich durch die Kombination 

der verschiedenen Therapieoptionen der Langzeiterfolg nach Transplantation im Hinblick auf 

die Lungenfunktion verbessern lässt. 

Die Nieren erkrankter Tiere waren ebenfalls zum Teil deutlich mit humanen Zellen infiltriert. 

Die Infiltration war vor allem perivaskulär und peritubulär, aber auch um die Glomeruli kon-

zentriert. Je nach Behandlungsform konnte die Zellmenge im Gewebe im Durchschnitt deut-

lich reduziert werden. Unter der Behandlung mit Ciclosporin A gab während des Beobach-

tungszeitraums keinen histopathologischen Hinweis auf Vasculopathien interstitielle Fibrose 

oder Tubolopathien. Calcineurininhibitoren vermitteln ihren nephrotoxischen Effekt direkt und 
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indirekt. Direkt wird der Effekt durch die Vasokonstriktion an den Arteriolen der Niere vermit-

telt. Es kommt zur Hypoperfusion des Gewebes und damit zum Nierenschaden (Lanese und 

Conger 1993; Krishnappa et al. 2016; Kemmner et al. 2016). 

Indirekt wird der Effekt durch Mikroangiopathien hervorgerufen, die widerum durch CsA The-

rapie entstehen können (Elsallabi et al. 2016; Krishnappa et al. 2016).  

Klassischerweise stellt die Niere kein primäres Zielorgan einer akuten GvHD dar.  

Im allogenen Stammzelltransplantationsmodell der Ratte konnte jedoch an Tag +28 eine 

Beteiligung der Niere im Verlauf der akuten GvHD nachweisen. Histologisch waren die Ver-

änderungen in einer vermehrten Infiltration mononukleärer Zellen im Interstitium bis hinein in 

das peritubuläre Gewebe (Higo et al. 2014). Auch einzelne Fallberichte von Patienten bele-

gen Nierenveränderungen im Zusammenhang mit akuter GvHD (Homma et al. 2005). Trotz 

dieser Untersuchungen gilt weiterhin die Auffassung, dass eine akute GvHD keine direkten 

Nierenschäden hervorruft (Higo et al. 2014). Sie stellt jedoch einen Risikofaktor für akute und 

chronische Nierenerkrankungen dar (Mori et al. 2012). Andere Faktoren, die die Entstehung 

einer akuten Niereninsuffizienz begünstigen sind Sepsis, die Applikation nephrotoxischer 

Medikamente wie Calcineurininhibitoren, Tumorlysesyndrom, thrombotische Mikroangiopa-

thien und Toxizität durch die Infusion des Stammzelltransplantats (Kogon und Hingorani 

2010; Krishnappa et al. 2016; Elsallabi et al. 2016). Die Inzidenz einer akuten Niereninsuffi-

zienz nach Stammzelltransplantation liegt bei bis zu 70% (Kogon und Hingorani 2010). Die 

Therapie richtet sich nach der zugrundliegenden Ursache der Erkrankung (Krishnappa et al. 

2016). 

Auch chronische Nierenerkrankungen sind im Zusammenhang mit GvHD möglich. Hierbei 

spielt vor allem die chronische GvHD und die Verminderung der Immunsuppression eine 

prädominante Rolle. Durch Glomerulopathien kann es zur Entstehung eines nephrotischen 

Syndroms kommen (Brukamp et al. 2006; Hiramatsu et al. 2016).  

 

Schlussfolgerung und Ausblicke für die Zukunft 
 
Xenogene Transplantationsmodelle eignen sich zur Untersuchung medizinischer Fragestel-

lungen. Als Limitation von Tiermodellen ist aber immer die Tatsache anzuführen, dass ein 

experimentelles Modell, vor allem mit genetisch veränderten Tieren in einer nicht-

immunogenen Umgebung, nie alle Aspekte komplexer immunologischer Vorgänge im huma-

nen System berücksichtigen und wiederspiegeln kann. 

Nichts desto trotz ist das hier verwendete System mit NOD/SCID Il-2Rgamma -/- Mäusen ist 

belastbares Modell, um neue, erweiterte Therapieoptionen zur Behandlung einer akuten 

GvHD zu untersuchen.  
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Mit einer geringen Menge an humanen PBMCs konnte bei den Versuchstieren eine klinisch 

manifeste GvHD induziert werden. Auch wenn weder Haut, noch Darm mit humanen Zellen 

infiltriert waren und histologisch keinerlei Anzeichen auf eine Inflammation vorlagen, spiegel-

ten die anderen Organe (Leber, Lunge, Milz und Niere) typische Veränderungen der Erkran-

kung wider. Dabei waren vor allem die Infiltration und Inflammation der Leber assoziiert mit 

klinischem Verlauf und Überleben der Tiere. Dies steht im Einklang mit Patientendaten, die 

eine Korrelation zwischen dem Vorliegen einer akuten GvHD der Leber und dem Überleben 

beschreiben (Arai et al. 2016). Vor allem der Anteil an FoxP3+ Treg im Gewebe hat einen 

Einfluss auf den klinischen Verlauf und das Überleben. Dies beweist, dass regulatorische T-

Zellen maßgeblich am Verlauf nach Zelltransplantation beteiligt sind.  

Die Menge an regulatorischen T-Zellen im Gewebe wird u.a. durch die Wahl der Immunsupp-

ression beeinflusst. Vor allem die Behandlung mit Ciclosporin A, allein und in Kombination 

resultierte in einer signifikant erhöhten Menge an Treg im Lebergewebe. Dies unterstreicht, 

dass CsA nicht ausschließlich, wie in der Literatur vorwiegend angegeben, inhibitorische, 

sondern vielmehr synergistische Effekte mit Treg besitzt. Diese Ergebnisse sind es wert wei-

tere Untersuchungen im Hinblick auf eine eventuell klinische Anwendung durchzuführen. 

Hingegen führt die Kombinationstherapie aus Methylprednisolon und nTreg zu einem 

schlechteren Verlauf als unter Monotherapie. Einige Tiere entwickelten unter Therapie 

Symptome einer akuten GvHD. Für eine klinische Anwendung ist diese Kombination nach 

den vorliegenden Daten nicht geeignet. 

Für zukünftige Untersuchungen sollten weitere Immunusppressiva wie Rapamycin für eine 

Kominationstherapie mit nTreg in Betracht gezogen werden. Rapamycin fördert dosisabhän-

gig sowohl in vitro als auch in vivo die Proliferation regulatorischer T-Zellen (Battaglia et al. 

2005; Battaglia et al. 2006). Dies ist ein sehr guter Ansatzpunkt um die Monotherapie mit 

einer adjuvanten Treg Therapie zu kombinieren.  

Auch der Einsatz von IL-2 kann zur endogenen Expansion von Treg in Betracht gezogen 

werden. IL-2 führt zur Proliferation von ICOS+ Treg (Sim et al. 2014). Diese Zellen sind eine 

spezielle Unterpopulation regulatorischer T-Zellen und sind in vitro auch in einer geringer 

Dosis im Vergleich zu Effektorzellen sehr suppressiv (Ukena et al. 2011a).  

Regulatorische T-Zellen besitzen eine Vielzahl von Chemokinrezeptoren. Je nach Expressi-

on wird darüber die Migration in das Gewebe ermöglicht (Wei et al. 2006; Campbell und 

Koch 2011). Es gibt damit also organspezifische Treg. Für eine klinische Anwendung, be-

sonders im Zusammenhang mit der Transplantation solider Organe kann dies eventuell the-

rapeutisch genutzt werden (McDonald-Hyman et al. 2016). Auch im Zusammenhang mit 

GvHD kann dies von Bedeutung sein. So spielt die Expression der Chemokinrezeptoren 

CCR5, CXCR3, CCR3, CXCR6 und CCR1 eine wichtige Rolle. Die Expression dieser Re-

zeptoren ermöglicht Treg die Migration in entzündetes Gewebe. Bei Patienten, bei den diese 

Diskussion



Diskussion 
 

123 
 

Rezeptoren auf den Treg herunterreguliert sind, kommt es vergleichsweise zu schwereren 

GvHD Verläufen, durch z.B. die verminderte Menge an FoxP3+ T-Zellen in der Darmmukosa 

(Ukena et al. 2011b). Die Expression verschiedener Chemokinrezeptoren wird durch die Ex-

pansion der Zellen eventuell gemindert (Chakraborty et al. 2012), wobei auch die Wahl des 

Kulturmediums entscheidend ist (Velaga et al. 2017). Hingegen führt die endogene Expansi-

on der Treg unter IL-2 Therapie nicht zur Verminderung der Expression der Chemokinrezep-

toren. Die Migration der Zellen wird damit nicht negativ beeinflusst (Jeffery et al. 2017).  

Die Kombination der verschiedenen Therapieansätze kann den klinischen Verlauf und das 

Überleben der Patienten zukünftig eventuell deutlich verbessern. 

Trotz wichtiger neuer Erkenntnisse bleiben einige Fragen unbeantwortet. Es ist unklar, wa-

rum die Kombinationstherapie mit Methylprednisolon und nTreg sich bzgl. des klinischen 

Verlaufs, des Überlebens und der Menge an FoxP3+ T-Zellen in der Leber so deutlich von 

der Monotherapie unterscheidet.  

Es ist auch nicht geklärt, warum weder die Haut noch der Darm Anzeichen einer akuten 

GvHD aufwiesen. Beim Patienten weist ein Großteil der Patienten Hautsymptome bei einer 

akuten GvHD auf (Arai et al. 2016). Für die Kernaussagen dieser Arbeit spielt dieser Aspekt 

aber sicherlich eine untergeordnete Rolle. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchun-

gen sind sicher, dass der Transfer regulatorischer T-Zellen risikofrei ist und eine Therapie mit 

Ciclosporin A, sowohl allein, aber vor allem in Kombination mit nTreg zur Proliferation 

FoxP3+ T-Zellen, vor allem in der Leber führt, während die Kombinationstherapie aus Gluko-

kortikoiden und nTreg den klinischen Verlauf maßgeblich negativ beeinflusst. 

Die Therapie mit regulatorischen T-Zellen im Zusammenhang mit Stammzelltransplantation 

hat bereits bei einigen Patienten kleinerer Studien positive Effekte für Patienten erzielen 

können. Da die Monotherapie mit nTreg aufgrund der hohen benötigten Zellzahl eher nicht 

standardmäßig Einzug in die klinische Behandlung halten wird, richtet sich der Fokus vor 

allem auf die Kombination mit anderen Medikamenten. Diese sollen die Proliferation der Zel-

len in vivo nicht hemmen, sondern im Idealfall die endogene Expansion der Zellen fördern. 

Wie dieses Ziel eventuell erreicht werden kann, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit. Weitere 

Untersuchungen mit einer größeren Tierzahl, sowie einem längeren Beobachtungszeitraum 

sind dafür notwendig. Auch sollte die Kombination unterschiedlicher Immunsuppressiva im 

Zusammenspiel mit regulatorischen T-Zellen untersucht werden, da viele Patienten mit mehr 

als einem Medikament behandelt werden. 
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7. Zusammenfassung 
 
Regulatorische T-Zellen als adjuvante Therapie der akuten Graft versus Host Erkran-
kung im xenogenen Maus-Modell 
 

Allogene Stammzelltransplantationen werden zur Therapie maligner und nicht-maligner Er-

krankungen des hämatopoetischen Systems genutzt. Die Zahl der Transplantationen ist über 

die letzten Jahre kontinuierlich gestiegen. Trotz intensiver Forschung und Weiterentwicklung 

sind akute und chronische Abstoßungsreaktionen weiterhin maßgeblich für den Erfolg einer 

Stammzelltransplatation limitierend. Die klassische Immunsuppression kann Patienten oft 

nur unzureichend vor der Erkrankung schützen. Zudem ist die Behandlung mit einer Reihe 

unerwünschter Wirkungen verbunden.  

Regulatorische T-Zellen sind natürliche Immunmodulatoren. Sowohl in experimentellen wie 

auch klinischen Untersuchungen konnte der Zusammenhang zwischen regulatorischen T-

Zellen und dem klinischen Verlauf nach Stammzelltransplantation und Transplantation soli-

der Organe gezeigt werden. Für eine eventuelle klinische Anwendung ist neben der Etablie-

rung von Expansionsprotokollen unter GMP-Bedingungen, auch die Untersuchung auf das 

Zusammenspiel mit konventionellen Immunsuppressiva unerlässlich. 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Applikation von 3*106 humanen PBMCs in 

NOD/SCID Il-2Rgamma -/- Mäusen an Tag 0 eine xenogene akute GvHD induziert. Zur weite-

ren Therapie wurden ab Tag +1 Ciclosporin A, Mycophenolat-Mofetil oder Methylprednisolon 

sowohl als Monotherapie, als auch in Kombination mit 0,5*106 polyklonal expandierten nTreg 

appliziert. Zusätzlich wurden nTreg in verschiedenen Dosierungen (1,5*106, 3*106 und 6*106) 

zusammen an Tag 0 mit den humanen PBMCs als Monotherapie ohne zusätzliche Immun-

suppression appliziert. Post mortem wurden die Gewebe auf die Infiltration humaner Zellen 

und den Anteil an FoxP3+ Treg untersucht. Histologisch wurden die Organe auf Infiltration 

und Inflammation untersucht.  

Die Behandlung mit Treg als Monotherapie resultierte unter einer Dosis von 1:1 und 1:2 

(3*106 und 6*106), nicht aber 2:1 (1,5*106) in einer Verbesserung der Überlebensdauer und 

der klinischen Erscheinung. Überraschenderweise resultierte vor allem die Behandlung mit 

Ciclosporin A und nTreg in einem verbesserten klinischen Verlauf und verlängerten Überle-

ben. Vor allem in der Leber führte die Therapie zu einem erhöhten Anteil FoxP3+ Treg bei 

einer jedoch insgesamt verringerten Gesamtmenge humaner Zellen im Gewebe. Interessan-

terweise resultierte die Kombinationstherapie aus Pred./nTreg im Vergleich zur Monothera-

pie bei einigen Tieren in schnellem Gewichtsverlust, schlechtem klinischen Befinden und 

reduziertem Anteil an FoxP3+ Treg im Gewebe.  
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Schlussfolgernd führten sowohl die Monotherapie mit nTreg 1:1 und 1:2, nicht aber 2:1 zu 

einem verlängerten Überleben der Tiere im Vergleich zur erkrankten Kontrolle. Anders, als 

bisher immer wieder gezeigt, resultierte die Behandlung mit Ciclosporin A, vor allem in Kom-

bination mit nTreg nicht in einer Inhibiton der regulatorischen Zellen, sondern in einem er-

höhten Anteil FoxP3+ Treg im Gewebe, vor allem in der Leber. Die Ergebnisse legen damit 

vielmehr einen synergistischen, proliferationssteigernden Effekt von CsA auf Treg nahe. Die 

Therapie mit MMF, ebenso wie die Kombinationstherapie aus Methylprednisolon und nTreg 

konnten hingegen nicht ausreichend vor einer akuten GvHD schützen.  
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8. Summary   
 

Regulatory T-cells as an adjuvant therapy for treatment of acute Graft versus Host 
Disease in a xenogeneic mouse model 
 

Transplantation of allogeneic stem cells is a curative therapy for malignant and non-

malignant disease of the hematopoetic system. The number of transplantations increased 

continuously over the last years. Despite intensive research and developments in that field 

acute and chronic rejection remain major limitations for successful stem cell transplantation. 

Classical immunosuppression is often insufficient to protect patients from disease. Further-

more, the therapy itself is accompanied with several undesired side effects.  

Regulatory t-cells are natural immunomodulators. Experimental studies, as well as patient 

data show a connection between regulatory t-cells and the outcome of stem cell and solid 

organ transplantation. For possible clinical application, establishing of GMP-grade isolation 

and expansion protocols as well as the analysis of the interplay of Treg with conventional 

immunosuppressants is inevitable.  

In the present study, xenogeneic acute GvHD was induced by application of 3*106 humane 

PBMCs into NOD/SCID Il-2Rgamma -/- mice on day 0. Further therapy included application of 

cyclosporine a, mycophenolate-mofetil or methylprednisolone, alone or in combination with 

0.5*106 polyconal expanded nTreg, from day +1 on. Additionally, nTreg were injected in dif-

ferent dosages (1,5*106, 3*106 und 6*106) on day 0 together with the PBMCs as monotherapy 

without further immunosuppression. Post mortem, tissues were analyzed for infiltration of 

humane cells and the amount of FoxP3+ Treg. The organs were analyzed for infiltration and 

inflammation histologically. Therapy with nTreg alone resulted in prolonged survival and in-

creased clinical appearance only with effector cells / nTreg ratio 1:1 and 1:2, but not 2:1. 

Surprisingly, especially the treatment with CsA plus nTreg resulted in an increased clinical 

extending and prolonged overall survival. Especially the liver showed an increased number 

of FoxP3+ Treg with decreased overall cell numbers of humane cells at the same time. Inter-

estingly, the treatment with methylprednisolone plus nTreg resulted in fast deterioration in 

some animals, marked by fast weight loss and a reduced number of FoxP3+ Treg within the 

tissue. This picture differed a lot from what could be observed in mice under therapy with 

methylprednisolone only.  

In conclusion, treatment with regulatory t-cells in a ratio 1:1 and 1:2, but not 2:1 compared to 

diseased animals. Different from what was mostly shown, the treatment with CsA, especially 

in the combination with nTreg did not inhibit the regulatory cells. Instead it resulted in an in-

creased amount of FoxP3+ Treg within the tissue, especially in the liver. These results show 

much more a synergistic, proliferation promoting effect of cyclosporine a on Treg. On the 

Summary
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other hand the treatment with MMF, as well as the combination of methylprednisolone and 

nTreg could not sufficiently protect from an acute GvHD. 
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10. Anhang 
 
10.1. Abbildungsverzeichnis 
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Abb. 8:  Gatingstrategie „Allgemein“ zur Analyse humaner Zellen  
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Abb. 9:  Gatingstrategie „nTreg“ zur Analyse humaner Zellen im Gewebe post mortem 
Abb. 10:  Reinheit der isolierten und expandierten Zellprodukte 
Abb. 11:  Aktivierungsstatus unstimulierter konventioneller T-Zellen 
Abb. 12:  Aktivierungsstatus und Suppression stimulierter konventioneller T-Zellen  
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Abb. 13:  Prozentuale Suppression stimulierter konventioneller T-Zellen  

 durch polyklonal expandierte nTreg 
Abb. 14:  Zytokinprofil konventioneller CD4+ FoxP3- (non-Treg) T-Zellen 
Abb. 15:  Zytokinprofil polyklonal expandierter nTreg 
Abb. 16:  Überleben, Gewichtsverlauf und klinische Erscheinung der Kontrollgruppen 
Abb. 17:  Anteil humaner CD45+ und CD3+ Zellen im Gewebe der  

 erkrankten Kontrollgruppe 
Abb. 18:  Überlebenskurve und Gewichtsverlauf erkrankte Kontrolle im Vergleich  

 klassische Immunsuppression  

Abb. 19:  Überlebenskurve und Gewichtsverlauf erkrankte Kontrolle im Vergleich  

 zur nTreg Therapie  

Abb. 20:  Repräsentative Fotos von Mäusen unter nTreg Therapie 2:1 und 1:2  

Abb. 21:  Mittlerer Gewichtsverlauf über die Zeit unter nTreg Therapie im Vergleich  

 zur Standardimmunsuppression  
Abb. 22:  Überlebenskurve im Vergleich erkrankte Kontrolle, Standardimmunsuppression, 

  nTreg Therapie und Kombinationstherapie 

Abb. 23: Mittlerer Gewichtsverlauf im Vergleich erkrankt Kontrolle,  

 Standardimmunsuppression, nTreg Therapie und Kombinationstherapie  
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Abb. 24:  Mittlerer Gewichtsverlauf über die Zeit unter Kombinationstherapie im Vergleich 

zur erkrankten Kontrolle und nTreg Therapie 1:2 

Abb. 25:  Anteil an zirkulierenden humanen Zellen im Blut an Tag +7 und  

 zum Versuchsende  

Abb. 26:  Infiltration humaner Zellen und Inflammation von Darm und Haut im Verlauf ei-

ner xenogenen Graft versus Host Disease  

Abb. 27:  Infiltration  humaner Zellen und Inflammation der Leber 
Abb. 28:  Infiltration humaner Zellen und Inflammation von Leber einer Maus unter  

 Monotherapie mit Mycophenolat Mofetil  

Abb. 29: Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Lunge 
Abb. 30:  Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Milz 
Abb. 31:  Infiltration humaner Zellen und Inflammation der Niere  

Abb. 32:  Übersicht der Zellinfiltration humaner Lymphozyten (CD3) im Gewebe 
Abb. 33:  Prozentualer Anteil an humanen CD45 Zellen in Knochenmark und Leber 
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