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Abstract

Introduction: Chronic immune activation is a hallmark of HIV infection. It is the best predictor

of disease progression and contributes to overall increased morbidity and mortality.  Intestinal

barrier damage promotes microbial translocation und consequently immune activation. Intestinal

macrophages  are  important  for  limiting  microbial  translocation.  However,  monocytes  and

macrophages are affected in HIV-infected persons. They show an inflammatory phenotype and

produce an increased amount of inflammatory cytokines. Regulatory T cells (Treg) can induce an

anti-inflammatory differentiation of monocytes.  It  is  unclear,  if  they maintain this regulatory

function in HIV infection. 

Methods: Magnetic cell sorting was used to isolate  CD14+ monocytes, CD4+CD25+ Treg and

CD4+CD25-  effector T Cells (Teff) from the blood of healthy controls and treatment-naive or

cART-treated HIV-infected patients. Monocytes were cocultered with autologous Treg or Teff.

Using  flow  cytometry,  monocytes  were  analysed  phenotypically  and  supernatant  cytokine

concentration was assessed. Phagocytic capacity of cocultured monocytes, monocytes from the

blood and duodenal macrophages was analyzed. 

Results: The  data  indicates  that  Treg  lose  their  ability  to  induce  an  anti-inflammatory

differentiation of monocytes in HIV infection. Their regulatory capacity is only partially restored

with cART. Phagocytic capacity of blood monocytes decreases in HIV infection but normalises

with cART. Intestinal macrophages show a decrased phagocytic capacity. Treg have no affect on

the phagocytic capacity of monocytes.  Treg induce a stronger anti-inflammatory differentiation

of monocytes in healthy men compared to healthy women.

Conclusion: This study is the first to show the inability of Treg to induce an anti-inflammatory

differentiation of monocytes  in  HIV infection.  The  loss  of their  regulatory function is  only

partially restored with cART and might  contribute to  the chronic immune activation in  HIV

infection.
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Zusammenfassung

Einleitung:  Die  chronische  systemische  Immunaktivierung  ist  charakteristisch für  eine  HIV-

Infektion. Sie stellt den derzeit wichtigsten Marker für einen Krankheitsfortschritt dar und trägt

zu der auch unter der Behandlung mit cART erhöhten Morbidität und Mortalität bei. Durch eine

Schädigung der intestinalen Barriere kommt es zu einer mikrobiellen Translokation, welche die

Immunaktivierung begünstigt.  Intestinale  Makrophagen können die mikrobielle  Translokation

normalerweise begrenzen. Allerdings zeigen Monozyten und Makrophagen in der HIV-Infektion

vermehrt einen pro-inflammatorischen Phänotyp, eine verminderte Phagozytosefähigkeit und ein

pro-inflammatorisches  Zytokinprofil. Regulatorische  T-Zellen  (Treg)  können  eine  anti-

inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren. Es ist bisher nicht verstanden, ob

Treg auch in der HIV-Infektion ihren regulatorischen Einfluss auf Monozyten ausüben können. 

Methodik: Durch magnetische Zellseparation wurden CD14+ Monozyten, CD4+CD25+ Treg und

CD4+CD25- Effektor T-Zellen (Teff) aus dem Blut HIV-seronegativer gesunder Kontrollen sowie

naiver und mit cART behandelter HIV-seropositiver Patienten isoliert. Die Monozyten wurden

zusammen  mit  autologen  Treg  bzw.  Teff  kultiviert.  Anschließend  wurden  die  Monozyten

phänotypisch  sowie  Zytokine  im  Zellkulturüberstand  durchflusszytometrisch  untersucht.  Es

erfolgten  Phagozytosetests  mit  kokultivierten  Monozyten,  Monozyten  aus  dem  Blut  und

duodenalen Makrophagen.

Ergebnisse: Die  erhobenen  Daten  deuten  daraufhin,  dass  Treg  die  Fähigkeit  einen  anti-

inflammatorischen  Phänotyp  und  Zytokinprofil  bei  Monozyten  zu  induzieren  in  der  HIV-

Infektion  verlieren  und  sich  auch  unter  der  Behandlung  mit  cART  nur  eine  teilweise

Wiederherstellung zeigt. Monozyten und Makrophagen von naiven HIV-seropositiven Patienten

zeigten  eine  verminderte  Phagozytosefähigkeit.  Diese  konnte  durch  Treg  nicht  beeinflusst

werden. Treg bewirkten bei Monozyten von gesunden männlichen Probanden eine stärkere anti-

inflammatorische Differenzierung im Vergleich zu gesunden weiblichen Probanden.

Schlussfolgerung:  In  der  vorliegenden  Arbeit  konnte  erstmals  eine  Störung  in  der  Treg-

vermittelten  Regulation  der  Monozytendifferenzierung  in  der  HIV-Infektion  gezeigt  werden.

Während Treg  bei  Monozyten  von  gesunden  Kontrollen  eine  anti-inflammatorische
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Differenzierung  induzieren  können,  verlieren  sie  diese  Fähigkeit  in  der  HIV-Infektion  und

können  sie  unter  der  Behandlung  mit  cART  nur  teilweise  wiedererlangen.  Dieser

Regulationsdefekt kann zu der systemischen Immunaktivierung in der HIV-Infektion beitragen.
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Abkürzungsverzeichnis
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1. Einleitung

1.1 Das Humane Immundefizienz-Virus

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV)  wurde erstmals im Jahr  1983 beschrieben  (1).  Es

kann über Körperflüssigkeiten wie Blut oder Sperma von Mensch zu Mensch übertragen werden,

meist im Rahmen von sexuellen Kontakten oder durch kontaminierte Nadeln bei intravenösem

Drogengebrauch. Es werden zwei verschiedene Typen des Virus unterschieden. Während sich

HIV Typ 1 (HIV-1) pandemisch ausgebreitet und viele Millionen Leben gefordert hat, kommt

HIV-2 primär in Westafrika vor und zeigt einen günstigeren klinischen Verlauf.

Der  typische  Krankheitsverlauf  einer  HIV-Infektion  beginnt  mit  einer  starken,  besonders

intestinalen, CD4+-T-Zell-Depletion und Anstieg der Plasma-Viruslast, der freien Viren im Blut.

Nach einigen Wochen kommt es zu einem partiellen Wiederanstieg der CD4+-T-Zellen im Blut

und  einem  Absinken  der  Plasma-Viruslast.  Über  mehrere  Jahre  besteht  nun  eine

asymptomatische  chronische  Phase,  die  schließlich  in  eine  symptomatische  Phase  und  das

erworbene  Immunschwächesyndrom  (englisch:  AIDS,  aquired  immunodeficiency  syndrome)

übergeht.  Dieses  ist  durch  das  Auftreten  opportunistischer  Infektionen  und  maligner

Erkrankungen gekennzeichnet. 

Eine antivirale Immunität ist zwar bei den meisten HIV-seropositiven Personen in Form von z.B.

spezifischen zytotoxischen CD8+-T-Zellen und HIV-spezifischen Antikörpern nachweisbar. Die

langfristige Kontrolle bzw. die Eradikation des Virus gelingt dem Immunsystem jedoch nicht.

Während in den ersten Jahren nach Entdeckung des HI-Virus ein positiver HIV-Test eine in der

Regel infauste Prognose  bedeutete,  haben sich die  Behandlungsmöglichkeiten in  den letzten

Jahren deutlich verbessert. Mit Hilfe der antiretroviralen Kombinationstherapie (cART) konnte

die Lebenserwartung deutlich gesteigert (2) und die Ansteckungsgefahr reduziert  werden  (3).

Die  Patienten  leiden  jedoch  weiterhin  unter  den  Folgen  der  Infektion.  Diese  bestehen

mittlerweile  weniger  in  opportunistischen  Infektionen  sondern  v.a.  in  HIV-assoziierten

neurokognitiven  Defiziten und  kardiovaskulären  sowie  malignen  Tumorerkrankungen  nach

langjähriger Infektion (4-8). 
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1.2 Pathogenese der HIV-Infektion

1.2.1 Infektion durch HIV

Als Retrovirus nutzt HIV zur Vermehrung CD4+-T-Helferzellen, kann aber auch z.B. Monozyten

oder dendritische Zellen infizieren. Das Oberflächenmolekül CD4 dient hierbei als Rezeptor für

das Virus. Zusätzlich wird von dem Virus ein Korezeptor genutzt, dabei handelt es sich um eines

der  Oberflächenmoleküle  CCR5  und  CXCR4  (9).  Sowohl  durch  die  infektionsbedingten

zytopathischen Effekte als auch durch aktivierungsinduzierte Apoptose und die Funktion von

zytotoxischen T-Zellen kommt es zum Absterben von CD4+-T-Helferzellen und somit  zu einer

progressiven Abnahme der CD4+-T-Zellzahl. 

Mehr als die Hälfte aller CD4+-T-Helferzellen des Körpers befinden sich im Gastrointestinaltrakt

(10), der deshalb den Hauptangriffsort für HIV darstellt  (11, 12). Bereits in den ersten Wochen

nach einer  Infektion mit  HIV kommt  es zu einer  massiven Depletion von CD4+-T-Zellen im

Darm  (12,  13) und  zu  einer  Schädigung  der  intestinalen  Barriere  (10,  14).  Dieser  CD4+-T-

Zellverlust im Darm erfolgt lange bevor ähnliche Veränderungen im Blut oder in den peripheren

Lymphknoten beobachtet  werden können  (13) und das Ausmaß  der  intestinalen CD4+-T-Zell

Depletion beeinflusst die Progression zum Krankheitsstadium AIDS (15). 

1.2.2 Chronische systemische Immunaktivierung im Rahmen der HIV-Infektion

Ein  wichtiger  Parameter  des  Krankheitsfortschritts  einer  HIV-Infektion  ist  die  systemische

Überaktivierung des Immunsystems, welche ein Fortschreiten der Erkrankung besser anzeigt als

die Viruslast im Plasma  (16, 17). Auch unter cART ist eine anhaltende Immunaktivierung mit

einer erhöhten Morbidität und Mortalität assoziiert (5, 18).

Die  Immunaktivierung  ist  gekennzeichnet  durch  eine  polyklonale  B-Zellaktivierung, eine

erhöhte inflammatorische Aktivität  von T-Zellen und Monozyten  sowie,  damit  einhergehend,

einer  erhöhten  Freisetzung  pro-inflammatorischer  Zytokine  und  Chemokine  (19).  Aktivierte

CD4+-T-Helferzellen  haben  eine  deutlich  verkürzte  Lebensdauer,  sodass  die  chronische

Immunaktivierung zum kontinuierlichen Verlust der CD4+-T-Zellen beiträgt.

Ein serologischer Parameter der Immunaktivierung ist  z.B. lösliches CD14 (sCD14)  (10, 17).

CD14  wird auf  der  Oberfläche  von Monozyten und  Makrophagen exprimiert  und  kann von

aktivierten Monozyten in löslicher Form als sCD14 freigesetzt werden  (17). Als Rezeptor für

bakterielle Bestandteile, wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), spielt CD14 eine wichtige Rolle für

die Erkennung  und Abwehr von Pathogenen.  In HIV-infizierten Personen,  auch unter cART,
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weisen erhöhte sCD14-Plasmaspiegel auf eine bakteriell induzierte inflammatorische Aktivität

von Monozyten hin (17).

Der  andauernde  Entzündungszustand  kann  zu  Schäden  an  Blutgefäßen  führen  und  somit

kardiovaskuläre Erkrankungen begünstigen  (20, 21).  Es wird deshalb angenommen,  dass die

chronische  Immunaktivierung  eine  wichtige  Rolle  für  die  erhöhte  Inzidenz  kardiovaskulärer

Erkrankungen bei HIV-seropositiven Patienten, auch unter cART, spielt.

1.2.3 Ursachen für die chronische Immunaktivierung in der HIV-Infektion

Die Ursachen für die Entstehung der chronischen Überaktivierung des Immunsystems sind bis

heute  nicht  vollständig  verstanden.  Eine  mögliche  Ursache  ist  die  Aktivierung  des

Immunsystems durch das Virus. Weiterhin wurde eine Störung der Homöostasis von T-Zellen als

mögliche Ursache für die Immunaktivierung beschrieben (22). 

Als ein anderer wichtiger Auslöser der systemischen Immunaktivierung gilt die Beeinträchtigung

der  intestinalen  Barrierefunktion,  in  deren  Folge  vermehrt  mikrobielle  Produkte  aus  dem

Darmlumen in die Zirkulation gelangen und inflammatorisch wirken  (10). Dies kann auch bei

anderen  Krankheiten,  wie  z.B.  entzündlichen  Darmerkrankungen  oder  Transplantat-Wirt-

Reaktionen als Folge einer allogenen Stammzelltransplantation beobachtet werden (23, 24).

Im intestinalen Lumen befinden sich etwa 1014 Bakterien - mehr als humane Zellen im gesamten

Körper (25). Die Besiedlung des Darms mit kommensalen Mikroorganismen spielt eine wichtige

Rolle für eine regelrechte Verdauung und ist essenziell für die Funktionalität und Entwicklung

der Immunabwehr (25, 26). Treten die Mikroorganismen oder deren Bestandteile jedoch in den

systemischen  Kreislauf  über, kann  es  fatale  Folgen  haben  und  z.B.  zu  einer  Sepsis  oder

Immunaktivierung führen. Aus diesem Grund gibt es eine intestinale Barriere, die aus mehreren

hintereinander  geschalteten  Systemen  besteht  und  die  mikrobielle  Translokation  verhindert.

Luminales IgA, antimikrobiotische Defensine und die Schleimschicht über dem Epithel bilden

die  erste  Schicht  (27).  Darunter  befindet  sich  die  epitheliale  Barriere  aus  dicht  aneinander

sitzenden  und  über  Verschlüsse,  tight  junctions,  eng  verbundenen  Epithelzellen  (25,  28).

Unterhalb  des  intestinalen  Epithels  in  der  Lamina  propria  findet  sich  als  immunologische

Barriere die größte Anzahl von Immunzellen im Körper (29). Vor allem Makrophagen sind dafür

verantwortlich,  körperfremde  Partikel  zu  beseitigen,  sobald  diese  die  epitheliale  Barriere

überwunden haben.  Die  hocheffiziente  Phagozytose-Aktivität  intestinaler  Makrophagen  kann

den Übertritt mikrobieller Bestandteile in den systemischen Kreislauf verhindern. 
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Während die Schädigung der epithelialen Barriere, die die mikrobielle Translokation begünstigt,

bereits  in  den  ersten  Wochen nach einer  Infektion mit  HIV auftritt  (14),  ist  die  chronische

Immunaktivierung erst später im Verlauf der Krankheit nachweisbar (30). Beispielsweise ist der

LPS-Spiegel im Plasma,  der als  Biomarker  für  die  systemische Anreicherung gramnegativer

bakterieller Bestandteile gilt, im Blut von HIV-infizierten Patienten erst in der chronischen Phase

der Infektion signifikant erhöht (10).

Dies deutet darauf hin,  dass neben dem epithelialen Barrieredefekt  im Infektionsverlauf auch

immunologische Veränderungen, wie z.B. eine abnehmende Abwehr von mikrobiellen Produkten

eine bedeutende Rolle für die Entstehung der chronischen Immunaktivierung spielen.

14



1.3 Monozyten und Makrophagen in der HIV-Infektion 

1.3.1 Bedeutung von Monozyten und Makrophagen für die Immunabwehr

Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle für die angeborene Immunabwehr. Mit

Hilfe  verschiedener  Rezeptoren  können  sie  Pathogene  erkennen,  diese  durch  Phagozytose

eliminieren und über  die  Ausschüttung von Zytokinen und Chemokinen andere Immunzellen

aktivieren.  Dabei sind  Monozyten auch wichtig für  die  immunologische Homöostase,  da sie

sowohl  inflammatorische  Reaktionen  einleiten  wie  auch  anti-inflammatorisch  wirken  und

überschießende Immunantworten verhindern können. 

Monozyten  werden  im  Knochenmark  gebildet  und  zirkulieren  im  Blut  bevor  sie  in  ein

bestimmtes  Gewebe  einwandern  und  abhängig  von  verschiedenen  Einflüssen  wie  pro-

inflammatorischen Zytokinen und  anderen  Immunzellen zu  Makrophagen oder  dendritischen

Zellen  differenzieren  (31).  Man  unterscheidet  verschiedene  Gewebsmakrophagen  wie  z.B.

Kupferzellen  in  der  Leber,  Mikrogliazellen  im  Gehirn,  Langerhanszellen  in  der  Haut  und

intestinale Makrophagen im Darm. 

Monozyten und Makrophagen zeichnen sich durch eine große Heterogenität und Plastizität aus

(32).  Die  Kombination  und  Expressionsdichte  von  verschiedenen  Oberflächenmolekülen

(Differenzierungsmoleküle,  CD-Klassifikation)  wie  z.B.  Chemokinrezeptoren  und  Integrine,

Moleküle für die Erkennung und Präsentation von Antigenen und Kostimulation von T-Zellen

kennzeichnen ihre Funktionalität (Abb. 1). Hieraus ergeben sich verschiedene Monozyten- und

Makrophagensubtypen. 

Abb. 1: Verschiedene Oberflächenmoleküle auf Monozyten und Makrophagen 
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Sowohl  phänotypisch  als  auch  funktionell  kann  zwischen  pro-  und  anti-inflammatorischen

Monozyten/Makrophagen unterschieden werden (33-35).

Während eine  hohe Expression des Oberflächenmoleküls HLA-DR mit  pro-inflammatorischer

Differenzierung assoziiert ist, zeigt sich eine hohe Expression der Oberflächenmoleküle CD206

und  CD163  bei  anti-inflammatorischen  Monozyten.  Anti-inflammatorische  Monozyten  und

Makrophagen zeigen eine  höhere  phagozytotische  Kapazität  und sind  mit  T-Helferantworten

vom  Typ  2  und  der  Sekretion  von  IL-4,  IL-5  und  IL-10  assoziiert  (36,  37).  Eine  anti-

inflammatorische  Differenzierung  scheint  die  typische  Differenzierung  von

Gewebsmakrophagen zu sein (38, 39). 

Die Abgrenzung von pro- und anti-inflammatorischen Makrophagen ist stark vereinfacht, da es

ein  komplexes  Spektrum  verschiedener  funktioneller  Zustände  von  Monozyten  und

Makrophagen  zu  geben  scheint,  welches  darüber  hinaus  stark  von  Plastizität  bzw.

Wandlungsfähigkeit geprägt ist  (40). Die Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen

anhand von phänotypischen und  funktionellen Markern ist  aber  hilfreich,  um eine eher  pro-

inflammatorische von einer eher anti-inflammatorischen Differenzierung abzugrenzen.

1.3.2 Intestinale Makrophagen 

Im  Gegensatz  zu  anderen  Gewebsmakrophagen  können  intestinale  Makrophagen

Mikroorganismen phagozytotisch eliminieren ohne eine inflammatorische Reaktion auszulösen,

da sie kein CD14 oder Fc-Rezeptoren für IgA oder IgG exprimieren und nicht auf Stimulation

mit  z.B.  LPS  mit  der  Produktion pro-inflammatorischer  Zytokine  reagieren  (41,  42).  Diese

sogenannte  „inflammatorische  Anergie“  ist  wichtig,  um eventuell  die  Barriere  überquerende

Mikroorganismen  oder  Fremdkörper  zu  entfernen  ohne  eine  gewebeschädigende

inflammatorische Immunreaktion auszulösen. 

Im Rahmen von intestinalen Entzündungen zeigen Makrophagen phänotypische und funktionelle

Veränderungen und eine vermehrte pro-inflammatorische Differenzierung neu eingewanderter

Monozyten (42).

1.3.3 Monozyten und Makrophagen in der HIV-Infektion 

Makrophagen stellen ein bedeutendes Reservoir für das Virus dar, da sie in verschiedene Gewebe

einwandern und somit das Virus im Körper verbreiten können (43). So scheinen aktivierte und

HIV-infizierte  Monozyten,  die  ins  Gehirn  einwandern,  eine  bedeutende  Rolle  für  die  HIV-
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assoziierte Demenz zu spielen (44).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Monozyten im Blut HIV-Infizierter einen pro-

inflammatorischen Phänotyp aufweisen und zur systemischen Immunaktivierung beitragen (45-

47).  Auch  das  Zytokinprofil  von  HIV-infizierten  Monozyten  ist  verändert  und  durch  eine

vermehrte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-α gekennzeichnet (48).

Es konnte weiterhin eine verminderte Phagozytoseleistung von Monozyten bei HIV-Infizierten

nachgewiesen werden (49). Die Population der inflammatorischen CD16+-Monozyten steigt bei

einer HIV-Infektion stark an und eine vermehrte CD16-Expression korreliert mit einer erhöhten

Suszeptibilität für HIV (7, 50). 

Monozyten  und  Makrophagen  scheinen  auch  eine  Rolle  für  das  vermehrte  Auftreten

kardiovaskulärer Erkrankungen in der HIV-Infektion, auch unter der Behandlung mit cART, zu

spielen (7). Bei chronisch HIV-infizierten Männern konnte vermehrt lösliches CD163 (sCD163)

nachgewiesen werden, das als Biomarker für aktivierte Monozyten dient und mit dem Auftreten

von nicht-kalzifiziertem koronaren Plaque korreliert sowie möglicherweise mit einem erhöhten

Risiko für vaskuläre Erkrankungen einhergeht (51, 52). 

Die genauen Ursachen für die phänotypischen und funktionellen Veränderungen von Monozyten

in der HIV-Infektion sind noch nicht abschließend verstanden. Da Monozyten beim Einwandern

in ein Gewebe  auf  eine  Vielzahl von Einflüssen wie  Zytokine,  Pathogene aber  auch andere

Immunzellen, wie z.B. aktivierte oder regulatorische T-Zellen, treffen, kann eine Infektion mit

HIV auf verschiedene Arten die Differenzierung von Monozyten beeinflussen. 
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1.4 Regulatorische T-Zellen in der HIV-Infektion

1.4.1 FOXP3+CD4+-T-Zellen in der Regulation von Immunantworten

Regulatorische  FOXP3+CD4+-T-Zellen  (Treg)  sind  für  die  Begrenzung  und  Regulation  von

Immunantworten  verantwortlich.  Natürlicherweise  verhindern  Treg  das  Überschießen  von

Immunantworten und schützen das Immunsystem vor  einer  schädlichen Überaktivierung  (53-

55).  Treg  befinden  sich  in  großer  Zahl  v.a.  in  inflammatorischem  Gewebe  (56) um  hier

Gewebeschäden zu begrenzen. Sie machen ca. 2 % der zirkulierenden T-Zellen aus und können

sowohl durch direkten zellvermittelten Kontakt als auch durch Ausschüttung von Zytokinen wie

IL-10  regulatorisch  auf  andere  Immunzellen,  wie  z.B.  CD4+  und  CD8+-T-Zellen,  natürliche

Killerzellen (NK-Zellen), B-Zellen und antigenpräsentierende Zellen wirken (57-59). 

Ein Mangel an funktionellen Treg ist mit Autoimmunerkrankungen und Allergien assoziiert (59).

Treg können den Verlauf von Infektionen maßgeblich beeinflussen. Sie können Immunantworten

gegen verschiedene Erreger, wie z.B. Hepatitis-C-Virus und Herpes-Simplex-Virus supprimieren

und  so  die  virale  Persistenz  begünstigen,  zugleich  aber  auch  inflammatorisch  bedingte

Gewebeschäden verhindern (60). 

Seit kurzem ist bekannt, dass Treg auch funktionelle Veränderungen von Monozyten induzieren

können.  So  wurde  z.B.  gezeigt,  dass  Treg  die  Differenzierung  von  Monozyten  zu  anti-

inflammatorischen Makrophagen herbeiführen, indem sie eine vermehrte Expression der anti-

inflammatorischen Oberflächenproteine CD206 und CD163 sowie eine verminderte Expression

des  pro-inflammatorischen  Oberflächenproteins  HLA-DR  auf  Monozyten  induzieren,  die

Phagozytoseleistung erhöhen und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-6

und IL-1β herabregulieren (61, 62). 

1.4.2 Treg in der HIV-Infektion

Im Gegensatz zur CD4+-T-Zell-Gesamtpopulation, die im Verlauf der Infektion abnimmt, liegen

sowohl Daten vor die eine Zunahme als auch eine Abnahme von Treg im Blut zeigen (63, 64).

Im Darm kommt es sowohl zu einer relativen als auch einer absoluten Zunahme der Treg (63,

65).  Erhöhte  Treg-Zahlen  wurden  auch  in  lymphatischem  Gewebe  wie  Tonsillen  und

Lymphknoten HIV-Infizierter  nachgewiesen  (56).  Unter  cART konnte eine  Abnahme bis  zur

Normalisierung der Treg in  Tonsillen und in der  duodenalen Mukosa gezeigt  werden,  wobei

bislang unklar ist,  ob die Abnahme der Viruslast  oder der Inflammation hierfür ursächlich ist

(56).
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Aufgrund  ihrer  Fähigkeit,  HIV-spezifische  CD4+ und  CD8+-T-Zell-Immunantworten  zu

supprimieren, wird vermutet, dass Treg eine Rolle für die Persistenz des Virus spielen (66). 

Es  ist  bisher  nicht  geklärt,  ob  Treg  durch  das  Herabregulieren  pro-inflammatorischer

Immunreaktionen einen vorwiegend günstigen oder durch die Unterdrückung HIV-spezifischer

Immunantworten einen eher ungünstigen Einfluss auf den Verlauf einer HIV-Infektion ausüben

(58, 66). Auch der Einfluss von Treg auf den Phänotyp und die Funktionalität von Monozyten

und Makrophagen in der HIV-Infektion ist weitgehend unbekannt. In einer Arbeit konnte gezeigt

werden, dass Treg von HIV-Infizierten die Produktion von IL-10 durch Makrophagen stimulieren

können, welches die Proliferation HIV-spezifischer CD4+ -T-Zellen blockiert (67).
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1.5 Geschlechtsspezifische immunologische Unterschiede in der HIV-
Infektion

1.5.1 Immunologische Unterschiede zwischen Männern und Frauen 

Es ist mittlerweile gut belegt, dass es wesentliche immunologische Unterschiede zwischen den

Geschlechtern  gibt,  die  durch  verschiedene  Faktoren  wie  X-Inaktivierung,  Sexualhormone,

Anatomie und Lebensumstände bedingt zu sein scheinen (68). So zeigen Frauen im Allgemeinen

eine  stärkere  zelluläre  und  humorale  Immunantwort,  sind  weniger  anfällig  für

Infektionskrankheiten als Männer  (69, 70) und reagieren stärker auf Impfungen. Im Gegenzug

zeigen  Frauen  aber  auch  ein  erhöhtes  Risiko  für  Autoimmunerkrankungen  (71).  Auch  sind

Frauen empfänglicher für sexuell übertragbare Erkrankungen (72). Viele der Unterschiede sind

hormonell bedingt,  eine  maßgebliche Rolle  spielt  Östrogen  (73),  dessen Rezeptor  auf vielen

verschiedenen Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen exprimiert wird. Östrogen

kann die Expression des Chemokinrezeptors CCR5 auf CD4+-T-Zellen  (74) und die Frequenz

von Treg beeinflussen (75). Östrogen kann auch die Expression von CD16 auf Monozyten (76)

sowie deren Produktion bestimmter pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1β und IL-6

vermindern (77). Insgesamt zeigen Makrophagen von Männern eine höhere Phagozytoseleistung

und  produzieren  mehr  pro-inflammatorische  Zytokine  wie  z.B.  IL-6  und  TNF-α (73).  Dies

spricht dafür, dass Infektionen wie z.B. eine HIV-Infektion unterschiedliche Auswirkungen bei

Männern und Frauen haben könnten. 

1.5.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der HIV-Infektion

Insbesondere in den ersten Jahren der beginnenden AIDS-Epidemie waren die Betroffenen in der

Regel  männlich.  So  wurden  auch  die  meisten  Studien  mit  männlichen  Probanden,  zumeist

kaukasischer Herkunft, durchgeführt.

Betrachtet man jedoch die heutige Lage, so zeigt sich insbesondere in Afrika, dass der häufigste

Transmissionsweg  der  zwischen  heterosexuellen  Partnern  ist  (78) und  besonders  Frauen

betroffen sind  (79). Frauen haben bei heterosexuellem Geschlechtsverkehr ein erhöhtes Risiko

für  eine  Ansteckung  mit  dem  Virus.  Dieses  Risiko  kann  weiter  erhöht  werden  durch

Geschlechtskrankheiten sowie eine bestimmte hormonelle Situation, also abhängig vom Zyklus

und eventuell der Verhütungsmethode (72). 

In  der  Planung  von  klinischen  Studien  zur  Wirksamkeit  von  HIV-Medikamenten  werden

mögliche geschlechtsspezifische Unterschiede selten betrachtet. Es gibt zwar einige Studien, die

20



dies auch berücksichtigen, aber eine weibliche Kontrollgruppe ist nicht immer vorgesehen (80).

Es  gibt  Hinweise  auf  geschlechtsspezifische  Unterschiede  hinsichtlich  der  Wirksamkeit,  der

Toxizität und Nebenwirkungen von antiretroviralen Medikamenten. So zeigen sich im Blut von

Frauen häufig höhere Wirkstoffkonzentrationen der Medikamente (81).

Im Hinblick auf eine HIV-Infektion ist  zwar der Endpunkt  der Erkrankung bei Männern und

Frauen vergleichbar. Aber insbesondere in den ersten Jahren nach Infektion gibt es wesentliche

Unterschiede in den Blutwerten, die Basis einer Therapieentscheidung sind. So haben Frauen

allgemein  mehr CD4+-T-Zellen  (82) und zeigen so auch anfangs eine höhere CD4+-T-Zellzahl

sowie eine geringere Viruslast, also prognostisch eigentlich günstige Werte, schreiten letztlich

aber ähnlich schnell zum Krankheitsstadium AIDS fort (83, 84). Es konnte gezeigt werden, dass

Frauen insgesamt vor und unter cART etwas bessere virologische, immunologische und klinische

Parameter haben (85). Zugleich zeigen Frauen aber auch eine verstärkte Immunaktivierung, also

einen prognostisch ungünstigen Marker (86).

Letztlich sind das genaue Ausmaß und die Bedeutung der geschlechtsspezifischen Unterschiede

bei einer  HIV-Infektion,  insbesondere mit  Hinblick  auf verschiedene  Therapieoptionen,  noch

nicht  vollständig  verstanden.  Bei  der  Betrachtung  immunologischer  und  HIV-spezifischer

Fragestellungen scheint eine Differenzierung zwischen Männern und Frauen deshalb sinnvoll.
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Bei  einer  HIV-Infektion  führt  die  chronische  Überaktivierung  des  Immunsystems  zu  einer

Erschöpfung von Immunzellen und in der Folge zu einer unzureichenden Immunabwehr gegen

ansonsten harmlose Pathogene. Auch unter cART bleibt die Immunaktivierung häufig erhöht und

ist vermutlich mitverantwortlich für das Auftreten z.B. kardiovaskulärer Erkrankungen. 

Als  ein  wichtiger  Auslöser  dieser  chronischen  Immunaktivierung  gilt  die  systemische

Anreicherung Darm-luminaler Produkte als Folge einer Schädigung der intestinalen Barriere.

Monozyten, die normalerweise körperfremde Partikel schnell und effizient beseitigen und so die

systemische Verbreitung entzündungsfördernder Antigene verhindern,  sind bei HIV-Infizierten

funktionell  beeinträchtigt.  Eine  reduzierte  Phagozytosefähigkeit  aber  auch  eine  erhöhte  pro-

inflammatorische  Aktivität  dieser  Zellen  fördern  die  chronische  Immunaktivierung.  Die

Ursachen für diese funktionellen Veränderungen der Monozyten von HIV-infizierten Personen

sind bislang nicht verstanden. 

Aus  in  vitro-Untersuchungen  ist  bekannt,  dass  Treg  sowohl  die  Phagozytose-  als  auch  die

Effektorfunktion von Monozyten verändern können. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht

werden,  welche  Bedeutung  Treg  für  die  Funktionalität  von  Monozyten  in  chronisch  HIV-

infizierten  Patienten  haben.  Es  soll  außerdem  nachgewiesen  werden,  ob  auch  intestinale

Makrophagen,  die  die  erste  Linie  der  zellvermittelten  Verteidigung  gegen  die  mikrobielle

Translokation  aus  dem  Darmlumen  bilden,  bei  HIV-Infizierten  funktionell  verändert  sind.

Folgende Ziele stehen im Mittelpunkt:

• Es soll ein in vitro-Modell für die Untersuchung der Wirkung von Treg auf Monozyten

etabliert werden. 

• Der Einfluss autologer Treg auf die phänotypische und funktionelle Differenzierung von

Monozyten  soll  bei  HIV-infizierten  Patienten  im  Vergleich  zu  gesunden  Kontrollen

nachgewiesen werden.

• Es soll nachgewiesen werden, ob eine Behandlung mit cART eine Wiederherstellung der

Treg-Funktion hinsichtlich der Wirkung auf Monozyten bewirken kann. 

• Die Phagozytoseleistung von Monozyten im Blut sowie von duodenalen Makrophagen

soll bei HIV-infizierten Patienten erfasst und mit gesunden Kontrollpersonen verglichen

werden.

• Es  soll  nachgewiesen  werden,  ob  und  welche  geschlechtsspezifischen  Unterschiede

hinsichtlich der Wirkung von Treg auf Monozyten bestehen.
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Abb. 2: Schaubild Fragestellung 
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Geräte

Brutschrank BB15 functions line, Heraeus, Hanau, DE 

FACS Calibur Becton Dickinson (BD), Heidelberg, DE

Gefrierschränke -20 °C, -80 °C, Thermoscientific und Herasafe, DE

Kühlschrank Bosch, DE

Lichtmikroskop Axiovert 25, Carl Zeiss, DE

Schüttler KM-2 AKKU, Edmund Bühler, Hechingen, DE

Sterilbank Herasafe, Heraeus, Hanau, DE

Stickstofftank Locator 6plus Thermolyne, US

Wasserbad Julabo TW8, Seelbach, DE

Zentrifugen Megafuge 1.0 R, Megafuge 1.0, Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, 

DE 

Zytozentrifuge Cytospin 2 Cytofuge, Thermo Shandon, Frankfurt, DE

EasySepTM Magnet STEMCELL Technologies SARL, Köln, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckgläschen Menzel-Gläser, Braunschweig, DE 

Einfrierröhrchen 1ml, NUNC, DK

Einfrierkisten Nalgene, DE

Einwegpipetten 5, 10  und 25 ml, BD, Heidelberg, DE

Filterkarte Whatman, Dassel, DE

Fülltrichter Thermo Shandon, Frankfurt, DE

konische Röhrchen 15 ml, 50 ml, BD, Heidelberg, DE

Leucosep-Röhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

LS-Säule Miltenyi Biotech, Gladbach, DE

Objektträger SuperFrost® Plus; Menzel-Gläser, Braunschweig, DE

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefäße 1500 μl Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefäßständer Roth, Karlsruhe, DE
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Vacutainerröhrchen heparinbeschichtet, 10 ml, BD, Heidelberg, DE

Zählkammer HYCOR Biomedical, Kassel, DE

Zellkulturplatten 12-, 24-, 48- und 96-Kavitäten, NUNC, DK

10 ml Spritze BD, Heidelberg DE

18 G Kanüle, stumpf BD, Heidelberg DE

2.1.3 Chemikalien

Amphothericin B Biochrom AG, Berlin, DE

β-Mercaptoethanol Invitrogen, Darmstadt, DE

Beriglobin Sigma, München, DE

BSA Sigma, München, DE

destilliertes Wasser Ampuwa, Fresenius, DE

EDTA  Sigma, München, DE

FKS Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, DE

Ficoll-Paque Plus GE Healthcare, München, DE
(Natriumdiatrizoat, Dichte: 1,077 ± 0,001g/ml)

HEPES PAA Laboratories, Pasching, AT
(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure)

Latexpartikel Sigma, München, DE

Lysepuffer für  BD, Heidelberg, DE
Durchflusszytometrie

PBS PAA, Pasching, AT

Penicillin-Streptomycin- Biochrom, Berlin, DE
Lösung

PFA Sigma, München, DE

RPMI 1640 Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, DE

Trypanblau Sigma, München, DE

2.1.4 Puffer und Medien

LPL-Medium RPMI 1640; 25 mM Hepes; 4 mM L-Glutamin; 1 % (v/v) 

Penicillin/Streptomycin; 250 μg/ml Amphotericin B; 50 mMM β-

Mercaptoethanol

Kollagenase-Medium LPL-Medium, 0,93 % (v/v) DNAase, 0,93 % (v/v) Trypsin-
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inhibitor, 4,67 % (v/v) Kollagenase

MACS-Puffer 90 mM (Na2HPO4)2 H20 ; 140 mM NaCl; 27 mM KCL; 15 mM 

KH2PO4; 30 % (w/v) BSA; 1mM EDTA (v/v)

PBA  90 mM (Na2HPO4)2  H20; 140 mM NaCl; 27 mM KCL, 15 mM

(PBS+BSA+Natriumazid) KH2PO4; 0,5 % (w/v) BSA; 0,02 % (v/v) NaN3

PBS,  pH 7,6 90 mM (Na2HPO4)2 H20 ; 140 mM NaCl; 27 mM KCL, 15 mM 

KH2PO4;

PBS/BSA 90 mM (Na2HPO4)2 H20 ; 140 mM NaCl; 27 mM KCL, 15 mM 

KH2PO4; 0,5 % (w/v) BSA;

Zellkulturmedium R10 RPMI 1640, 25 mM Hepes, 4 mM L-Glutamin; 10 %  (v/v) FKS, 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Puffermedium für PBS, 2 % FBS (v/v), 1mM EDTA (v/v)
magnetische Zellseparation
mit StemCell

FOXP3 Staining Set eBioscience 

FixPerm-Puffer 25 % (v/v) 4x Fixation/Permeabilization Concentrate, 

75 % (v/v)  Fixation/Permeabilization Diluent   

1x Perm-Puffer: Aq. dest., 10 % (v/v) 10x Permeabilization Buffer

FOXP3- Färbepuffer 1x Perm-Puffer, 2 % (v/v) Rattenserum 

2.1.5 Kommerzielle Komplettsysteme

CBA Flex Set BD, Heidelberg, DE

pHrodoTM BioParticles Molecular Probes (life technologies), Carlsbad, CA, USA
Phagocytosis Kit for 
Flow Cytometry

EasySepTM Human STEMCELL Technologies SARL, Köln, DE
CD4+CD25+ T Cell 
Isolation Kit 

EasySepTM Human STEMCELL Technologies SARL, Köln, DE
CD14 Positive Isolation Kit

CD14 MicroBeads human, Miltenyi Biotech, Gladbach, DE   
CD4+CD25+ Regulatory T 
cell isolation kit human 
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2.1.6 Antikörper

Tab. 1: Antikörper für die Durchflusszytometrie 
Spezifität Isotyp Konjugation Verdünnung Klon Herkunft Hersteller
CD3 IgG1 PerCP 1:50 SK7 Maus BD, Heidelberg, DE
CD3 IgG1 APC 1:100 UCHT1 Maus eBioscience, 

Frankfurt a.M. DE
CD3 IgG1 PE 1:50 SK7 Maus BD, Heidelberg, DE
CD4 IgG1 APC 1:100 MT310 Maus Dako, Hamburg, DE
CD4 IgG1 Per-CP Cy5.5 1:100 SK3 Maus BD, Heidelberg, DE
CD14 IgG2a PerCP Cy5.5 1:100 M5E2 Maus BD, Heidelberg, DE
CD14 IgG1 APC 1:10 61D3 Maus eBioscience, 

Frankfurt a.M. DE
CD16 IgM APC 1:10 VEP13 Maus Miltenyi, Biotech, 

Gladbach, DE   
CD25 IgG1 FITC 1:50 CD28.2 Maus BD, Heidelberg, DE
CD25 IgG1 APC 1:20 2A3 Maus BD, Heidelberg, DE
CD64 IgG1 FITC 1:5 10.1 Maus BD, Heidelberg, DE
CD80 IgG1 APC 1:10 MEM-233 Maus Exbio, Prag, Cz
CD86 IgG1 FITC 1:10 2331(FUN-1) Maus BD, Heidelberg, DE
CD163 IgG1 PE 1:10 GHI/61 Maus BD, Heidelberg, DE
CD206 IgG1 APC 1:20 19.2 Maus BD, Heidelberg, DE
HLA-DR IgG2a FITC 1:10 G46-6 Maus BD, Heidelberg, DE
FOXP3 IgG2a APC 1:20 PCH101 Ratte eBioscience, 

Frankfurt a.M. DE
FOXP3 IgG2a PE 1:20 PCH101 Ratte eBioscience, 

Frankfurt a.M. DE
CCR2 IgG2

b
Alexa 647 1:10 48607 Maus BD, Heidelberg, DE

CCR5 IgG2a FITC 1:50 2D7/CCR5 Maus BD, Heidelberg, DE
CXCR3 IgG1 PE 1:10 1C6/CXCR3 Maus BD, Heidelberg, DE
CXCR4 IgG2a PE 1:20 12G5 Maus BD, Heidelberg, DE
CX3CR1 IgG2

b
PE 1:20 2A9-1 Ratte MBL International 

Woburn, USA
Integrin-β7 IgG2a FITC 1:20 FIB504 Ratte eBioscience, 

Frankfurt a.M. DE
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Tab. 2: Antikörper für die Immunfluoreszenz 
Spezifität Name Konjugation Verdünnung Hersteller
DNA 4´,6-Diamidino-2-

Phenylindol (DAPI) 
1:2000 Roche, Mannheim, DE

F-Aktin Phalloidin Alexa 647 1:500 Invitrogen, Karlsruhe, DE

Tab. 3: Antikörper für die Zellkultur 
Spezifität Isotyp Klon Herkunft Bezugsquelle
Anti-Human CD3
monoklonale Antikörper

IgG2a OKT3 Maus eBioscience, Frankfurt a.M. DE

2.2 Patientendaten

Die  HIV-seropositiven  Patienten  sowie  die  HIV-seronegativen  gesunden  Kontrollpersonen

wurden über die geplanten Untersuchungen informiert und hinsichtlich möglicher Risiken der

Blutentnahme  aufgeklärt.  Als  Kontrollen  wurden  nur  gesunde  Personen  ohne  chronische

Vorerkrankungen ausgewählt. 

Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Insgesamt wurde Blut von acht cART-naiven,

d.h.  Patienten,  die  noch nie  mit  antiretroviralen  Medikamenten  behandelt  worden sind,  und

sieben mit cART behandelten Patienten untersucht. Die behandelten Patienten wurden nur dann

eingeschlossen, wenn sie sich ohne vorherige Unterbrechung unter cART befanden und keine

nachweisbare HI-Viruslast  im Plasma hatten. Es bestand kein signifikanter Altersunterschied.

Von  den  Patienten  bzw.  den  gesunden  Kontrollen  wurde  50  ml  peripheres  venöses  Blut

entnommen. Das heparinisierte Blut wurde innerhalb von 24 Stunden verarbeitet.

Um den  Phänotyp  und  die  Funktionalität  von  Makrophagen  des  Gastrointestinal-Traktes  zu

untersuchen,  wurden intestinale  mononukleäre Zellen aus duodenalen Gewebeproben isoliert.

Von  gesunden  Kontrollen  oder  HIV-seropositiven  Patienten  wurden  hierfür  jeweils  7-15

Biopsien aus dem Duodenum verwendet und innerhalb von zwei Stunden nach der Entnahme

verarbeitet. Tab. 4 zeigt alle verwendeten Proben.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Charité – Universitätsmedizin Berlin

genehmigt (EA/120/10).
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Tab. 4: Untersuchte Proben von HIV-seropositiven Patienten und gesunden Kontrollen

Proben HIV-seropositive Patienten Gesunde Kontrollen
Heparinblut, 
Kokulturen
Kap. 2.4, 3.2, 3.5

cART-naive Patienten
4 m, 4w, Alter Ø 45,4 (26-75) Jahre
Viruslast: Ø 4,3 (3,1-5,7) log10 Kopien/ml 
CD4+-T-Zellzahl: Ø 398,5 (81-775) Zellen/μl

Vergleich HIV-seropositiv 
vs. HIV-seronegativ
3 w, 8 m, 
Alter Ø 40,6 (23-65) Jahre

Geschlechtsspezifische 
Unterschiede m vs. w
6 w, Alter Ø 31,8 (23-42)  
Jahre
8 m, Alter Ø 46 (25-65) 
Jahre

Patienten unter cART
7 m, Alter Ø 48,9 (36-65) Jahre
Viruslast: unter der Nachweisbarkeitsgrenze 
(< 50 RNA-Kopien/ml) 
CD4+-T-Zellzahl: 720,1 (383-1320) Zellen/μl

Heparinblut, 
Phagozytosetest 
Kap. 2.6.3, 3.3

cART-naive Patienten 
11 m, 4 w, Alter Ø 47 (20-75) Jahre
Viruslast: 4,7 (2,1-6,2) log10 Kopien/ml 
CD4+-T-Zellzahl: 334 (12-626) Zellen/μl

25 m, 2 w, 
Alter Ø 39 (21-78) Jahre

Patienten unter cART
16 m, 2 w, Alter Ø 47 (28-78) Jahre
Viruslast: unter Nachweisbarkeitsgrenze 
CD4+-T-Zellzahl: 571 (365-1320) Zellen/μl

Duodenalbiopsien,
Phagozytosetest 
Kap. 2.6.3, 3.3

cART-naive Patienten
6 m, 1 w,  Alter Ø 46 (20-75) Jahre
Viruslast 5,8 (2,1-6,1) log10 Kopien/ml
CD4+-T-Zellzahl: 109 (12-167) Zellen/μl

5 m, 3w, 
Alter Ø 49 (20-83) Jahre

Patienten unter cART: keine verfügbar

2.3 Zellisolierung

2.3.1 PBMC-Isolierung

Aus  dem Spenderblut  wurden  zunächst  periphere  mononukleäre  Zellen  (PBMC,  peripheral

blood mononuclear cells) isoliert. Da mononukleäre Zellen eine geringere Dichte aufweisen als

Erythrozyten,  Granulozyten oder polymorphkernige Lymphozyten, können sie mit  Hilfe  einer

Dichtezentrifugation von diesen getrennt  werden.  Als Dichtegradientenmedium wurde das aus

Polysaccharose und Natriumdiatrizoat bestehende  Ficoll-PaquePlus® (Dichte = 1,077  ±  0,001

g/ml) verwendet. 

Ein 50 ml  LeucosepTM-Röhrchen mit  Trennscheibe  wurde mit  15 ml Ficoll gefüllt  und kurz

zentrifugiert, um das Ficoll unterhalb der Trennscheibe zu schichten. Das Blut (15-30 ml) wurde

anschließend oberhalb der Trennscheibe in das Röhrchen gefüllt und dieses bei Raumtemperatur
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10 Minuten bei 950 x g und ausgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation zeigten sich drei separate Schichten. Am Boden des Röhrchens hatten

sich Erythrozyten und tote Zellen angesammelt. Granulozyten befanden sich in der zweiten, der

Ficoll-Schicht. Die PBMC hatten sich in der dritten Schicht, der Interphase gesammelt .  Die in

der Interphase angereicherten Lymphozyten und Monozyten wurden in ein Zentrifugenröhrchen

überführt,  dieses  mit  PBS/BSA aufgefüllt  und  zentrifugiert  (4  °C,  7  min,  300 x  g).  Nach

Abgießen  des  Überstandes  wurden  die  Zellen  mit  PBS/BSA  resuspendiert,  erneut  wie

beschrieben zentrifugiert und sofort weiter verarbeitet.

2.3.2 Isolierung von Lamina propria Lymphozyten 

Für die Isolierung von Lamina propria Lymphozyten (LPL) wurden die Duodenalbiopsien am

Tag der  Isolierung im Rahmen einer  Ösophagogastroduodenoskopie entnommen und für  den

Transport ins Labor in Natriumchlorid gelagert. 

Zum Waschen der Biopsien wurden drei Petrischalen mit PBS/BSA gefüllt und die Biopsien erst

in  die  erste  Schale,  dann  in  die  zweite  und  zuletzt  in  die  dritte  überführt.  In  einem

Erlenmeyerkolben wurde das Kollagenasemedium für die LPL Isolierung angesetzt. 

Die Biopsien wurden in das Kollagenasemedium überführt und für 15 Minuten bei 37 °C unter

sanftem Schütteln inkubiert.  Mit  Hilfe  einer  10 ml Spritze und einer  stumpfen  18 G Kanüle

wurden die Biopsien mehrmals aspiriert und zurück in den Erlenmeyerkolben gegeben. 

Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Röhrchen überführt und zentrifugiert (7 Minuten, 4 °C,

300  x  g).  Der  Überstand  wurde  abgegossen  und  die  Zellen  in  10  ml  Kollagenasemedium

aufgenommen und wieder in den Erlenmeyerkolben überführt. 

Nach einer weiteren Inkubation für 15 Minuten bei 37 °C wurden die Zellen wieder mehrmals

aspiriert und wie beschrieben zentrifugiert. 

In ein 15 ml Röhrchen wurden 6 ml 60 % Percoll vorgelegt. Die Zellen wurden in 6 ml 35 %

Percoll  resuspendiert  und  vorsichtig  auf  das  60  %  Percoll  aufgeschichtet.  Nach  einer

Zentrifugation  für  25  Minuten  bei  900 x  g ohne  Bremse  bei  4  °C  wurde  die  Interphase

abgenommen und in ein 50 ml Röhrchen überführt. Dieses wurde mit PBS auf 50 ml aufgefüllt

und bei  300 x g  für 7 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.  Nach dem Abgießen des Überstandes

wurden die Zellen in PBS resuspendiert und die Zellzahl ermittelt. 

Die Isolierung der LPL wurde freundlicherweise zum Teil von Diana Bösel durchgeführt. 
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2.3.3 Zellzählung und Vitalitätsbestimmung

Zur Zellzahl-Bestimmung wurden 0,2 Vol. der Zellsuspension mit 0,8 Vol. Trypanblau gemischt

und von der Mischung wurden 10 μl luftblasenfrei in eine Zählkammer  zur mikroskopischen

Auszählung  gegeben.  Zur  Vitalitätsbestimmung  wurde  Trypanblau  verwendet,  welches  an

intrazelluläre  Proteine  bindet  und  daher  nur  abgestorbene  Zellen  ohne  intakte  Zellmembran

anfärbt. Blau angefärbte Zellen wurden deshalb nicht mitgezählt.

Vier  der  neun großen Quadrate der  Zählkammer  wurden mäanderförmig  ausgezählt  und  aus

diesen der Mittelwert für ein Quadrat gebildet. Zusammen mit dem Kammerfaktor (104) sowie

dem Verdünnungsfaktor konnte die Zellzahl anhand der folgenden Gleichung errechnet werden:

Zellzahl/ml= (Anzahl vitaler Zellen / Anzahl ausgezählter Quadrate) x 104 x Verdünnungsfaktor.

2.3.4 Magnetische Zellseparation

Für  Kokultivierungen  wurden  aufgereinigte  CD14+ Monozyten,  CD4+CD25+  Treg  und

CD4+CD25-  Effektor  T-Zellen  (Teff) in  definierter  Anzahl  benötigt.  Da  diese  Zellen  jeweils

spezifische  Oberflächenmoleküle  aufweisen  (CD14,  CD4,  CD25),  wurden  gegen  diese

Oberflächenmoleküle  gerichtete  monoklonale  Antikörper  verwendet,  welche  an  magnetische

Partikel (MicroBeads) gekoppelt  sind.  Das Fab-Ende der  Antikörper bindet  spezifisch an die

Oberflächenmoleküle  der  zu isolierenden Zellen,  während  das Fc-Ende  an die  magnetischen

Partikel  gekoppelt  ist.  Nach  einer  Inkubationsphase  können  mit  Hilfe  eines  Magneten  die

gebundenen Zellen isoliert werden. 

Da sich im Blut nur eine geringe Anzahl Treg befindet und die  CD4+-T-Zellzahl bei den HIV-

seropositiven Patienten ohnehin eher niedrig war, musste die Ausbeute optimiert werden. Hierfür

wurden  die  Verfahren  von  zwei  verschiedenen  Herstellern  hinsichtlich  ihrer  Anwendbarkeit

sowie der Reinheit und Anzahl der isolierten Zellen verglichen.

2.3.4.1 Magnetische Zellseparation, Miltenyi

Für die Isolierung von Monozyten bzw. Treg aus PBMC wurden gegen CD14 bzw. CD4 und

CD25  gerichtete Antikörper  verwendet,  die  an magnetische  Partikel  (MicroBeads)  gekoppelt

sind. Die Durchführung erfolgte unter Verwendung von konjugierten Antikörpern, Trennsäulen,

Kits und Magneten der Firma Miltenyi nach den Angaben des Herstellers. 

Da sich in vorhergehenden Versuchen gezeigt hatte, dass sich mit einer geringeren MicroBeads
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Menge eine bessere Reinheit  der isolierten CD14+ Zellen erzielen lässt, wurden nur  50 % der

vom Hersteller vorgeschlagenen Menge verwendet. 

2.3.4.2 Magnetische Zellseparation, StemCell 

Mit Hilfe des StemCell CD14 Isolationskits  (EasySep™ Human CD14 Positive Selection Kit)

wurden  Monozyten  über  gegen  CD14  gerichtete  an  magnetische  Partikel  (MicroBeads)

gekoppelte Antikörper isoliert. Mit Hilfe des Treg Isolationskits (CD4+CD25+ Regulatory T Cell

Isolation Kit) wurden CD4+CD25+ und CD4+CD25--T-Zellen isoliert.

Die Durchführung erfolgte weitestgehend nach Angaben des Herstellers. Da sich eine bessere

Reinheit bei einer Verringerung der Beads-Menge zeigte, wurden nur 80 % der vom Hersteller

vorgeschlagenen Menge verwendet. 

2.3.4.3 Kontrolle der Reinheit der magnetisch isolierten Zellen

Zur Kontrolle  der Reinheit  der isolierten CD14+, CD4+CD25+ und CD4+CD25-  Zellen wurden

diese hinsichtlich der Expression von zelltypischen Oberflächen- oder intranukleären Antigenen

wie im Kap. 2.5 beschrieben durchflusszytometrisch untersucht. 

Hierfür  wurden  die  Oberflächenmoleküle  CD14,  zur  Kontrolle  der  Reinheit  der  isolierten

Monozyten, bzw. CD4 und CD25 zur Kontrolle  der  isolierten T-Zellen gefärbt.  Zur weiteren

Bestimmung  der  Reinheit  der  Treg  wurde  neben  CD25  auch  das  für  Treg  spezifische

intranukleäre Antigen FOXP3 untersucht.

2.4 Kultivierung mit Monozyten und T-Zellen

Um  den  Einfluss  von  regulatorischen  und  nicht-regulatorischen  CD4+-T-Zellen  auf  die

Differenzierung und Funktion von Monozyten sowie mögliche Veränderungen bei einer HIV-

Infektion  im  Vergleich  zu  HIV-seronegativen  Kontrollen  zu  untersuchen,  wurden

Kokultivierungen  mit  Monozyten  und  den  unterschiedlichen  CD4+-T-Zellpopulationen

durchgeführt. 

Hierfür  wurden  aus  peripher  entnommenem  venösem  Blut  zunächst  mononukleäre  Zellen

(PBMC)  isoliert.  Anschließend  erfolgten  nacheinander  zwei  magnetische  Zellseparationen.

Zunächst  erfolgte  die  CD14+-Isolierung  (Monozyten).  Die  CD14--Zellen  wurden  weiter

verwendet für die Isolierung von CD4+CD25+ Treg bzw. CD4+CD25- Teff. 

Als T-Zell-Stimulus wurden dem Kulturmedium monoklonale anti-CD3 Antikörper (anti-CD3
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mAb) hinzugefügt. 

Jeweils  5x105 Monozyten in  500 μl Medium wurden zusammen mit  2,5x105 CD4+CD25+-T-

Zellen in 500 μl Medium, 2,5x105 CD4+CD25--T-Zellen in 500 μl Medium oder 500 μl Medium

in einer 24-Loch-Platte kultiviert.

Da  bei  einigen  Patienten  nicht  ausreichend  CD4+CD25+-T-Zellen isoliert  werden  konnten,

wurden die Ansätze gegebenenfalls bei gleicher Konzentration verkleinert. 

Nach einer 40-44-stündigen Kultivierung bei 37 °C und einer 5 %-CO2-Konzentration erfolgte

die phänotypische und funktionelle Untersuchung der Monozyten. 

Hierzu wurden die Monozyten hinsichtlich der Expression von Oberflächenmolekülen und der

Phagozytoseleistung sowie die Zytokinkonzentration im Zellkulturüberstand untersucht.

Eine Übersicht der Durchführung ist in Abb. 3 dargestellt.

Abb. 3: Schema Versuchsaufbau Kokultivierung Monozyten und Treg bzw. Teff
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2.5 Durchflusszytometrie

Zur Untersuchung von Zellen hinsichtlich der Expression von Oberflächen- oder intranukleären

Molekülen  wurde  ein  Durchflusszytometer  verwendet.  Diese  Technik  ermöglicht  die

Untersuchung jeder einzelnen Zelle, indem diese einen Laserstrahl passiert. Abhängig von der

Größe  und  der  Granularität  wird  das  Licht  unterschiedlich  gebrochen  und  von  Detektoren

ausgewertet.  Zusätzlich  können  noch  bis  zu  vier  verschiedene  Moleküle,  sowohl  auf  der

Oberfläche  der  Zelle  wie  auch  intranukleär  durch  Bindung  von  gegen  diese  gerichtete

fluoreszenzgekoppelte Antikörper vom Gerät detektiert werden. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe

wurden verwendet: Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin-Chlorophyll-

Proteinkomplex (PerCP), Allophycocyanin (APC) und Alexa Fluor 647. Die Messung erfolgte

mit dem Durchflusszytometer FACS Calibur (BD Heidelberg, DE). Die Analyse erfolgte mit  den

PC-Programmen CellQuest Pro (BD, Heidelberg, DE) und FlowJo (TreeStar, Ashland, USA).

2.5.1 Nachweis von Oberflächenmolekülen 

Die Zellen wurden zunächst in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 1 ml PBS und

Zentrifugation (10 Minuten, 4 °C, 250 x g) wurde der Überstand abgegossen, die Zellen in 50 μl

Antikörperlösung aufgenommen und für 15 Minuten dunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Färbelösung enthielt  neben den fluoreszenzgekoppelten Antikörpern PBS zur Verdünnung und

Beriglobin zur  Vermeidung von unspezifischen Bindungen.  Nach der  Inkubation wurde zum

Waschen 1 ml PBS zugegeben und die Zellen zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 250 x g).  Der

Überstand  wurde  abgegossen und  die  Zellen  wurden in  200 μl  PBS aufgenommen  und  am

Durchflusszytometer analysiert. Die verwendeten Antikörper sind im Kap. 2.1.6 aufgeführt.

2.5.2 Nachweis des intranukleären Moleküls FOXP3

Um das intranukleäre Molekül FOXP3 nachzuweisen, musste zunächst eine Permeabilisierung

der Zellhülle erfolgen. Hierfür wurde das FOXP3 Staining Set von eBioscience verwendet. 

Die Zellen wurden in 250 μl des FixPerm-Puffers für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es wurde

1 ml PBS zugegeben und zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 250 x g). Die Zellen wurden nach dem

Abgießen des Überstandes in der FOXP3-Antikörperlösung aufgenommen und für 30 Minuten

bei  4  °C dunkel  inkubiert.  Die  Zellen  wurden mit  1  ml  1 %  Fixperm-Puffer  gemischt  und

zentrifugiert  (10 Minuten, 4  °C,  250 x g).  Der Überstand wurde abgegossen und die  Zellen

wurden in 200 μl PBS aufgenommen und am Durchflusszytometer analysiert. 
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2.5.3 Phänotypische Analyse kultivierter Zellen

Zur phänotypischen Untersuchung der Monozyten nach Kultivierung wurden, wie im Kap. 2.5.1

beschrieben, durchflusszytometrische Analysen durchgeführt. 

Hierfür  wurden zunächst  die  Überstände  der  Kulturen abgenommen.  Zur  Lösung  der  semi-

adhärenten Monozyten von der Platte wurde EDTA verwendet. Je Kavität wurden hierfür 500 μl

10 mM EDTA zugegeben und die Zellen für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden

500 μl Medium gegeben und die Zellen durch auf- und abpipettieren von der Platte gespült. Die

Zellsuspension wurde zu den jeweiligen Röhrchen mit  den zuvor abgenommenen zellhaltigen

Überständen überführt und die Platte zweimal mit je 500 μl Medium nachgespült. Die Röhrchen

wurden bei 4 °C für 7 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Von den zellfreien Überständen wurden

je drei Aliquote a 150 μl bei -20 °C eingefroren und später bei -80 °C gelagert.  Die Zellen

wurden unter Verwendung folgender Antikörper hinsichtlich der mittleren Fluoreszenzintensität

(MFI)  analysiert: CD3, CD4, CD14, CD16, CD25, CD64, CD86, CD163, CD206, HLA-DR,

CCR2, CCR5, Integrin-β7, FOXP3, CXCR3, CXCR4, CX3CR1.

2.6 Messung der Phagozytoserate von Monozyten und Makrophagen

2.6.1 Messung der Phagozytoserate von Monozyten aus Kokulturen mit Latexpartikeln

Pro Kavität einer 48-Loch-Platte wurden 0,5 x 105 Monozyten entweder ohne oder zusammen

mit  0,25 x 105 Treg oder Teff in  100 μl Medium mit  50 ng/ml anti-CD3 mAb ausgesät. Die

Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre für 40-44 Stunden inkubiert. 

Um die Phagozytoseaktivität der Monozyten zu messen, wurden FITC-gekoppelte Latexpartikel

zu den Zellen gegeben, welche zuvor für 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Hierfür wurden

60 μl der Partikelsuspension mit 405 μl PBS vermischt und dann von dieser Mischung je Kavität

75 μl hinzugefügt  und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle  wurden Zellen mit

Latex-Partikeln auf Eis inkubiert und eine Negativkontrolle ohne Partikel bei 37 °C, ebenfalls für

eine  Stunde.  Nach  der  Inkubation  wurden  die  Platten  auf  Eis  und  die  Überstände  in

Reaktionsgefäße überführt. Zu jeder Kavität wurden 200 μl eiskaltes PBS zugegeben und die

Zellen aus der Platte gespült. Jede Kavität wurde zweimal mit je 200 μl PBS nachgespült und

alles in die Reaktionsgefäße überführt. Um eine Hintergrundfluoreszenz zu vermindern, wurden

200 μl Trypanblau zugegeben. Nach Zentrifugation und Abgießen des Überstands wurden die

Zellen in 1000 μl eiskaltem PBS resuspendiert und anschließend zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C,
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250  x g).  Dieser  Schritt  wurde  noch  ein weiteres  Mal  wiederholt.  Zur  Unterscheidung  von

Monozyten und T-Zellen erfolgte, wie beschrieben, eine Oberflächenfärbung von CD3. 

Umso  mehr  Partikel  von  den  Monozyten  aufgenommen  wurden,  d.h.  umso  höher  die

Phagozytoseleistung war, desto höher ist  die gemessene MFI. Um eine mögliche Fluoreszenz

durch an der  Zelle  von außen haftende  nicht  phagozytierte  Partikel zu untersuchen,  wurden

Kontrollen auf Eis durchgeführt. Aus der gemessenen MFI bei 37 °C und der MFI  bei 0 °C

wurde  ein  Quotient  gebildet,  der  Phagozytotische  Index.  Von diesem Quotienten wurde die

relative Veränderung von mit  Treg oder Teff kultivierten Monozyten bezogen auf Monozyten

ohne T-Zell-Kontakt  in Prozent dargestellt. Bei einigen Versuchen war die bei 0 °C gemessene

Fluoreszenz größer als die bei 37 °C gemessene. Es scheint hier keine Phagozytose stattgefunden

zu  haben.  Alle  Quotienten  mit  einem  Wert  <  1  wurden  deshalb  auf  1  gesetzt,  was  einer

Phagozytoserate von 0 entspricht.

2.6.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Phagozytosetests mit Latexpartikeln

Um eine  Aufnahme der  Latexpartikel von den  Monozyten zu  untersuchen,  wurden isolierte

Monozyten wie beschrieben kultiviert und ein Phagozytosetest mit Latexpartikeln durchgeführt.

Anschließend wurde ein Zytospin durchgeführt. Die Zellen wurden hierfür nach der Entnahme

aus  der  Lochplatte  in  einen,  mit  einer  Metallklammer  auf  einem  Objektträger  befestigten,

Fülltrichter  gegeben.  Es  erfolgte  eine  7-minütige  Zentrifugation in  einer  Zytozentrifuge  bei

Raumtemperatur und 100 x g. Hierdurch wurden die Zellen auf eine kleine kreisrunde Fläche auf

dem Objektträger zentrifugiert. Die Flüssigkeit wurde von einer dem Objektträger aufliegenden

Filterkarte aufgenommen. 

Zum Fixieren wurden die  Zellen mit  einigen Tropfen 4  % PFA für  15  Minuten bei  37  °C

inkubiert.  Danach  wurde  der  Objektträger  vorsichtig  mit  PBS  abgespült.  Die  Färbung  der

Zellkern-DNA erfolgte mit  1:2000 verdünntem 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI).  Um das

Zytoskelett und somit die Zellgrenzen im Mikroskop sichtbar zu machen, wurde F-Aktin mittels

1:500  verdünntem Alexa  647-markiertem Phalloidin  angefärbt,  einem Phallotoxin  aus  dem

grünen Knollenblätterpilz. 

Die Objektträger wurden erneut mit PBS abgespült und danach mit Deckgläschen abgedeckt um

anschließend mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht zu werden. 
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2.6.3 Messung der Phagozytoserate von Monozyten und Makrophagen mit pHrodo 

Zur  funktionellen  Untersuchung  der  Monozyten  und  Makrophagen  wurde  deren

Phagozytoseaktivität mit Hilfe des pHrodo Phagozytosekits der Firma Invitrogen gemessen. 

Hierfür wurden pHrodo-gekoppelte Escherichia coli Partikel zum Vollblut  oder den isolierten

LPL hinzugefügt, um von phagozytierenden Zellen aufgenommen zu werden. 

Während der Internalisierung in die Zelle und der damit verbundenen Abnahme des pH-Wertes,

nimmt  die Emissionsintensität  des Fluoreszenzfarbstoffes pHrodo zu. Die gemessene mittlere

Floureszenzintensität  steigt  dementsprechend  bei  Phagozytose  an,  während  die

Hintergrundfluoreszenz gering ist. 

Für  die  Messung  im  Vollblut  erfolgte  die  Durchführung  nach  Angaben  des  Herstellers.

Anschließend  erfolgte  eine  Oberflächenfärbung  von  CD14  um  die  Gesamtpopulation  der

Monozyten zu identifizieren. 

Für  die  Messung  der  Phagozytoseaktivität  der  isolierten  LPL  erfolgte  die  Durchführung

weitestgehend nach den Angaben des Herstellers. Die Menge der eingesetzten Partikel wurde je

Ansatz von 20  μl auf 50  μl erhöht und die Inkubationsdauer von 15 Minuten auf 60 Minuten

erhöht. 

Aus der gemessenen MFI bei 37 °C und der MFI bei 0 °C wurde ein Quotient gebildet, der

Phagozytotische Index. 

Die Messung der Phagozytoseaktivität mit dem pHrodo Phagozytosekit wurde freundlicherweise

zum Teil von Diana Bösel durchgeführt. 

2.7 Quantifizierung von Effektormolekülen im Überstand der Kokulturen

Zur  Quantifizierung  der  Zytokinkonzentration im Zellkulturüberstand  wurde  eine  Multiplex-

Analyse von Zytokinen mittels eines Cytometric bead array (CBA) der Firma BD durchgeführt.

Hierbei  binden  fluoreszenzgekoppelte  Partikel  (Beads)  unterschiedlicher  Größe  und

Fluoreszenzintensität  spezifisch  an  die  nachzuweisenden  Stoffe,  die  infolgedessen  mittels

durchflusszytometrischer Analyse unterschieden werden können. 

Bei jeder  Messung wurde zunächst  mit  Hilfe  einer  seriellen Verdünnung der entsprechenden

Partikel in 11 Stufen mit  dem Faktor 2 für jedes nachzuweisende Zytokin eine Standardkurve

erstellt.  Für jedes Zytokin wurde jede Verdünnung der Standardkurve doppelt  hergestellt  und

gemessen. Mittels einer daraus abgeleiteten Korrelationskurve erfolgte die Quantifizierung der
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Zytokinkonzentration in einer Probe.

Die  bei  -80 °C gelagerten Überstände  wurden über  Nacht  bei  -4  °C aufgetaut.  Die  Proben

wurden bei 4 °C zunächst bei 1200 x g anzentrifugiert. Danach wurden 19 μl von jeder Probe in

ein auf Eis gelagertes Reaktionsgefäß überführt. Pro Probe wurden 0,4 μl von jeder Partikelsorte

(Capture  beads) und  15,6  μl  Verdünnungspuffer  (Bead  diluent)  gemischt.  Von  dieser

Partikelmischung  wurden  19  μl  zu  jeder  Probe  hinzugefügt  und  1  Stunde  dunkel  bei

Raumtemperatur inkubiert. 

Von der Farbstoffnachweislösung (PE detection reagent) wurden je  Probe 0,4 μl mit  15,6 μl

Verdünnungspuffer (Detection diluent) vermischt.  Zu jeder Probe wurden 19 μl pipettiert.  Es

erfolgte eine 2-stündige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur.  Nach Zugabe von 1 ml

Waschpuffer  je  Probe  erfolgte  eine  Zentrifugation bei  550 x  g für  5  Minuten.  Die  Partikel

wurden  mit  200  μl  PBS  je  Probe  resuspendiert  und  am Durchflusszytometer  gemessen.  Es

wurden parallel zwei Mischungen von Partikeln gemessen. 

Mit  Mischung  1 wurden IL-1β,  IL-2,   IL-10,  IL-12p70,  CCL3,  CCL5,  CXCL8 und  sCD14

gemessen. Mit Mischung 2 wurden IL-4, IL-6, IP-10, IFN-γ, TNF-α, CX3CL1, CCL2, CCL4

und CXCL9 gemessen. 

Mit Hilfe der gemessenen MFI konnte die Menge der gemessenen Zytokine errechnet werden. 

Hierfür wurde mit Hilfe der Standardwerte, von welchen die genaue Konzentration bekannt war,

eine  Regressionsanalyse  durchgeführt.  Mit  der  hierbei  ermittelten  Funktion  konnten  die

entsprechenden Konzentrationen der Proben mit Hilfe der gemessenen MFI berechnet werden. 

2.8 Statistik

Für die Berechnungen und Erstellung der  Graphen wurden  OpenOffice 4.1.1 und  GraphPad

Prism 5 (GraphPad,  La  Jolla,  USA) verwendet.  Alle  Daten sind  dargestellt  als  Median  mit

Interquartilsabstand. 

Für die statistische Prüfung von Unterschieden zwischen zwei unabhängigen Gruppen wurde der

Mann-Whitney-U-Test  verwendet.  Für  die  Prüfung  abhängiger  Daten  wurde  der  Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test  verwendet.  Bei  mehr  als  zwei  zu  untersuchenden  voneinander

unabhängigen  Gruppen  wurde  der  Kruskal-Wallis-Test  mit  anschließendem  Dunn-Test

durchgeführt. Werte mit p < 0,05 wurden als signifikant definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der magnetischen Zellseparation der Hersteller Miltenyi und 
StemCell 

Für die Kokultivierungen von Monozyten mit CD4+CD25+ Treg bzw. CD4+CD25-  Teff mussten

diese  Zellpopulationen  mit  einer  möglichst  hohen  Reinheit  aus  dem  Blut  isoliert  bzw.

angereichert werden. Da Treg nur einen geringen Anteil der im Blut zirkulierenden Lymphozyten

ausmachen  und  diese  bei  HIV-seropositiven  Patienten  abhängig  vom  Krankheitsverlauf

quantitativ deutlich vermindert sein können, war die Anzahl der isolierten Treg ebenfalls von

großer  Bedeutung.  Es  wurden  daher  zunächst  zwei  verschiedene  Verfahren  der  Hersteller

Miltenyi  und  StemCell  hinsichtlich  der  Reinheit  der  isolierten  Zellpopulationen  sowie  der

Anzahl an Treg verglichen. 

Für den Vergleich der CD14+-Zellisolierung wurden zunächst, wie in  Kap. 2.3.1 beschrieben,

PBMC aus 20 ml Blut von einer gesunden Kontrollperson isoliert. Anschließend wurden jeweils

2x107 Zellen für die CD14+-Isolation mit den Kits von StemCell oder Miltenyi verwendet. 

Für  den  Vergleich  der  beiden  Verfahren  zur  Treg-Isolierung  wurden  unter  Verwendung  des

Miltenyi  Kits  CD14- PBMC  aus  100  ml  Blut  einer  gesunden  Kontrollperson  isoliert.  Die

Isolierung der CD4+CD25+ bzw. CD4+CD25--T-Zellen  erfolgte anschließend aus jeweils 2x107

CD14- Zellen mit dem StemCell Kit bzw. dem Miltenyi-Kit (Kap. 2.3.4). Die Ergebnisse sind in

Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Vergleich der magnetischen Zellseparation von CD14+ und CD4+CD25+ Zellen mit den
Zellisolierungs-Kits der Firma Miltenyi und StemCell. Die Tabelle zeigt die jeweilige Anzahl der
isolierten Zellen sowie deren Reinheit als prozentualen Anteil der Zellen in der jeweiligen Probe.

Hersteller Anzahl CD14+ Reinheit CD14+ Anzahl CD4+CD25+ Reinheit CD4+CD25+

Miltenyi 3,0 x 106 92,10 % 5,0 x 105 55,40 %
StemCell 2,2 x 106 93,90 % 8,8 x 105 65,50 %

Die  Durchführung  der  Zellisolierung  nach  StemCell  war  im  Vergleich  zu  Miltenyi

anwenderfreundlicher, da keine durchgängige Arbeit bei Kühlschranktemperatur erforderlich und

der Zeitaufwand geringer war. Zudem war sowohl die Reinheit als auch die Anzahl der isolierten

Treg bei der Verwendung des StemCell Kits höher.  Die magnetischen Zellseparationen wurden

deshalb nach Möglichkeit mit dem StemCell Kit durchgeführt. 
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3.2 Kokulturen mit Monozyten und T-Zellen 

In Kokulturen wurde untersucht, welche Wirkung Treg im Vergleich zu Teff auf den Phänotyp

und die Funktion von Monozyten haben und ob diesbezüglich Unterschiede zwischen gesunden

Kontrollpersonen und naiven oder mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten bestehen. 

Dazu wurden, wie in  Kap. 2.4. beschrieben, CD14+ Monozyten ohne T-Zellen sowie unter der

Anwesenheit von autologen Treg oder Teff für 40-44 Stunden in anti-CD3-Antikörper-haltigem

Zellkulturmedium kultiviert. Das Verhältnis zwischen Monozyten und T-Zellen betrug in allen

Kokulturen 2:1.

Anschließend wurden der Phänotyp und die Phagozytoseleistung der Monozyten sowie Zytokin-

und Chemokinkonzentrationen in den Zellkulturüberständen untersucht.

Die Monozyten-Kultur ohne die Anwesenheit  von CD4+-T-Zellen diente dabei dem Nachweis

der  basalen  Funktion  der  Monozyten  unter  den  verwendeten  Bedingungen  und  diente  der

Erfassung  von  Ausgangswerten  für  die  Berechnung  der  Treg-  bzw.  Teff-induzierten

Veränderungen.  Mögliche  basale  Unterschiede  zwischen  gesunden  Kontrollen  und  HIV-

infizierten Patienten wurden ebenfalls analysiert. 

Die Reinheit der mit Hilfe der magnetischen Zellseparation gewonnenen Monozyten, Treg und

Teff wurde durch durchflusszytometrischen Nachweis der Oberflächenmoleküle CD14, CD4 und

CD25 überprüft. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 dargestellt. 

Tab. 6: Reinheit der isolierten Zellpopulation als prozentualer Anteil in der jeweiligen Probe.
Die Daten sind angegeben als Mittelwert mit Standardabweichung. 

Immunzelltyp Reinheit in %
CD14+ 85,44 ± 10,56
CD4+CD25+ 48,42 ± 12,41
CD4+CD25- 87,65 ± 13,02

In allen Ansätzen waren die isolierten CD4+ T-Zellpopulationen angereichert mit entweder Treg

oder Teff. Es kann angenommen werden, dass die tatsächliche Reinheit der Treg höher war als in

Tab. 6 gezeigt, da die zur Zellisolierung verwendeten magnetischen Partikel die Bindung der zur

Überprüfung  der  Reinheit  eingesetzten  Antikörper  sterisch  behindern  und  somit  der  CD25+

Anteil  der  untersuchten  Zellpopulation  in  der  durchflusszytometrischen  Analyse  nicht

vollständig erkennbar ist. 
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Aufgrund der in  den Zellkulturen eingesetzten anti-CD3 Antikörper bestand die Möglichkeit,

dass eine dadurch ausgelöste T-Zell-Aktivierung den Anteil der Treg bzw. Teff innerhalb der

isolierten Zellpopulation deutlich verändert. Deshalb wurden die CD4+-T-Zellpopulationen nach

der Kultivierung mit Monozyten quantitativ und qualitativ untersucht. 

Für  die  Überprüfung  des  relativen  Anteils  der  Treg  bzw.  Teff  in  der  jeweiligen  CD4+-T-

Zellpopulation  wurden  die  Oberflächenmoleküle  CD4  und  CD25  sowie  das  intranukleäre

Molekül FOXP3 in 18 der durchgeführten Experimente durchflusszytometrisch nachgewiesen. 

Nach 40-44 Stunden waren in den Kokulturen von Monozyten mit Treg im Mittel 51,1 % der

CD4+-T-Zellen CD25+FOXP3+. In den Kokulturen mit Teff zeigten sich hingegen im Mittel nur

2,33 % CD25+FOXP3+ CD4+-T-Zellen.

Da Treg im Gegensatz zu Teff unter CD3-Stimulation kein IL-2 produzieren, wurde die IL2-

Konzentration in  den Zellkulturüberständen gemessen,  um Treg bzw. Teff in  den Kokulturen

qualitativ zu überprüfen.  Im Zellkulturüberstand von Monozyten,  die in  Abwesenheit  von T-

Zellen kultiviert wurden, war kein IL-2 nachweisbar. Bei drei gesunden Kontrollen und einem

unbehandelten Patienten war IL-2 in der Kokultur mit Teff, aber nicht in der Kokultur mit Treg

nachweisbar. 

Bei  einer  gesunden  Kontrolle  konnte  eine  geringe  Konzentration  von  IL-2  bei  mit

regulatorischen T-Zellen kultivierten Monozyten nachgewiesen werden, aber auch hier war die

IL-2-Konzentration im Zellkulturüberstand der mit Teff kultivierten Monozyten deutlich höher.

Diese  Ergebnisse zeigen,  dass nach der  40-44-stündigen Kultivierung die zu untersuchenden

T-Zellpopulationen in den jeweiligen Experimenten noch deutlich angereichert waren und somit

das verwendete in vitro-Modell für den differenzierten Nachweis der Wirkung von Treg und Teff

auf Monozyten geeignet ist.
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3.2.1 Einfluss von Treg auf die Differenzierung von Monozyten 

3.2.1.1 Expression des Differenzierungsmoleküls CD14 auf Monozyten

CD14 spielt  eine wichtige Rolle für das Erkennen von pathogenen Strukturen,  wie z.B. LPS

gramnegativer Bakterien. Das Glykoprotein liegt membranständig auf Monozyten vor und kann

auch als lösliches CD14 (sCD14) freigesetzt werden. Mit zunehmender Differenzierung sinkt die

Expressionsdichte von CD14 auf der Zelloberfläche von Monozyten (87, 88).

Die untersuchten Monozyten wiesen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der basalen

Expressionsdichte  von  CD14  zwischen  der  Kontrollgruppe  und  den  HIV-seropositiven

Patientengruppen auf.

Abb.  4 zeigt  die relative Veränderung der Expression  (MFI)  von CD14 auf  Monozyten  (A)  bzw.  der
Konzentration  von  sCD14 in  Zellkulturüberständen  von Monozyten  die  mit  Treg  oder  Teff  kultiviert
wurden  (B),  bezogen  auf  die  Expressionsdichte  von  CD14  bzw.  die  Konzentration  von  sCD14  im
Zellkulturüberstand von Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde
Kontrollen,  naive  und  mit  cART behandelte  HIV-seropositive  Patienten  verglichen.  Die  Daten  sind
dargestellt  als Median mit  Interquartilsabstand.  Die statistische Auswertung erfolgte  innerhalb  einer
Gruppe  durch  den  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,  Vergleiche  zwischen  den  drei  Gruppen  erfolgten
durch  den  Kruskal-Wallis-Test  mit  anschließendem  Dunn-Test.  Signifikante  Unterschiede  in  der
Monozytenexpression nach Kultivierung mit Treg oder Teff sind über einer Säule dargestellt und wurden
durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

Unter Anwesenheit von Teff zeigte sich eine signifikante Abnahme der CD14-Expressionsdichte

auf 33-55 % bei den Monozyten der Kontrollen und HIV-infizierten Patienten. Der Einfluss von

Treg  auf  die  CD14-Expression  zeigte  die  gleiche  Tendenz,  war  aber  in  allen

Untersuchungsgruppen deutlich geringer (Abb. 4A). Zwischen der Kontrollgruppe und den HIV-

seropositiven Patienten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Um nachzuweisen, ob es sich bei den beobachteten Veränderungen um eine Herabregulation der

CD14-Oberflächenexpression auf Monozyten handelt oder/und um eine verstärkte Freisetzung
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des membranständigen CD14, wurde die Konzentration von sCD14 in den Zellkulturüberständen

quantifiziert.  Weder die Anwesenheit von Treg noch von Teff führte zu einer erhöhten sCD14-

Konzentration in den Zellkulturen. In den Ansätzen mit der stärksten Expressionsabnahme von

CD14 befand sich auch die geringste Menge an sCD14 (Abb. 4B). Daraus folgt, dass die in Abb.

4A dargestellten Veränderungen tatsächlich aus einer Herabregulation der Oberflächenexpression

resultieren.  Im  Vergleich  zu  Teff  zeigten  Treg  eine  geringere  Wirkung  auf  die  CD14-

Oberflächenexpression von Monozyten und auf die Freisetzung von sCD14. 

Die CD14-vermittelte Erkennung pathogener Strukturen auf Monozyten scheint demnach durch

Treg weitestgehend aufrecht erhalten zu werden. Teff bewirken hingegen, unabhängig von einer

HIV-Infektion, eine stärkere Differenzierung von Monozyten. 

3.2.1.2 Expression der anti-inflammatorischen Differenzierungsmoleküle CD163 und 
CD206

Hämoglobin-Scavenger-Rezeptoren  (CD163)  und  Mannose-Rezeptoren  (CD206)  sind  von

Bedeutung für das Erkennen von pathogenen Mikroorganismen und werden vermehrt auf der

Oberfläche von anti-inflammatorischen Monozyten exprimiert (33, 89).

Hinsichtlich der basalen Expressionsdichte der anti-inflammatorischen Differenzierungsmarker

CD163 und CD206 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Abb.  5  zeigt  die  relative  Veränderung  der  Expression  (MFI)  von  CD163  (A)  bzw.  CD206  (B)  auf
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CD163 bzw.
CD206 auf Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen,
naive und mit  cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen.  Die Daten sind dargestellt  als
Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,  Vergleiche  zwischen den drei  Gruppen erfolgten  durch den Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach
Kultivierung mit  Treg  oder  Teff  sind  über  einer  Säule  dargestellt  und  wurden durch  den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Treg bewirkten eine signifikante Zunahme der CD163-Expressionsdichte auf Monozyten auf 121

% in den Kontrollen und auf 117 % in behandelten HIV-seropositiven Patienten (Abb. 5A). Treg

von  naiven  HIV-infizierten  Patienten  hatten  hingegen  keinen  signifikanten  Einfluss  auf  die

CD163-Expression. Im Gegensatz zu den Treg hatten Teff keinen Einfluss auf CD163 in allen

Gruppen.  Sowohl  Treg  als  auch  Teff  verursachten  eine  signifikante  Abnahme  der  CD206

Expression auf Monozyten von behandelten HIV-infizierten Patienten, nicht aber auf Monozyten

von naiven Patienten oder Kontrollpersonen (Abb. 5B). 

Die Daten zeigen, dass Treg einen anti-inflammatorischen Phänotyp im Sinne einer erhöhten

CD163  Expression bei  Monozyten induzieren  können.  Diese  Fähigkeit  geht  bei  einer  HIV-

Infektion verloren. Unter cART können Treg die Expression von CD163 auf Monozyten zwar

wieder erhöhen, führen aber auch zu einer verminderten CD206-Expression.

3.2.1.3 Expression der pro-inflammatorischen Differenzierungsmoleküle HLA-DR und 
CD16

CD16 ist ein Fc-Rezeptor, über den IgG-Antikörper gebunden werden können. HLA-DR spielt

eine  wichtige  Rolle  für  die  Antigenpräsentation.  Beide  Moleküle  werden verstärkt  auf  pro-

inflammatorischen Monozyten und Makrophagen exprimiert (31, 87, 90).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der basalen

Expression von CD16 und HLA-DR.

Abb.  6  zeigt  die  relative  Veränderung  der  Expression  (MFI)  von  CD16  (A)  bzw.  HLA-DR  (B)  auf
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CD16 bzw.
HLA-DR auf Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen,
naive und mit  cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als
Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,  Vergleiche  zwischen den drei  Gruppen erfolgten  durch den Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach
Kultivierung mit  Treg  oder  Teff  sind  über  einer  Säule  dargestellt  und  wurden durch  den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Unter Anwesenheit  von Treg und Teff zeigte sich eine signifikante Verminderung der CD16-

Expression auf Monozyten von gesunden Kontrollen um 11- 23 % (Abb. 6A). Hingegen hatten

weder bei den unbehandelten noch bei den behandelten HIV-seropositiven Patienten Treg oder

Teff einen vergleichbaren Einfluss auf die Expression von CD16 auf Monozyten. 

Weder bei den gesunden Kontrollen noch bei den HIV-seropositiven Patienten veränderten Treg

oder Teff die Expression von HLA-DR auf Monozyten (Abb. 6B). 

Daraus folgt, dass in HIV-infizierten Patienten Treg keine Reduktion der Oberflächenexpression

von CD16 induzieren können. Auch unter cART ist dieser Funktionsverlust nicht reversibel.

3.2.1.4 Expression des Aktivierungsmoleküls CD64 und des kostimulatorischen Moleküls 
CD86

CD64 führt als Fc-Rezeptor über die Bindung von IgG-Antikörpern zu einer Aktivierung von

Monozyten und Makrophagen. CD86 spielt als kostimulatorisches Molekül eine wichtige Rolle

für  die  Antigenpräsentation  und  T-Zell-Aktivierung  und  wird  vermehrt  auf  pro-

inflammatorischen Monozyten exprimiert (31, 90). 

Hinsichtlich  der  basalen  Expression  von  CD64  und  CD86  auf  Monozyten  waren  keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen.

Abb. 7 zeigt die relative Veränderung der Expression (MFI) von CD64 (A) bzw. CD86 (B) auf Monozyten
die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CD64 bzw. CD86 auf
Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und
mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind über einer Säule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet.  * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Die  CD64-Expression  auf  Monozyten  von  gesunden  Kontrollen  zeigte  sowohl  unter

Anwesenheit von Treg wie auch Teff eine signifikante Abnahme auf 71-73 % (Abb. 7A). Dieser

Effekt  zeigte sich  tendenziell  auch bei  naiven  HIV-seropositiven  Patienten,  erreichte  jedoch

keine statistische Signifikanz. 

Treg  oder  Teff  hatten  in  allen  Untersuchungsgruppen  keinen  signifikanten  Einfluss  auf  die

Expressionsdichte  von  CD86  auf  Monozyten,  jedoch  wiesen  die  mit  Treg  kultivierten

Monozyten von Kontrollen und behandelten Patienten eine signifikant niedrigere Expression auf

als die mit Teff kultivierten Monozyten (Abb. 7B). Tendenziell zeigte sich eine Treg-induzierte

Herabregulation des  Moleküls  in  diesen  beiden Untersuchungsgruppen,  nicht  aber  in  naiven

HIV-infizierten Patienten. Treg können bei gesunden Kontrollen die Oberflächenexpression von

CD64 und tendenziell auch CD86 auf Monozyten vermindern, d.h. die Monozyten- und T-Zell-

Aktivierung  hemmen.  Diese  Wirkung  scheint  in  naiven  und  behandelten  HIV-infizierten

Patienten eingeschränkt zu sein.

3.2.1.5 Expression der inflammatorischen und intestinalen Migrations-Moleküle CXCR3, 
CX3CR1, CCR2 und Integrin-β7

Die  Chemokinrezeptoren  CXCR3,  CX3CR1  und  CCR2  sowie  der  Transmembranrezeptor

Integrin-β7  können,  u.a.  über  die Bindung der  Chemokine CXCL9,  CXCL10,  CXCL11 und

CX3CL1,  eine  Migration  von  Immunzellen  in  intestinale  Regionen  und  inflammatorisches

Gewebe vermitteln (91, 92). 

Abb.  8:  Dargestellt  ist  die  basale  Expression  (MFI)  von  CXCR3  auf  40-44  Stunden  kultivierten
Monozyten von gesunden Kontrollen, naiven und mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten. Die
Daten  sind  dargestellt  als  Median  mit  Interquartilsabstand.  Statistische  Vergleiche  wurden  mit  dem
Kruskal-Wallis-Test und anschließendem Dunn-Test durchgeführt. 
* = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Auf den Monozyten der naiven HIV-seropositiven Patienten zeigte sich eine basale MFI von

CXCR3 von  26  (Abb.  8).  Diese  war  44  % höher  als  die  basale  Expression  (MFI  18)  der

Monozyten  der  gesunden  Kontrollen.  Dies  spricht  dafür,  dass  in  der  unbehandelten  HIV-

Infektion  CXCR3  an  einer  vermehrten  Migration  von  Monozyten  in  entzündetes  Gewebe

beteiligt ist. 

Die basale Expression von CX3CR1, Integrin-β7 und CCR2 zeigte hingegen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den gesunden Kontrollen und den HIV-seropositiven Patienten.

Abb. 9 zeigt die relative Veränderung der Expression (MFI) von CXCR3 (A), CX3CR1 (B), Integrin-β7
(C)  bzw.  CCR2  (D)  auf  Monozyten  die  mit  Treg  oder  Teff  kultiviert  wurden,  bezogen  auf  die
Expressionsdichte von CXCR3, CX3CR1, Integrin-β7 bzw. CCR2 auf Monozyten in Abwesenheit von T-
Zellen  (entspricht  100  %).  Es  wurden  gesunde  Kontrollen,  naive  und  mit  cART  behandelte  HIV-
seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die
statistische  Auswertung  erfolgte  innerhalb  einer  Gruppe  durch  den  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
Vergleiche  zwischen  den  drei  Gruppen  erfolgten  durch  den  Kruskal-Wallis-Test  mit  anschließendem
Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit Treg oder Teff
sind über einer Säule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p
< 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

47

Integrin-7

Kontrollen naive cART
0

50

100

150

200 ns,
p=0.055

ns,
p=0.06

Monozyten und Treg Monozyten und Teff

pr
oz

en
tu

al
e 

V
er

än
de

ru
ng

CCR2

Kontrollen naive cART
0

50

100

150 ns,
p=0.08

Monozyten und Treg Monozyten und Teff

pr
oz

en
tu

al
e 

V
er

än
de

ru
ng

C D

CXCR3

Kontrollen naive cART
0

50

100

150

200

250

**

ns,
 p=0.06

Monozyten und Treg Monozyten und Teff

****

pr
oz

en
tu

al
e 

V
er

än
de

ru
ng

CX3CR1

Kontrollen naive cART
0

50

100

150

200

250

ns, p=0,05

ns, p=0,09
ns,

p = 0.07

Monozyten und Treg Monozyten und Teff

pr
oz

en
tu

al
e 

V
er

än
de

ru
ng

BA



Sowohl  bei  den  gesunden  Kontrollen  als  auch  bei  den  naiven  HIV-seropositiven  Patienten

bewirkten Treg und Teff einen Anstieg der Expression von CXCR3 um 26-41 % (Abb. 9A).

Dieser  Effekt  war  tendenziell  auch bei  den behandelten Patienten bei  Kultivierung mit  Teff

sichtbar, war jedoch statistisch nicht signifikant. Zwischen den Untersuchungsgruppen zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.

Die  Expression von  CX3CR1 auf Monozyten von gesunden  Kontrollen und  den mit  cART

behandelten HIV-seropositiven Patienten war nach Kultivierung mit Treg tendenziell höher als

nach Kultivierung mit Teff, es zeigten sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Kontrollen und den Patienten (Abb. 9B). 

Treg  oder  Teff  hatten  in  allen  drei  Untersuchungsgruppen  keinen  statistisch  signifikanten

Einfluss auf die Expression von CCR2 oder Integrin-β7 (Abb. 9C, 9D). Auf den Monozyten der

behandelten HIV-seropositiven Patienten zeigte sich unter Anwesenheit von Treg lediglich eine

tendenziell erhöhte Expression von Integrin-β7 (Abb. 9C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Treg und Teff von gesunden Kontrollpersonen und naiven HIV-

infizierten  Patienten  die  CXCR3-Expression  auf  Monozyten  gleichermaßen  erhöhen und

unabhängig  von  einer  HIV-Infektion keinen  signifikanten  Einfluss  auf  die  Oberflächen-

expression der Migrations-Moleküle CX3CR1, Integrin-β7 und CCR2 auf Monozyten haben.

3.2.1.6 Expression der HIV-Korezeptoren CCR5 und CXCR4

CCR5 und CXCR4 sind als Chemokinrezeptoren an der Migration von Immunzellen beteiligt

und stellen die beiden wichtigsten Korezeptoren für die HIV-Infektion von CD4+-T-Zellen und

Monozyten dar (93). 

Abb.  10:  Dargestellt  ist  die  basale  Expression  (MFI)  von  CCR5  auf  40-44  Stunden  kultivierten
Monozyten von gesunden Kontrollen, naiven und mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten. Die
Daten  sind  dargestellt  als  Median  mit  Interquartilsabstand.  Statistische  Vergleiche  wurden  mit  dem
Kruskal-Wallis-Test  und anschließendem Dunn-Test durchgeführt. 
* = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Basal zeigte sich eine um ca. 64 % signifikant höhere Expression von CCR5 auf Monozyten von

naiven  HIV-seropositiven Patienten verglichen  mit  den Monozyten der  gesunden  Kontrollen

(Abb. 10). Hinsichtlich der CXCR4-Expression zeigte sich dies hingegen nicht.

Abb. 11 zeigt die relative Veränderung der Expression von CCR5 (A) bzw. CXCR4 (B) auf Monozyten die
mit Treg oder Teff   kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CCR5 bzw. CXCR4 auf
Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und
mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind über einer Säule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

Die  Anwesenheit  von  Treg  führte  bei  gesunden  Kontrollen  tendenziell  zu  einer  vermehrten

Expression  von  CCR5  auf  Monozyten,  welche  jedoch  nicht  signifikant  war  (Abb.  11A).

Zwischen  den  gesunden  Kontrollen  und  den  Patienten  zeigten  sich  keine  signifikanten

Unterschiede.

Teff  bewirkten  auf  Monozyten  der  gesunden  Kontrollen  eine  signifikante  Abnahme  der

Expression von CXCR4 um 12  %  (Abb.  11B).  Bei  den  naiven  Patienten zeigte  sich  keine

Abnahme der Expression nach Zugabe von Teff aber eine signifikante Zunahme der Expression

von CXCR4 auf 121 % bei Anwesenheit von Treg.

Dies  zeigt,  dass  Treg  bei  naiven  HIV-seropositiven  Patienten  die  Expression  des  HIV-

Korezeptors  CXCR4  auf  Monozyten  erhöhen  können  und  sich  dieser  Einfluss  unter  cART

wieder normalisiert.  
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3.2.2 Untersuchung der Zytokinkonzentration in den Zellkulturüberständen der 
Kokulturen mit Monozyten und T-Zellen 

Um  den  Einfluss  von  Treg  im  Vergleich  zu  Teff  auf  die  Sekretion  von  Zytokinen  und

Chemokinen  von  Monozyten  zu  bestimmen,  wurden  Multiplex-Analysen  in  den

Zellkulturüberständen wie in Kap. 2.7 beschrieben durchgeführt. 

In den Monozyten-Monokulturen zeigten sich bei keinem der untersuchten Zytokine (IL-1β, IL-

6, TNF-α, IL-10, CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1) signifikante Unterschiede zwischen den

gesunden Kontrollen und den naiven oder mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten. 

Die Konzentration der folgenden Zytokine konnte nicht ermittelt werden, da sich der gemessene

Wert nicht im Bereich der Standardkurve befand: IFN-γ, IP-10, IL-4, CXCL8, IL-12p70.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei Anwesenheit von Treg oder Teff zwischen

den gesunden Kontrollen und den HIV-seropositiven Patienten hinsichtlich der Sekretion von

CXCL9. 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der untersuchten Zytokine dargestellt, für die eine Modulation

durch Treg nachgewiesen werden konnte.

3.2.2.1 Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6, TNF-α und des 
regulatorischen Zytokins IL-10 in Zellkulturüberständen nach Kokultivierung mit
Monozyten und T-Zellen

Die  pro-inflammatorischen  Zytokine  IL-6,  TNF-α und  IL-1β werden  von  Monozyten  und

Makrophagen sezerniert, um entzündliche Immunantworten zu stimulieren. IL-10 kann ebenfalls

von Monozyten und Makrophagen sezerniert werden und wirkt anti-inflammatorisch (90).
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Abb. 12 zeigt die relative Veränderung der Konzentration der Zytokine IL-6 (A), TNF-α (B), IL-1β (C)
und IL-10 (D) in Zellkulturüberständen von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen
auf Monozytenmonokulturen (entspricht 100 %).  Es wurden gesunde Kontrollen,  naive und mit  cART
behandelte  HIV-seropositive  Patienten  verglichen.  Die  Daten  sind  dargestellt  als  Median  mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind über einer Säule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet.* = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

In gesunden Kontrollen erhöhten Teff sowohl die Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10

(Abb. 12D) als auch die Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1β (Abb. 12C) und

hatten dabei  keinen  Einfluss  auf  die  Sekretion  von  IL-6  oder  TNF-α  (Abb.  12A,  B).  Treg

hingegen erhöhten die Sekretion von IL-10 (Abb. 12D) aber nicht die von IL-1β (Abb. 12C) und

supprimierten gleichzeitig die Sekretion von IL-6 und TNF-α um 42 bzw. 48 % (Abb. 12A, B).

Dies zeigt, dass Treg in gesunden Personen das inflammatorische Gleichgewicht von Monozyten

in  Richtung  anti-inflammatorisches  Zytokinprofil  verändern.  Im Gegensatz  dazu  zeigte  sich

unter Einfluss von Treg aus naiven HIV-seropositiven Patienten keine Suppression der Sekretion
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von IL-6 oder TNF-α bei zugleich verstärkter IL-1β-Sekretion (Abb. 12A, B, C). Dies deutet

darauf  hin,  dass  Treg  in  HIV-infizierten  Patienten  ihre  anti-inflammatorische  Wirkung  auf

Monozyten verlieren. Unter cART blieb dieser Defekt teilweise erhalten. Zwar normalisierte sich

die Produktion von IL-1β (Abb. 12C) in den behandelten Patienten, Treg blieben aber unfähig

die Sekretion von IL-6 und TNF-α herab zu regulieren (Abb. 12A, B).

3.2.2.2 Konzentration der Chemokine CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1 in 
Zellkulturüberständen nach Kokultivierung mit Monozyten und T-Zellen

Die Chemokine CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1 induzieren eine Migration von Immunzellen

in entzündetes Gewebe und sind mit pro-inflammatorischen Immunreaktionen assoziiert (90).

Abb. 13 zeigt die relative Veränderung der Konzentration der Chemokine CCL2 (A), CCL4 (B), CCL5 (C)
und CX3CL1 (D)  in  Zellkulturüberständen  von  Monozyten  die  mit  Treg  oder  Teff  kultiviert  wurden
bezogen auf Monozytenmonokulturen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und mit
cART behandelte  HIV-seropositive  Patienten  verglichen.  Die  Daten  sind  dargestellt  als  Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschließendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind über einer Säule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Während  Treg  bei  gesunden  Kontrollen  keinen  Einfluss  auf  die  Monozyten-Sekretion  von

CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1 hatten (Abb. 13),  induzierten sie bei unbehandelten HIV-

infizierten Patienten die Sekretion von CCL4 und tendenziell CCL5 (Abb. 13B, C). Unter der

Behandlung mit  cART normalisierte sich dieser  Effekt  wieder (Abb.  13 B,C).  Zwischen den

Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3 Untersuchung der Phagozytoseaktivität von Monozyten im Blut und 
intestinalen Makrophagen von HIV-seropositiven Patienten und HIV-
seronegativen Kontrollen

Um Monozyten und Makrophagen von HIV-seropositiven Patienten funktionell zu untersuchen,

wurde die  Phagozytoseleistung  gemessen.  Es  wurden naive  und mit  cART behandelte HIV-

seropositive Patienten sowie gesunde Kontrollen verglichen. Zum einen erfolgte eine Messung

der Phagozytoseleistung der Monozyten im Vollblut.  Zum anderen wurden Makrophagen aus

duodenalen Darmbiopsien isoliert und anschließend ein Phagozytosetest mittels pHrodo wie im

Kap.  2.3.2 und  2.6.3 beschrieben durchgeführt.  Zur  Auswertung  wurde  der  Phagozytotische

Index,  der  Quotient  aus  der  gemessenen  MFI  bei  37  °C  geteilt  durch  die  MFI  bei  0  °C,

betrachtet.  Es konnten keine Duodenalbiopsien von mit  cART behandelten HIV-seropositiven

Patienten gewonnen werden. 

Abb.  14 zeigt  die Phagozytoseleistung von Monozyten aus dem Blut (A)  bzw.  Makrophagen aus dem
Duodenum (B) gesunder Kontrollen, naiver und mit cART behandelter HIV-seropositiver Patienten. Die
Phagozytoseleistung ist angegeben als Phagozytotischer Index, dem Quotienten aus der gemessenen MFI
bei 37 °C geteilt durch die MFI bei 0 °C. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand.
Die statistische Analyse erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn-Test bzw. den
Mann-Whitney-U-Test. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

Bei der Untersuchung von Monozyten im Blut zeigte sich eine verminderte Phagozytosefähigkeit

bei  naiven  HIV-seropositiven  Patienten  im  Vergleich  zu  gesunden  Kontrollen.  Unter  cART

normalisierte  sich  die  Phagozytoseleistung  wieder  (Abb.  14A).  Bei  den  naiven  HIV-

seropositiven  Patienten  zeigte  sich  ebenfalls  eine  verminderte  Phagozytoseleistung  der

Makrophagen aus dem Duodenum im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Abb. 14B). 
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3.4 Einfluss von Treg auf die Phagozytoseleistung von Monozyten

Es sollte untersucht werden, ob Treg die Phagozytoseleistung von Monozyten beeinflussen und

z.B.  zu  der  in Kap. 3.3 beschriebenen  verringerten  Phagozytose  von  Monozyten  in  HIV-

infizierten  Personen  beitragen  können.  Für  den  Nachweis  der  Phagozytoseaktivität  wurden

fluoreszenzgekoppelte  Latexpartikel  eingesetzt,  die  im  Gegensatz  zu  dem  in  Kap. 3.3

verwendeten System,  pHrodo,  ihre  Emissionsintensität  im Verlauf des  Phagozytoseprozesses

nicht  verändern.  Im  Rahmen  der  Etablierungsarbeiten  wurde  deshalb  zunächst

fluoreszenzmikroskopisch geprüft, ob die in Kap. 2.6.1 beschriebene Versuchsdurchführung eine

Phagozytose durch Monozyten gewährleistet. 

3.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Phagozytoseleistung von Monozyten 
mit Latexpartikeln

Nach  der  in  Kap.  2.6.1 beschriebenen  Phagozytoseuntersuchung  mit  Latexpartikeln  wurden

Zytospins durchgeführt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops Bilder von Monozyten von

HIV-seronegativen Kontrollen angefertigt. Monozyten phagozytieren bei Körpertemperatur, also

37 °C, sind auf Eis, bei 0 °C, aber inaktiv. Deshalb wurde als Negativkontrolle ein Versuch bei 0

°C durchgeführt. 

A          B                

                               0 °C        37 °C
Abb. 15 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 40 Stunden lang kultivierten Monozyten nach
der  Durchführung  eines  Phagozytosetests  mit  Latexpartikeln  bei  0  °C  (A)  und  bei  37  °C  (B).  Die
Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt und das Zytoskelett über die Färbung von Aktin durch Phalloidin
sichtbar gemacht.

Im Gegensatz zum Kontrollansatz bei 0 °C fanden sich im Testansatz bei 37 °C Latexpartikel im

zytoplasmatischen Bereich der Monozyten (Abb. 15).  Da es sich um 2D-Aufnahmen handelt,

kann optisch nicht  unterschieden werden,  ob die Partikel von den Monozyten aufgenommen
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wurden oder von außen an deren Zellmembran haften. Im Kontrollansatz zeigten sich aber keine

Partikel im zytoplasmatischen Bereich, was für eine aktive Aufnahme der  Partikel durch die

Monozyten  bei  37  °C spricht.  Zusätzlich  wurden in  beiden  Ansätzen extrazelluläre  Partikel

gefunden. Diese stammen möglicherweise aus beschädigten Monozyten. Frühere Experimente

unserer  Arbeitsgruppe  haben  gezeigt,  dass  in  vitro-kultivierte  Monozyten  während  der

Anfertigung von Zytospins zum Teil zerstört werden. Es ist aber auch möglich, dass nicht alle

der nicht-internalisierten Partikel in den durchgeführten Waschschritten entfernt wurden. Um die

Ergebnisse zur Phagozytoseleistung durch solche freien Partikel nicht zu verfälschen, wurde der

Quotient  aus  der  gemessenen  MFI  bei  37  °C geteilt  durch die  MFI  bei  0  °C  gebildet,  der

Phagozytotische Index.

3.4.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Phagozytoseleistung von Monozyten mit
Latexpartikeln 

Um den Einfluss von Treg auf die Phagozytoseleistung von Monozyten zu untersuchen, wurde

nach 40-44-stündiger Kokultivierung der Monozyten mit Treg oder Teff ein Phagozytosetest mit

Latexpartikeln  durchgeführt.  Da  nicht  immer  eine  ausreichende  Anzahl  Zellen,  insbesondere

Treg, aus dem Blut isoliert werden konnte, war die Durchführung eines Phagozytosetests nicht

bei jedem der in den vorherigen Abbildungen dargestellten Patienten möglich. 

Abb. 16 zeigt die relative Veränderung der Phagozytoseleistung (angegeben als Phagozyotischer Index =
MFI bei 37 °C / MFI bei 0 °C) von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen auf
Monozytenmonokulturen  (entspricht  100  %).  Es  wurden  gesunde  Kontrollen,  naive  und  mit  cART
behandelte  HIV-seropositive  Patienten  verglichen.  Die  Daten  sind  dargestellt  als  Median  mit
Interquartilsabstand.  Signifikanzen  wurden  innerhalb  einer  Gruppe  durch  den  Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test oder zwischen den drei Gruppen durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

Unabhängig  von  einer  HIV-Infektion  hatte  die  Anwesenheit  von  Treg  oder  Teff  keinen

signifikanten Einfluss auf die Phagozytoseleistung der Monozyten (Abb. 16).
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3.5 Geschlechtsspezifische phänotypische und funktionelle Unterschiede von 
Monozyten nach Kokultivierung mit T-Zellen 

Während der Durchführung dieser Arbeit deuteten einige Ergebnisse auf Unterschiede zwischen

männlichen und weiblichen Kontrollpersonen hinsichtlich des Einflusses von Treg und Teff auf

Monozyten hin. 

Deshalb wurden die  Daten von acht  männlichen und  sechs  weiblichen gesunden Probanden

verglichen um mögliche geschlechtsspezifische phänotypische und funktionelle Unterschiede in

der Wirkung von Treg auf Monozyten zu untersuchen. Die Kultivierung der Monozyten erfolgte

wie in Kap 2.4 beschrieben ohne T-Zell-Kontakt oder mit autologen Treg bzw. Teff.

Im Folgenden sind die signifikanten phänotypischen und funktionellen Unterschiede dargestellt. 

Hinsichtlich der  basalen Oberflächenexpression von CD14, CD206,  HLA-DR,  CD86, CCR2,

CD64,  CD16,  CCR5  und  CXCR3  auf  Monozyten  ohne  T-Zellkontakt  zeigten  sich  keine

signifikanten  geschlechtsspezifischen  Unterschiede.  Nach  Kultivierung  mit  Treg  bzw.  Teff

zeigten  sich  hinsichtlich  der  Oberflächenexpression  von  HLA-DR,  CD86,  CD16,  CD64,

CX3CR1 und Integrin-β7 bzw. der Konzentration im Zellkulturüberstand von CCL2, CCL4 und

CXCL9 keine  signifikanten  geschlechtsspezifischen  Unterschiede,  die  Ergebnisse  sind  nicht

dargestellt. 
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3.5.1 Phänotypische geschlechtsspezifische Unterschiede

Abb. 17 zeigt die relative Veränderung der Expression der Oberflächenmoleküle CD14 (A), CD206 (B),
CD163 (C), CXCR3 (D), CCR5 (E), CXCR4 (F) und CCR2 (G) auf Monozyten von Männern (m) bzw.
Frauen (w) die mit autologen Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf Monozyten in Abwesenheit
von T-Zellen. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung
erfolgte  mit  Hilfe  des  Mann-Whitney-Tests  (Vergleich  zwischen  zwei  Gruppen)  und  des  Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Abb. 18 zeigt die basale Expression (MFI) von CD163 (A), Integrin-β7 (B), CX3CR1 (C) und CXCR4 (D)
auf Monozyten von Männern (m) bzw. Frauen (w) sowie die relative Veränderung der Konzentration von
sCD14  in  Zellkulturüberständen  von Monozyten  die  mit  autologen Treg oder  Teff  kultiviert  wurden
bezogen  auf  Monozytenmonokulturen  (E).  Die  Daten  sind  dargestellt  als  Median  mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests (Vergleich
zwischen zwei Gruppen) und des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Vergleich innerhalb einer Gruppe). *
= p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001

Basal sowie unter Anwesenheit von Treg zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der CD14

Expression  auf  Monozyten  von  Männern  und  Frauen.  Teff  führten  zu  einer  signifikant

verminderten Expression von CD14 auf den Monozyten der männlichen und tendenziell auch der

weiblichen Probanden (Abb. 17A). 
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Die in den Kulturüberständen nachgewiesenen sCD14-Konzentrationen sprechen dafür, dass dies

in beiden Untersuchungsgruppen nicht durch eine verstärkte Freisetzung von membranständigem

CD14 verursacht wurde, da weder Treg noch Teff zu einer erhöhten Konzentration von sCD14

führten (Abb. 18E).

Monozyten von männlichen Probanden zeigten eine fast doppelt so hohe basale Expression des

anti-inflammatorischen Moleküls CD163 (Abb. 18A) sowie eine weitere signifikante Erhöhung

der Expression auf Monozyten um 24 % durch Treg (Abb. 17C). Bei Frauen zeigte sich dieser

Effekt  nicht.  Das  deutet  daraufhin,  dass  Treg  bei Männern aber  nicht  bei Frauen eine  anti-

inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren können.

Monozyten  von  Männern  scheinen  ein  höheres  Migrationspotential  in  inflammatorisches

Gewebe  zu  haben,  was  sich  in  einer  jeweils  um  etwa  50  %  signifikant  höheren  basalen

Expression von CX3CR1 und Integrin-β7 verglichen mit  Monozyten von Frauen zeigt  (Abb.

18B, C). Diese Expression konnte durch Treg nicht beeinflusst werden. Treg führten allerdings,

wie Teff,  zu einer vermehrten Expression des inflammatorischen Migrationsmoleküls CXCR3

bei Männern (Abb. 17D). Dieser Effekt war bei den Monozyten von Frauen nicht sichtbar. 

Auch scheinen Unterschiede hinsichtlich der Expression und Regulation der HIV-Korezeptoren

CCR5 und CXCR4 zu bestehen. Die basale Expression von CXCR4 war signifikant höher bei

Monozyten  von  Männern  (Abb.  18D),  hinsichtlich  CCR5  zeigten  sich  keine  basalen

Unterschiede zwischen Männern und Frauen.

Während Treg von Männern die Monozyten-Expression von CCR5 erhöhten, hatten Treg von

Frauen keinen Einfluss auf die Expression der HIV-Korezeptoren CCR5 und CXCR4 (Abb. 17E,

F). Teff von Männern regulierten die CXCR4-Expression auf Monozyten herab (Abb, 17F), Teff

von Frauen hingegen reduzierten die Monozyten-Expression von CCR5 (Abb. 17E). Dies spricht

dafür, dass zwischen Männern und Frauen Unterschiede bezüglich der Regulation dieser beiden

Rezeptoren auf Monozyten existieren.
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3.5.2 Funktionelle geschlechtsspezifische Unterschiede

Abb. 19 zeigt die relative Veränderung der Konzentration der Zytokine IL-6 (A), TNF-α (B), IL-1β (C),
CX3CL1 (D), IL-10 (E) und CCL5 (F) in Zellkulturüberständen von Monozyten von Männern (m) bzw.
Frauen (w) die mit autologen Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf Monozytenmonokulturen. Die
Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe
des  Mann-Whitney-Tests  (Vergleich  zwischen  zwei  Gruppen)  und des  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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Abb.  20  zeigt  die  Konzentration  der  Zytokine  IL-6  (A),  TNF-α (B),  IL-1β (C)  und  IL-10  (D)  in
Zellkulturüberständen  von  Monozytenmonokulturen  sowie  die  relative  Veränderung  der
Phagozytoseleistung (angegeben als  Phagozyotischer  Index = MFI bei  37  °C /  MFI bei  0  °C) von
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen auf Monozytenmonokulturen (E). Die Daten
sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests  (Vergleich  zwischen  zwei  Gruppen)  und  des  Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** = p < 0,001
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In beiden Untersuchungsgruppen hatten Treg keinen Einfluss auf die  CCL5-Sekretion (Abb.

19F),  supprimierten jedoch  wie  auch Teff  bei  den weiblichen Probanden die  Sekretion von

CX3CL1 (Abb. 19D). Teff erhöhten bei männlichen Probanden die Sekretion von CCL5 (Abb.

19F).

Unabhängig vom Einfluss von T-Zellen wurden sowohl das regulatorische Zytokin IL-10 wie

auch  die  beiden  pro-inflammatorischen  Zytokine  IL-6  und  TNF-α  signifikant  stärker  von

Monozyten von Männern als von Frauen sezerniert (Abb. 20A, B, D).

Treg induzierten bei Monozyten von männlichen Probanden die Sekretion des regulatorischen

Zytokins IL-10 (Abb. 19E) und supprimierten zugleich die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6

und TNF-α (Abb. 19A, B).

Bei den Monozyten der weiblichen Probanden wurde eine ähnliche Tendenz beobachtet, diese

war statistisch jedoch nicht signifikant. Treg hatten bei beiden Geschlechtern keinen Einfluss auf

die Konzentration von IL-1β (Abb. 19C). 

Diese  Ergebnisse  weisen  darauf  hin, dass  die  Funktion  der  Treg,  die  inflammatorische

Immunantwort der Monozyten zu regulieren, bei Frauen weniger ausgeprägt ist als bei Männern.

Es  zeigten  sich  keine  signifikanten  geschlechtsspezifischen  Unterschiede  hinsichtlich  der

Phagozytoseleistung von Monozyten nach alleiniger oder Kokultivierung mit Treg oder Teff.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung eines in vitro-Modells zur Wirkung von Treg auf Monozyten 
in der HIV-Infektion

Die chronische HIV-Infektion ist gekennzeichnet durch eine systemische Immunaktivierung und

das vermehrte Auftreten Entzündungs-assoziierter Erkrankungen, auch unter der Behandlung mit

cART. Hierfür scheinen Monozyten und Makrophagen, welche in der HIV-Infektion vermehrt

eine  inflammatorische  Differenzierung  aufweisen,  eine  bedeutende  Rolle  zu  spielen.  Die

Monozyten  von  HIV-seropositiven  Patienten  produzieren  vermehrt  pro-inflammatorische

Zytokine wie IL-6 und zeigen eine erhöhte Expression der Aktivierungs-assoziierten Moleküle

wie HLA-DR oder CD16. Diese Veränderungen sind unter cART nur teilweise reversibel (7, 94).

Normalerweise können Treg immunregulatorisch wirken und überschießende Immunantworten

begrenzen sowie eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten bewirken (61). 

Es ist  bisher  allerdings  noch  nicht  gezeigt  worden,  ob Treg  auch in  der  HIV-Infektion ihre

regulatorische Wirkung auf Monozyten ausüben können.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein in vitro-Modell zum Nachweis der Wirkung von

Treg auf Monozyten erfolgreich etabliert  werden.  In diesem Modell wird in  Kokulturen eine

deutliche Anreicherung bzw. Depletion von Treg erreicht, sodass  Unterschiede in der Wirkung

von Treg auf  Monozyten im Vergleich  zu  Teff unter  definierten Bedingungen nachgewiesen

werden können. 

4.2 Wirkung von Treg auf die Differenzierung von Monozyten in der HIV-
Infektion

In dem etablierten Modell wurde die Wirkung von Treg auf die Differenzierung von Monozyten

bei gesunden HIV-negativen Probanden im Vergleich zu naiven und mit cART behandelten HIV-

seropositiven  Patienten  anhand  verschiedener  phänotypischer  und  funktioneller  Parameter

untersucht. 

Es ist bekannt, dass mit zunehmender Differenzierung von Monozyten die Expressionsdichte von

CD14 sinkt, welches eine wichtige Rolle für das Erkennen von pathogenen Strukturen wie z.B.

LPS spielt (87, 88).  In den durchgeführten Kokulturen der gesunden HIV-negativen Kontrollen

zeigte sich, dass Treg im Gegensatz zu Teff die Oberflächenexpression von CD14 weniger stark

reduzieren (Abb. 4A). Dies deutet darauf hin, dass die CD14-vermittelte Monozyten-Erkennung

pathogener Strukturen durch Treg aufrecht erhalten werden kann. 
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Anhand verschiedener Oberflächenmoleküle sowie der Zytokin-Sekretion können pro- und anti-

inflammatorische Monozyten und Makrophagen unterschieden werden. Typisch für  eine anti-

inflammatorische Differenzierung ist die vermehrte Expression der Oberflächenmoleküle CD163

und CD206 (33, 89). CD16 und HLA-DR werden hingegen verstärkt auf pro-inflammatorischen

Monozyten und Makrophagen (31, 87, 90) exprimiert.  Monozyten und Makrophagen können

über die Oberflächenproteine CD64 Makrophagen sowie über CD86 kostimulatorisch T-Zellen

aktivieren und so pro-inflammatorisch wirken (31, 90). 

In den durchgeführten Kokulturversuchen zeigte sich, dass Treg von gesunden Kontrollen einen

anti-inflammatorischen  Phänotyp  im  Sinne  einer  erhöhten  CD163  sowie  einer  verminderten

CD16  Expression  induzieren  können  (Abb.  5A,  6A).  Auch  führten  Treg  zumindest  in  der

Tendenz zu einer verringerten Expression von CD64 und CD86 auf den Monozyten (Abb. 7). 

Zusätzlich verringerten Treg bei den Monozyten der gesunden Kontrollen die Sekretion der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-α und induzierten zugleich eine vermehrte Sekretion

des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (Abb. 12A, B, D).   

Da  die  Zytokine  nicht  intrazellulär  sondern  in  den  zellfreien  Kulturüberständen  gemessen

wurden,  kann nicht  ausgeschlossen werden,  dass  sie  auch zum Teil von den  CD4+-T-Zellen

sezerniert wurden. Für die hier untersuchten Zytokine TNF-α, IL-6, IL-1β und IL-10 ist jedoch

bekannt,  dass sie  von CD4+-T-Zellen im Vergleich zu Monozyten nur  geringfügig produziert

werden (67). Darüber hinaus kann eine verminderte Zytokinkonzentration, wie sie für IL-6 und

TNF-α  in  Anwesenheit  von  Treg  nachgewiesen  wurde,  nur  Folge  einer  verminderten

Zytokinsekretion  durch  Monozyten  sein,  da  die  Daten  immer  relativ  bezogen  auf  die

Monozytenmonokulturen  ausgewertet  wurden.  Es  muss  sich  hier  demnach  um  eine  Treg-

induzierte  Suppression der  pro-inflammatorischen Zytokinsekretion von Monozyten handeln.

Die nachgewiesene  erhöhte Konzentration von IL-10 hingegen kann teilweise auch auf eine

Sekretion von Treg zurückzuführen sein. 

Insgesamt zeigen die Befunde, dass Treg von HIV-seronegativen Kontrollpersonen die Fähigkeit

haben Monozyten zu modulieren, indem sie einen anti-inflammatorischen Phänotyp induzieren

und die pro-inflammatorische Zytokinsekretion supprimieren. 

Die Ergebnisse bestätigen teilweise eine Arbeit von Tiemessen et al. (61). Neben der Steigerung

der  Expression  von  CD163  auf  Monozyten  durch  Treg  konnten  Tiemessen  et  al.  eine

Verringerung der Expression von HLA-DR und CD86 sowie eine Steigerung der Expression von

CD206  auf  Monozyten  durch  Treg  nachweisen.  Diese  Ergebnisse  zeigten  sich  in  den  hier
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gezeigten Daten nicht  bzw.  bei  CD86 nur  tendenziell  (Abb.  7B).  Möglicherweise  spielt  die

Auswahl  der  Probanden,  v.a.  in  Hinblick  auf  Geschlecht  und  Alter,  oder  methodische

Unterschiede hierfür eine Rolle. Auch wurden von Tiemessen et al. in der Auswertung direkt die

gemessenen MFI-Mittelwerte verglichen.  Hingegen sind die  hier  gezeigten Daten immer  als

prozentuale Veränderung der mit autologen Treg bzw. Teff kultivierten Monozyten bezogen auf

die  Monozyten  ohne  Kontakt  zu  T-Zellen  angegeben,  wodurch  die  bei  immunologischen

Untersuchungen typischen interindividuellen Schwankungen reduziert werden.

Die Daten von Tiemessen et al. deuten ebenfalls daraufhin, dass Treg ein anti-inflammatorisches

Zytokinprofil mit einer verminderten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-

α, IL-1β und IL-8 und einer vermehrten Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10

bei  Monozyten  induzieren. Eine  Treg-vermittelte  Zunahme  der  Sekretion  von  IL-10  durch

Monoyzten konnte ebenfalls von Kwon et al. gezeigt werden (67). 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals umfassend der Einfluss von Treg auf Monozyten HIV-

infizierter Personen untersucht. Die Expression von CD14 und damit wahrscheinlich die CD14-

vermittelte Monozyten-Erkennung pathogener Strukturen konnte auch bei den HIV-seropositiven

Patienten,  unabhängig von einer antiretroviralen Therapie,  durch Treg weitestgehend aufrecht

erhalten werden (Abb. 4A). Im Gegensatz zu den Treg gesunder Kontrollen konnten Treg von

naiven  HIV-seropositiven  Patienten  aber  weder  die  Expression  des  anti-inflammatorischen

Oberflächenmoleküls  CD163  erhöhen  (Abb.  5A)  noch  die  des  pro-inflammatorischen

Oberflächenmoleküls  CD16  senken  (Abb.  6A).  Auch  unter  cART  erhöhten  Treg  zwar  die

Expression des anti-inflammatorischen Moleküls CD163 (Abb. 5A), verminderten aber zugleich

die CD206-Expression (Abb. 5B) und hatten keinen Einfluss auf die Expression von CD16 (Abb.

6A).

Auch  deuten  die  Daten  daraufhin,  dass  die  pro-inflammatorische  Fähigkeit  der  Monozyten

T-Zellen  mittels  CD64  und  CD86  zu  stimulieren  durch  Treg  in  der  HIV-Infektion  nicht

signifikant eingeschränkt wird sondern erhalten bleibt (Abb. 7). 

Diese  Ergebnisse  zeigen,  dass Treg  die  Fähigkeit  einen  anti-inflammatorischen  Phänotyp  zu

induzieren  in  der  HIV-Infektion  verlieren.  Gleichzeitig  ist  die  Fähigkeit,  die  pro-

inflammatorische  Zytokinproduktion  von  Monozyten  zu  supprimieren  in  der  HIV-Infektion

eingeschränkt.  So  waren  Treg  in  der  unbehandelten  HIV-Infektion  nicht  in  der  Lage,  die

Sekretion von IL-6 und TNF-α zu supprimieren und führten sogar  ebenso wie Teff zu einer
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vermehrten Sekretion von IL-1β (Abb. 12A, B, C). Unter cART normalisierte sich zwar die IL-

1β Sekretion, IL-6 und TNF-α konnten aber weiterhin nicht supprimiert werden (Abb. 12A, B,

C).

Insgesamt  deuten  diese  Ergebnisse  darauf  hin,  dass  Treg  von  HIV-infizierten  Personen  die

Fähigkeit,  die pro-inflammatorische  Aktivität  von Monozyten zu supprimieren,  verlieren und

diese  auch  unter  cART nicht  vollständig  zurück  erlangen.  Dies  kann  von  großer  klinischer

Bedeutung  sein,  da  eine pro-inflammatorische  Differenzierung  von  Monozyten  und

Makrophagen  in  der  HIV-Infektion  nicht  nur  zunimmt,  sondern  auch  zu  dem  erhöhten

kardiovaskulären Risiko beizutragen scheint (7). 

Die  genauen Pathomechanismen  hierfür  sind  noch  nicht  vollständig  verstanden.  Es  ist  aber

bekannt,  dass  aktivierte  Monozyten  von  HIV-seropositiven  Patienten  denen  von  HIV-

seronegativen Patienten mit akutem Koronarsyndrom ähneln und z.B. eine vermehrte Anzahl von

CD16+  Monozyten  aufweisen,  was  wiederum  mit  einem  erhöhten  Plasmalevel  des

inflammatorischen Zytokins IL-6 korreliert (95). Es liegen auch Daten vor, die keine Korrelation

zwischen  dem  Aktivierungsstatus  von  Monozyten  und  einem  Marker  für  subklinische

Gefäßerkrankungen (mittlere Intimadicke und Plaque in der Karotis) zeigen (96). 

Es konnte aber weiterhin gezeigt werden, dass ein erhöhtes Plasmalevel von TNF-α mit einem

erhöhten  Kalziumspiegel  in  den  Koronararterien,  einem  subklinischen  Marker  für

Arteriosklerose, korreliert (20). Neben TNF-α sind auch erhöhte Konzentrationen von IL-6 und

IL-1β mit  einem  erhöhten  Risiko  für  kardiovaskuläre  Erkrankungen  sowie  HIV-assoziierte

Demenz verbunden (21). 

Im  Rahmen  der  HIV-assoziierten  chronischen  Immunaktivierung  tragen  Monozyten  und

Makrophagen zu dem verschobenem Gleichgewicht  in  der  Zytokinproduktion bei,  indem sie

vermehrt  pro-inflammatorische  Zytokine  wie  IL-1,  IL-6,  IL-8,  TNF-α  aber  auch  das  anti-

inflammatorische  IL-10 sezernieren  (97).  Ein verschobenes  Zytokingleichgewicht  stellt  einen

Teufelskreis in der HIV-Infektion dar. So kann TNF-α die Replikation von HIV begünstigen, was

wiederum zu einer vermehrten Produktion von TNF-α durch Monozyten führt (98). Während IL-

6 einen ähnlichen Effekt verursacht, kann IL-10 die Replikation von HIV supprimieren (98). Da

Treg  in  den  durchgeführten Versuchen  bei  naiven Patienten  die  Sekretion  von  IL-10  durch

Makrophagen zwar hochregulieren, die Sekretion von TNF-α und IL-6 gleichzeitig aber nicht

herabregulieren  konnten  (Abb.  12A,  B,  D),  könnten  sie  so  indirekt  die  Virusreplikation

begünstigen.
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Auch tragen TNF-α, IL-6 und IL-1β  direkt  durch T-Zellaktivierung sowie  IL-1β und TNF-α

indirekt  durch  Senken  des  transepithelialen  Widerstands  und  in  der  Folge  vermehrter

mikrobieller Translokation zu einer vermehrten Immunaktivierung bei (99). 

Nicht nur im Blut scheint eine erhöhte pro-inflammatorische Zytokinsekretion durch Monozyten

eine bedeutende Rolle in der HIV-Infektion zu spielen. Eine Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe hat

kürzlich gezeigt,  dass  auch mukosale  Makrophagen vermehrt  pro-inflammatorische  Zytokine

wie  IL-1β und  Chemokine  wie  CCL5,  CXCL9  und  CXCL10  bei  unveränderter  IL-10

Konzentration sezernieren (100).

Die vorliegenden Daten sprechen dafür, dass der Regulationsmechanismus der Treg in Bezug auf

Monozyten in der HIV-Infektion gestört ist. In der HIV-Infektion verlieren Treg die Fähigkeit,

eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten in Hinblick auf die Expression von

Oberflächenproteinen und die Zytokinsekretion zu induzieren. Auch unter cART zeigt sich nur

eine  teilweise  Wiederherstellung dieser  Fähigkeit.  Dieser  Regulationsdefekt  könnte  zu  der

Immunaktivierung sowie dem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen in der HIV-

Infektion beitragen.

4.3 Wirkung von Treg auf die Expression von Chemokinrezeptoren und die 
Sekretion von Chemokinen durch Monozyten in der HIV-Infektion

Chemokine  und  Chemokinrezeptoren  spielen  eine  wichtige  Rolle  für  inflammatorische

Immunreaktionen,  da  sie  die  Migration  von  Monozyten  und  anderen  Immunzellen  in

inflammatorisches Gewebe vermitteln können (91, 101). 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhöhte Expression von CXCR3 auf den Monozyten der

naiven  HIV-seropositiven  Patienten  nachgewiesen  (Abb.  8).  Dies  spricht  dafür,  dass  in  der

unbehandelten  HIV-Infektion  CXCR3  an  einer  vermehrten  Migration  von  Monozyten  in

entzündetes Gewebe beteiligt sein könnte. Bei den naiven HIV-seropositiven Patienten konnte

wie bei den gesunden Kontrollen die CXCR3 Expressionsdichte auf den Monozyten durch Treg

noch weiter  erhöht  werden  (Abb.  9A).  Die  erhöhte  Oberflächenexpression von CXCR3 auf

Monozyten in der HIV-Infektion könnte durch Treg induziert oder noch verstärkt werden und

somit  die  vermehrte  Migration  der  Monozyten  in  inflammatorisches  Gewebe  und  dort  die

Entzündungsreaktion verstärken. 

Im Gegensatz dazu konnte kein Einfluss von Treg auf die Expression von CX3CR1, CCR2 oder

Integrin-β7 auf Monozyten nachgewiesen werden (Abb. 9B, C, D).
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Während Treg bei gesunden Kontrollen keinen Einfluss auf die Sekretion der Chemokine CCL2,

CCL4,  CCL5  und  CX3CL1  durch  Monozyten  hatten  (Abb.  13),  induzierten  sie  bei

unbehandelten HIV-infizierten Patienten die Sekretion von CCL4 und tendenziell auch CCL5

durch Monozyten (Abb.  13B,  C).  Unter Behandlung normalisierte  sich dieser  Effekt  wieder.

Durch  die  Freisetzung  von  CCL4  und  CCL5  können  Monozyten  CCR5-exprimierende

Immunzellen  chemotaktisch  anziehen  und  dadurch  Entzündungsreaktionen  fördern.  Die

Ergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  sprechen  dafür,  dass  dieser  Mechanismus  in  der

unbehandelten HIV-Infektion durch Treg gefördert wird.

CCR5 und CXCR4 sind die wichtigsten Korezeptoren für HIV und werden neben CD4+-T-Zellen

auch auf Monozyten exprimiert  (93).  In  der  unbehandelten HIV-Infektion zeigte sich in  den

durchgeführten Versuchen auch ohne Anwesenheit  von T-Zellen eine erhöhte Expression von

CCR5 auf Monozyten (Abb. 10), was auf eine erhöhte Empfänglichkeit für eine Infektion durch

HIV hindeutet.  Treg bewirkten keine signifikante Veränderung in der Expression von CCR5,

steigerten aber bei den naiven HIV-seropositiven Patienten die Expression von CXCR4 (Abb.

11).  Unter  cART  konnten  Treg  weder  die  Expression  von  CCR5  noch  von  CXCR4  auf

Monozyten erhöhen, sie  verminderten die Expression der Korezeptoren aber auch nicht (Abb.

11). 

Das zeigt, dass Treg in der HIV-Infektion die Expression der Korezeptoren CXCR4 und CCR5

auf Monozyten und somit die Empfänglichkeit für eine Infektion durch HIV aufrecht erhalten

können. Dies könnte neben der Virusreplikation auch besonders für die Bildung von Reservoirs

und die Verbreitung des Virus im Körper eine Rolle spielen. 

4.4 Wirkung von Treg auf die Phagozytosefähigkeit von Monozyten und 
Makrophagen in der HIV-Infektion

Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle für das Erkennen und Eliminieren von

Pathogenen durch Phagozytose. Insbesondere die Abwehrfunktion intestinaler Makrophagen ist

aufgrund der hohen Exposition des Darms gegenüber Mikroorganismen wichtig, um eventuell

die Darmbarriere übertretende Pathogene oder bakterielle Bestandteile abzufangen.

In HIV-infizierten Patienten scheint  diese  Abwehrfunktion systemisch verringert  zu sein.  So

zeigten  sowohl  Monozyten  im  Blut  als  auch  duodenale  Makrophagen  aus  naiven  HIV-

seropositiven  Patienten  eine  reduzierte  Phagozytosekapazität  (Abb.  14),  (100).  Dies  spricht

dafür,  dass intestinale  Makrophagen die  für  eine  HIV-Infektion typische erhöhte mikrobielle
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Translokation  aus  dem  Darmlumen  nicht  effizient  abwehren  können  und  Monozyten  die

systemische mikrobielle Invasion nicht kompensieren können. Um nachzuweisen, ob Treg eine

Rolle für diese reduzierte Abwehr spielen, wurde in dem in vitro-Modell der Einfluss von Treg

auf die Phagozytoseaktivität von Monozyten untersucht.

Tiemessen  et  al.  (61) konnten  zeigen,  dass  Treg  HIV-seronegativer  Personen  die

Phagozytosekapazität  von  Monozyten  erhöhen  können.  In  den  hier  durchgeführten

Kokulturversuchen zeigte sich dieser Effekt hingegen nicht. Weder bei den gesunden Kontrollen

noch  bei  den  HIV-seropositiven  Patienten  hatten  Treg  einen  signifikanten  Einfluss  auf  die

Phagozytoseleistung  der  Monozyten  (Abb.  16).  Möglicherweise  sind  für  diese  Diskrepanz

methodische Aspekte ursächlich.  So konnte auf Grund der niedrigen Zahl an isolierten Treg,

insbesondere bei den HIV-seropositiven Patienten, nicht immer ein Phagozytosetest durchgeführt

werden. Auch wurde der Test immer mit Latexpartikeln durchgeführt, während Tiemessen et al.

neben diesen auch Zymosanpartikel verwendet  haben.  Die Aufnahme der Latexpartikel durch

Monozyten  wurde  im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit  zwar  einmal  exemplarisch  mit

Monozyten einer gesunden Kontrolle mit dem Fluoreszenzmikroskop gezeigt (Abb. 15). Hierbei

wurde aber auch ein recht hoher Teil an fluoreszierenden Latexpartikeln um die Zellen herum

sichtbar, der möglicherweise die Ergebnisse beeinflusst haben könnte. 

Um  den  Einfluss  von  Treg  auf  die  Phagozytose  von  Monozyten  in  der  HIV-Infektion

abschließend zu klären, sind weitere Untersuchungen notwendig. 

4.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkung von Treg auf die 
Differenzierung von Monozyten 

Zwischen Männern und Frauen sind verschiedene immunologische Unterschiede bekannt, u.a.

hinsichtlich der Empfänglichkeit  und des Verlaufs von Infektionskrankheiten wie auch in der

Regulation von Immunantworten  (68).  Interessanterweise  zeigten sich bei  der  Durchführung

dieser Arbeit geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkung von Treg auf Monozyten. 

So konnten Treg bei Männern aber nicht bei Frauen eine anti-inflammatorische Differenzierung

von Monozyten im Sinne einer erhöhten CD163 Expression herbeiführen (Abb. 17C). Bereits

basal,  d.h.  ohne den Einfluss von Treg, zeigten Monozyten von Männern eine höhere CD163

Expression (Abb. 18A). Diese kann scheinbar durch Treg noch weiter erhöht werden.

Auch in Hinblick auf die Sekretion von Zytokinen scheint  die anti-inflammatorische Wirkung

von Treg auf Monozyten bei Männern eine größere Bedeutung zu haben, wobei sich bei den
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Frauen  eine  ähnliche  Tendenz  zeigte.  So  induzierten  Treg  bei  männlichen  Probanden  die

Monozyten-Sekretion des regulatorischen Zytokins IL-10 und supprimierten zugleich die pro-

inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-α (Abb. 19A, B, E). Allerdings zeigte sich bei den

durchgeführten Versuchen bei den Monozyten der männlichen Probanden auch bereits basal eine

höhere Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-α (Abb. 20A, B). Es ist

auch bekannt, dass Monozyten von Männern auf eine Stimulation mit LPS mit der vermehrten

Produktion pro-inflammatorischer Zytokine reagieren (102).

Die pro- bzw. anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten wird durch verschiedene

Mechanismen  reguliert,  bei  Männern  scheint  die  Funktion  der  Treg,  die  inflammatorische

Immunantwort der Monozyten zu regulieren, stärker ausgeprägt zu sein als bei Frauen.

Die vermehrte basale Expression von CX3CR1 und Integrin-β7 auf Monozyten von Männern

(Abb. 18B, C) deutet darauf hin, dass diese ein höheres Migrationspotential in inflammatorisches

oder intestinales Gewebe aufweisen. Treg führten nicht zu einer Verminderung von CX3CR1 und

Integrin-β7, erhöhten aber die Expression von CXCR3 auf Monozyten von Männern (Abb. 17D).

Während  Treg also  keinen Einfluss auf das Migrationspotential  von Monozyten von Frauen

nehmen können, können sie dieses bei Männern noch weiter steigern.

Hinsichtlich der Expression der HIV-Korezeptoren CXCR4 und CCR5 scheint es verschiedene

Regulationsmechanismen zwischen den Geschlechtern zu geben. Die erhobenen Daten zeigen

eine basal erhöhte Expression von CXCR4 auf Monozyten von Männern (Abb. 18D) und eine

Steigerung der CCR5-Expression auf deren Monozyten durch Treg (Abb. 17E).  Treg zeigten

keinen Einfluss auf die Expression der Korezeptoren bei Frauen. 

Zwischen Männern und Frauen existieren verschiedene immunologische Unterschiede, auch in

Hinblick auf die Wirkung von Treg auf Monozyten, wie hier gezeigt werden konnte. Deshalb

wurde versucht, zu den untersuchten HIV-seropositiven Patienten passende gesunde Kontrollen

einzuschließen. Es wurde die gleiche Anzahl von männlichen und weiblichen unbehandelten

HIV-seropositiven Patienten untersucht. Es waren aber keine weiblichen, mit cART behandelten,

HIV-seropositiven Patienten verfügbar. 

4.6 Klinische Bedeutung

Die Ergebnisse der durchgeführten Kokulturversuche zeigen,  dass  Treg in  der unbehandelten

HIV-Infektion ihre  Fähigkeit,  eine  anti-inflammatorische  Differenzierung  von Monozyten  zu

induzieren, verlieren. Auch unter cART ist diese Funktion nur teilweise reversibel. 
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Die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der anti-inflammatorischen Wirkung

von Treg auf Monozyten deuten darauf hin, dass dieser Regulationsmechanismus bei Männern

eine größere Rolle spielen könnte als bei Frauen.

Bei  einer  HIV-Infektion  zeigen  sich  vermehrt  pro-inflammatorische  Monozyten,  welche  in

inflammatorisches Gewebe, z.B. die intestinale Mukosa migrieren. Hier treffen und reagieren sie

auf  ein  spezifisches  Milieu,  welches  bei  einer  HIV-Infektion  auch  eine  vermehrte  Anzahl

intestinaler Treg bedeutet. Wie gezeigt werden konnte, ist die Regulation von Monozyten durch

Treg  in  der  chronischen  HIV-Infektion  beeinträchtigt,  sodass  durch  die  Treg  eine  pro-

inflammatorischen Differenzierung der Monozyten nicht  mehr effizient  gegenreguliert  werden

kann. 

Die erhöhte Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen aus Monozyten

und  Makrophagen  fördert  die  chronische  Immunaktivierung  und  kann  zu  dem  erhöhten

kardiovaskulären Risiko von HIV-infizierten Patienten beitragen. Die gesteigerte Konzentration

pro-inflammatorischer  Zytokine  fördert  zudem  Entzündungsreaktionen,  die  die  intestinale

Barriere schädigen. In Kombination mit  der nachgewiesenen reduzierten Phagozytoserate von

Monozyten  und  intestinalen  Makrophagen  in  der  HIV-Infektion  können  hierdurch  Darm-

luminale  Produkte  systemisch  angereichert  werden,  die  ebenfalls  immunaktivierend  wirken.

Hieraus  ergibt  sich  ein  Teufelskreis  in  der  HIV-Infektion:  Durch  die  chronische

Immunaktivierung kommt es zu weiteren Fehlfunktionen von Immunzellen und Gewebezellen,

welche  wiederum die  Immunaktivierung verstärken.  Eigentlich sollten Treg diesen Kreislauf

unterbrechen und z.B. eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren

können.  Da  dieser  Mechanismus  in  der  HIV-Infektion  gestört  zu  sein  scheint,  tragen  Treg

vielmehr zu der Immunaktivierung bei, anstatt regulierend einzugreifen. 

4.7 Ausblick

Auch wenn die durchgeführten in vitro-Untersuchungen nicht direkt auf die komplexe  in vivo-

Situation übertragen werden können, zeigen die durchgeführten Experimente eine grundsätzliche

Störung  des  Regulationsmechanismus  von  Treg  in  Bezug  auf  die  Differenzierung  von

Monozyten in der HIV-Infektion. Es ist allerdings nicht möglich abschließend zu sagen, ob die

suppressive Wirkung der Treg vermindert  oder die Kapazität  der Monozyten auf die Treg zu

reagieren gestört ist.  Da Monozyten in der HIV-Infektion eine vermehrt pro-inflammatorische

Differenzierung  zeigen  (90),  scheint  es  möglich,  dass  sie  nicht  mehr  adäquat  auf  weitere
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Einflüsse wie z.B. Treg reagieren können. 

Auch geht aus den gewonnenen Daten nicht hervor, ob die Wirkung von Treg auf Monozyten

zellkontaktabhängig  oder  durch lösliche  Faktoren vermittelt  wird und wie  genau der  Defekt

dieses Regulationsmechanismus bei HIV-seropositiven Patienten zustande kommt. Bei gesunden

HIV-seronegativen  Probanden  scheint  der  Einfluss  von  Treg  auf  die  Differenzierung  von

Monozyten sowohl durch direkten Zellkontakt  als  auch durch Zytokine vermittelt  zu werden

(61).  Es wäre deshalb interessant  zu untersuchen,  ob der  Mechanismus in  der HIV-Infektion

vergleichbar oder gestört ist.

Auch wären weitere Experimente hinsichtlich der Phagozytosekapazität von Interesse, da diese

auf Grund der geringen Zellzahl  nicht  immer  untersucht  werden konnte  und  die  Daten von

Tiemessen  et  al.  einen  steigernden  Einfluss  von  Treg  auf  die  Phagozytosekapazität  von

Monozyten zeigen (61).

Bei  gesunden  Männern  scheint  der  Regulationsmechanismus  von  Treg  auf  Monozyten

bedeutender zu sein als  bei Frauen.  Es wäre interessant,  geschlechtsspezifische Unterschiede

zwischen HIV-seropositiven Männern und Frauen in Hinblick auf die Wirkung von Treg auf

Monozyten zu untersuchen. 
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