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1 Einleitung 

 

1.1 Grundlagen der T-Zellimmunologie 

Eine wesentliche Aufgabe der Immunologie ist es die verschiedenen und vielschichtigen 

zellulären und molekularen Mechanismen, die zu Immunantworten führen und zu ihrer 

Regulation beitragen, zu entschlüsseln. Das anpassungsfähige und hochdifferenzierte 

Immunsystem gewährleistet einen Schutz gegen eine Vielzahl von Pathogenen und 

unterbindet zugleich Entzündungsreaktionen gegen körpereigene Strukturen. Im Rahmen 

einer Immunantwort werden die unspezifischen Abwehrmechanismen des angeborenen 

Immunsystems und die spezifische Immunabwehr des adaptiven Immunsystems aktiv. Die 

Spezifität des erworbenen Immunsystems beruht auf der Varianz von B-Zell bzw. T-Zell 

Rezeptoren (BZR bzw. TZR), welche durch somatische Rekombination von separaten 

Gensegmenten und verschiedenen Selektionsschritten während der Reifung der 

Lymphozyten erlangt wird. Der BZR ist ein membrangebundener Rezeptor. Kommt dieser 

mit dem für ihn spezifischen Antigen in Kontakt, entwickelt sich der B-Lymphozyt zur 

Plasmazelle und vermittelt eine humorale Immunantwort. Im Gegensatz dazu vermitteln die 

T-Lymphozyten nach der Bindung des TZR an ein antigenbeladenes MHC 

(Haupthistokompatibilitätskomplex) Molekül eine zellulär orientierte Immunantwort. Anhand 

der Expression der Oberflächenmoleküle CD4 (Cluster of differentiation 4) und CD8 werden 

die T-Zellen in die zwei funktionell verschiedenen Subpopulationen eingeteilt, die CD4+ 

Helfer T-Zellen (Th-Zellen) und die zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Den zytotoxischen CD8+ T-

Zellen werden über MHC I Moleküle Antigene von intrazellulären Viren und Bakterien 

präsentiert. Die aktivierten CD8+ T-Zellen vermitteln über die Expression von Perforin und 

Granzym die Apoptose in den MHC I tragenden, infizierten Zielzellen (1, 2). MHC II Moleküle 

werden von den sogenannten professionellen Antigen präsentierenden Zellen (APZ) 

exprimiert und präsentieren dem TZR der CD4+ Th-Zelle exogene Antigene. Die CD4+ Th-

Zellen spielen innerhalb der adaptiven Immunabwehr eine entscheidende Rolle bei der 

Initiation und Choreographie der Immunantwort (3, 4). Verschiedene CD4+ Th-Zell 

Populationen nehmen dabei unterschiedliche Aufgaben wahr. Sie verhelfen durch die 

Produktion von Zytokinen und Chemokinen B-Zellen zur Antikörperproduktion, induzieren bei 

Makrophagen die Entwicklung der mikrobiziden Aktivität, rekrutieren Neutrophile, Eosinophile 

und Basophile zum Infektions- und Entzündungsherd, aktivieren CD8+ T-Zellen und können 

direkt auf verschiede Zellen im Gewebe wirken, z.B. auf Epithelzellen (4, 5).  
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Die Entstehungs- und Differenzierungsprozesse der hochspezifischen CD4+ T-Zellen sind 

feinregulierte zelluläre Programme und bedürfen einer Vielzahl von Kontroll- und 

Regulierungsmechanismen.  

 

 

1.2 Zentrale und periphere Toleranz 

Eine bedeutende Aufgabe des Immunsystems ist es zwischen gefährlichen und 

ungefährlichen Strukturen zu unterscheiden. Der direkte Angriff auf, für den Organismus als 

gefährlich eingestufte, eindringende Mikroorganismen oder bakterielle Toxine ist erwünscht. 

Im Gegensatz dazu sind Angriffe auf gesunde, körpereigene Strukturen oder ungefährliche 

Umweltantigene unerwünscht. Alle Prozesse des Immunsystems, die zur Vermeidung einer 

zerstörerischen Selbstreaktivität und die zur Unterbindung von Immunreaktionen gegen 

harmlose Antigene aufgebracht werden, werden als Toleranz bezeichnet.  

Die zentrale Toleranz entfaltet sich bei der Reifung der T-Zellen im Thymus. Durch den 

Prozess der negativen Selektion werden die noch unreifen Lymphozyten, deren TZR eine 

hohe Affinität gegenüber allgegenwärtigen Autoantigenen aufweist, eliminiert. Stark 

autoreaktive T-Zellen werden somit entfernt, noch bevor sie den Thymus verlassen und 

schädigende Autoimmunreaktionen auslösen können (6-10). Trotzdem weisen auch gesunde 

Individuen autoreaktive T-Zellen in der Peripherie auf (11, 12). Diese T-Zellen tragen TZR 

die Autoantigene mit einer geringen Affinität binden (13). Erkennen diese reifen, 

antigenspezifischen T-Zellen Autoantigene in der Peripherie, greifen die Mechanismen der 

peripheren Toleranz.  

Wird einer autoreaktiven T-Zelle ein Autoantigen präsentiert, geht diese auf Grund des 

Mangels eines kostimulatorischen Signals in den Zustand der Anergie bzw. der funktionellen 

Inaktivierung über (14). Ist das Autoantigen für die autoreaktive T-Zelle nicht erreichbar bzw. 

der Gehalt des Autoantigens ist zu gering, um eine T-Zell Antwort auszulösen, spricht man 

von der Ignoranz des Autoantigens (15, 16). Der wohl effektivste Mechanismus, um eine 

Autoimmunreaktion zu vermeiden, ist die Apoptose der autoreaktiven T-Zelle. Der 

sogenannte aktivierungs-induzierte Zelltod (ACID; activation induced cell death) wird dabei 

durch die Erkennung des Selbstantigens ausgelöst (17). Einen sehr entscheidenden Faktor 

bei der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz stellen die Treg-Zellen dar (6, 7, 18). In 

den letzen Jahren wurde die Population der FoxP3 (Forkhead box P3) exprimierenden Treg-

Zellen intensiv untersucht, da ihr Fehlen oder Funktionsverlust zur Herabsetzung der 

Selbsttoleranz und damit zu schweren Immunerkrankungen führt (19, 20).  

Da die vorliegende Arbeit sich auf die FoxP3 exprimierenden Treg-Zellen fokussiert, werden 

im Folgenden die charakteristischen Eigenschaften und Wirkmechanismen der FoxP3+ Treg-

Zellen detailliert beschrieben. 
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1.2.1 Charakteristika der Treg-Zellen 

Die FoxP3+ Treg-Zellen sind spezialisierte T-Zellen, die die Aktivierung, die Expansion und 

die Funktion anderer Immunzellen supprimieren können. Sie sind für die Erhaltung der 

Selbsttoleranz unentbehrlich und spielen eine entscheidende Rolle bei der Prävention von 

Autoimmunerkrankungen oder unangemessenen Immunantworten, wie sie bei allergischen 

Erkrankung auftreten (21-24).  

Die Population der FoxP3+ Treg-Zellen umfasst ca. 5 – 10 % der CD4+ T-Zellen im 

peripheren Blut (20, 25) und beinhaltet zwei Arten von Treg-Zellen. Neben den sich im 

Thymus entwickelnden nTreg- (natürlich vorkommende Treg) Zellen entstehen die iTreg- 

(induzierte Treg) Zellen in der Peripherie aus naiven T-Zellen, wenn diese in Gegenwart von 

TGFβ, IL-2 und über den TZR stimuliert werden (21, 26, 27) (siehe Abb. 1.2). Die nTreg-

Zellen entwickeln sich im Thymus aus FoxP3 negativen Thymozyten und durch die Selektion 

der TZR mit hoher Avidität, der CD28 Kostimulation und der Expression hoch affiner IL-2 

(Interleukin-2) Rezeptoren (28, 29). Die induzierten iTreg-Zellen sind den nTreg-Zellen 

phänotypisch sehr ähnlich, eine exakte Unterscheidung der Funktionen der iTreg-Zellen von 

den nTreg-Zellen ist daher kaum möglich (4). Beide Treg-Zell Populationen zeichnen sich 

durch einen anergen Phänotyp aus. Sie exprimieren nach Stimulation mit einem Antigen 

keine oder kaum Effektorzytokine wie IL-2, IL-4 oder IFNγ (30, 31). Die Treg-Zellen sind in 

der Lage, über verschiedene Mechanismen (siehe Abs. 1.2.2) die Aktivierung, Proliferation 

und Effektorfunktion von CD4+, CD8+ T-Zellen, natürlichen Killerzellen, B-Zellen und 

Dendritischen Zellen (DZ) zu supprimieren (31). Die konstitutiv hohe Expression an CD25 ist 

ein wesentliches Merkmal der Treg-Zellen. Obwohl alle aktivierten Th-Zellen CD25 

exprimieren, ist die CD25 Expression der Treg-Zellen wesentlich höher und nicht 

aktivierungsabhängig. Die Th-Zellen exprimieren CD25 dagegen nur transient und in einem 

geringeren Maße (4, 32). Die Bedeutung von CD25 für die Treg-Zellen wird durch Defizite in 

der CD25 Expression oder Funktionsverlustmutationen im CD25 Gen deutlich. Diese führen 

zu fehlerhaften Treg-Zellen und resultieren in Allergien oder schwerwiegenden 

immunologischen Erkrankungen (19, 33). Weitere charakteristische Merkmale der Treg-Zell 

Population sind eine hohe Expression von GITR (Glucocorticoid induced tumor necrosis 

factor receptor) und CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (4, 18, 31). Im Gegensatz 

dazu exprimieren Treg-Zellen das Oberflächenmolekül CD127 nur in sehr geringem Maße. 

Die Kombination der CD4, der CD25 und der geringen CD127 Expression erlaubt die 

Identifizierung und Isolierung peripherer Treg-Zellen, die sich durch ihren suppressiven 

Phänotypen und die hohe Expression an FoxP3 auszeichnen (4, 34) (siehe Abb. 4.12).  

Der Transkriptionsfaktor FoxP3 ist nicht nur das am besten charakterisierte Treg-Zell 

spezifische Molekül, sondern die FoxP3 Expression ist auch für die Ausbildung eines Treg-
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Zell Phänotyps und die suppressive Funktion der Treg-Zellen unabdingbar (18, 31, 35). Der 

proximale FoxP3 Promoter weist verschiedene Bindungsstellen für die Transkriptions-

faktoren NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) und AP1 (Activator Protein 1) auf (25). 

Darüber hinaus beeinflusst NFAT die Aktivität der FoxP3 Enhancerregion und reguliert somit 

die Induktion von FoxP3 in den peripheren iTreg-Zellen (36). FoxP3 unterdrückt die 

Expression von IL-2 und CD127 und fördert,  im Gegensatz dazu, die Expression von CD25, 

CTLA4 und dem TGFβ Rezeptor (18, 35). Eine Funktionsverlustmutation im FoxP3 Gen führt 

zu einer schwerwiegenden Autoimmunerkrankung, dem IPEX (Immune dysregulation, 

polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked) Syndrom (22, 37). Charakteristisch für diese 

Erkrankung sind ein Defizit an funktionellen Treg-Zellen, die Manifestierung von Allergien, 

eine Eosinophilie, die Erhöhung von IgE Serumwerten und eine Dermatitis (38, 39).  

Wie konventionelle T-Zellen benötigen die Treg-Zellen eine Stimulation über den TZR und 

ein adäquates kostimulatorisches Signal, um ihre volle suppressive Aktivität zu entfalten 

(40). Im Folgenden werden die einzelnen Wirkmechanismen erläutert, die der Treg-Zell 

vermittelten Suppression zu Grunde liegen. 

  

 

1.2.2 Wirkmechanismen der Treg-Zellen  

Für die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz sind die Treg-Zellen unabkömmlich. Ihre 

immunsuppressive Wirkung auf Effektor T- (Teff) Zellen erfolgt durch inhibitorische Zytokine, 

Zelllyse, Störung des Metabolismus und durch die Beeinflussung der Reifung und Funktion 

der DZ (siehe Abb. 1.1).  

Die Ausschüttung der inhibitorischen Zytokine IL-10 und TGFβ, das auch membrangebunden 

über Zell-Zell Kontakte wirksam ist, ermöglicht den Treg-Zellen ihre immunsuppressive 

Wirkung zu vermitteln. Darüber hinaus besitzt TGFβ die Fähigkeit iTreg-Zellen zu induzieren 

(41, 42). Um die maximale inhibitorische Kapazität entfalten zu können, exprimieren die 

Treg-Zellen ein weiteres Zytokin, IL-35 (43).  

Die Suppression einer Teff-Zelle kann auch über die Zelllyse erfolgen. Neben den 

natürlichen Killerzellen und den zytotoxischen CD8+ T-Zellen besitzen auch die Treg-Zellen 

die Fähigkeit eine zytotoxische Aktivität zu vermitteln. Durch die Sekretion von Granzym A 

und Perforin erfolgt die Lyse der Zielzelle (44-46).  

Des Weiteren sind die Treg-Zellen in der Lage den Metabolismus der Teff-Zellen zu 

beeinflussen. Zum einen zeichnen sich Treg-Zellen durch die sehr hohe Expression von 

CD25 aus und binden lokal vorhandenes IL-2. Damit entziehen sie den Teff-Zellen das für 

ihre Teilung und das Überleben notwendige IL-2 (47-49). Zum anderen produzieren Treg-

Zellen, in Abhängigkeit von den Ektoenzymen CD39 und CD73,  Adenosinnukleoside, die 

über die Bindung an den Adenosinrezeptor 2A die Teff-Zellen in ihrer Funktion hemmen (41). 
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Die Adenosinrezeptoraktivierung der Teff-Zellen führt darüber hinaus zu einer vermehrten 

Ausschüttung von TGFβ und fördert somit die Generierung von iTreg-Zellen (50). Kürzlich 

wurde gezeigt, dass Treg-Zellen durch den Transfer von cAMP (zyklisches 

Adenosinmonophosphat) über Gap Junctions die T-Zellen in ihrer Funktion hemmen (51).  

 

 

 
Abb. 1.1 Wirkmechanismen der Treg-Zellen.  

Die Treg-Zellen vermitteln über eine Vielzahl an Mechanismen ihre immunsuppressive Wirkung auf die Teff-
Zellen.  

 

Da Treg-Zellen auch die Reifung und Funktion von DZ beeinflussen können, modulieren sie 

auf diesem Wege indirekt die Teff-Zell Aktivierung. Über die Bindung zwischen dem Treg-

Zell exprimierten CTLA4 und den dendritischen CD80/CD86 wird in DZ die Expression von 

IDO (Indoleamin-2,3-Dioxygenase) induziert. Das Molekül IDO entfaltet seine 

immunsuppressive Wirkung in der Zielzelle über den Tryptophan Katabolismus (52-55). Das 

Oberflächenmolekül LAG3 (Lymphozyten Akivierungsgen 3) ermöglicht Treg-Zellen die 

Reifung von DZ zu inhibieren. LAG3 führt, über die Bindung an das von DZ exprimierte 

MHC II Molekül, zur Unterdrückung der DZ Reifung und zur Reduzierung der 

immunstimulatorischen Kapazität der DZ (56, 57). 

 

 

1.2.3 Induktion und Expansion von Treg-Zellen in vivo und in vitro 

FoxP3 exprimierende Treg-Zellen sind für die Erhaltung der Toleranz und der Homöostase 

des Immunsystems unentbehrlich. Die Modulation der Treg-Zellzahl stellt eine mögliche 

Behandlungsstrategie für Autoimmunerkrankungen oder Allergien dar (58). Eine Erhöhung 
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der Treg-Zellzahl kann einerseits durch die Induktion neuer Treg-Zellen in der Peripherie 

oder durch die gezielte Expansion der Treg-Zell Population erfolgen.  

Neben den sich im Thymus entwickelnden nTreg-Zellen können iTreg-Zellen auch in der 

Peripherie aus naiven CD4+ T-Zellen entstehen (siehe Abb. 1.2). In vitro und in vivo 

Versuche mit naiven, murinen Zellen zeigen, dass suboptimale Stimulationsbedingungen die 

Induktion von iTreg-Zellen unterstützen (59, 60). Zum einen führt eine geringe 

Antigenkonzentration in vivo zur höchsten Anzahl FoxP3 exprimierender Zellen (59) und zum 

anderen erhöht sich die Frequenz der FoxP3+ Treg-Zellen in vitro durch die Stimulation mit 

geringen anti CD3 Antikörper Konzentrationen (60).   

Durch die Stimulation mit anti CD3, anti CD28 Antikörpern und IL-2 ist in vitro die Expansion 

von funktionellen Treg-Zellen möglich (61). Untersuchungen zur in vivo Expansion hingegen 

gestalten sich auf Grund der komplexen experimentellen Bedingungen schwierig. Aber der 

Einsatz entzündungshemmender Medikamente im Tiermodel, z.B. die Behandlung der 

experimentellen Colitis bei Mäusen mit Prednisolonderivaten, weist auf einen 

Zusammenhang zwischen einer immunsuppressiven Therapie und einer in vivo Expansion 

von Treg-Zellen hin (62).  

 

 

1.3 Differenzierung von Th-Zellen in der Peripherie 

Verschiedene Th-Zell Subpopulationen entwickeln sich in der Peripherie aus naiven T-

Zellen. Die naiven T-Zellen, die im Folgenden auch als Th0-Zellen bezeichnet werden, 

entstehen im Thymus aus lymphoiden, knochenmarksstämmigen Vorläuferzellen und 

werden nach dem Durchlaufen verschiedener Selektionsprozesse in die Peripherie 

entlassen. Treffen die naiven CD4+ T-Zellen auf ihr spezifisches Antigen, werden sie 

aktiviert, differenzieren zu Th1-, Th2-, Th17- und Treg-Zellen und nehmen als Teff-Zellen 

vielfältige Aufgaben wahr. Die Differenzierung in verschiedene Th-Zell Subpopulationen ist 

ein feinregulierter Prozess. Gesteuert wird dieser Prozess durch die TZR Aktivierung, den 

vorhandenen Zytokinen, den involvierten kostimulatorischen Molekülen und die Stärke jedes 

einzelnen dieser ausgelösten Signalewege (63, 64). Die Phänotypen der entstehenden Th1-, 

Th2-, Th17- und Treg-Zellen zeichnen sich durch ihre individuellen Zytokinprofile, 

charakteristische Transkriptionsfaktoren und durch ihre biologischen und 

immunmodulatorischen Funktionen aus (4, 64) (siehe Abb. 1.2).     

 

Th1-Zellen 

Die Th1-Zellen sind eine der ersten beschriebenen Th-Zell Subpolulationen. Sie exprimieren 

vorzugsweise das proinflammatorische Zytokin IFN-γ, aber auch IL-2, TNF-α (Tumor 
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Nekrose Faktor-α), TNF-β und Lymphotoxin (LT) (3, 5, 65). Th1-Zytokine stimulieren 

Immunantworten des angeborenen Immunsystems und T-Zell Antworten gegen intrazelluläre 

Pathogene, z.B. Bakterien, Hefen, Parasiten oder Viren (66-68), indem sie Makrophagen, 

natürliche T-Killerzellen und zytotoxische CD8+ T-Zellen aktivieren (4, 63). Unkontrollierte 

Th1-Antworten sind in der Pathogenese von Typ I Diabetes, Multipler Sklerose und anderen 

Autoimmunerkrankungen involviert (4, 69, 70). Die Th1-Zellen entstehen aus naiven T-

Zellen, wenn diese in der Gegenwart von IL-12 und IFN-γ und durch die Bindung hoch affiner 

Antigene an den TZR aktiviert werden. Das IL-12 stammt dabei vornehmlich von aktivierten 

Makrophagen oder DZ (71-73). Der Transkriptionsfaktor STAT4 (Signal transducer and 

activator of transcription 4) wird durch die Bindung von IL-12 an seinen Rezeptor aktiviert 

und induziert direkt die IFN-γ Produktion und die Expression des IL-12 Rezeptors β2 und des 

Transkriptionsfaktors T-bet (3). Der Th1-Zell spezifische Transkriptionsfaktor T-bet vermittelt 

ebenfalls die Produktion von IFNγ und unterdrückt darüber hinaus die Ausschüttung von 

Th2-Zytokinen (63, 74, 75) (siehe Abb. 1.2). 

 

 

 

Abb. 1.2 Differenzierung der Th-Zellen in der Peripherie.  

Zusammenfassung der für die Entstehung der Th1-, Th2-, Th17- und Treg-Zell Population entscheidenden 
Zytokine. Des Weiteren sind die typischen, von den einzelnen T-Zell Subpopulation exprimierten 
Transkriptionsfaktoren, Zytokinen und die charakteristische Funktion aufgeführt.  

 

Th2-Zellen 

Die Population der Th2-Zellen wurde zur selben Zeit wie die Th1-Zellen identifiziert. Sie 

zeichnen sich durch die Produktion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 aus (5, 65). Die Th2-

Immunantwort ist gegen Helminthen und andere extrazelluläre Parasiten gerichtet (66, 67). 

Neben der Aktivierung von Mastzellen und Eosinophilen, induzieren Th2-Zellen, 
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insbesondere über IL-4, die Reifung von B-Zellen zu IgE produzierenden Zellen und 

unterstützen somit die humorale Immunität (5, 64, 76). Überschießende Th2-Antworten sind 

charakteristisch für atopische Erkrankungen und Allergien (5, 76). Die Differenzierung naiver 

T-Zellen in Th2-Zellen erfolgt in Gegenwart von IL-4 und der Bindung eines gering affinen 

Antigens an den TZR (68, 71). Das IL-4 wird neben den Th2-Zellen selbst auch von 

Mastzellen, Eosinophilen und natürlichen Killerzellen exprimiert (4). Der Transkriptionsfaktor 

STAT6 wird durch die Bindung von IL-4 an seinen Rezeptor aktiviert und ist entscheidend für 

die Th2-Differenzierung (77, 78). Die IL-2 vermittelte STAT5 Aktivierung trägt ebenfalls zur 

Th2-Differenzierung bei (4). Über STAT6 erfolgt die Induzierung des Transkriptionsfaktors 

GATA3, der für die Erhaltung des Th2-Phänotyps und der Th2-Zytokinexpression 

unabkömmlich ist (4, 68) (siehe Abb. 1.2).  

 

Th17-Zellen 

Etwa 20 Jahre nach Entdeckung der Th1- und Th2-Zell Populationen, wurde eine IL-17 

produzierende CD4+ T-Zell Population entdeckt, die Th17-Zellen (79, 80). Neben der 

Ausschüttung der proinflammatorischen Zyokine IL-17a und IL-17f zeichnen sich die Th17-

Zellen durch die Produktion von IL-21 und IL-22 aus (3, 5, 64). Über die Aktivierung und 

Rekrutierung von Neutrophilen und anderen T-Zellen vermitteln Th17-Zellen 

Immunantworten gegen extrazelluläre Bakterien und Pilze (81, 82). Eine bedeutende Rolle 

wird den Th17-Zellen bei der Pathogenese der Multiplen Sklerose und der rheumatoiden 

Arthritis zugeschrieben (4, 81, 82). Die Differenzierung in Th17-Zellen wird durch die 

Zytokine IL-6 und TGFβ gefördert (3) und durch IL-23 stabilisiert und aufrechterhalten (3, 

83). Die Transkriptionsfaktoren RORγt (Retinoic acid-related orphan receptor γt), RORα und 

STAT3 sind für die Generierung von Th17-Zellen und deren IL-17 Expression entscheidend 

(3, 84) (siehe Abb. 1.2).  

 

Treg-Zellen 

Die Treg-Zellen stellen die vierte große Subpopulation der CD4+ T-Zellen dar (29) und 

zeichnen sich durch die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 aus (27). Die Treg-

Zellen spielen bei der Erhaltung der Selbsttoleranz und bei der Regulation von 

Immunantworten eine wichtige Rolle. Damit unterscheiden sie sich von den anderen Th-

Subpopulationen, die Immunantworten fördern (21, 26) (siehe Abs. 1.2.1 und Abb. 1.2).  
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1.4 Bedeutung des IL-2 für das Immunsystem 

IL-2 ist ein α helicales, 15 kDa großes Protein, das überwiegend durch aktivierte T-Zellen 

produziert wird. Für die T-Zell abhängige IL-2 Genexpression ist die in Abschnitt 1.5 und in 

Abbildung 1.3 dargestellte Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT, AP1 und NFκB 

(Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) notwendig. 

IL-2 bindet an einen hoch affinen Rezeptorkomplex, der sich aus drei Untereinheiten, dem 

IL-2 Rezeptor α (CD25), dem IL-2 Rezeptor β (CD122) und dem γc Rezeptor  (CD132) 

zusammensetzt (85, 86). Die IL-2 Rezeptoren werden vorzugsweise von Treg-Zellen und 

kürzlich aktivierten T-Zellen exprimiert (85). Die Bindung des IL-2 an seinen Rezeptor führt 

über eine positive Rückkopplungsschleife zur Erhöhung der initialen CD25 Expression (87). 

Die IL-2 Rezeptor abhängigen Signalwege führen über die Aktivierung der 

Mitogenassoziierten Proteinkinasen (MAPK) und der Phosphatidylinositol 3 Kinasen (PI3K) 

zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT5 (88).  

Ursprünglich wurde IL-2 als Wachstumsfaktor definiert. Es fördert die T-Zell Aktivierung und 

Expansion von Th1- und Th2-Zellen (89) (siehe Abs. 1.4). Doch IL-2 ist ein Zytokin mit 

vielfältigen Wirkungen. Neben dieser proliferationsfördernden Wirkung verstärkt IL-2 den Fas 

vermittelten ACID. IL-2 inhibiert die Entwicklung von proinflammatorischen Th17-Zellen, 

stimuliert natürliche Killerzellen sowie B-Zellen und ist sehr bedeutend für die Entwicklung, 

das Überleben und die Funktionalität von Treg-Zellen (85, 86, 89) (siehe Abb. 1.2). Die 

Bedeutung von IL-2 für die Toleranzmechanismen wird durch eine IL-2/IL-2 Rezeptor 

Defizienz deutlich. Diese mündet nicht wie erwartet in einer Immundefizienz, sondern äußert 

sich in einer entzündlichen Autoimmunerkrankung (90, 91). Durch zahlreiche Studien konnte 

belegt werden, dass diese Autoimmunerkrankung primär auf einen Mangel an Treg-Zellen 

und der daraus resultierenden fehlenden Toleranz zurückzuführen ist (92).      

IL-2 zeichnet sich durch seine zentrale Rolle innerhalb des Immunsystems aus. Es fördert 

nicht nur die Prozesse der Immunität, sondern reguliert auch Prozesse der Toleranz.  

 

 

1.5 Die Aktivierung und Signalweiterleitung in CD4+ T-Zellen  

T-Zellen exprimieren den TZR Komplex. Dieser setzt sich aus dem TZR und der 

membranständigen CD3 Molekülgruppe zusammen. Die Antigenerkennung und die 

Initiierung intrazellulärer Signale, die in einer adäquaten T-Zell Antwort münden, sind die 

wesentlichen Aufgaben dieses TZR Komplexes. Der TZR besteht aus einer Ligand 

bindenden α/β bzw. γ/δ Untereinheit und einem δ Homodimer. Allerdings werden die γ/δ TZR 

nur von einer Minderheit der T-Zellen exprimiert. Das δ Homodimer stellt zusammen mit den 

invarianten CD3 ε, δ, γ Ketten die signal-gebende Untereinheit des TZR Komplexes dar (93, 

94). Die intrazellulären Fortsätze dieser ε, δ, γ und δ Ketten tragen charakteristische 
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Sequenzmotive für die Tyrosinphosphorylierung, die sogenannten ITAM (Immunoreceptor 

tyrosin based activation motif), die für die Signalweiterleitung innerhalb der Zelle 

entscheidend sind. Die Bindung des TZR an sein spezifisches, durch MHCII Moleküle 

präsentiertes Antigen, wird durch den CD4 Korezeptor unterstützt (95-97). Ein weiteres 

kostimulatorisches Signal wird über die Bindung des CD28 Korezeptors an die von APZ 

exprimierten CD80/CD86 Liganden und der daraus resultierenden Aktivierung der PI3K 

vermittelt (98, 99). CD28 unterstützt die TZR abhängigen Signalwege und trägt u.a. zur 

Aktivierung der MAPK Kaskade sowie der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und 

NFκB bei (100, 101). Neben dem sehr starken und stabilen CD28 Kostimulus weisen die T-

Zellen mit CD2, CD5, 4-1BB, ICOS (Inducible co stimulator) und CD134 weitere 

Korezeptoren auf (101). CD4 und CD28 unterstützen insbesondere die initialen, durch die 

Proteintyrosinkinase (PTK) Aktivität geprägten Signale und beeinflussen die T-Zell Antwort 

sowohl quantitativ als auch qualitativ (93, 102). Der Komplex aus Signalproteinen, die an der 

antigenspezifischen Aktivierung der T-Zelle beteiligt sind, wird als immunologische Synapse 

bezeichnet (103).  

 

 

1.5.1 Initiation der TZR abhängigen Signalkaskade 

Eines der ersten intrazellulären Ereignisse nach der Ligation des TZR ist die Aktivierung der 

PTK Lck und Fyn (104, 105). Sie phosphorylieren die ITAM und ermöglichen der ZAP70 (δ 

chain associated protein kinase of 70 kDa), einer weiteren PTK, über ihre SH2 Domänen an 

die ITAM zu binden. Dort erfolgt die Lck abhängige Phosphorylierung und Aktivierung der 

ZAP-70 (101, 106). Die Adapterproteine LAT (Linker for activated T-cells) und SLP76 

(Cytosolic adapter protein src homology 2 domain containing leukocyte phosphoprotein of 

76 kDa) sind wichtige Substrate der ZAP70 und für den weiteren Ablauf der TZR abhängigen 

Signaltransduktion von großer Bedeutung. Sie arrangieren einen aus verschiedenen 

Signalmolekülen bestehenden Komplex, um die optimale Aktivität der einzelnen 

Komponenten zu ermöglichen (93, 101). Die phosphorylierten Tyrosinreste des LAT dienen 

als Bindungsstelle für die PLCγ (Phospholipase Cγ) und die Adapterproteine Grb2 (Growth 

factor receptor bound protein 2) und Gads (Grb2 related adapter downstream of Shc) (107). 

Vav, Nck und Itk (IL-2 induced tyrosine kinase) sowie Gads und PLCγ binden an SLP76 

(108). Die Ausbildung dieses proximalen Signalkomplexes mündet in der Itk abhängigen 

Phosphorylierung und Aktivierung der  PLCγ (109). Unterstützt werden diese initialen 

Signalprozesse durch die CD28 Ligation, der PI3K Aktivierung (98, 99) und der Wirkung der 

PI3K auf ihre Substrate PLCγ, Itk und Vav (110). Die PLCγ spaltet PIP2 (Phosphatidylinositol 

4,5 bisphosphat) in DAG (Diacylglycerol) und IP3 (Inositol-1,4,5-Triphosphat), zwei für die T-

Zell Funktion bedeutsame sekundäre Botenstoffe. DAG aktiviert zwei Signaltransduktions-
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wege, die durch die GTPase Ras und die Proteinkinase θ (PKCθ) vermittelt werden und 

resultiert in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und NFκB (siehe Abb. 1.3).  

 

 

 

Abb. 1.3 Signaltransduktion in aktivierten T-Zellen.  

Die Stimulation des TZR Komplexes und der Korezeptoren CD4/CD28 führt über die Aktivierung der Kinasen Fyn, 
Lck, PI3K und ZAP70 zur Ausbildung eines LAT, SLP76, PLCγ, Grb2, Gads, Vav, Nck und Itk beinhaltenden 
Signalkomplexes. Dieser proximale Signalkomplex mündet in der Aktivierung des PLCγ Signalweges und der 
Generierung der sekundären Botenstoffe DAG und IP3. IP3 führt über den Ca

2+
 Einstrom und der Aktivierung der 

Ca
2+

 und CaM (Calmodulin) abhängigen Phosphatase CaN (Calcineurin) zur Aktivierung des Transkriptions-
faktors NFAT und der NFAT abhängigen IL-2 Gentranskription. DAG vermittelt über die PKCθ die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFκB. NFκB liegt inaktiv, gebunden an seinen Inhibitor IκB (Inhibitor von NFκB) im Zytosol 
ruhender Zellen vor (111, 112). Die stimulations-induzierte Degradierung von IκB führt zum Freiwerden des 
Transkriptionsfaktors NFκB, der über die Bindung an die DNA die Transkription verschiedene Gene induzieren 
kann (111). Der dimere Transkriptionsfaktor AP1 setzt sich aus den Proteinen c-Fos und c-Jun zusammen, die 
über die sog. MAPK Kaskaden aktiviert werden. SOS (Son of sevenless) oder RasGRP (Ras guanyl nucleotide 
releasing protein) vermitteln die Expression und Aktivierung von c-Fos über die Ras/Raf/ MEK (MAPK Erk 
kinase)/ ERK 1/2 (Extracellular signal regulated kinase 1/2) Kaskade (113-115). Eine weitere MEKK1 (MAP/Erk 
kinase kinase 1) / MKK4 (Mytogen activated protein kinase kinase 4)/ JNK (c-jun N terminal kinase) Kaskade wird 
über Ras, Vav/Rac oder die PKCθ eingeleitet und aktiviert den Transkriptionsfaktor c-Jun (115-119). Die in vitro 

Stimulation mit PMA und Ionomycin führt über die direkte Aktivierung der PKC bzw. den massiven Ca
2+

 Einstrom 
ins Zytoplasma zur Aktivierung aller sich anschließenden Signalkaskaden.  
 

Neben der PKCθ initiierten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB weisen neuste 

Untersuchungen auch auf eine CaN abhängige Aktivierung von NFκB hin (120).  
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Das IP3 löst einen Ca2+ Einstrom aus dem extrazellulären Raum und dem 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) in das Zytoplasma aus und aktiviert den Ca2+ 

abhängigen CaN/NFAT Signaltransduktionsweg (121, 122) (siehe Abb. 1.3).  

    

 

1.5.2 Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT 

Das während einer TZR Stimulation gebildete IP3 bindet an die IP3 Rezeptoren (IP3R) des 

ER und initiiert die Öffnung der ER Ca2+ Speicher und den Ca2+ Einstrom in das Zytoplasma. 

Neigen sich diese Ca2+ Speicher dem Ende, aggregieren die STIM (Stromal interaction 

molecule) Proteine in der ER Membran und binden die ORAI (Ca2+ release activated Ca2+ 

channel protein) Moleküle des CRAC (Ca2+ release activated Ca2+) Kanals. Die CRAC 

Kanäle in der Zellmembran werden geöffnet und extrazelluläres Ca2+ gelangt in die Zelle 

(123, 124). Ca2+ ist ein universeller sekundärer Botenstoff mit einer zentralen Rolle in vielen 

Zelltypen. In T-Zellen beeinflussen Ca2+ Signale die Proliferation, die Differenzierung, die 

Apoptose sowie die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren (125, 126). Der Ca2+ 

Einstrom führt zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+ Konzentration und aktiviert den 

CaN/NFAT Signalweg (siehe Abb. 1.3).  

Die Serin/Threonin Proteinphosphatase CaN ist ein Heterodimer, das sich aus einer 

katalytischen, CaM bindenden Untereinheit, dem 59 kDa CaN-A und einer regulatorischen 

Untereinheit, dem 19 kDa CaN-B, zusammensetzt (127, 128). Eine autoinhibitorische 

Domäne blockiert im inaktiven Zustand das aktive Zentrum von CaN. Die Bindung von Ca2+ 

und CaM führt zu einer Konformationsänderung und zum Freiwerden des aktiven Zentrums 

(128, 129). Eine Vielzahl von Proteinen kann durch das aktivierte CaN dephosphoryliert 

werden (130). Zu den wichtigsten CaN Substraten zählen die Transkriptionsfaktoren der 

NFAT Familie (131). Die Dephosphorylierung von NFAT führt zur Aktivierung sowie zur 

Translokation in den Zellkern und dort zur NFAT abhängigen IL-2 Gentranskription (132, 

133).  

 

Tab. 1.1 Übersicht der Synonyme und Regulationsmechanismen der NFAT Isoformen.  

NFAT Protein Synonym Regulation 

NFATc1 NFATc, NFAT2 Ca
2+

 / CaN 

NFATc2 NFATp, NFAT1 Ca
2+

 / CaN 

NFATc3 NFATx, NFAT4 Ca
2+

 / CaN 

NFATc4 NFAT3 Ca
2+

 / CaN 

NFAT5 NFATz, NFATL1, TonEBP Osmotischer Stress 

 

Fünf verschiedene Mitglieder zählt die Familie der NFAT Transkriptionsfaktoren. NFATc1, 

NFATc2, NFATc3, NFATc4 und NFAT5 (siehe Tab. 1.1). NFAT5 unterscheidet sich deutlich 
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von den vier klassischen NFAT Transkriptionsfaktoren. NFAT5 wird nicht vorherrschend in 

Lymphozyten exprimiert, nicht CaN abhängig reguliert und liegt kontinuierlich im Zellkern vor. 

Im Folgenden wird NFAT5 nicht näher betrachtet (132, 134, 135).  

Die konventionellen NFAT Isoformen besitzen neben den veränderlichen N und C terminalen 

Domänen, eine regulatorische und eine DNA bindende Domäne. Die regulatorische Domäne 

beinhaltet die Kernlokalisierungssequenz und eine Bindungsstelle für die Phosphatase CaN, 

die sich durch die konservierte PxIxIT Sequenz auszeichnet (132, 136). Erfolgt nach der TZR 

Stimulation die CaN abhängige Dephosphorylierung der Serinreste wird durch eine 

Konformationsänderung die Kernlokalisationssequenz frei. Das aktivierte NFAT gelangt in 

den Nukleus (133). Im Zellkern bindet NFAT an die regulatorischen DNA Domänen seiner 

Zielgene, z.B. IL-2. Durch die kooperative Bindung mit anderen Transkriptionsfaktoren, 

insbesondere mit AP1, wird eine optimale DNA Bindung und transkriptionelle Aktivität 

realisiert (133, 137). Neben IL-2 reguliert NFAT weitere für die T-Zell Antwort bedeutende 

Zytokine, wie IL-4 und IFNγ (132, 133).  

Um die Lokalisierung von NFAT im Zellkern, die hohe DNA Bindungsaffinität und die NFAT 

abhängige Gentranskription aufrecht zu erhalten, ist eine kontinuierliche CaN Aktivität 

erforderlich (135). Ein Abfallen der intrazellulären Ca2+ Konzentration oder die Hemmung der 

CaN Aktivität durch die Behandlung mit Cyclosporin A (CsA) (siehe Abs. 1.6), führt zur 

sofortigen Rephosphorylierung von NFAT und dem Export aus dem Zellkern. Die NFAT 

Rephosphorylierung wird u.a. durch die konstitutiven Kinasen CK1 (Casein Kinase 1) und 

GSK3 (Glykogensynthase Kinase 3) vermittelt (138, 139).  

Die Proteine NFATc1 und NFATc2 sind die am häufigsten in peripheren T-Zellen 

vorkommenden NFAT Isoformen. Sie haben stark überlappende Funktionen, aber 

unterscheiden sich bemerkenswerterweise sehr in der Form ihrer Expression (140). In der 

vorliegenden Arbeit wurde insbesondere die Isoform NFATc1 betrachtet. NFATc1 wird stark 

durch eine TZR abhängige Aktivierung induziert und durch NFATc2 sowie durch sich selbst, 

in einer autoregulatorischen Schleife weiter amplifiziert. Im Gegensatz dazu wird die NFATc2 

Isoform konstitutiv in T-Zellen synthetisiert (140, 141). 

 

 

1.5.3 T-Zell Stimulation in vitro 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Stimulation der T-Zellen in vitro. Um möglichst 

physiologische Stimulationsbedingungen zu simulieren, wurden verschiedene Stimulanzien 

verwendet.  

Monoklonale Antikörper gegen CD3 und gegen CD28  simulieren eine TZR Aktivierung mit 

entsprechendem Kostimulus und der darauf aufbauenden Signalprozesse. Diese 

Antikörperstimulation vermittelt eine angemessene T-Zell  Aktivierung mit Zytokinproduktion 
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und Proliferation (142). Die monoklonalen Antikörper gegen CD3 und gegen CD28 werden 

löslich oder an die Zellkulturplatte gebunden eingesetzt.  

Des Weiteren können bestrahlte APZ in Kombination mit dem Superantigen SEB 

(Staphylococcus Enterotoxin B) eine adäquate T-Zell Antwort mit IL-2 Expression und T-Zell 

Proliferation induzieren. SEB wird von Staphylococcus aureus produziert und über MHCII der 

APZ den T-Zellen präsentiert, wo SEB seine Wirkung als potenter Aktivator entfalten kann 

(143, 144).  

Unter der Verwendung der membrangängigen Substanzen PMA (Phorbol-12-myristyl-13-

acetat) und Ionomycin wird dagegen der initiale Signalkomplex, der sich unmittelbar an die 

TZR bzw. Kostimulusaktivierung anschließt, umgangen (145). Das Calciumionophor 

Ionomycin verursacht einen massiven Ca2+ Einstrom und aktiviert Ca2+ abhängige 

Signalwege, wie den CaN/NFAT Signalweg (123). PMA wirkt direkt auf die PKC, aktiviert 

diese und die sich anschließenden Signalprozesse (146) (siehe Abb. 1.3). 

 

 

1.6 CsA inhibiert die CaN/NFAT abhängige Signaltransduktion  

Die Abstossungsreaktion von Organen und die „Transplantat gegen Wirt“ Reaktion stellen 

schwerwiegende immunologische Probleme in der Transplantationsmedizin dar und 

limitieren diese potenziell lebensrettenden Maßnahmen (135).  

Der 1976 erstmals aus dem Pilz Tolypocaldium inflatum isolierte Metabolit CsA (147) ist 

eines der potentesten Immunsuppressiva. Seit dem Beginn der klinischen Anwendung 1983 

revolutionierte dieses zyklische, aus elf Aminosäuren bestehende Peptid die 

Transplantationsmedizin und trägt wesentlich zur Verbesserung der Überlebensraten der 

Patienten bei (135, 148, 149). Die biologische Verfügbarkeit und die systemische 

Beseitigung des CsA wird durch das Cytochrom P450 System in der Leber kontrolliert (150). 

CsA inhibiert die Ca2+ abhängige Serin/Threonin Phosphatase CaN, indem es mit seinem 

intrazellulären Rezeptor, dem Immunophilin Cyclophilin (CyP),  komplexiert (151, 152). 

Immunophiline sind weitverbreitete Enzyme mit einer Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase 

Aktivität und nehmen neben der Proteinfaltung verschiedene weitere Funktionen innerhalb 

der Zelle wahr (153). Die cis-trans Isomerase Aktivität des CyP wird durch die Bindung von 

CsA inhibiert. Der CsA/CyP Komplex ist ein nicht kompetitiver Inhibitor für CaN und blockiert 

den Zugang zum aktiven Zentrum von CaN und dessen NFAT Bindungsstelle (154-156). Die  

Dephosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT wird unterdrückt  (siehe 

Abb. 1.4).  

Die Inhibierung der NFAT abhängigen Gentranskription führt zur Reduzierung oder 

Blockierung der Expression verschiedener Zytokine, z.B. IL-2 oder IFNγ (157), 

Oberflächenmoleküle, z.B. CD25 und CD134 (158) und anderer durch die T-Zell Aktivierung 
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induzierte Proteine (159). Infolgedessen wird die Proliferation und Differenzierung der T-

Zellen verhindert (160, 161).  

 

 

Abb. 1.4 Der CsA/CyP Komplex inhibiert die CaN abhängige Signaltransduktion in aktivierten T-Zellen.  

CaM und Ca
2+

 aktivieren die Serin Theronin Phosphatase CaN. CaN initiiert über die NFAT Dephosphorylierung 
die NFAT abhängige IL-2 Gentranskription. Das Immunsuppressivum CsA bindet seinen intrazellulären Rezeptor 
CyP. Der CsA/CyP Komplex inhibiert die CaN Aktivität und führt dadurch zum Abbruch der CaN/NFAT 
abhängigen Gentranskription und der IL-2 Expression.  

 

Die immunsuppressiven Eigenschaften von CsA sind nicht nur in der 

Transplantationsmedizin, sondern auch für die Therapie von Autoimmun- und allergischen 

Erkrankungen von großer Bedeutung (siehe Abs. 1.7.6).  

 

 

1.7 Atopische Dermatitis 

Die atopische Dermatitis (AD), auch als endogenes Ekzem oder Neurodermitis bezeichnet, 

ist eine häufig auftretende, multifaktoriell verursachte, chronisch-entzündliche und 

ekzematöse Erkrankung der Haut. Ein sehr starker und unerträglicher Juckreiz, sehr 

trockene Haut, entzündliche Hautläsionen und kutane Hyperreaktivität sind die 

Hauptmerkmale dieser Erkrankung (162-164). Das breite klinische Spektrum reicht von einer 

milden Form mit nur wenigen trockenen, ekzematösen Stellen bis hin zu einer schweren 

Form mit großflächigem, entzündlichem Hautausschlag. Die AD weist mitunter einen stark 

wechselhaften Verlauf auf (162-164) und hat einen erheblichen Einfluss auf die 

Lebensqualität der Patienten (163, 165, 166). Neben der allergischen Rhinokonjunktivitis und 

dem allergischen Asthma bronchiale zählt die AD zum Formenkreis der atopischen 

Erkrankungen. Die Atopie zeichnet sich durch eine Hyperreaktivität der Haut bzw. 

Schleimhaut gegen harmlose und ungefährliche Umweltfaktoren aus (162, 167, 168) und ist 

mit einer erhöhten Immunglobulin E (IgE) Bildung assoziiert (169).  
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1.7.1 Epidemiologie 

Die AD ist in Industriestaaten weit verbreitet. Die lebenslange Prävalenz der AD beträgt 10 -

20 % für Kinder und 1 - 3 % für Erwachsene (162). Üblicherweise tritt AD im frühen 

Kindesalter auf, kann aber auch bis ins Erwachsenenalter andauern oder erst im 

Erwachsenenalter beginnen (166, 170). In den letzten 30 Jahren hat sich die Prävalenz in 

den Industriestaaten verdoppelt bis verdreifacht. Länder, in denen ein bäuerlicher und 

agrarwirtschaftlicher Lebensstil vorherrscht, weisen eine wesentlich geringere Prävalenz für 

AD auf. Man vermutet daher, dass die sich ändernden Lebensumstände und 

Umwelteinflüsse in den Industriestaaten, eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von 

AD spielen (162, 171). 

 

 

1.7.2 Diagnostik 

Die Diagnosestellung der AD erfolgt klinisch, da es keinen spezifischen, diagnostischen, 

einfach in einem Labor zu messenden, Marker gibt. Dabei orientiert sich die 

Diagnosestellung der AD an den Kriterien von Hanifin und Rajka und basiert auf folgenden 

verschiedenen klinischen Befunden: Juckreiz, ekzematöse Morphologie, Ekzeme im Gesicht 

und an Streck- und Beugeseiten sowie chronisch rezidivierender Verlauf und 

Familienanamnese für atopische Erkrankungen (167, 172). Diagnostische Tests in der Klinik 

dienen zur Identifizierung einer assoziierten Allergie oder Sensibilisierung und der Ermittlung 

sämtlicher Einfluss- und Provokationsfaktoren. Mit Hilfe von Blutuntersuchungen können 

erhöhte IgE Antikörper oder allergenspezifische IgE Antikörperspiegel im Blutserum 

festgestellt werden. Auch die Ermittlung einer vorliegenden Eosinophilie ist bei einer 

Manifestation der AD wahrscheinlich (173-176). Ein Scoring System dient zur Ermittlung und 

Objektivierung des Schweregrades der AD. Dieser SCORAD (Scoring of atopic dermatitis) 

Index ermöglicht die Beobachtung und Beurteilung des Schweregrades und wird mit Hilfe 

verschiedener klinischer Parameter berechnet (siehe Gleichung 1). Dabei fließen die 

Intensität und die Verteilung der betroffenen Hautareale sowie die subjektiven Symptome, 

Juckreiz und Schlaflosigkeit, mit in die Berechnung ein (175, 177). 

 

               
 

 
 

    

 
              (1) 

 

A = Ausbreitung 

B = Intensität 

S = Subjektive Symptome 

 



Einleitung  17 
 

Handelt es sich um eine leichte Manifestation der AD, so liegen die SCORAD Werte 

zwischen 1 – 25. Bei Werten zwischen 25 – 50 liegt eine mittel schwere Form der AD vor 

und bei Werten > 50 handelt es sich um eine schwere Verlaufsform der AD (175). 

 

 

1.7.3 Ätiologie 

Die AD zeichnet sich durch eine sehr komplexe Ätiologie aus (164). Der klinische AD 

Phänotyp ist ein Produkt aus vielschichtigen Wechselwirkungen zwischen genetischen 

Komponenten (178), Defekten in der Funktion der Hautbarriere, Umweltfaktoren und 

systemischen und lokalen immunologischen Prozessen (162).   

 

Genetische Prädisposition 

Die Rolle genetischer Faktoren in der AD wird durch Zwillingsstudien (179) belegt und 

dadurch unterstrichen, dass der größte Risikofaktor an AD zu erkranken eine positive 

Familienanamnese ist (180). Die pathologische Relevanz verschiedener Genregionen, z.B. 

Gene für die Th2-Zytokine IL-3, IL-4, IL-5 und IL-13, konnten für die AD identifiziert werden 

(181). Eine Funktionsverlustmutation im Filaggrin Gen liegt bei mehr als 30 % der AD 

Patienten vor. Da Filaggrin ein Schlüsselprotein bei der terminalen Differenzierung der 

Epidermis ist, wird diese Mutation im Filaggrin Gen für Defekte in der Hautbarriere und somit 

für eine erhöhte Hautreaktion gegen Reizstoffe verantwortlich gemacht (182-186).  

 

Umwelteinflüsse 

Genetische Faktoren können aber nicht allein für den rapiden Anstieg der AD Prävalenz 

innerhalb relativ kurzer Zeit verantwortlich gemacht werden (171, 187) (siehe Abs. 1.7.1). 

Besonders in Ländern mit einem westlich orientierten Lebensstil und starker Urbanisierung 

ist eine steigende Krankheitshäufigkeit zu beobachten. Dies wird u.a. der Reduzierung 

frühkindlicher Infektionen, der Schadstoffbelastung der Luft und der erhöhten 

Allergenexposition in Innenräumen zugeschrieben (187, 188). Auch die westliche Ernährung, 

die geringe Familiengröße, ein hoher sozioökonomischer Status, der Gebrauch von 

Antibiotika, emotionale Faktoren und Stress scheinen Einfluss auf die AD Manifestation zu 

nehmen (171, 187).  

 

Hautbarrieredefekt 

Die Haut stellt die Grenzfläche zwischen dem Körper und der Umwelt dar. Die erhöhte 

Permeabilität der Haut für Antigene und Reizstoffe wird durch eine veränderte 

Lipidzusammensetzung der Hornschicht (Stratum corneum) verursacht, die u.a. auf 
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Mutationen im Filaggrin Gen zurückzuführen ist. Diese hautkonstitutionellen Abweichungen 

führen zu einem erhöhten transepidermalen Wasserverlust, sehr trockener Haut (164, 170, 

185) und zur Verschiebung des pH Wertes in den alkalischen Bereich (189). Zudem neigen 

AD Patienten zu bakteriellen und viralen Hautinfektionen, welche die chronische Entzündung 

der Haut weiter verschlimmern (170, 185). Eine Besiedlung der Haut mit Staphylococcus 

aureus ist in über 90 % der AD Patienten nachzuweisen (170). Dabei tragen die exogenen 

Proteasen von Staphylococcus aureus  oder von Hausstaubmilben zusätzlich zur 

Beeinträchtigung der Hautbarriere bei (170, 190). 

 

Immunologische Faktoren 

Neben zahlreichen lokalen immunologischen Prozessen zeichnen sich AD Patienten durch 

verschiedene systemische immunologische Auffälligkeiten aus (190). Das Ungleichgewicht 

zwischen der Th1- und Th2-Immunantwort ist charakteristisch für die AD. Dabei nehmen die 

T-Zellen eine zentrale Rolle bei den immunologischen Aspekten der AD ein (162, 191). 

Neben der T-Zell Dysbalance sind die bereits erwähnten abnorm erhöhten IgE Serumwerte 

und eine vorliegende Eosinophilie charakteristisch für diese Erkrankung (185, 191). Im 

Folgenden werden die verschiedenen und komplexen Wechselwirkungen der einzelnen 

immunologischen Komponenten erläutert.  

 

 

1.7.4 Pathogenese 

Die AD ist eine systemische Erkrankung mit einer kutanen Manifestation (162, 168, 191) und 

zeichnet sich durch zwei Phasen aus. Th2-Zytokine dominieren die initiale, akute Phase der 

AD. Die chronische, zweite Phase ist durch eine vermehrte Aktivierung von Th1-Zellen 

gekennzeichnet und mit einer verzögerten Überempfindlichkeitsreaktion gegen harmlose 

Umweltantigene (z.B. Pollen, Hausstaubmilben) assoziiert (164, 192). 

 

Akute Phase 

Die beeinträchtigte Hautbarriere führt bei AD Patienten zu sehr trockener, spröder Haut und 

resultiert in einer erhöhten Permeabilität für Allergene und Reizstoffe (193). Die in die Haut 

eindringenden Allergene binden an die hochaffinen IgE Rezeptoren FcεRI (Fcε Rezeptor I) 

der epidermalen Langerhans Zellen (LC). Die LC zählen zu den dendritischen Zellen, stellen 

hochspezialisierte antigenpräsentierende Zellen dar und exprimieren in AD Patienten sehr 

hohe Mengen des FcεRI (194). Nach erfolgter Migration in regionale Lymphknoten und der 

Antigenprozessierung innerhalb der LC, wird das Antigen über MHCII naiven T-Zellen 

präsentiert und induziert die Th2-Differenzierung und Expansion (164, 168, 170, 185, 195). 



Einleitung  19 
 

Die Generierung dieser allergenspezifischen Th2-Zellen kann als initialer Event der 

Entwicklung einer allergischen Erkrankung angesehen werden (196). Die Th2-Zellen 

zirkulieren im Blutstrom und können über die Expression von CLA (Cutaneous leucocyte-

associated antigen) und dessen Bindung an das von Endothelzellen exprimierte L-Selektin in 

die Haut gelangen (83, 164, 185, 197). Im Gegensatz zu gesunder Haut weisen selbst nicht 

entzündete Hautregionen von AD Patienten T-Zell Infiltrate auf (83, 162). Die durch LC 

reaktivierten Th2-Zellen exprimieren die Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 und IL-31, die in der 

initialen Phase der AD vorherrschen (162, 164, 170) und vermitteln u.a. die für die AD 

charakteristische Eosinophilie, die erhöhten IgE Serumwerte (193) und den typischen 

Juckreiz der Haut (168, 170, 185) (siehe Abb. 1.5).   

 

 

 
Abb. 1.5 Th-Zell vermittelte AD Pathogenese.  

Die LC induzierte Differenzierung der naiven Th0-Zellen zu Th2- (akute Phase) oder Th1- (chronische Phase) 
Zellen wird jeweils durch die Zytokine IL-4, IL-10, TSLP bzw. IL-12 und IL18 unterstützt. Die Th-Zellen schütten 
nach Aktivierung durch die LC bzw. IDEC Zytokine aus, die auf verschiedene Zelltypen wirken und ihre 
Effektorfunktionen vermitteln.       

 

Die Th2-Prädominanz in der akuten Phase wird durch verschiedene Faktoren weiter 

verstärkt. Dazu gehören das von Keratinozyten ausgeschüttete TSLP (Thymic stromal 

lymphopoietin), das von DZ produzierte IL-10 und das von Mastzellen, Eosinophilen und 

Th2-Zellen selbst exprimierte IL-4 (162, 170, 185). Das Th2-Zytokin IL-4 wirkt darüber hinaus 

zusammen mit IL-13 auf die B-Zell Differenzierung, indem der Isotypenwechsel zu IgE 

unterstützt wird (168, 170). IL-4 trägt so entscheidend zu den erhöhten IgE Werten im 
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Blutserum von AD Patienten bei (193). Das Th2-Zytokin IL-5 induziert die Reifung und 

Mobilisierung von Eosinophilen (168, 170) und fördert gemeinsam mit GM-CSF (Granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor) und RANTES (Regulated upon activation, normal T-

cell expressed and secreted)  die Entstehung der für die AD typischen Eosinophilie (185, 

198). Die aktivierten Eosinophilen exprimieren potente zytotoxische Proteine und chemische 

Mediatoren, die die Gewebeentzündung unterstützen (185, 198). Eine weitere Amplifizierung 

der Entzündungsreaktion erfolgt durch verschiedene von Keratinozyten exprimierte Zytokine 

und Chemokine, die zur Extravasation von inflammatorischen Zellen in die Haut führen (162, 

168). Durch Hautverletzungen, mechanische Reize, z.B. Kratzen oder mikrobielle Toxine 

werden Keratinozyten aktiviert. Es folgt die Ausschüttung von antimikrobiellen Peptiden und 

proinflammatorischen Mediatoren wie TSLP, GM-CSF, TNFα und RANTES (162, 170, 185). 

Diese entzündungsfördernden Zytokine binden an ihre Rezeptoren auf vaskulären 

Endothelzellen, wodurch diese zur Expression von Adhäsionsmolekülen angeregt werden. 

Das führt zur Transmigration von weiteren infiltrierenden Zellen. Entlang eines 

chemotaktischen Gradienten wandern diese inflammatorischen Zellen zum Ort der 

Infektion/Verletzung (185).  

Während der akuten Phase wird eine weitere Population der dendritischen Zellen angelockt, 

die IDEC (Inflammatorische dendritische epidermale Zelle). Sie werden aus zirkulierenden 

oder dermalen Vorläufern rekrutiert und sind nur in entzündlichen, veränderten, läsionalen 

Hautregionen zu finden. Durch ihre sehr hohe Expression an FcεRI stimulieren sie die 

Entzündungsreaktion in der Haut zusätzlich (170, 199). Zudem zeichnen sie sich dadurch 

aus, dass sie vornehmlich die Th1-Zytokin Produktion in T-Zellen unterstützen (185). 

 

Chronische Phase 

Die initiale, durch Th2-Zellen charakterisierte, akute Phase geht nach etwa 24 – 48 h in die 

durch Th1-Zellen dominierte, chronische Phase über (200), die mit einer verzögerten 

Überempfindlichkeitsreaktion assoziiert ist (197). Eosinophile, IDEC und Makrophagen 

fördern durch die Sekretion von IL-12 und IL-18 die Generierung von IFNγ und IL-2 

ausschüttenden Th1-Zellen und leiten somit die chronische Phase der AD ein (162, 164, 

185, 198, 201). Das Th1-Zytokin IFNγ ist ein potenter Aktivator für Makrophagen und 

Keratinozyten (185, 201) (siehe Abb. 1.5). Die Keratinozyten sorgen für die weitere 

Rekrutierung von T-Zellen in die Haut (197). Neben der aktivierenden Wirkung des IFNγ auf 

Keratinozyten, vermitteln die Th1-Zellen über die IFNγ Produktion auch die Fas abhängige 

Apoptose in Keratinozyten (185). Die epidermalen,  apoptotischen Keratinozyten lösen sich 

aus dem Zellverband und es kommt zur interzellulären Ödembildung (Spongiose)  und zum 

Freiwerden potenzieller Autoantigene (185, 197). Die chronische Phase der AD ist auch 



Einleitung  21 
 

durch Gewebeveränderungen geprägt, die durch die Zytokine IL-11 und TGFβ1 vermittelt 

werden (168, 185).  

Die T-Zellen spielen eine Schlüsselrolle in der AD, da sie über die Zytokin Expression eine 

Vielzahl von Effekten vermitteln, die zur Pathogenese der AD beitragen. 

 

Treg-Zellen  

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass bei allergischen Erkrankungen die Th-Zellen durch 

die Population der Treg-Zellen supprimiert werden können (202). Mit Hilfe der in 

Abschnitt 1.2.2 beschriebenen, verschiedenen inhibitorischen Mechanismen können die 

Treg-Zellen die unerwünschte Aktivität von Th1- und Th2-Zellen regulieren. Über die 

Reduzierung der Th1/Th2-Zytokine üben die Treg-Zellen erheblichen Einfluss auf die 

Differenzierung, die Aktivierung, das Überleben, die Rekrutierung verschiedener Zelltypen 

und die Gewebeumgestaltung in der Haut aus (196).  

 

 

 
Abb. 1.6 Die Treg-Zell vermittelte Suppression und Regulierung verschiedener AD relevanter Zelltypen.  

Die Treg-Zellen wirken immunmodulatorisch auf die Th1/Th2-Zellen, B-Zellen, Eosinophilen, DZ und Mastzellen. 

 

Darüber hinaus beeinflussen Treg-Zellen auch direkt die Funktion verschiedener, mit AD 

assoziierter Zelltypen. Die Zytokine TGFβ und IL-10 supprimieren Eosinophile, Mastzellen, 

inflammatorische DZ und B-Zellen. B-Zellen werden durch TGFβ und IL-10 nicht nur in ihrer 

IgE Produktion gehemmt, sondern gleichzeitig zur Synthese der nicht entzündlichen Ig 

Isotypen IgG4 und IgA angeregt (196, 203) (siehe Abb. 1.6).   

 

 

1.7.5 Therapieformen 

Bisher ist keine Behandlungsform in der Lage die AD vollständig und dauerhaft zu heilen. 

Die AD Therapie fokussiert sich darauf, den Juckreiz zu reduzieren, die mikrobielle 

Kolonialisierung einzudämmen, die Störungen in der Hautbarriere auszugleichen und 

Entzündungsreaktionen zu reduzieren. Neben der Basistherapie, die sich aus Hautpflege 
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und der Vermeidung spezifischer und unspezifischer Triggerfaktoren zusammensetzt, spielt 

die Aufklärung der Patienten über die Hautpflege und Risikofaktoren eine wesentliche Rolle 

(163, 175, 204).  

Die bei der Lokaltherapie zur Anwendung kommenden hydratisierenden oder rückfettenden 

Salben und Lotionen dienen der Stabilisierung der Barrierefunktion der Haut und somit der 

verbesserten Abschirmung von Allergenen und Reizstoffen. Die Anwendung von 

antimikrobiellen Wirkstoffen, Glucocorticoiden und den Calcineurin Inhibitoren Pimecrolimus 

und Tacrolimus in der Lokaltherapie dient der Reduzierung des Juckreizes und wirkt 

entzündungshemmend (175, 204) (siehe Abb. 1.7).  

 

 

 
Abb. 1.7 Stufentherapie bei AD Patienten.  

Die Therapieform richtet sich nach dem Schweregrad der Erkrankung.  

 

Neben der Anwendung von Antihistaminen, Corticosteroiden und dem Immunsuppressivum 

CsA (siehe Abs. 1.6) bei der systemischen Therapie von AD kann auch die Bestrahlung mit 

hochdosiertem UV Licht (311 nm; 340 - 400 nm) durch die entzündungshemmende Wirkung 

zur Linderung beitragen (175, 204) (siehe Abb. 1.7). 

 

 

1.7.6 CsA in der AD Therapie 

Die systemische Behandlung mit CsA erfolgt in AD Patienten, wenn ihre Erkrankung nicht 

durch eine Lokaltherapie zu kontrollieren ist (205). Wie bereits in Abschnitt 1.6 beschrieben, 

wirkt CsA auf die Aktivität der Phosphatase CaN, einem entscheidenden Knotenpunkt 

innerhalb der T-Zell Aktivierung und inhibiert u.a. die NFAT Aktivierung und IL-2 

Genexpression.  

Die Anwendung des CsA in der AD Therapie ist effektiv und wirksam (206) und führt zur 

Verbesserung der klinischen Symptome (206, 207). Allerdings zeichnet sich CsA durch eine 

geringe therapeutische Breite aus (208). Für die Anwendung in der Klinik bedeutet das, dass 

geringe CsA Konzentrationsunterschiede entscheiden, ob eine angemessene Unterdrückung 

des Immunsystems vorliegt oder zu starke unerwünschte Nebenwirkungen wie 
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Nierenschädigung, Neurotoxizität, Bluthochdruck oder ein erhöhtes Infektions- und 

Hautkrebsrisiko auftreten (135, 209, 210). Engmaschige Kontrollen der Blutdruckwerte und 

Nierenfunktionsparameter sind daher während der CsA Therapie unabdingbar (211). Das 

Auftreten unerwünschter Nebenwirkungen ist von der Dosis und der Dauer der Therapie 

abhängig. Im Vergleich zur Transplantationsmedizin, bei der CsA in Dosen von 15 –

17 mg/kg/d eingesetzt werden (212-214), ist die in der AD Therapie übliche CsA Dosis von 

2,5 – 5 mg/kg/d wesentlich geringer (204, 211, 215). Die Dauer der CsA Anwendung in der 

AD Therapie richtet sich nach individuellen patientenabhängigen medizinischen 

Bedingungen und kann als Kurzzeit- oder Langzeittherapie erfolgen (204). Dabei sind CsA 

Langzeittherapien mit einer Dauer von 6 Monaten oder länger durchaus üblich (215-217).  

Da CsA ein lipophiles Protein ist, weist es eine hohe Variation der biologischen Verfügbarkeit 

zwischen den einzelnen Patienten auf (218, 219). Daher ist die zum Erzielen eines 

bestimmten Effektes einzusetzende CsA Dosis individuell sehr verschieden. Eine 

kontinuierliche Überwachung der CsA Einstellungen in der Klinik ist demnach unabdingbar. 

Aus diesem Grund wurden umfassende Untersuchungen zur Pharmakokinetik und 

Pharmakodynamik des CsA durchgeführt (208, 220). Allerdings ist die Aussagekraft dieser 

diversen pharmakokinetischen Parameter (zeitlicher Verlauf der CsA Konzentration, CsA 

Abbau, über die Zeit aufintegrierte CsA Konzentration, Vergleich der maximalen mit der 

minimalen CsA Konzentration) gering (221, 222). Auch die CsA Dosisangabe und die im Blut 

messbare CsA Konzentration sind nicht geeignet, um eine präzise Aussage über die 

klinische Wirksamkeit oder die toxischen Effekte der eingesetzten CsA Menge zu treffen 

(223-226).  

Das Ziel, die CsA Anwendung effektiver und sicherer zu gestalten, erfordert neue Strategien 

und aussagefähige Testsysteme. Diese neuen, vielversprechenden Testsysteme beziehen 

sich auf die Funktion von Immunzellen (227-229). Die Stimulation im Vollblut und die 

Messung direkter oder indirekter CsA Angriffspunkte in T-Zellen stellt eine 

erfolgsversprechende Strategie dar. Diese funktionellen CsA Testsysteme basieren auf der 

Messung der CaN Aktivität (230, 231), der Zytokinexpression (208, 232-235), der 

Proliferation (236, 237) oder der Adenosin Triphosphat (ATP) Produktion (238-240).  

Die klinische Überwachung der CsA Einstellung bedarf eines einfachen, schnellen und 

zuverlässigen biologischen Testsystems, das eine individuelle CsA Dosierung ermöglicht.  
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1.8 Zielstellung der Arbeit 

Die Phosphatase CaN nimmt innerhalb der TZR vermittelten Signalwege eine entscheidende 

Rolle ein. In aktivierten T-Zellen leistet CaN über die Dephosphorylierung des 

Transkriptionsfaktors NFAT einen wesentlichen Beitrag zur IL-2 Expression. Die Inhibierung 

des CaN durch das Immunsuppressivum CsA führt zu suboptimalen Stimulations-

bedingungen, die die TZR abhängige Entwicklung der einzelnen T-Zellen beeinflussen. 

Bekannt ist, dass die subimmunogene Stimulation naiver, muriner T-Zellen sich durch die 

Induktion FoxP3+ Treg-Zellen auszeichnet (59, 60). Es ist daher anzunehmen, dass neben 

der CsA abhängigen Reduzierung der T-Zell Aktivierbarkeit, eine CsA bedingte 

Beeinflussung der Treg-Zell Population möglich ist. Die Treg-Zellen sind insbesondere für 

Patienten mit allergischen Erkrankungen, wie der AD, oder Autoimmunerkrankungen von 

besonderer Bedeutung (27, 62), da die Treg-Zellen die Aktivierung, die Expansion und die 

Funktion anderer T-Zellen supprimieren können und somit die Reaktivität gegen 

körperfremde Antigene und Autoantigene regulieren (62). In dieser Arbeit wurden AD 

Patienten untersucht, die eine Therapie mit gering dosiertem CsA erhielten. Ob die Therapie 

mit gering dosiertem CsA Einfluss auf die Population der Treg-Zellen nahm und inwieweit die 

T-Zellen der AD Patienten in ihrer Fähigkeit aktiviert zu werden beeinflusst wurden, sollte in 

der vorliegenden Arbeit untersucht werden. 

Dazu sollte: 

1. ein Testsystem zur Bestimmung der Effekte des biologisch wirksamen CsA im Vollblut 

etabliert werden. Die durchflusszytometrische Einzelzellanalyse der IL-2 und NFATc1 

Expression in stimulierten CD3+ T-Zellen sollte die konzentrationsabhängige, spezifische 

und praktikable Messung der Effekte des direkt im Blut vorliegenden biologisch 

wirksamen CsA ermöglichen.  

2. die IL-2 Expression CD3+ T-Zellen, aus dem peripheren Blut von CsA behandelten AD, 

mit Blutproben unbehandelter AD Patienten bzw. gesunder Kontrollspender verglichen 

werden. Parallel sollte die Ermittlung des Schweregrades der Erkrankung, des SCORAD 

Index, eine Aussage über die klinisch relevante Wirksamkeit des gering dosierten CsA in 

den Patienten ermöglichen. 

3. der Einfluss der Therapie mit gering dosiertem CsA auf die Population der CD3+, CD4+, 

CD8+ und CLA+ CD4+ T-Zellen in den AD Patienten untersucht werden.  

4. der CsA vermittelte Einfluss auf den Phänotyp, die Funktionalität, die Stabilität und die 

Anzahl der FoxP3+ Treg-Zellen in den AD Patienten sowie in vitro auf die TZR vermittelte 

Proliferation der FoxP3+ Treg-Zellen untersucht werden.  
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2 Material 

 

2.1 Chemikalien 

Tab. 2.1 Chemikalien und Hersteller 

Chemikalien Hersteller 

Beriglobin ZLB Behring, Marburg 

Brefeldin A Sigma, Taufkirchen 

CsA MPI für Enzymologie, Halle/Saale 

CD4 Mikropartikel Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

4„,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Invitrogen, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen 

FACS Lyselösung (10x) Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS Permeabilisierungslösung 2 (10x) Becton Dickinson, Heidelberg 

Fixierungs-/Permeabilisierungskonzentrat eBioscience, San Diego (USA) 

Fixierungs-/Permeabilisierungsverdünnung eBioscience, San Diego (USA) 

Ionomycin Sigma, Taufkirchen 

MicroScint-O Szintillationscocktail Perkin Elmer, Mailand (I) 

Permeabilisierungspuffer (10x) eBioscience, San Diego (USA) 

PMA Sigma, Taufkirchen 

PKH26 Sigma, Taufkirchen 

Propidiumiodid (PJ) Sigma, Taufkirchen 

RPMI 1640 Medium Invitrogen, Karlsruhe 

Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) Sigma, Taufkirchen 

Tritium markiertes Thymidin ([3H] TdR) Hartmann, Braunschweig 

4„,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Invitrogen, Karlsruhe 

Carboxyfluorescein Diacetat, succinimidyl Ester (CFDA-SE) Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

2.2 Antikörper  

Tab. 2.2  Zur T-Zell Stimulation verwendete Antikörper 

Antigen Klon Hersteller 

CD3 UCHT1 Becton Dickinson, Heidelberg 

 OKT3 eBioscience, San Diego (USA) 

CD28 CD28.2 Becton Dickinson, Heidelberg 

 15E8 Chemicon, Hofheim 
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Tab. 2.3 Für die Durchflusszytometrie verwendete Antikörper  

Antigen Klon Konjugate Hersteller 

CD127 hIL-7R-M21 PE Becton Dickinson, Heidelberg 

CD25 2A3 APC Becton Dickinson, Heidelberg 

CD3 UCHT1 FITC DRFZ, hauseigen 

 SK7 PerCP Becton Dickinson, Heidelberg 

CD4 TT1 PE,Cy5 DRFZ, hauseigen 

CD8 GNII/134.D1 FITC, PE DRFZ, hauseigen 

CLA HECA-452 PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

FoxP3 PCH101 FITC, PE eBioscience, San Diego (USA) 

 259D/C7 Alexa 488 Becton Dickinson, Heidelberg 

IL-2 MQ1-17H12 APC Becton Dickinson, Heidelberg 

IgG2a Isotyp eBR2a PE eBioscience, San Diego (USA) 

IgM Isotyp eBRM PE eBioscience, San Diego (USA) 

NFATc1 7A6 PE Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz (USA) 

 

 

2.3 Puffer und Medien 

Tab. 2.4 Verwendete Puffer mit Rezepturen 

Puffer, Medien Zusammensetzung 

PBS (pH 7,4) 137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

1,4 mM KH2PO4 

4,3 mM Na2HPO4 ∙ H2O 

PBS/BSA (pH 7,4) PBS 

0,5 % BSA (w/v) 

PBS/BSA/Azid (pH 7,4) PBS/BSA 

0,2 % NaN3 (v/v) 

PBS/BSA/EDTA (pH 7,4) PBS/BSA 

2 mM EDTA 

PBS/BSA/20 mM EDTA (pH 7,4) PBS/BSA 

20 mM EDTA 

Zellkulturmedium RPMI 1640 

10 % Fötales Kälberserum 

10 mM L-Glutamat 

10 µg/ml 2-Mercaptoethanol 

100 U/ml Penicillin 

100 ml Streptomycin 
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2.4 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 2.5  Verbrauchsmaterialien und Hersteller 

Verbauchsmaterialien Hersteller 

Filterpapier VWR, Wien (A) 

Glasfaser Unifilter 96 GF7b Perkin Elmer, Mailand (I) 

LS Separationssäule Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Lymphozytenseparationsmedium PPA Laboratories, Pasching (A) 

Nitrozellulosetransfermembran (0,45 µm) Whatman, Dassel 

Preseparationsfilter Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Zellkulturplatten Corning Incorporated, New York (USA);  Nunc, Langenselbold 

 

 

2.5 Geräte 

Tab. 2.6  Verwendete Geräte und Hersteller 

Geräte Hersteller 

AutoMACS Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

CASY Zellzählgerät Schärfe System, Reutlingen 

FACS Aria Zellsortiersystem Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS Calibur System Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS LSRII System Becton Dickinson, Heidelberg 

FilterMate Zellerntevorrichtung 96 Perkin Elmer, Mailand (I) 

Gammacell 40 Exactor MDS Nordion, Ottawa, (CDN) 

Heizblock Thermomixer Kompakt Eppendorf, Hamburg 

Heraeus BIOFUGE fresco  Thermo, Waltham (USA) 

Lichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena 

MACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Glasdbach 

Multifuge 3 S-R Thermo, Waltham (USA) 

Megafuge 1.0 R Thermo, Waltham (USA) 

TopCount NXT Szintillationszähler Perkin Elmer, Mailand (I) 

 

 

2.6 Analyse Software  

Tab. 2.7  Zur Analyse der experimentellen Daten verwendete Software  

Bezeichnung Hersteller 

CellQuest Software Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS Diva Software Becton Dickinson, Heidelberg 

FlowJo FACS Analysesoftware Tree Star, Inc., Ashland (USA) 

GraphPad InStat GraphPad Software, Inc., La Jolla (USA) 

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla (USA) 

SigmaPlot Systat Software, Erkrath 
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2.7 Biologisches Material 

2.7.1 Buffy Coats 

Für die Isolation von primären humanen T-Zellen wurden Buffy Coats von gesunden, 

anonymen Spendern verwendet. Buffy Coats fallen bei der Erythrozyten- und 

Blutplasmagewinnung aus Vollblutspenden an. Neben Thrombozyten und Leukozyten sind 

geringe Mengen an Erythrozyten und Blutplasma enthalten. Die in dieser Arbeit verwendeten 

Buffy Coats wurden über den DRK Blutspendedienst Ost GmbH, Berlin bezogen. 

 

2.7.2 Vollblutproben der Studienteilnehmer 

In dieser Arbeit wurden heparinisierte Vollblutproben von 31 unbehandelten, 28 CsA 

behandelten (AD + CsA) und 3 AD Patienten nach Absetzen der CsA Therapie (AD nach 

CsA) verwendet. Die Vollblutproben von 27 gesunden Normalspendern wurden als 

Kontrollgruppe (K) analysiert (siehe Tab. 2.8).  

 

Tab. 2.8  Eigenschaften und klinische Merkmale der Studienteilnehmer 

Parameter Testperson    

 K
a
 AD

b
 AD + CsA

c
 AD nach CsA

d
 

Anzahl 27 31 28 3 

Alter [Jahre] 38 ± 11 45 ± 12 45 ± 14 54 ± 8 

Geschlecht, männlich/weiblich 11/16 16/15 13/15 0/3 

SCORAD Index - 54 ± 11 29 ± 11 n.d. 

Asthma 0 6 5 0 

CsA Dosis [mg/kg/d] - - 2,1 ± 0,4 - 

CsA Serumkonzentration [µg/l] - - 72 ± 29 - 

a 
gesunde Kontrollspender (K) 

b 
unbehandelte AD Patienten (AD) 

c 
AD Patienten, die mit gering dosiertem CsA behandelt werden (AD + CsA) 

d
 AD Patienten, die die CsA Therapie bereits beendet haben (AD nach CsA)  

 

Die unbehandelten AD Patienten im Alter von 22 - 68 Jahren zeigten eine moderate bis 

schwere AD und erfüllten die Kriterien nach Hanifin und Rajka (172). Die Ausprägung der 

klinischen Symptome wurde während der Therapie mit dem SCORAD Index (177) 

überwacht. Keiner der Patienten zeigte neben der AD andere Hauterkrankungen, doch 

waren sechs der AD Patienten an Asthma erkrankt.  

Um die CsA Serum Konzentration möglichst konstant zu halten, erfolgte die Einnahme von 

2,1 ± 0,4 mg/kg/d CsA in zwei Dosen, jeweils morgens und abends.  

Alle teilnehmenden AD Patienten zeigten bereits zwei Wochen nach Beginn der Therapie 

eine Verbesserung der Symptome.  

Die Studie wurde durch das Ethikkomitee der Charité Berlin anerkannt und genehmigt. 
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3 Methoden 

 

3.1 Isolation CD4+ T-Zellen aus peripherem Blut 

Um CD4+ T-Zellen mit einer angemessenen Reinheit und Ausbeute isolieren zu können, 

erfolgte zunächst die Präparation der peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) aus den 

Buffy Coats oder den heparinisierten Vollblutproben. Mit Hilfe der magnetischen 

Zellsortierung (MACS) konnten anschließend die CD4+ T-Zellen isoliert werden.  

 

3.1.1 Isolation humaner mononukleärer Zellen  

Die Isolation humaner PBMC erfolgte durch eine Dichtegradientenzentrifugation. 

Heparinisiertes Vollblut oder der Inhalt eines Buffy Coats wurde 1:1 mit PBS/BSA verdünnt 

und vorsichtig über 12 ml Lymphozytenseperationsmedium (1,077 g/ml) geschichtet. 

Entsprechend der unterschiedlichen Dichten der Blutbestandteile passierten während der 

Zentrifugation bei 836x g, RT, 20 min und ohne Bremse Erythrozytenaggregate und tote 

Zellen das Lymphozytenseperationsmedium, während sich die mononukleären Zellen in 

einer Interphase zwischen Seperationsmedium und Plasma anreicherten. Die Interphase mit 

den enthaltenen Lymphozyten wurde vorsichtig abgenommen und anschließend zweimal mit 

PBS/BSA gewaschen. Die Zentrifugationschritte erfolgten bei 304x g bei 4 °C für 10 min. Die 

PBMC wurden bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.  

 

3.1.2 Magnetische Zellsortierung CD4+ T-Zellen  

Die MACS vermittelte Zellsortierung erfolgte mit Hilfe spezifischer, an magnetische 

Mikropartikel gebundener Antikörper. Die aufzureinigende Zellsuspension wurde mit den 

magnetischen Mikropartikeln inkubiert. Beim Durchfluss durch eine in einem Dauermagneten 

eingespannte Säule wurden die durch die Antikörper magnetisch markierten Zellen 

zurückgehalten. Nicht magnetisch markierte Zellen passierten die Säule. Diese CD4- 

Zellsuspension enthielt u.a. zahlreiche APZ, die für T-Zell Stimulationen eingesetzt werden 

konnten (siehe Abs. 3.4.3). Die Eluation der auf der Säule zurückgehaltenen Zellen erfolgte 

durch das Entfernen der Säule aus dem magnetischen Feld. Die im Folgenden angegebenen 

Puffer- und Reagenzvolumen beziehen sich auf 1x108 Zellen. Bei Verwendung anderer 

Zellzahlen wurden die verwendeten Volumen entsprechend angepasst. Die MACS 

vermittelte Zellsortierung der CD4+ T-Zellen erfolgte über positive Selektion mit Hilfe der an 

magnetische Mikropartikel gebundenen anti CD4 Antikörper. Zunächst wurde die Zellzahl der 
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frisch isolierten PBMC bestimmt (siehe Abs. 3.2). Nach erfolgter Zentrifugation bei 304x g, 

4 °C für 10 min wurden die Zellen in 800 µl PBS/BSA resuspendiert. Die Zugabe von 

1 mg/ml Beriglobin führte zur Absättigung der Fcγ Rezeptoren. Anschließend wurden 150 µl 

CD4 Mikropartikel zu den Zellen pipettiert und für 15 min bei 4 °C inkubiert. Nachdem die 

Zellen mit PBS/BSA gewaschen (Zentrifugation bei 304x g, 10 min, 4 °C) und in 3 ml 

PBS/BSA/EDTA resupendiert wurden, erfolgte die magnetische Separation. Die eingesetzten 

LS Separationssäulen wurden im MACS Separator justiert und mit 5 ml PBS/BSA/EDTA 

äquilibriert. Die Zellsuspension wurde durch einen befeuchteten Preseparationsfilter 

gegeben, um Zellklumpen zu entfernen, die die Säule verstopfen könnten. Nicht markierte 

Zellen befanden sich im Durchlauf. Nachdem die Säule dreimal mit jeweils 3 ml PBS/BSA 

gewaschen wurde, erfolgte die Eluation der durch CD4 Mikropartikel magnetisch markierten 

Zellen durch 5 ml PBS/BSA und Entfernen der Säule aus dem magnetischen Feld. Zur 

Bestimmung der Reinheit der CD4+ T-Zellen wurde eine CD4+ Oberflächenfärbung mit 

anschließender durchflusszytometrischer Messung durchgeführt (siehe Abs. 3.3.1).  

 

 

3.2 Zellzahlbestimmung 

3.2.1 Neubauerzählkammer 

Zur genaueren Bestimmung kleiner Zellzahlen wurde die Neubauer Zählkammer verwendet. 

10 µl Zellsuspension wurden 1:1 mit einer Trypanblau Lösung verdünnt und auf die 

Zählkammer aufgetragen. Das lichtmikroskopische Bild ermöglichte die Unterscheidung in 

vitale und tote Zellen. Trypanblau färbte die toten, deformierten Zellen auf Grund ihrer 

permeablen Membran an. Die Zellkonzentration A berechnet sich nach Gleichung 2. 

                                 (2) 

 

A = Zellzahl [1/ml] 

B = Mittelwert der 4 Großquadrate 

V = Gesamtvolumen der Zellsuspension [ml]  

VF = Verdünnungsfaktor, 2 

 

 

3.2.2 Zellzahlbestimmung mittels CASY 

Das CASY Zellzählgerät (Schärfe System GmbH, Reutlingen) diente zur elektronischen 

Erfassung der Zellzahl mittels Widerstandsmessung. Dafür wurden 10 µl Zellsuspension in 

10 ml PBS/Azid verdünnt. Das Gerät ermittelt aus 3 durchgeführten Messungen die Zellzahl 
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pro ml für ein angegebenes Größenspektrum und erlaubt die Unterscheidung von vitalen und 

toten Zellen. Es wurden nur Zellen mit einer Größe zwischen 5 – 12 µm berücksichtigt. 

 

 

3.2.3 TruCOUNT Technologie 

Die TruCOUNT Technologie (Becton Dickinson) diente zur Bestimmung der Zellzahl von 

CD3+ T-Lymphozyten, CD4+ Th-Zellen und CD8+ zytotoxischer T-Zellen in Vollblutproben. 

TruCOUNT Röhrchen beinhalteten ein Pellet aus 50.000 lyophilisierter Mikropartikel, die mit 

fluorochrommarkierten Antikörpern angefärbt werden konnten. 20 µl Färbelösung und 50 µl 

Vollblut wurden für 15 min bei RT in den TruCOUNT Röhrchen inkubiert. Für die 

Färbelösung wurden anti human CD3-FITC (UCHT1), CD4-Cy5 (TT1) und CD8-PE 

(GNII/134.D1) markierte Antikörper und Beriglobin in PBS/BSA verdünnt. Anschließend 

erfolgte die Erythrozytenlyse mit 450 µl 1x FACS Lyselösung für 15 min bei RT. Die 

durchflusszytometrische Analyse von 5.000 Mikropartikeln erlaubte die Bestimmung der 

CD3+ CD4+ und CD8+ T-Zellzahlen A im Vollblut nach Gleichung 3. 

 

  
         

    
                                        (3) 

 

A = Zellzahl [1/µl] 

C = CD3+/CD4+/CD8+ T-Zell Anzahl 

D = Anzahl an Mikropartikeln 

V = eingesetztes Vollblutvolumen [µl], 50 µl 

 

 

3.3 Durchfusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Analyse und Separation von Zellen anhand ihrer 

Form, Struktur und ihrer Fluoreszenzeigenschaften. Mit Hilfe eines Flüssigkeitsstroms 

werden die Zellen einer Suspension vereinzelt und an verschiedenen Lasern (Argon: 

488 nm; HeNe: 633nm; UV: 355 nm; Violet: 405 nm) vorbeigeführt. Photomultiplier 

ermöglichen die Messung des durch die Zellen gestreuten Lichtes. Dabei ist das 

Vorwärtsstreulicht (FSC) ein Maß für das Zellvolumen. Das Seitwärtsstreulicht (SSC) wird 

durch die Granularität der Zelle beeinflusst. Monoklonale Antikörper, die an Fluoreszenz-

farbstoffe gekoppelt und an spezifische Zellstrukturen binden oder fluoreszierende 

Farbstoffe, die bestimmte Bestandteile der Zelle anfärben, erlauben eine weitere 
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Charakterisierung der Zellen. Die Laser regen die Fluorophore zur Emissionen an, die mit 

Hilfe von Detektoren gemessen wird und die Analyse der Zelleigenschaften ermöglicht. 

Eine weitere bedeutende Anwendung der Durchflusszytometrie ist die fluoreszenz-vermittelte 

Zellsortierung (FACS) (siehe Abs. 3.3.2). Die FACS Technologie ermöglicht die Separation 

von Zellen anhand der Expression spezifischer Oberflächenmoleküle, die mit 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern angefärbt werden können. Die Zellen passieren 

hintereinander aufgereiht in einem Flüssigkeitsstrom die Laser mit 488 nm, 633 nm und 

405 nm des FACS Aria Systems. Mit Hilfe von Kondensatorplatten und elektrostatischer 

Aufladung ist es möglich die Zellen nach ihren Oberflächenfärbung anzuziehen oder 

abzustoßen und entsprechend ihrer Fluoreszenzeigenschaften so zu sortieren (241).  

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit dem FACS Calibur System und der 

CellQuest Software sowie dem FACS LSRII System unter Verwendung der FACS Diva 

Software durchgeführt. Die Fluoreszenz vermittelte Zellsortierung erfolgte mit dem FACS 

Aria System und der FACS Diva Software. Die Auswertung der durchflusszytometischen 

Daten wurde mit der FlowJo FACS Analyse Software durchgeführt. 

 

 

3.3.1 Färbung auf Oberflächenmarker 

Lymphozyten lassen sich anhand der Expression verschiedener, spezifischer Oberflächen-

strukturen eindeutig in individuelle Subpopulationen einteilen.  

Die isolierten CD4+ T-Zellen mit jeweils 1x106 Zellen pro Ansatz, wurden mit PBS/BSA 

gewaschen (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C) und mit 100 µl Färbelösung für 30 min 

bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die Färbelösung bestand aus PBS/BSA, 1 mg/ml Beriglobin 

zur Absättigung der Fcγ Rezeptoren und der konjugierten Antikörper gegen diverse 

Oberflächenmoleküle, z.B. CD4, CD25, CD127 oder CLA. Die Reaktion wurde mit PBS/BSA 

abgestoppt (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C). Anschließend erfolgte die 

durchflusszytometrische Messung von mindestens 1x105 CD4+ T-Zellen am FACS Calibur 

System mit der CellQuest Software bzw. die Fluoreszenz vermittelte Zellsortierung (siehe 

Abs. 3.3.2) oder die Weiterverarbeitung der Zellen (siehe Abs. 3.3.3). 

 

 

3.3.2 Fluoreszenz vermittelte Zellsortierung von Treg- und Teff-Zellen 

Die Isolation der CD4+ CD25+ CD127- Treg-Zellen und der CD4+ CD25- CD127+ Teff-Zellen 

erfolgt auf Grund der Expression ihrer Oberflächenmoleküle CD4, CD25 und CD127 (siehe 

Abs. 1.2.1).  
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Die frisch isolierten CD4+ T-Zellen (siehe Abs. 3.1.2) wurden zentrifugiert (304x g, 10 min, 4 

°C) und mit 100 µl / 5x107 Zellen einer anti human CD25-APC (2A3), CD127-PE (hIL-7R-

M21) und 1 mg/ml Beriglobin haltigen Färbelösung für 30 min bei 4 °C gefärbt. Die Reaktion 

wurde mit 5 ml PBS/BSA abgestoppt. Nachdem die Zellen mit Hilfe eines 

Preseparationsfilters filtriert wurden, um größere Zellaggregate zu entfernen, erfolgte 

simultan die Sortierung der gewünschten CD4+ CD25+ CD127- Treg-Zellen und der CD4+ 

CD25- CD127+ Teff-Zellen (siehe Abb. 4.12) am FACS Aria unter Verwendung der FACS 

Diva Software. Anschließend wurden die sortierten Treg- und Teff-Zellen weiterverarbeitet 

(siehe Abs. 3.3.5 und Abs. 3.5).  

  

 

3.3.3 Intrazelluläre Färbung

3.3.3.1 Färbung des Transkriptionsfaktors FoxP3 in isolierten CD4+ T-Zellen 

Die bereits wahlweise auf die Oberflächenmarker CD4, CD25, CD127 und CLA gefärbten 

CD4+ T-Zellen (siehe Abs. 3.3.1) wurden pelletiert (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C) 

und für 30 min bei 4 °C im Dunkeln fixiert und permeabilisiert. Dabei wurden 1x106 Zellen 

und 500 µl des 1:4 mit der Fixierungs-/Permeabilisierungsverdünnung gemischten 

Fixierungs-/Permeabilisierungskonzentrats eingesetzt. Nach einem Waschschritt mit 

PBS/BSA und zwei weiteren Waschschritten mit 500 µl des in destilliertem Wasser 

verdünnten 1x Permeabilisierungspuffer (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C) wurden die 

Zellen für 30 min bei 4 °C im Dunkeln mit 100 µl Färbelösung inkubiert. Für die Färbelösung  

wurden anti FoxP3-FITC/-PE (PCH101) bzw. anti FoxP3-Alexa488 (259D/C7) Antikörper in 

1x Permeabilisierungspuffer verdünnt. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 1x 

Permeabilisierungspuffer. 1x105 – 2x105 der in PBS/BSA resuspendierten CD4+ T-Zellen 

wurden durchflusszytometrisch am FACS Calibur System analysiert.  

 

 

3.3.3.2 Färbung von NFATc1, IL-2 und CD3 in Vollblutproben  

Nach erfolgter Vollblutstimulation mit PMA und Ionomycin für 5 h wurden, um Zell-Zell-

Kontakte zu lösen 100 µl 20 mM PBS/EDTA zu den Proben pipettiert, gemischt und 10 min 

bei RT inkubiert. Die Erythrozytenlyse erfolgte mit 5 ml einer in destilliertem Wasser 

verdünnten 1x FACS Lyselösung bei RT für 10 min. Nach einem Zentrifugationsschritt 

(500x g, 10 min, RT) wurde das Leukozytenpellet mit 400 µl in destilliertem Wasser 

verdünnter 1x FACS Permeabilisierungslösung 2 resuspendiert und 10 min bei RT 

permeabilisiert. Durch die Zugabe von 5 ml PBS/BSA/Azid wurde die Reaktion abgestoppt. 

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (500x g, 10 min, RT) wurde das Pellet mit 50 µl 
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Färbelösung für 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Für die Färbelösung wurden anti CD3-

FITC (UCHT1), anti IL-2-APC (MQ1-17H12) und anti NFATc1-PE (7A6) markierte Antikörper 

und Beriglobin in PBS/BSA verdünnt. Nach einem abschließenden Waschschritt mit  1 ml 

PBS/BSA (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C) und Resuspension der Zellen in 300 µl 

PBS/BSA wurden die Proben am FACS Calibur System durchflusszytometrisch analysiert. 

Bei jeder Messung wurden 2x104 CD3+ Zellen aufgenommen.    

 

 

3.3.4 Intrazelluläre Färbung mit PJ und DAPI 

PJ ist ein fluoreszierendes Molekül mit einem Emissionsmaximum von 590 nm, das in tote 

Zellen, die ihre Membranintegrität verloren haben, eindringen kann und über die Interkalation 

mit den Basen die DNA anfärbt. PJ kann die unversehrte, intakte Membran lebender Zellen 

nicht passieren und ermöglicht somit eine durchflusszytometrisch detektierbare 

Diskriminierung zwischen lebenden und toten Zellen.  

DAPI ist ebenfalls ein fluoreszierendes Molekül mit einem Emissionmaximum von 461 nm, 

das sich in AT reiche Regionen der DNA einlagert und die durchlusszytometrische 

Diskriminierung der lebendenden von den toten Zellen ermöglicht. 

Zur Überprüfung der Viabilität der zu messenden Zellen wurde direkt vor der 

durchflusszytometrischen Messung 1 µl einer 0,1 mg/ml PJ Lösung zu den Vollblutproben 

(siehe Abs. 3.3.3.2) bzw. 1 µl einer 0,1 mM DAPI Lösung zu der Treg/Teff-Zell Kokultur 

(siehe Abs. 3.3.5) pipettiert. 2x104 CD3+ Zellen der PJ gefärbeten Vollblutproben wurden am 

FACS Calibur System und 2x104 CD4+ T-Zellen der DAPI gefärbten Kokulturen am FACS 

LSRII System analysiert.  

 

 

3.3.5 Proliferationsfärbung isolierter Zellen mit CFSE und PKH26  

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl Ester) ist ein hochfluoreszierendes Molekül. Um die 

Zellen zufärben, erfolgt jedoch die Zugabe des lipophilen, nicht fluoreszierenden CFDA-SE. 

Erst die intrazelluläre, durch Esterasen vermittelte Spaltung des CFDA-SE in das 

hochfluoreszierende CFSE ermöglicht die kovalente und irreversible Bindung an langlebige 

zytoplasmatische Proteinstrukturen (242, 243). Ein weiteres, zur Detektion der Zellteilungen 

eingesetztes Molekül ist PKH26. PKH26 ist ein fuoreszierendes Molekül, das sich in die 

Zellmembran einlagert (244). Die Teilung der mit CFSE und PKH26 fluoreszenzmarkierten 

Zellen führt zu einer fortlaufenden Halbierung der Fluoreszenzintensität, die 

durchflusszytometrisch bei einem Emissions-maximum von 518 nm für CFSE und 567 nm für 

PKH26 detektiert werden kann (244). Die Verwendung von CFSE und PKH26 ermöglicht die 

Anfärbung zweier verschiedener T-Zell Populationen, der CD4+CD25+CD127- Treg-Zellen 
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und der CD4+CD25-CD127+ Teff-Zellen sowie die simultane Kultivierung und Messung der  

Proliferation dieser beiden Populationen. Die zu färbenden Treg- und Teff-Zellen wurden 

zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde 

anschließend in RT warmen PBS resuspendiert. CFSE wurde mit einer Endkonzentration 

von 1 µg/ml und PKH mit einer Konzentration von 4x10-6 mol/l einsetzt. Die Färbung erfolgte 

im Dunkeln bei RT für exakt 3 min und 30 sec mit einer Zellkonzentration von 

1x107 Zellen/ml. Die Färbung wurde mit RPMI Medium abgestoppt. Nach zweimaligem 

Waschen mit RPMI Medium (Zentrifugation bei 400x g, 10 min, 4 °C) erfolgte die 

Behandlung mit CsA (siehe Abs. 3.4). Anschließend wurden die Treg/Teff-Zellen in einer 

Endkonzentration von 1x106 Zellen/ml in mit anti CD3/CD28 Antikörpern beschichteten 96 

Lochzellkulturplatten ausgesät (siehe Abs. 3.4.2). Nach einer Kultivierung von 96 h und einer 

DAPI Färbung (siehe Abs. 3.3.4) erfolgte die durchflusszytometrische Messung der 

Treg/Teff-Zell Kokulturen. Es wurden 2x104 der in PBS/BSA resuspendierten CD4+ T Zelle 

am FACS LSRII System analysiert.  

 

Proliferationsanalyse 

Um die Vergleichbarkeit der durchfusszytometrischen Proliferationsdaten einzelner Kokultur 

Experimente zu gewährleisten, wurde die Anzahl an Zellteilungen pro Ausgangzelle ZP der 

CFSE und PKH26 markierten Zellgenerationen nach Gleichung 6 berechnet.   

 

    
  

  
 
                                            (4) 

 

    
  

  
 
                                (5) 

 

    
 

 
                                             (6) 

 

P = Anzahl an Ausgangszellen 

i = Generation, i = 0 bis i = n 

Xi = absolute Zellzahl der Generation i 

Z = insgesamt durchlaufene Zellteilungen 

ZP = Zellteilungen pro Ausgangszelle 

 

 

3.4 Zellkultivierung und Stimulation 

Die Kultivierung der heparinisierten Vollblutproben oder der in RPMI Medium mit 10 % 

fötalem Kälberserum ausgesäten, isolierten, humanen T-Lymphozyten erfolgte bei 5 % CO2, 

95 % Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37 °C. 
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War die Zugabe das Inhibitors CsA für das Experiment erforderlich, so wurde das in DMSO 

gelöste CsA 30 min vor Beginn der Stimulation zu den heparinisierten Vollblutproben oder 

den isolierten T-Zellen pipettiert. Um mögliche Effekte des DMSO auf die Zellaktivierung 

auszuschließen, wurde in alle nicht mit CsA behandelten Proben das entsprechende 

Volumen des Lösungsmittels DMSO pipettiert.  

 

 

3.4.1 PMA/Ionomycin Stimulation in Vollblutproben 

1 ml heparinisiertes Vollblut wurde mit 50 ng/ml PMA und 2,5 µg/ml Ionomycin für 5 h bei 

37 °C stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min erfolgte die Zugabe von 10 µg/ml des 

Proteintransporthemmers Brefeldin A, das eine Hemmung des Proteintransports vom 

endoplasmatischen Retikulum zum cis Golgi Apparat hervorruft und in einer intrazellulären 

Akkumulation der exprimierten Proteine, z.B. des Zytokins IL-2, resultiert und deren 

intrazelluläre Färbung erlaubt (siehe Abs. 3.3.3).  

 

 

3.4.2 Anti CD3/CD28 Antikörper Stimulation isolierter Zellen 

Die Simulation einer physiologischen Stimulation einer T-Zellen über ihren TZR und den 

CD28 Korezeptor wurde mit anti CD3 und anti CD28 Antikörpern realisiert. Die CD3/CD28 

Stimulation erfolgte einerseits durch die Zugabe von löslichen mit anti CD3/CD28 

Antikörpern, andererseits durch an die Zellkulturplatten gebundene Antikörper.  

 

Stimulation mit löslichen Antikörpern 

Die Stimulation mit löslichen Antikörpern erfolgte über die direkte Zugabe der in RPMI 

Medium verdünnten Antikörper zu den bereits in 96 Lochzellkulturplatten ausgesäten Zellen. 

Es wurden 100 µL einer Antikörpersuspension mit 0,2 µg/ml anti CD3 (OKT3) und 0,5 µg/ml 

anti CD28 (15E8) pipettiert (siehe Abs. 3.5). 

 

Stimulation mit Antikörper beschichteten Zellkulturplatten 

Jede Vertiefung der verwendeten 96 Lochzellkulturplatten wurde mit 50 µl einer 0,1 µg/ml 

anti CD3 (UCHT1) bzw. 0,1 µg/ml anti CD28 (CD28.2) Antikörperlösung für 3 h bei 95 % 

Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37 °C beschichtet. Nach erfolgter Inkubation 

wurden die Zellkulturplatten mit jeweils 200 µl RPMI Medium gewaschen. Die Zentrifugation 

erfolgte bei 304x g bei 4 °C für 10 min. Nachdem 100 µl RPMI Medium in die Vertiefungen 

vorgelegt wurden, konnten die Zellen des Kokulturversuches (siehe Abs. 3.3.5) ausgesät 

werden.  
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3.4.3 SEB Stimulation isolierter T-Zellen 

Das durch Staphylococcus aureus produzierte Superantigen SEB kann in Kombination mit 

APZ zur T-Zell Stimulierung eingesetzt werden. Die CD4- APZ fallen bei der magnetischen 

Isolierung der CD4+ T-Zellen an (siehe Abs. 3.1.2). Um ein Überwachsen der T-Zell Kultur zu 

vermeiden, wurden die APZ mit einem Gammacell 40 Exactor und einer γ Strahlung von 

21,54 Gy behandelt. Die verwendete Strahlendosis ist für die APZ lethal, doch ihre 

antigenpräsentierende Eigenschaft bleibt für einige Tage bestehen. Die bestrahlten APZ 

wurden nach einem Waschschritt in RPMI Medium resuspendiert. 50 µl der APZ Suspension 

sowie 50 µl einer SEB RPMI Medium Lösung wurden in die 96 Lochzellkulturplatten 

ausgesät und konnten für die Stimulation der T-Zellen des Suppressionassays (siehe 

Abs. 3.5) eingesetzt werden. Dabei wurde eine SEB Endkonzentration von 1 µg/ml 

eingestellt und die APZ in einem Verhältnis von 1:1 zu den CD4+ T-Zellen eingesetzt.  

 

 

3.5 Suppressionsassay 

Das Suppressionsassay diente der Untersuchung der suppressiven Wirkung frisch isolierter 

CD4+CD25+CD127- Treg-Zellen auf die CD4+CD25-CD127+ Teff-Zellen (siehe Abs. 3.3.2). 

1x105  in RPMI vorliegende Teff-Zellen wurden in wechselnden Verhältnissen mit den Treg-

Zellen pro Vertiefung einer 96 Lochzellkulturplatte ausgesät. Die Stimulation erfolgte für 96 h 

mit löslichen Antikörpern (siehe Abs. 3.4.2) bei 37 °C in einem Endvolumen von 200 µl. 16 h 

vor der Zellernte wurde 1 µCi Tritium markiertes Thymidin ([3H] TdR) pro Vertiefung zu den 

Zellen pipettiert. Die Zellen wurden mit der FilterMate Zellerntevorrichtung 96 auf Glasfaser 

Unifilter 96 GF7b transferiert, mit destilliertem Wasser gewaschen und bei 56 °C für 20 min 

getrocknet. Anschließend wurden 40 µl MicroScint-O Szintillationscocktail in die einzelnen 

Vertiefungen des Glasfaser Unifilter 96 GF7b pipettiert. Die Messung der Strahlung erfolgte 

mit einem TopCount NXT Szintillationszähler. 

 

 

3.6 Statistik 

Die statistische Analyse erfolgte mit der „GraphPad InStat“ bzw. der „GraphPad Prism“ 

Software. Neben der Durchführung von Varianzanalysen wurde der t Test angewendet sowie 

lineare Regressionsanalysen und die Bestimmung von Variationskoeffizienten durchgeführt. 

Bei der Ermittlung von Signifikanzen wurden P-Werte ≤ 0,05 als statistisch signifikant 

angesehen. 
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4 Ergebnisse 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden AD Patienten untersucht, die eine Therapie mit gering 

dosiertem CsA erhielten. Es wurde ein Testsystem entwickelt, das die Bestimmung der 

Effekte des biologisch aktiven CsA in Vollblutproben der AD Patienten ermöglicht und 

Aufschluss über den Einfluss der CsA Therapie auf die T-Zell Aktivierbarkeit gibt.  

Darüber hinaus wurden die Auswirkungen geringer CsA Konzentrationen auf den Phänotyp, 

die Funktionalität, die Proliferation und die Anzahl der Treg-Zellen untersucht, da die 

Population der Treg-Zellen insbesondere bei allergischen Erkrankungen wie der AD 

involviert ist (27, 62).   

 

 

4.1 Etablierung eines Testsystems für die Bestimmung der Effekte des 

biologisch aktiven CsA in Vollblutproben 

Es sollte ein schneller und zuverlässiger Test zur Bestimmung der biologischen Effekte des 

CsA in Blutproben von CsA behandelten AD Patienten etabliert werden. Dazu wurde die 

CaN abhängige und CsA sensitive Expression von IL-2 bzw. NFATc1 der stimulierten T-

Zellen in den Vollblutproben durchflusszytometrisch analysiert. Das Testsystem ermöglichte 

somit die direkte und schnelle Bestimmung des im Vollblut vorliegenden biologisch aktiven 

CsA und der T-Zell Aktivierbarkeit, die nicht durch die bisher in der klinischen 

Routinediagnostik eingesetzten Untersuchungsmethoden, z.B. der Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie zur Bestimmung der CsA Serumkonzentration, ermittelt werden konnten.  

 

 

4.1.1 Optimierung der Stimulationsbedingungen für Vollblutproben 

Die Bestimmung der Effekte des biologisch aktiven CsA im peripheren Blut der Patienten 

erforderte die direkte Verwendung von Vollblutproben, da Isolationsprotokolle die im Blut 

vorliegende CsA Konzentration beeinflussen könnten. Die in den Vollblutproben enthaltenen 

T-Zellen wurden mit PMA und Ionomycin stimuliert, um ihre potenziell mögliche Expression 

von IL-2 und NFATc1 durchflusszytometrisch zu analysieren. Durch die Optimierung der 

Stimulationsbedingungen sollte die maximal mögliche IL-2 und NFATc1 Expression in den 

stimulierten CD3+ T-Zellen ermöglicht werden.  

PMA und Ionomycin wurden eingesetzt, um 1 ml Vollblut von gesunden Kontrollspendern zu 

stimulieren und durch die Aktivierung der T-Zellen die Expression von IL-2 und NFATc1 zu 
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induzieren. Anschließend wurden die Frequenzen der IL-2 und NFATc1 exprimierenden 

CD3+ T-Zellen bestimmt. Für die Optimierung der Stimulationsbedingungen wurde die 

Konzentration an PMA und Ionomycin variiert (siehe Abb. 4.1). Die Frequenzen der IL-2 und 

NFATc1 exprimierenden CD3+ T-Zellen veränderten sich simultan. Abbildung 4.1 C zeigt, 

dass 50 ng/ml PMA und 2,5 µg/ml Ionomycin die höchsten Frequenzen an IL-2 bzw. NFATc1 

exprimierenden CD3+ T-Zellen im Vollblut induzierten. Höhere Konzentrationen von PMA und 

Ionomycin führten sogar zu einer reduzierten IL-2 und NFATc1 Expression. Ohne Stimulus 

wurde keine Expression von IL-2 und NFATc1 in den CD3+ T-Zellen detektiert. 

 

 

 

Abb. 4.1  Durchflußzytometrische Messung der NFATc1 und IL-2 Expression in CD3
+
 T-Zellen stimulierter 

Vollblutproben.   
(A, B) Vollblutproben wurden für 5 h mit und ohne PMA/Ionomycin (50 ng/ml / 2,5 µg/ml) inkubiert. Nach erfolgter 

Erythrozytenlyse wurden die verbliebenen Zellen permeabilisiert und auf CD3-FITC, intrazelluläres IL-2-APC und 
NFATc1-PE gefärbt. In (A) ist eine repräsentative Punktwolkendarstellung für die Auswahl der CD3

+
 T-Zellen zu 

sehen. (B) Zeigt die Frequenzen der IL-2 (n = 19) und NFATc1 (n = 10) exprimierenden CD3
+
 T-Zellen in einer 

repräsentativen Punktwolkendarstellung eines Spenders. (C) Zeigt die Auftragung des MW ± SD der IL-2 und 

NFATc1 exprimierenden CD3
+
 T-Zellen einer PMA/Ionomycin Titration eines repräsentativen gesunden Spenders 

(von n = 3) gegen die getesteten PMA/Ionomycin Konzentrationen.        

 

Unter Verwendung von 50 ng/ml PMA und 2,5 µg/ml Ionomycin wurden in den Vollblutproben 

gesunder Spender 14,7 ± 5,3 % IL-2 (n = 19) und 27,8 ± 13,0 % NFATc1 (n = 10) 

produzierende CD3+ T-Zellen gemessen. 

In den folgenden Experimenten wurde zur Stimulation der Vollblutproben standardmäßig 

50 ng/ml PMA und 2,5 µg/ml Ionomycin eingesetzt.   
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4.1.2 Bestimmung der CsA Empfindlichkeit des Vollbluttestsystems  

Die Variation der CsA Konzentrationen diente zur Ermittlung der CsA abhängigen 

Empfindlichkeit des etablierten Vollbluttestsystems. Insbesondere in Hinblick auf die 

Messung der Blutproben von Patienten, die mit geringen CsA Dosen behandelt wurden, ist 

die Bestimmung der CsA Empfindlichkeit unerlässlich. Darüber hinaus konnte durch die ex 

vivo Zugabe geringer CsA Mengen die Spezifität der IL-2 und NFATc1 Färbung überprüft 

werden. 

 

 

 

Abb. 4.2   Die ex vivo Behandlung von Vollblutproben mit CsA führt zur Reduzierung der IL-2 und NFATc1 
exprimierenden CD3

+
 T-Zellen.  

Die Blutproben wurden in der Gegenwart von verschiedenen CsA Konzentrationen für 5 h mit PMA/Ionomycin 
(50 ng/ml / 2,5 µg/ml) stimuliert. Die Histogramme der (A) IL-2 und (B) NFATc1 Expression in CD3

+
 T-Zellen sind 

dargestellt. (C) Zeigt die Auftragung der MW ± SD der normalisierten IL-2 (n = 5) und NFATc1 (n = 3) Expression 

der CD3
+
 T-Zellen sowie der PJ Färbung (n = 3) der CD3

+
 T-Zellen gegen die verwendeten CsA Konzentrationen.  

 

Für die Bestimmung der inhibitorischen Effekte von CsA im Vollblut wurden 20 min vor der 

PMA/Ionomycin Stimulation verschiedene CsA Konzentrationen von 5 – 1000 nM zu den 

Blutproben pipettiert. Nach erfolgter Vollblutstimulation wurde die IL-2 und NFATc1 

Expression in den CD3+ T-Zellen bestimmt. In Abbildung 4.2 ist die IL-2 und NFATc1 
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Expression der CD3+ T-Zellen in Abhängigkeit von der CsA Konzentration dargestellt. Die 

Bestimmung der IL-2 Expression ergab ein CsA Detektionslimit von 42 nM. Auf Grund 

größerer SD Werte konnte bei der Analyse der NFATc1 Expression für CsA ein 

Detektionslimit von 75 nM bestimmt werden (siehe Tab. 4.1). Die CsA induzierte Inhibierung 

auf die Hälfte des zu erreichenden Maximums (IC50) lag in stimulierten Vollblutproben für IL-2 

bei 150 nM und NFATc1 bei 220 nM CsA. Ab einer Konzentration von 500 nM CsA waren 

die IL-2 und NFATc1 Expression nahezu vollständig aufgehoben. Um mögliche toxische 

Effekte und Apoptose oder Nekrose der T-Zellen während der Stimulationszeit 

auszuschließen, wurde die Lebensfähigkeit der stimulierten und CsA behandelten Zellen mit 

Hilfe von PJ analysiert (siehe Abb. 4.2 C). Mit 5,2 ± 3,8 % PJ positiven bzw. apoptotischen 

oder nekrotischen Zellen sind die CsA vermittelten toxischen Effekte unter den 

angewendeten Bedingungen  vernachlässigbar.  

 

 

4.1.3 Charakterisierung des Vollbluttestsytems 

Ein aussagekräftiges Testsystem erfordert standardisierte Testsystembedingungen, die u.a. 

den maximalen Zeitrahmen festlegen, der zwischen Blutentnahme und Durchführung des 

Vollbluttestsystems liegen darf. Um ein möglichst anwenderfreundliches Protokoll zu 

etablieren, wurde neben der Reproduzierbarkeit des Vollbluttestsystems auch der Einfluss 

der Blutprobenlagerzeit sowie die Tageszeit der Blutentnahme auf die IL-2 und NFATc1 

Expression der CD3+ T-Zellen untersucht (siehe Abb. 4.3).  

 

 

 
Abb. 4.3  Reproduzierbarkeit und Einfluss der Lager- bzw. Blutentnahmezeit auf die IL-2 und NFATc1 
Expression der CD3

+
 T-Zellen. 

Vollblutproben wurden für 5 h mit PMA/Ionomycin (50 ng/ml / 2,5 µg/ml) stimuliert. Die gemessenen Expressionen 
von IL-2 und NFATc1 wurden normalisiert auf (A) Tag 1, (B) 0 h Lagerzeit und (C) 08:00 Uhr Blutentnahmezeit. 

Die normalisierten Expressionswerte von IL-2 und NFATc1 der CD3
+
 T-Zellen wurden als MW ± SD dargestellt 

(A, n = 2; B, n = 3; C, n = 5). 

 

Der Variationskoeffizient stellt die Normierung der Varianz der einzelnen Testsystem 

Parameter dar und erlaubt eine Aussage über die Streuung der ermittelten Expressionen von 
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IL-2 und NFATc1. Die Reproduzierbarkeit wurde ermittelt, indem das Vollbluttestsystem an 

drei aufeinander folgenden Tagen mit den Blutproben desselben Spenders durchgeführt 

wurde (siehe Abb. 4.3 A). Die Variationskoeffizienten von 0,050 für die IL-2 bzw. 0,074 für 

die NFATc1 Expression zeigten, dass die Varianz für die Messung der NFATc1 Expression 

im Vergleich zur IL-2 Expression erhöht war. Der Einfluss der Vollblutprobenlagerzeit auf die 

IL-2 und NFATc1 Expression ist ein Parameter, der wesentlich für die Anwender-

freundlichkeit und die potenzielle Durchführbarkeit im Klinikalltag verantwortlich ist. Die 

Vollblutproben von drei verschiedenen Spendern wurden im Dunkeln jeweils für 3, 6 und 

24 h gelagert. Es erfolgte die anschließende Messung der IL-2 und NFATc1 Expression der 

CD3+ T-Zellen sowie die Ermittlung der Variationskoeffizienten von 0,060 für IL-2 und 0,068 

für NFATc1. Innerhalb der getesteten Lagerzeiten konnten keine relevanten Unterschiede in 

der IL-2 und NFATc1 Expression ermittelt werden (siehe Abb. 4.3 B). Des Weiteren kann im 

Klinikalltag der Zeitpunkt für die erforderliche Blutentnahme beim Patienten sehr individuell 

sein. Die Blutentnahme zu verschiedenen Tageszeiten erfolgte, um einen dominanten 

zirkadianen Einfluss auf die IL-2 und NFATc1 Expression der CD3+ T-Zellen auszuschließen. 

fünf verschiedenen gesunden Spendern wurde jeweils an fünf verschiedenen Tageszeiten 

Blut entnommen. Die Variationskoeffizienten von 0,073 für IL-2 und 0,143 für NFATc1 

weisen auf einen mäßigen Einfluss der Tageszeit auf die IL-2 und NFATc1 Expression hin 

(siehe Abb. 4.3 C). 

 

Tab. 4.1 Charakterisierung des Vollbluttestsystems.  

 Parameter IL-2 NFATc1 

Variation innerhalb des Testsystems 
a
 Variationskoeffizient  0,062 0,101 

Variation bei mehrfacher Wiederholung des Testsystems 
b
  Variationskoeffizient 0,050 0,074 

Variation bei der Durchführung des Testsytems durch 
verschiedene Experimentatoren 

c
 

Variationskoeffizient 1,198 0,329 

Detektionslimit 
d
 CsA [nM] 42 75 

Güte der linearen Regression 
e
 r

2
 0,87 0,61 

a
 Verwendung vier verschiedener CsA Konzentrationen und acht Parallelproben.  

b
 Durchführung drei verschiedener Experimente an drei hintereinander folgenden Tagen.  

c
 Vier Experimentatoren analysieren Doppelbestimmungen von fünf verschiedenen CsA Konzentrationen. 

d
 Verwendung der Daten aus Abb. 4.2 C. 

e
 Lineare Regression der CsA Konzentrationen 50 – 500 nM unter Verwendung der Daten aus Abb. 4.2 C. 

 
In Tabelle 4.1 sind die verschiedenen Parameter zur Charakterisierung des Vollblut-

testsystems aufgeführt. Die Variationskoeffizienten bei der Durchführung mehrerer 

Parallelansätze innerhalb des Testsystems sowie der Durchführung des Testsystems an 

verschiedenen Tagen waren gering. Im Gegensatz dazu war eine erhöhte Variation bei der 

Durchführung des Vollbluttestsystems mit mehreren Experimentatoren zu beobachten.  

In der vorliegenden Arbeit wurde ein zuverlässiges Testsystem zur Untersuchung der Effekte 

des biologisch aktiven CsA im Vollblut entwickelt. Das Testsystem beruht auf der Stimulation 
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von Vollblutproben und der durchlfusszytometrischen Analyse der IL-2 und NFATc1 

Expression der stimulierten CD3+ T-Zellen. 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden Blutproben von AD Patienten analysiert. Aus 

Praktikabilitätsgründen erfolgte nur die Bestimmung der IL-2 Expression in den CD3+ T-

Zellen der stimulierten Vollblutproben. Die IL-2+ CD3+ T-Zellen stellten eine distinkte 

Population dar, die sich auch bei sehr geringen CsA Konzentrationen, wie sie bei den zu 

untersuchenden AD Patienten vorliegen, eindeutig von den nicht IL-2 produzierenden CD3+ 

T-Zellen abgrenzten.  

 

 

4.2 Auswirkungen der CsA Therapie auf die Population der Treg-Zellen und die 

T-Zell Aktivität in AD Patienten  

Das Immunsuppressivum CsA inhibiert die Phosphatase CaN, die Aktivierung der T-Zellen 

und somit die T-Zell vermittelte IL-2 Expression. Das Zytokin IL-2 ist in zahlreichen 

immunologischen Prozessen involviert und unterstützt neben der Amplifizierung der 

Immunantwort die Aufrechterhaltung und Funktionalität der peripheren Treg-Zellen (31). In 

der vorliegenden Arbeit wurden AD Patienten untersucht, die eine Therapie mit gering 

dosiertem CsA erhielten. Die dabei verabreichten CsA Dosen (2,1 ± 0,4 mg/kg/d) sind im 

Vergleich zu anderen Anwendungsbereichen, z.B. in der Transplantationsmedizin mit 15 – 

17 mg/kg/d (212-214), gering und sollten einen modulierenden Effekt auf die 

Zytokinexpression und T-Zell Differenzierung in den AD Patienten ausüben. Wie sich die 

Therapie mit gering dosiertem CsA auf die Population der Treg-Zellen und die Aktivierbarkeit 

der T-Zellen in den AD Patienten auswirkt, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht 

werden. Dazu wurden der Phänotyp, die Anzahl und die Funktionalität der, von dem 

exogenen IL-2 abhängigen, peripheren Treg-Zellen untersucht. Darüber hinaus sollte die 

Zulänglichkeit der Immunsuppression in den mit gering dosiertem CsA behandelten AD 

Patienten bestimmt werden. Dies erfolgte, indem die klinischen Symptome beobachtet und 

die IL-2 Expression mittels des etablierten Vollbluttestsystems in den stimulierten Blutproben 

der CsA behandelten AD Patienten ermittelt wurden.  

  

 

4.2.1 Gering dosiertes CsA verbessert die klinischen Symptome  

Die Therapie mit gering dosiertem CsA wurde bei Patienten durchgeführt, die unter schwerer 

AD leiden und einen SCORAD Index > 37 aufwiesen. Der SCORAD Index (siehe Abs. 1.7.2) 

diente der objektiven Bestimmung des Schweregrades der Erkrankung und wurde vor dem 
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Start und während der CsA Therapie in Zusammenarbeit mit dem behandelnden Arzt 

ermittelt (siehe Abb. 4.4). 

 

 

 
Abb. 4.4   Unbehandelte AD Patienten wiesen einen höheren SCORAD Index auf als AD Patienten unter der 
Therapie mit gering dosiertem CsA. 

Darstellung der SCORAD Index MW und der einzelnen Daten unbehandelter (n = 19) und CsA behandelter 
(n = 17) AD Patienten. P < 0,001.  

 

Die Therapie mit gering dosiertem CsA führte in den untersuchten AD Patienten zu einer 

signifikanten Reduzierung des SCORAD Index von 54 ± 11 auf 29 ± 11. Die AD Patienten 

wiesen eine erhebliche Verbesserung des Gesundheitszustandes und der Lebensqualität 

während der CsA Therapie auf. 

 

 

4.2.2 Die T-Zell Aktivität wird durch gering dosiertes CsA partiell inhibiert 

Mit Hilfe des etablierten Vollbluttestsystems (siehe Abs. 4.1) wurde die potenziell mögliche  

Expression des Zytokines IL-2 nach der Stimulation mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin 

(2,5 µg/ml) der CD3+ T-Zellen in den Vollblutproben gemessen. Damit war es möglich, die 

Fähigkeit zur Aktivierung peripherer T-Zellen in den Vollblutproben von gesunden 

Kontrollspendern und den AD Patienten mit oder ohne CsA Therapie zu untersuchen und zu 

vergleichen. Die IL-2 produzierenden CD3+ T-Zellen wurden mit Hilfe durchfluss-

zytometrischer Messungen ermittelt.  

Unbehandelte AD Patienten zeigten mit 22,7 ± 11,0 % eine signifikant höhere Frequenz an 

IL-2+ CD3+ T-Zellen als die gesunden Kontrollspender mit 14,7 ± 5,3 % und die CsA 

behandelten AD Patienten mit 10,6 ± 7,3 % (siehe Abb. 4.5). Die IL-2 Antworten waren in 

den CsA behandelten AD Patienten etwas geringer als in den gesunden Kontrollspendern. 

Es konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den gesunden Kontrollspendern 

und den CsA behandelten AD Patienten in den Frequenzen der IL-2 produzierenden CD3+ T-

Zellen festgestellt werden. In T-Zellen aus dem peripheren Blut der CsA behandelten AD 

Patienten war der TZR abhängige Signalweg im Vergleich zu den unbehandelten AD 

Patienten um 53,1 ± 32,1 % reduziert. Die angewendete, gering dosierte CsA Therapie 
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führte somit nicht zu einer kompletten Hemmung, sondern nur zu einer Reduzierung der 

potenziellen T-Zell Antwort.  

 

 

 

Abb. 4.5 Gering dosiertes CsA reduziert die IL-2 Zytokinantwort in stimulierten Vollblutproben von AD 
Patienten.  
(A) Zeigt die IL-2 Expression in CD3

+
 T-Zellen mit und ohne PMA/Ionomycin (50 ng/ml / 2,5 µg/ml) Stimulation für 

5 h. Die Auftragung der MW und der einzelnen Spenderdatenpunkte für die (B) Frequenzen und die (C) absoluten 
Zellzahlen der IL-2 exprimierenden CD3

+
 T-Zellen ist dargestellt (nK = 19; nAD = 24; nAD+CsA = 24). 

**
P < 0,01;  

***
P < 0,001. 

 

Neben den ermittelten Frequenzen wurden auch die absoluten Zellzahlen der IL-2 

produzierenden CD3+ T-Zellen der drei untersuchten Spendergruppen bestimmt. Die 

unbehandelten AD Patienten wiesen mit 345 ± 194 Zellen/µl eine signifikant höhere absolute 

Zellzahl an IL-2+ CD3+ T-Zellen als die gesunden Kontrollspender mit 205 ± 78 Zellen/µl und 

die CsA behandelten AD Patienten mit 159 ± 100 Zellen/µl auf (siehe Abb. 4.5 C). Die 

Reduzierung der IL-2 Expression war konsistent in allen CsA behandelten AD Patienten.  

Um einen direkten Nachweis zu erhalten, dass die Therapie mit gering dosiertem CsA die 

Aktivität der T-Zellen nach Stimulation in den einzelnen AD Patienten herabsetzt, wurden die 

Frequenzen und absoluten Zellzahlen der IL-2 produzierenden CD3+ T-Zellen von einzelnen 

Patienten vor und drei Wochen nach CsA Einleitung bestimmt (n = 11). Der Beginn der 

Therapie mit gering dosiertem CsA führte zu einer verminderten IL-2 Expression in den AD 

Patienten. Während der Therapie mit gering dosiertem CsA zeigten die Patienten mit 

12,3 ± 8,5 % bzw. 172 ± 129 IL-2+ CD3+ Zellen/µl eine signifikant geringere IL-2 Expression, 
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als vor dem Start der CsA Therapie (25,0 ± 12,8 % und 326 ± 211 IL-2+ CD3+ Zellen/µl) 

(siehe Abb. 4.6). 

 

 

 

Abb. 4.6 Die Einleitung der Therapie mit gering dosiertem CsA führt in AD Patienten zu einer 
verminderten IL-2 Expression. 
Dargestellt sind die (A) Frequenzen und die (B) absoluten Zellzahlen der Einzelspenderdaten von IL-2

+
 CD3

+
 T-

Zellen (Stimulation mit 50 ng/ml PMA und 2,5 µg/ml Ionomycin für 5 h) vor und drei Wochen nach Einleitung der 
Therapie mit gering dosiertem CsA (n = 11). 

**
P < 0,01; 

***
P < 0,001.  

 
Die Blutentnahme erfolgte standardmäßig am Morgen direkt vor der nächsten CsA 

Einnahme. Dieser Zeitpunkt entsprach der geringsten CsA Konzentration im peripheren Blut 

der Patienten. Darüber hinaus wurde auch die T-Zell vermittelte IL-2 Expression 2 h nach der 

oraler CsA Einnahme zur Ermittlung der maximalen CsA Konzentration im Blut bestimmt 

(148, 219, 245) (siehe Tab. 4.2).  

 

Tab. 4.2  Die IL-2 Expression der CD3
+
 T-Zellen war sowohl bei der minimal als auch bei der maximal 

möglichen CsA Konzentration nachweisbar. 

Zellpopulation  Testperson Testperson 

AD AD AD + CsA AD + CsA 

kein CsA 2 h nach erster 
CsA Einnahme 

a
 

vor der CsA 
Einnahme 

b
 

2 h nach CsA 
 Einnahme 

a
 

IL-2
+
 CD3

+
 

 

MW ± SD  
[%] 

22,7 ± 11,0 4,1 ± 1,7 10,6 ± 7,3 3,4 ± 2,1 

n 24 5 24 14 

P 
**
P < 0,01 

***
P < 0,001 

 

 MW ± SD 
[Zellen/µl] 

345 ± 194 81 ± 37 159 ± 100 53 ± 31 

 n 20 5 24 14 

 P 
**
P < 0,01 

****
P < 0,0001  

a
 Zeitpunkt der maximalen CsA Konzentration im Blut, bei oraler Einnahme 

b
 Zeitpunkt der minimalen CsA Konzentration im Blut, bei oraler Einnahme 

 
Selbst zum Zeitpunkt der maximalen CsA Konzentration, erfolgte keine komplette Hemmung 

der IL-2 Expression in den stimulierten Vollblutproben. 2 h nach der ersten CsA Einnahme 

zeigten die AD Patienten, die bis zu diesem Zeitpunkt noch keine CsA Therapie erhalten 
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hatten, mit 4,1 ± 1,7 % eine Reduzierung der IL-2 Antwort um 82,1 ± 7,9 % im Vergleich zu 

den unbehandelten AD Patienten. In bereits mit CsA eingeleiteten AD Patienten wurde 2 h 

nach der CsA Gabe eine IL-2 Expression von 3,4 ± 2,1 % und somit eine Reduzierung von 

67,4 ± 19,9 % im Vergleich zur minimalen CsA Konzentration bestimmt. Die T-Zellen der 

CsA behandelten AD Patienten zeigten die Fähigkeit aktiviert zu werden unabhängig davon, 

ob die maximal mögliche oder minimale CsA Konzentration im Blut vorlag. Die durch das 

gering dosierte CsA hervorgerufene, partielle Inhibierung bezieht sich auf die Frequenz bzw. 

die Anzahl der IL-2 produzierenden CD3+ T-Zellen und nicht auf die Menge des in den T-

Zellen exprimierten IL-2. Erhöhte sich die CsA Konzentrationen im Blut, reduzierte sich die 

Frequenz und die Anzahl der IL-2 produzierenden CD3+ T-Zellen, ohne dabei die Menge des 

exprimierten IL-2 in der einzelnen Zelle zu beeinflussen. 

Um die Konstanz der IL-2 Expression innerhalb der einzelnen Spender zu erfassen, wurden 

die Frequenzen und die absoluten Zellzahlen der IL-2+ CD3+ T-Zellen wiederholt im Abstand 

von mehreren Wochen gemessen (siehe Tab. 4.3).  

 

Tab. 4.3 Die IL-2 Expression der CD3
+
 T-Zellen in den gesunden Kontrollspendern (K) und den CsA 

behandelten AD Patienten (AD + CsA) ist über einen Untersuchungszeitraum von bis zu 20 Wochen stabil. 

Zellpopulation Untersuchungszeitraum für K [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20 

IL-2
+
 CD3

+
 

 

MW ± SD [%] 13,1 ± 2,5 16,7 ± 6,1 13,7 ± 3,8 12,0 ± 1,3 

n / P 3 / 0,5196 

MW ± SD [Zellen/µl] 191 ± 34 245 ± 63 213 ± 33 210 ± 37 

n / P 3 / 0,5331 

Zellpopulation Dauer der CsA Therapie für AD + CsA  [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20 

IL-2
+
 CD3

+
 

 

MW ± SD [%] - 12,6 ± 7,5 13,1 ± 12,8 11,8 ± 6,7 

n / P 9 / 0,9572 

MW ± SD [Zellen/µl] - 182 ± 82 180 ± 139 162 ± 76 

n / P 9 / 0,9037 

 

Die gesunden Kontrollspender und die CsA behandelten AD Patienten zeigten keine 

signifikanten Änderungen der IL-2 Expression der CD3+ T-Zellen innerhalb eines 

Untersuchungszeitraumes von bis zu 20 Wochen.  

 

 

4.2.3 AD Patienten und Kontrollspender weisen äquivalente Zellzahlen peripherer 

CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen auf 

Neben der Untersuchung des Einflusses von gering dosiertem CsA auf die Aktivierbarkeit 

der CD3+ T-Zellen wurden auch die Zellzahlen der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zell 
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Subpopulationen während der CsA Therapie bestimmt. Als Kontrollgruppen dienten gesunde 

Kontrollspender und unbehandelte AD Patienten (siehe Abb. 4.7).  

 

 

 

Abb. 4.7 Normalspender und AD Patienten mit und ohne CsA Therapie unterscheiden sich nicht in der 
CD3

+
, CD4

+
 und CD8

+
 T-Zellzahl.  

(A) Zeigt eine repräsentative Punktwolkendarstellung für die Auswahl der CD3
+
, CD4

+
 und CD8

+
 T-Zellen sowie 

der TruCount Mikropartikel direkt in den gefärbten Vollblutproben mit Angabe der aufgenommenen Partikelzahl. 
Dargestellt sind die MW und die einzelnen Spenderdatenpunkte für die absoluten Zahlzahlen der (B) CD3

+
 (P = 

0,8491), (C) CD4
+
 (P = 0,1944) und (D) CD8

+
 T-Zellen (P = 0,1902);  (nK = 20; nAD = 25; nAD+CsA = 26). 

 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den CD3+, CD4+ und CD8+ T-

Zellzahlen im peripheren Blut der Normalspender, unbehandelter und mit gering dosiertem 

CsA behandelter AD Patienten festgestellt werden. Bei den gesunden Kontrollspendern 

wurden im Vollblut die folgenden Zellzahlen gemessen: 1471 ± 384 CD3+ T-Zellen/µl, 

880 ± 265 CD4+ T-Zellen/µl  und 588 ± 205 CD8+ T-Zellen/µl. Die unbehandelten AD 

Patienten wiesen Zellzahlen von 1542 ± 702 CD3+ T-Zellen/µl, 1078 ± 477 CD4+ T-Zellen/µl 

und 453 ± 281 CD8+ T-Zellen/µl und die CsA behandelten AD Patienten 1566 ± 541 CD3+ T-

Zellen/µl, 1069 ± 407 CD4+ T-Zellen/µl und 491 ± 247 CD8+ T-Zellen/µl im Vollblut auf.  

Um den Einfluss einer andauernden CsA Therapie auf die Populationen der CD3+, CD4+ und 

CD8+ T-Zellen zu ermitteln, erfolgte innerhalb mehrerer Wochen die wiederholte Messung 

der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellzahlen. Innerhalb des untersuchten Zeitraumes von bis zu 

20 Wochen konnten keine signifikanten Veränderungen der Zellzahlen für die CD3+, CD4+ 

und CD8+ T-Zellen im peripheren Blut der gesunden Kontrollspender und der CsA 

behandelten AD Patienten festgestellt werden (siehe Tab. 4.4). 
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Tab. 4.4 Die Zellzahlen für CD3
+
, CD4

+
 und CD8

+
 T-Zellen sind über einen Untersuchungszeitraum von bis 

zu 20 Wochen in den gesunden Kontrollspendern (K) und den CsA behandelten AD Patienten (AD + CsA) 
stabil.   

Zellpopulation Untersuchungszeitraum für K  [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20 

CD3
+
 MW ± SD [Zellen/µl] 1505 ± 430 1760 ± 457 1612 ± 332 1742 ± 133 

 n / P 3 / 0,8034 

CD4
+
 MW ± SD [Zellen/µl] 789 ± 184 945 ± 258 812 ± 172 949 ± 236 

 n / P 3 / 0,7129 

CD8
+
 MW ± SD [Zellen/µl] 716 ± 34 815 ± 208 801 ± 167 794 ± 168 

 n / P 3 / 0,9275 

Zellpopulation Dauer der CsA Therapie für AD + CsA  [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20  

CD3
+
 MW ± SD [Zellen/µl] - 1582 ± 363 1560 ± 380 1433 ± 332 

 n / P 9 / 0,6398 

CD4
+
 MW ± SD [Zellen/µl] - 1126 ± 326 1005 ± 236 923 ± 176 

 n / P 9 / 0,2532 

CD8
+
 MW ± SD [Zellen/µl] - 452 ± 278 551 ± 290 496 ± 234 

 n / P 9 / 0,7388 

 

 

4.2.4 Die Population der potenziell in die Haut einwandernden CD4+ T-Zellen ist im 
peripheren Blut der AD Patienten erhöht 

Eine AD ist durch eine T-Zell vermittelte kutane Entzündungsreaktion charakterisiert. Etwa 

90 % der selektiv in die Haut migrierten T-Zellen exprimieren das Oberflächenmolekül CLA 

(246). Die Messung der CLA Expression der im peripheren Blut befindlichen CD4+ T-Zellen 

wurde durchgeführt, um die Fähigkeit peripherer T-Zellen in die Haut einzuwandern zu 

untersuchen (siehe Abb. 4.8).  

 

 

Abb. 4.8 AD Patienten weisen höhere Frequenzen als gesunde Kontrollspender an CLA
+
 CD4

+
 T-Zellen im 

peripherem Blut auf.   
(A) Zeigt eine repräsentative Punktwolkendarstellung der CLA Färbung auf CD4

+
 T-Zellen im peripheren Blut mit 

entsprechender Isotypkontrollfärbung. In (B) ist die Auftragung der MW und der einzelnen Spenderdatenpunkte 
für die Frequenzen der CLA

+
 CD4

+
 T-Zellen zu sehen (nK = 10; nAD = 13; nAD+CsA = 8; 

*
P < 0,05). 
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Es wurden im peripherem Blut mit 13,3 ± 5,2 % signifikant höhere Frequenzen an CLA+ 

CD4+ T-Zellen bei unbehandelten AD Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern 

mit 8,5 ± 2,0 % gemessen. Die CsA behandelten AD Patienten zeigten mit 11,4 ± 4,3 % die 

gleiche Tendenz wie die unbehandelten AD Patienten. Es konnte jedoch kein signifikanter 

Unterschied zu den gesunden Kontrollspendern festgestellt werden.  

 

Tab. 4.5 Übersichtstabelle zur IL-2 Expression und der T-Zell Subpopulationen im peripheren Blut der 
Studienteilnehmer. 

 

Zellpopulation Testperson 

 K AD AD + CsA 

SCORAD Index  - 54 ± 11 29 ± 11 

CD3
+ 

MW ± SD [Zellen/µl] 1471 ± 384 1542 ± 702 1566 ± 541 

CD4
+
 MW ± SD [Zellen/µl] 880 ± 265 1078 ± 477 1069 ± 407 

CD8
+ 

MW ± SD [Zellen/µl] 588 ± 205 453 ± 281 491 ± 247 

IL-2
+
 CD3

+
 MW ± SD [%] 14,75 ± 5,37 22,77 ± 11,01 10,69 ± 7,32 

 MW ± SD [Zellen/µl] 205 ± 78 345 ± 194 159 ± 100 

CLA
+
 CD4

+
 MW ± SD [%] 8,54 ± 2,01 13,36 ± 5,22 11,44 ± 4,38 

 

In Tabelle 4.5 ist zu sehen, dass die Therapie mit gering dosiertem CsA (2,1 ± 0,4 mg/kg/d) 

in den untersuchten AD Patienten zu einer signifikanten und stabilen Reduzierung der IL-2 

Zytokin Antwort der im Vollblut stimulierten CD3+ T-Zellen führte. Es konnte eine drastische 

Verbesserung der klinischen Symptome beobachtet werden. Die absoluten Zellzahlen der 

CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zell Subpopulationen wurde nicht durch das CsA beeinflusst und 

waren über einen untersuchten Zeitraum von bis zu 20 Wochen stabil. Die Frequenz der 

potenziell in die Haut einwandernden CLA+ CD4+ peripheren Blut T-Zellen war bei den AD 

Patienten und den gesunden Kontrollspendern verschieden. 

 

 

4.2.5 Der Einfluss von CsA auf die Population der Treg-Zellen 

Den Treg-Zellen wird eine bedeutende Rolle bei der Modulation allergischer Erkrankungen, 

wie der AD, zugesprochen (247). Die Population der Treg-Zellen zeichnet sich durch ihre 

suppressiven Eigenschaften auf die Teff-Zellen und andere Immunzellen aus. Über die 

Inhibierung der T-Zell Aktivierung und Funktion sorgen die Treg-Zellen für die 

Aufrechterhaltung der Homöostase des Immunsystems (62). Interessanterweise sind die 

peripheren Treg-Zellen auf die IL-2 Synthese der Th-Zellen angewiesen. Sie benötigen das 

exogene IL-2 für die Aufrechterhaltung ihres Treg-Zell Phänotyps bzw. für ihre Funktionalität 

(31, 47). Das Immunsuppressivum CsA inhibiert die für die peripheren Treg-Zellen 

essentielle IL-2 Synthese der Th-Zellen. Die in dieser Arbeit untersuchten AD Patienten 
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wurden mit gering dosiertem CsA behandelt und das gering dosierte CsA führte zu einer 

partiellen Hemmung der IL-2 Synthese der CD3+ T-Zellen (siehe Abb. 4.5). Im Folgenden 

wurde der Einfluss des gering dosierten CsA auf den Treg-Zell Phänotyps, d.h. der CD25 

und CD127 Expression bzw. der Fähigkeit der Treg-Zellen in die Haut einzuwandern, 

untersucht. Des Weiteren wurde die Funktionalität geprüft und die Anzahl der Treg-Zellen in 

den AD Patienten ermittelt.  

 

 

4.2.5.1 Die CD25 und CD127 Expression der Treg-Zellen wird nicht durch CsA 
beeinflusst 

Die am besten charakterisierte Treg-Zell Population zeichnet sich durch die Expression des 

Transkriptionsfaktors FoxP3 aus. Die FoxP3+ Treg-Zellen weisen eine konstitutiv hohe 

Expression des IL-2 Rezeptors CD25 (4, 32) und eine sehr geringe Expression des 

Oberflächenmoleküls CD127 auf (4, 34). Die CD4+ T-Zellen wurden für FoxP3, CD25 und 

CD127 angefärbt. Die durchflusszytometrische Analyse erlaubt die Bestimmung der mittleren 

Fluoreszenzintensität (MFI), die den Gehalt des gebundenen, fluoreszenzmarkierten 

Antikörpers wiederspiegelt und eine Aussage über die FoxP3, CD25 und CD127 Expression 

ermöglicht (siehe Abb. 4.9).  

 

 

 

Abb. 4.9  Treg-Zellen der AD Patienten und der gesunden Kontrollspender unterscheiden sich nicht in der 
Expression von CD25, CD127 und FoxP3. 

Isolierte humane CD4
+
 T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden auf CD25, CD127 und intrazelluläres FoxP3 

gefärbt und durchflußzytometrisch analysiert. (A) Die Treg- und Teff-Zellen, unter Angabe der Frequenzen, 
wurden entsprechend ihrer Expression an CD25 und FoxP3 ausgewählt und in (B) als Histogramm für CD127 mit  

Angabe der MFI  für CD127 dargestellt. Die angegebenen Daten von einem Experiment sind repräsentativ für fünf 
unabhängige Experimente. 
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In Übereinstimmung mit Sakaguchi et al., Zhu et al. und Liu et al. (4, 32, 34) zeichnen sich 

die FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen durch eine sehr hohe CD25 Expression (MFI = 206,6 ± 4,6) 

und eine geringe Expression des Oberflächenmoleküls CD127 (MFI 9,2 ± 0,6) aus. Eine 

konstant hohe FoxP3 Expression der FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen (MFI 113,3 ± 10,1) war in 

den gesunden Kontrollspendern und den unbehandelten und CsA behandelten AD Patienten 

zu beobachten. Die Teff-Zellen hingegen zeichneten sich durch eine geringe CD25 und 

FoxP3 Expression (MFIFoxP3 13,5 ± 1,2; MFICD25 19,2 ± 1,0) und eine im Vergleich zu den 

Treg-Zellen hohe CD127 Expression (MFI 29,6 ± 5,7) aus (siehe Abb. 4.9).   

Neben der Analyse der CD25 und CD127 Expression der Treg-Zellen wurde die Spezifität 

des verwendeten FoxP3 Antikörpers überprüft. Unter der Verwendung eines alternativen 

FoxP3 Antikörpers wurde eine Parallelfärbung für FoxP3 durchgeführt (siehe Abb. 4.10).  

 

 

 

Abb. 4.10 Die Parallelfärbung von intrazellulärem FoxP3 mit zwei verschiedenen FoxP3 Antikörpern.  

Aus peripherem Blut isolierte humane CD4
+
 T-Zellen wurden mit Hilfe von zwei unterschiedlichen FoxP3 

Antikörpern intrazellulär auf FoxP3 gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die angegebenen Daten sind 
repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 

 

In Abbildung 4.10 ist zu sehen, dass die zwei unterschiedlichen angewendeten FoxP3 

Antikörper nahezu exakt die gleichen Zellen als FoxP3 exprimierende Zellen anfärbten und 

identifizierten. 
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4.2.5.2 AD Patienten weisen im peripheren Blut eine erhöhte Anzahl an potenziell 
in die Haut einwandernden Treg-Zellen auf  

Die selektive Migration von T-Zellen in die Haut wird u.a. durch das Oberflächenmolekül CLA 

ermöglicht (246). Da sich die AD kutan manifestiert, ist insbesondere der Anteil an potenziell 

in die Haut einwandernden peripheren Treg-Zellen interessant. Die in die Haut 

einwandernden Treg-Zellen können direkt am Ort der Entzündung ihre Wirkung entfalten und 

die unerwünschte Entzündungsreaktion unterdrücken. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie 

wurde die CLA Expression auf den peripheren FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen untersucht (siehe 

Abb. 4.11). 

 

 

Abb. 4.11 Treg-Zellen aus dem peripheren Blut von AD Patienten haben die Fähigkeit in die Haut 
einzuwandern. 
In (A) ist die CLA und FoxP3 Färbung auf peripheren CD4

+
 T-Zellen mit entsprechender Isotypkontrollfärbung 

dargestellt. In (B) ist die Auftragung der MW und der einzelnen Spenderdatenpunkte für die Frequenzen der CLA
+
 

FoxP3
+
 CD4

+
 T-Zellen zu sehen(nK = 10; nAD = 13; nAD+CsA = 8; 

*
P < 0,05). 

 

Die AD Patienten zeigten höhere Frequenzen an peripheren CLA+ FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen 

im Vergleich zu den gesunden Kontrollspendern (K = 47,3 ± 6,9 %; AD = 67,2 ± 19,7 %; 

AD + CsA = 69,4 ± 14,2 %).  

 
 

4.2.5.3 Die Treg-Zellen der AD Patienten sind funktionell  

Immunsuppressive Substanzen können die für die peripheren Treg-Zellen essentielle IL-2 

Synthese der Teff-Zellen inhibieren. Es war zu prüfen, ob die immunsuppressive Therapie 

mit gering dosiertem CsA, die zu einer verminderten IL-2 Expression der CD3+ T-Zellen führt 

(siehe Abb. 4.5), die Funktionalität der Treg-Zellen in den AD Patienten beeinträchtigt. Es 

wurde mit Hilfe von radioaktiv markiertem Thymidin ein Proliferationstest zur Bestimmung 

des immunsuppressiven Potentials von Treg-Zellen auf Teff-Zellen durchgeführt. 

Die durchflusszytometrische Sortierung über die Färbung der Oberflächenmarker CD4, 

CD25 und CD127 mit Fluorochrom markierten Antikörpern ermöglichte die Isolation von 

CD4+ CD25- CD127+ Teff-Zellen und CD4+ CD25+ CD127- Treg-Zellen aus CD4+ MACS 
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sortierten T-Zellen. Die Reinheit der Teff- und Treg-Zell Populationen war mit ≥ 96 % in allen 

Experimenten hoch (siehe Abb. 4.12 A).  

 

 

Abb. 4.12  Die Treg-Zellen der AD Patienten sind funktionell. 
(A) CD25-APC und CD127-PE gefärbte CD4

+
 MACS sortierte T-Zellen werden durchflusszytometrisch in CD4

+
 

CD25
+
 CD127

-
 Treg-Zellen und CD4

+
 CD25

-
 CD127

+
 Teff-Zellen sortiert. Die Bestimmung der Reinheit der Teff- 

und Treg-Zell Population erfolgte mit einer FoxP3-FITC Färbung. (B; C; D) Die autolog isolierten Treg- und Teff-
Zellen von Kontrollspendern und AD Patienten mit und ohne CsA Therapie wurden (B; C) in verschiedenen 
Verhältnissen oder (D) in einem Teff/Treg-Zell Verhältnis von 2:1 kokultiviert. (D) Des Weiteren wurden allogen 

isolierte Treg-Zellen eines gesunden Kontrollspenders (K2) mit Teff-Zellen anderer Kontrollspender, sowie der 
Teff-Zellen von AD Patienten mit und ohne CsA Therapie kokultiviert. (B; D) Die Stimulation erfolgte für 96 h mit 
löslichen anti CD3/CD28 0,2 µg/ml bzw. 0,5 µg/ml Antikörpern oder (C) in Gegenwart von 1 µg/ml SEB und 
bestrahlten APZ. (B; C; D) Die Proliferation wurde über die Menge des aufgenommenen 

3
H markierten Thymidins 

bestimmt. Die 
3
H Thymidinaufnahmerate wurde auf die Teff-Zellen ohne Treg-Zell Zugabe normalisiert. 

Dargestellt sind die MW ± SD der Dreifachbestimmungen von drei unabhängigen Experimenten.    
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Es erfolgte die Kokultivierung der Teff- und Treg-Zellen in Gegenwart einer anti CD3/CD28 

Antikörperstimulation oder mit dem Antigen SEB und bestrahlten APZ. In Abb. 4.12 B und C  

ist der konzentrationsabhängige suppressive Effekt der Treg-Zellen auf autolog sortierte Teff-

Zellen dargestellt. Der Einbau des 3H markierten Thymidin in die stimulierten Teff-Zellen 

wurde in den gesunden Kontrollspendern, den unbehandelten und CsA behandelten AD 

Patienten durch die Treg-Zellen supprimiert. Bei einem Teff/Treg-Zell Mischungsverhältnis 

von 1:1 wurde in allen drei Spendergruppen die 3H Thymidinaufnahmerate nahezu um 70 % 

reduziert. Eine Inhibierung von 50 % konnte bei einem Mischungsverhältnis von 4:1 

gemessen werden (siehe Abb. 4.12 B). Unter Verwendung eines stärkeren Stimulus waren 

höhere Mengen an Treg-Zellen notwendig, um eine Reduzierung der 3H Thymidin-

aufnahmerate um 50 % zu erreichen (siehe Abb. 4.12 C). Des Weiteren wurden 

Suppressiontests mit allogen isolierten Treg-Zellen eines gesunden Kontrollspenders (K2) 

durchgeführt. Die Teff-Zellen der mit und ohne CsA behandelten AD Patienten waren 

genauso empfindlich für die Suppression mit allogen isolierten Treg-Zellen wie bei ihren 

eigenen, autolog isolierten Treg-Zellen (siehe Abb. 4.12 D). 

 

 

4.2.5.4 Die Therapie mit gering dosiertem CsA führt zu einer vergrößerten Treg-Zell 

Population 

Insbesondere für die AD Patienten ist eine mögliche Beeinflussung der Anzahl der Treg-

Zellen durch die CsA Therapie von großer Bedeutung, da die Treg-Zellen bei der Modulation 

allergischer Erkrankungen, wie der AD, eine bedeutende Rolle spielen (247). Nachdem 

bereits der Phänotyp und die Funktionalität der Treg-Zellen geprüft wurden, erfolgte die 

Untersuchung des Einflusses der immunsuppressiven Substanz CsA auf die Anzahl der 

Treg-Zellen.   

Die aus peripherem Blut isolierten CD4+ T-Zellen wurden intrazellulär auf FoxP3 gefärbt und 

anschließend durchflusszytometrisch analysiert. AD Patienten, die mindestens drei Wochen 

mit gering dosiertem CsA behandelt wurden, wiesen mit 9,7 ± 3,0 % signifikant höhere 

Frequenzen an FoxP3+ CD4+ T-Zellen auf als gesunde Kontrollspender (7,3 ± 1,7 %) oder 

unbehandelte AD Patienten (7,0 ± 2,3 %). Darüber hinaus zeigten die mit gering dosiertem 

CsA behandelten AD Patienten signifikant höhere absolute Zellzahlen der FoxP3+ CD4+ T-

Zellen im peripheren Blut (98 ± 35 Zellen/µl), verglichen mit den unbehandelten AD Patienten 

(64 ± 28 Zellen/µl) und den gesunden Kontrollspendern (61 ± 23 Zellen/µl) (siehe Abb. 4.13).  
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Abb. 4.13  AD Patienten unter CsA Therapie haben mehr periphere FoxP3
+
 CD4

+
 Treg-Zellen als 

unbehandelte AD Patienten und gesunde Kontrollspender. 
(A) Zeigt die FoxP3 Färbung in peripheren CD4

+
 T-Zellen mit entsprechender Isotypkontrollfärbung. Die 

Auftragung der MW und der einzelnen Spenderdatenpunkte ist für die (B) Frequenzen und die  (C) absoluten 
Zellzahlen der FoxP3

+
 CD4

+
 T-Zellen dargestellt (nK = 22(B)/19(C); nAD = 20; nAD+CsA = 24). 

**
P < 0,01. 

 

Neben der standardmäßigen Blutentnahme zum Zeitpunkt der geringsten CsA Konzentration 

im peripheren Blut wurden auch die FoxP3 Analyse zur maximalen CsA Konzentration 

durchgeführt. Die Blutentnahme erfolgte 2 h nach oraler CsA Einnahme. Innerhalb dieser 2 h 

konnte keine Veränderung der FoxP3 Expression der CD4+ T-Zellen festgestellt werden, 

unabhängig davon, ob die CsA Einnahme zum ersten Mal erfolgte oder die CsA Therapie 

bereits eingeleitet war. Verglichen wurde jeweils die FoxP3 Expression der CD4+ T-Zellen 

der unbehandelten AD Patienten mit der FoxP3 Expression der CD4+ T-Zellen der AD 

Patienten, die zum ersten Mal CsA einnahmen. Darüber hinaus erfolgte die Gegenüber-

stellung der FoxP3 Expression der CD4+ T-Zellen zum Zeitpunkt der geringsten CsA 

Konzentration gegen die FoxP3 Expression der CD4+ T-Zellen zur maximalen CsA 

Konzentration, die 2 h nach der oralen Einnahme im Blut der AD Patienten vorlag (siehe 

Tab. 4.6). 
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Tab. 4.6 Keine Veränderung der FoxP3 Expression der CD4
+
 T-Zellen innerhalb von 2 h nach oraler CsA 

Einnahme. 

Zellpopulation  Testperson Testperson 

AD AD AD + CsA AD + CsA 

kein CsA 2 h nach erster 
CsA Einnahme 

a
 

vor der CsA 
Einnahme 

b
 

2 h nach CsA 
 Einnahme 

a
 

FoxP3
+
 CD4

+
 

 

MW ± SD  
[%] 

7,0 ± 2,3 9,1 ± 6,7 9,7 ± 3,0 8,9 ± 2,8 

n 20 3 24 9 

P 0,3021 0,4337 
 

 MW ± SD 
[Zellen/µl] 

64 ± 28 64 ± 18 98 ± 39 79 ± 34 

 n 20 3 24 9 

 P 0,4642 0,3625  

a
 Zeitpunkt der maximalen CsA Konzentration im Blut, bei oraler Einnahme 

b
 Zeitpunkt der minimalen CsA Konzentration im Blut, bei oraler Einnahme 

 

Um einen direkten Nachweis für eine Vergrößerung der Treg-Zell Population in den 

einzelnen AD Patienten zu erhalten, wurde die Messung der FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen in 11 

einzelnen AD Patienten vor und mindestens drei Wochen nach dem Einleiten der CsA 

Therapie durchgeführt. Die AD Patienten zeigten für die Population der FoxP3+ CD4+ Treg-

Zellen einen statistisch signifikanten Anstieg der Frequenzen von 6,5 ± 1,6 % auf 

11,1 ± 3,7 % und der absoluten Zellzahlen von 61 ± 32 Zellen/µl auf 101 ± 40 Zellen/µl (siehe 

Abb. 4.14). 

 

 

 

Abb. 4.14 Die Einleitung der Therapie mit gering dosiertem CsA führt im peripheren Blut der AD Patienten 
zu einer vergrößerten FoxP3

+
 Treg-Zell Population.  

Dargestellt sind die (A) Frequenzen und die (B) absoluten Zellzahlen von Einzelspendern für FoxP3
+
 CD4

+
 T-

Zellen vor und drei Wochen nach dem Beginn der CsA Therapie (n = 11).
 ***

P < 0,001. 

 

Die Einleitung der CsA Therapie führte in den AD Patienten nahezu zu einer Verdopplung 

der durchschnittlichen Frequenz und der absoluten Zellzahl an  FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen. 

Die wiederholte Messung der FoxP3+ Treg-Zellen in fünf der CsA behandelten AD Patienten 
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sowie in drei gesunden Normalspendern zeigte, dass die Anzahl an Treg-Zellen über den 

untersuchten Zeitraum von 20 Wochen stabil war (Tab. 4.7).  

 

Tab. 4.7  Die FoxP3
+
 Treg-Zell Population ist über einen Untersuchungszeitraum von bis zu 20 Wochen in 

den gesunden Kontrollspendern (K) und den CsA behandelten AD Patienten (AD + CsA) stabil. 

Zellpopulation Untersuchungszeitraum für K  [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20 

FoxP3
+
 CD4

+
 

 

MW ± SD [%] 7,5 ± 3,2 7,2 ± 2,0 7,0 ± 1,7 7,0 ± 1,7 

n / P 3 / 0,9901 

MW ± SD [Zellen/µl] 61 ± 22 67 ± 28 70 ± 28 68 ± 26 

n / P 3 / 0,9763 

Zellpopulation Dauer der CsA Therapie für AD + CsA  [in Wochen] 

0 3 8 12 – 20 

FoxP3
+
 CD4

+
 

 

MW ± SD [%] - 9,6 ± 2,8 10,7 ± 3,0 11,3 ± 2,3 

n / P 5 / 0,6250 

MW ± SD [Zellen/µl] - 107 ± 38 102 ± 23 112 ± 20 

n / P 5 / 0,8566 

 

Die Therapie mit gering dosiertem CsA (2,1 ± 0,4 mg/kg/d) führte in den untersuchten AD 

Patienten zu einer eindeutigen Verbesserung der klinischen Symptome. Es konnte eine 

signifikante und stabile Vergrößerung der Treg-Zell Population im peripheren Blut der 

untersuchten AD Patienten festgestellt werden. Die Expression der charakteristischen Treg-

Zell Oberflächenmoleküle CD25 und CD127 sowie der Fähigkeit der Treg-Zellen in die Haut 

einzuwandern wurde nicht durch die Therapie mit gering dosiertem CsA beeinflusst. Darüber 

hinaus waren die Treg-Zellen der unbehandelten und der mit CsA behandelten AD Patienten 

in den durchgeführten Suppressionstests funktionell aktiv.  

 

 

4.2.6 Nach Absetzen der CsA Therapie bleibt die Anzahl der Treg-Zellen über den 

untersuchten Zeitraum von acht Wochen stabil 

Um eine möglichst nachhaltige Verbesserung der klinischen Symptome auch nach dem 

Absetzen der CsA Therapie in den AD Patienten zu ermöglichen, ist eine stabile Population 

funktionell aktiver Treg-Zellen von Vorteil. Erste Voruntersuchungen, acht Wochen nach dem 

Beenden der CsA Therapie, zeigten eine konstant bleibende Anzahl an FoxP3+ CD4+ Treg-

Zellen. Im Gegensatz dazu wurde in den AD Patienten, die die CsA Therapie seit acht 

Wochen beendet hatten, eine Erhöhung der Anzahl an IL-2 exprimierenden CD3+ T-Zellen 

festgestellt. Auf Grund der geringen Spenderzahl konnten jedoch keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt werden. Die P-Werte lagen für die Anzahl der IL-2 exprimierenden 
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CD3+ T-Zellen bei 0,1916 und für die Anzahl der FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen bei 0,2799 (siehe 

Abb. 4.15). 

 

 

 

Abb. 4.15  Keine Veränderungen in der Anzahl der FoxP3
+
 Treg-Zellen nach Beenden der CsA Therapie.  

Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen der (A) IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen und der (B) FoxP3

+
 CD4

+
 Treg-Zellen von 

drei AD Patienten mit und nach Abschluss der CsA Therapie (n = 3).
  
P > 0,05. 

 

Die drei exemplarisch, nach dem Absetzen der CsA Therapie gemessenen AD Patienten, 

zeigten während und zum Zeitpunkt der Blutentnahme nach Ende der CsA Therapie ein 

stabiles klinisches Bild. Obwohl die Anzahl der IL-2 exprimierenden CD3+ T-Zellen im 

peripheren Blut der AD Patienten nach der Beendigung der CsA Therapie zunahm, waren 

die AD Patienten beschwerdefrei und die Population der Treg-Zellen weiterhin auf einem 

konstant hohen Niveau.  

 

 

4.3 Differenzielle Wirkungen von CsA auf Treg- und Teff-Zellen in vitro 

Das Immunsuppressivum CsA hat vielfältige Effekte. In der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass CsA die IL-2 Expression peripherer CD3+ T-Zellen gehemmt wurde 

(siehe Abb. 4.2 und Abb. 4.5) und in AD Patienten zu einer Vergrößerung der Treg-Zell 

Population führte (siehe Abb. 4.13). Im folgenden Abschnitt sollte die CsA abhängige 

Beeinflussung der Treg-Zellen genauer untersucht werden. In vitro erfolgte die Analyse des 

CsA Einflusses auf eine mögliche Expansion der Treg-Zellen, die zu einem Anstieg der Treg-

Zellzahl in den mit gering dosierten CsA behandelten AD Patienten beitragen könnte. In den 

durchgeführten Proliferationstests wurden die aus einem Spender isolierten Teff- und Treg-
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Zellen getrennt voneinander mit verschiedenen Proliferationsfarbstoffen angefärbt und für die 

Simulation möglichst physiologischer Bedingungen erneut in einer Kokultur vereint. Die 

individuelle Färbung der Teff- und Treg-Zellen ermöglichte mit Hilfe einer 

durchflusszytometrischen Messung die Analyse der CsA abhängigen Änderung der TZR 

induzierten Teff- und Treg-Zell Proliferation. Für die Kokultur Experimente wurden mittels 

Durchflusszytometrie isolierte CD4+ CD25+ CD127- Treg- bzw. CD4+ CD25- CD127+ Teff-Zell 

Populationen mit einer Reinheit von ≥ 96 % verwendet (siehe Abb. 4.12 A) und mit den 

Proliferationsfarbstoffen CFSE bzw. PKH26 gefärbt.  

 

 

4.3.1 CFSE und PKH26 haben keinen voneinander abweichenden Einfluss auf die 

Proliferation 

Isolierte Teff-Zellen eines Spenders wurden getrennt voneinander mit den 

Proliferationsfarbstoffen CFSE und PKH26 gefärbt und für die Kultivierung mit 0 bzw. 5 nM 

CsA erneut vereint, um eventuell vorhandene proliferationshemmende Einflüsse der 

verwendeten Farbstoffe CFSE und PKH26 zu prüfen.  

 

 

 
Abb. 4.16  CFSE und PKH26 haben keinen differentiellen Einfluss auf die Proliferation. 

Die durchflusszytometrisch isolierten CD4
+
 CD25

-
 CD127

+
 Teff-Zellen eines Spenders wurden mit PKH26 bzw. 

CFSE angefärbt und in Gegenwart von 0 nM und 5 nM CsA für 96 h in mit 0,1 µg/ml anti CD3/CD28 Antikörper 
beschichteten Zellkulturplatten kultiviert. Mittels durchflusszytometrischer Analyse der Fluoreszenzintensitäten der 
Proliferationsfarbstoffe konnte die Bestimmung der ZP erfolgen. Dargestellt ist der MW und die ermittelte SD der 
Dreifachbestimmung der ZP der CD4

+
 CD25

-
 CD127

+
 Teff-Zellen eines Spenders.  

 

Die Fluoreszenzintensitäten von PKH26 und CFSE wurde nach 96 h einer anti CD3/CD28 

Antikörper Stimulation durchflusszytometrisch bestimmt. Die Zellteilung pro Ausgangszelle 

(ZP) wurde ermittelt und es konnte kein differentieller Einfluss der Farbstoffe CFSE und 

PKH26 auf die TZR abhängige Proliferation der T-Zellen festgestellt werden (siehe Abb. 

4.16).  
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4.3.2 Treg-Zellen proliferieren bei geringen CsA Konzentrationen stärker als Teff-

Zellen 

Um möglichst physiologische und vergleichbare Kultivierungsbedingungen zu schaffen, 

wurden die Treg- und Teff-Zellen jeweils aus dem gleichen Spender durchflusszytometrisch 

isoliert, getrennt voneinander mit CFSE und PKH26 gefärbt und für die Kultivierung erneut 

vereint. Die Treg-Zellen stellen etwa 5 - 10 % der CD4+ T-Zellen im peripherem Blut dar (20, 

25). Um diese natürliche Situation zu simulieren, erfolgte die Kokultivierung der Treg/Teff-

Zellen zu Beginn der Stimulation in einem Verhältnis von 1:9. In Abbildung 4.17 sind jeweils 

die Verhältnisse der Treg/Teff-Zell Populationen zu Beginn bzw. nach erfolgter 

Kokultivierung von 96 h mit anti CD3/CD28 Antikörpern exemplarisch dargestellt. Nach 

erfolgter Stimulation kam es auf Grund der für die Teff-Zellen typischen, immensen 

Proliferation zu einer leichten Verschiebung des Treg/Teff-Zell Verhältnisses mit einem Teff-

Zell Anteil von 92,8 ± 1,2 % und einem Treg-Zell Anteil von 6,6 ± 1,2 %. 

 

 

 

Abb. 4.17 Punktwolkendarstellung der Treg/Teff-Zell Kokultur zu Beginn und nach erfolgter 
Kokultivierung.  
(A) Die durchflusszytometrisch isolierten Treg-Zellen wurden mit PKH26 und die Teff-Zellen mit CFSE angefärbt. 

In einem Verhältnis von 1:9 wurden die Treg- mit den Teff-Zellen kokultiviert und für 96 h mit anti CD3/CD28 
Antikörpern stimuliert. (B) Nach erfolgter Stimulation wurden die Fluoreszenzintensitäten der PKH26 gefärbten 
Treg-Zellen und der CFSE positiven Teff-Zellen analysiert.  (A,B) Neben der SSC/FSC Darstellung wurde eine 

DAPI Färbung zur Kontrolle der Lebensfähigkeit der Zellen durchgeführt.  

 

Die Zugabe von CsA führte allerdings zu einer Modulierung der TZR abhängigen 

Proliferation der stimulierten Treg/Teff-Zell Kokultur (siehe Abb. 4.18). Ohne die Zugabe von 

CsA zeigten die Teff-Zellen eine starke Proliferation mit 4,4 ± 1,6 Zellteilungen pro 

Ausgangszelle. Mit einer ZP von 1,8 ± 0,7 war die durchschnittliche Zellteilung der Treg-

Zellen wesentlich geringer. Die Zugabe von CsA führte bei den Treg- und Teff-Zellen zu 
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einer CsA konzentrationsabhängigen Reduzierung der ZP. Bei einer CsA Konzentration von 

5 nM wurde die ZP der Teff-Zellen bereits um 42,1 % auf einen Wert von 2,5 ± 1,5 reduziert. 

Für die Treg-Zellen konnte mit einer Reduzierung von 12,5 % bei 5 nM CsA eine ZP von 

1,5 ± 0,6 ermittelt werden (siehe Abb. 4.18 B).  

 

 

 

Abb. 4.18  Treg-Zellen reagieren unempfindlicher als Teff-Zellen auf geringe CsA Konzentrationen.  

Treg- und Teff-Zellen wurden in einem Verhältnis von 1:9 in Gegenwart von verschiedenen CsA Konzentrationen 
(A; B) 5 – 50 nM bzw. (C) 1 – 25 nM kokultiviert und für 96 h mit anti CD3/CD28 Antikörpern stimuliert. 

Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der CFSE bzw. PKH26 Fluoreszenzintensitäten, 
sowie der (C) DAPI Färbung und die Ermittlung der ZP. In (A) sind die Histogramme der durchflusszytometrisch 

gemessenen CFSE bzw. PKH26 Fluoreszenzintensitäten der Teff- und Treg-Zellen mit und ohne CsA Zugabe 
dargestellt. Die MW ± SD der (B) ZP Werte sowie der (C) normalisierten ZP Werte der Treg-bzw. Teff-Zell 
Population von fünf unabhängigen Experimenten sind zu sehen. Die (C) ZP Werte der einzelnen CsA 

Konzentrationen wurden auf die ZP ohne CsA normalisiert.  

 

Die normalisierten ZP Werte von fünf unabhängigen Experimenten sind in Abbildung 4.18 C 

dargestellt. In dem Konzentrationsbereich von 2 – 5 nM CsA wurde die Teff-Zell Proliferation 

bereits wesentlich durch CsA inhibiert. Die Treg-Zellen zeigten, im Gegensatz zu den Teff-

Zellen, bei einer CsA Konzentration von 2 nM eine Erhöhung der ZP Werte und reagierten 

darüber hinaus wesentlich unempfindlicher auf CsA Konzentrationen von 3 – 5 nM. Mit 

steigenden CsA Konzentrationen > 5 nM nivellieren sich die Treg/Teff-Zell spezifischen 

Proliferationsunterschiede. Bereits ab einer CsA Konzentration von 10 nM wurde eine 
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Inhibierung der Teff-Zell ZP von 88,1 % mit einem ZP Wert von 0,5 ± 0,4, bzw. eine Treg Zell 

ZP von 0,4 ± 0,3, was einer Inhibierung von 75,6 % entspricht, ermittelt. Eine weitere 

Erhöhung der CsA Konzentration führte zu einer stark eingeschränkten Proliferation der 

Treg- und Teff-Zellen (siehe Abb. 4.18).   

Um mögliche toxische Effekte und Apoptose oder Nekrose der T-Zellen während der 

Stimulationszeit auszuschließen, wurde die Lebensfähigkeit der stimulierten und CsA 

behandelten Zellen mit Hilfe einer DAPI Färbung analysiert (siehe Abb. 4.18 C). Mit 

1,1 ± 0,4 % DAPI+ bzw. apoptotischen oder nekrotischen Teff-Zellen und 1,4 ± 0,6 % DAPI+ 

Treg-Zellen sind die CsA vermittelten toxischen Effekte unter den angewendeten 

Bedingungen vernachlässigbar.  

Geringe CsA Dosen führten selektiv zu einer verstärkten Proliferation der Treg-Zellen. Dieser 

proliferationsfördernde Effekt konnte nur bei geringen CsA Dosen beobachtet werden. 

Darüber hinaus wurden die Teff-Zellen bereits bei geringen CsA Konzentrationen selektiv in 

ihrer TZR abhängigen Proliferation supprimiert. Die Treg- und Teff-Zell Populationen wiesen 

somit differentielle Effekte bei geringen CsA Konzentrationen auf.  
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5 Diskussion 

 

Für schwer erkrankte AD Patienten stellt die Therapie mit gering dosiertem CsA eine 

wirksame und gut verträgliche Behandlungsstrategie dar (206, 207). Das gering dosierte CsA 

führte in den AD Patienten zu einer partiellen Inhibierung der TZR vermittelten Effekte. Dabei 

erfolgte die Messung der IL-2 Zytokin Produktion mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten 

Vollbluttestsystems. Darüber hinaus wurde unter dem Einfluss von gering dosiertem CsA 

eine Vergrößerung der Treg-Zell Population in den AD Patienten nachgewiesen. Die zu 

beobachtende Verbesserung der klinischen Symptome während der CsA Therapie konnte 

daher zum einen durch die direkte Inhibierung der überschießenden Immunantwort auf 

Allergene oder Superantigene und zum anderen indirekt durch die Erhöhung der Anzahl 

funktioneller FoxP3+ Treg-Zellen erfolgen. 

 

 

5.1 Die T-Zell Aktivierung wird durch gering dosiertes CsA herabgesetzt  

AD Patienten leiden unter einer andauernden und wiederkehrenden Entzündungsreaktion 

der Haut. Ein wesentliches Merkmal der AD ist der sehr starke Juckreiz. Das Kratzen und die 

damit verbundenen Hautverletzungen führen zu einer Verstärkung der kutanen 

Entzündungsreaktion (siehe Abb. 5.1).   

 

 

 
Abb. 5.1  T-Zellen spielen bei der Entzündungsreaktion in der Haut von AD Patienten eine entscheidende 
Rolle.  

Die kutane Entzündungsreaktion wird durch den starken Juckreiz, den daraus resultierenden Hautverletzungen 
und verschiedenen immunologischen Prozessen verstärkt.  

 

Proinflammatorische Zytokine und Chemokine werden ausgeschüttet. Leukozyten werden 

rekrutiert und aktiviert. Die Produktion anti-mikrobieller Peptide wird unterdrückt und resultiert 
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in einer verstärkten Besiedlung der Haut durch Viren, Pilze oder Bakterien (190, 248). 

Innerhalb dieser immunologischen Krankheitsprozesse spielen die T-Zellen eine 

entscheidende Rolle. Die Stimulation mit Allergenen und Superantigenen führt zur 

Produktion entzündungsfördernder Chemokine und der für die AD typischen Th1- und Th2-

Zytokine (248, 249).  

In dieser Arbeit wurden schwer an AD erkrankte Patienten untersucht, die mit gering 

dosiertem CsA behandelt wurden. Die CsA Therapie inhibiert die Phosphatase CaN und 

damit die Aktivierung der T-Zellen und greift somit in den Verstärkungszyklus der kutanen 

Entzündungsreaktion ein. Das in dieser Arbeit etablierte Testsystem (siehe Abs. 4.1) diente 

der Bestimmung der Effekte des biologisch aktiven CsA im peripheren Blut der AD Patienten. 

Dabei wurden die Teff-Zellen auf ihre Fähigkeit, IL-2 zu synthetisieren, untersucht. Die T-Zell 

vermittelte IL-2 Expression ist ein bedeutender Parameter, der Aussagen über die potenziell 

im Patienten stattfindenden Immunantworten ermöglicht. Darüber hinaus ist das Zytokin IL-2 

entscheidend für die Aufrechterhaltung einer funktionell aktiven und stabilen Treg-Zell 

Population, die insbesondere für Patienten mit allergischen Erkrankungen von großer 

Bedeutung ist.  

 

 

5.1.1 Die Bestimmung der Effekte des biologisch aktiven CsA ist essentiell für 
die Überwachung der CsA Therapie 

Die klinische Anwendung von CsA wird durch das Auftreten unerwünschter 

Nebenwirkungen, die im Wesentlichen von der CsA Dosis abhängig sind, limitiert. Um die 

immunsuppressive CsA Therapie mit möglichst geringen CsA Dosen durchführen zu können 

und um eine optimale Balance zwischen der therapeutischen Wirksamkeit und dem Auftreten 

unerwünschter Nebenwirkungen zu finden, ist die Bestimmung der individuellen, 

biologischen CsA Effekte erforderlich. Die Voraussetzung zur Bestimmung der CsA 

vermittelten Effekte im Blut von Patienten ist ein zuverlässiges Testsystem, das sehr sensitiv 

auf geringe CsA Konzentrationsunterschiede reagiert.  

 

 

5.1.1.1 Die Verwendung von Vollblutproben ist für die Überwachung der CsA 
Therapie von Vorteil 

Um die im peripheren Blut von Patienten vorliegende CsA Dosis nicht zu verändern, erfolgte 

die Verwendung von Vollblutproben. Im Allgemeinen ist für die Überwachung einer 

Medikamentendosis Vollblut besser geeignet als isoliertes Zellmaterial (234, 236). Zum einen 

ist das erforderliche, abzunehmende Blutvolumen bei einem Vollbluttestsystem bis zu 10-

fach geringer als es für die Gewinnung isolierter Lymphozyten erforderlich ist. Zum anderen 

verkürzt sich durch den Wegfall verschiedener Zellisolationschritte die Präparationszeit. 
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Darüber hinaus nimmt man bei der Durchführung von Isolationsprotokollen unweigerlich 

Einfluss auf die im peripheren Blut vorliegende Medikamentenkonzentration. Bei der 

Verwendung von Vollblutproben bleibt die im Patienten vorliegende und zu untersuchende 

Medikamentendosis im Blut erhalten. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Blutentnahmen 

eines AD Patienten an verschiedenen Tagen zu gewährleisten, erfolgte die Entnahme des 

peripheren Blutes bei den CsA behandelten AD Patienten standardmäßig am Morgen vor der 

erneuten CsA Einnahme. Zwischen 2 – 4 h nach der oralen Einnahme, die jeweils morgens 

und abends erfolgte, liegt die maximale CsA Konzentration im peripherem Blut vor (148, 219, 

245). In diesem Zeitfenster kommt die hohe Variabilität der individuellen CsA 

Pharmakokinetik zum Tragen, die sich jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf nivelliert. Es 

stellt sich nach ca. 9 h ein relativ konstantes CsA Konzentrationsplateau im peripheren Blut 

ein (250).  

 

 

5.1.1.2 Die Überwachung der CsA Pharmakodynamik kann durch spezifische und 
unspezifische Testsysteme erfolgen 

Die individuellen CsA abhängigen Effekte werden durch die Überwachung der CsA 

Pharmakodynamik in den einzelnen Spendern ermittelt. Sie kann über unspezifische 

Biomarker oder über CsA spezifische Testsysteme erfolgen. Zu den unspezifischen 

Biomarkern zählt die Analyse der Lymphozytenproliferation und die Bestimmung 

verschiedener T-Zell Oberflächenantigene oder des ATP Gehaltes in CD4+ T-Zellen. Im 

Gegensatz zu den CsA spezifischen Testsystemen ermöglicht die Anwendung 

unspezifischer Biomarker auch die Untersuchung verschiedener Medikamenten-

kombinationen (227). Insbesondere in der Transplantationsmedizin ist dieser Aspekt von 

Vorteil, da CsA hier unter Zugabe von anderen Medikamenten, wie Azathioprin oder 

Mycophenolsäure, eingesetzt wird.  

Bei den spezifischen Testsystemen wird die CsA Pharmakodynamik über die Bestimmung 

der CaN Phosphatase Aktivität (230, 231) oder der IL-2 Zytokin Produktion ermittelt. Dabei 

kann die IL-2 Expression über die Messung der IL-2 mRNA  mit quantitativer RT-PCR (251) 

und des IL-2 Proteins mittels ELISA (235) oder der Durchflusszytometrie (252) erfolgen. Eine 

direkte durchflusszytometrische Messung des Transkriptionsfaktors NFAT im 

Zusammenhang mit der CsA Pharmakodynamik, wie sie in der vorliegenden Arbeit etabliert 

wurde, ist außerhalb dieser Arbeit nicht publiziert.  

Trotz des dringenden Bedarfs an Untersuchungsmethoden zur Überwachung der CsA 

Pharmakodynamik ist bisher keines der erwähnten Testsysteme in der klinischen 

Routinediagnostik zur Anwendung gekommen. Dass jedoch die Überwachung der CsA 

Pharmakodynamik klinisch sinnvoll ist, wird durch Studien belegt, die diesen Parameter mit 

klinischen Wirkungen verknüpft haben (227). In diesen Studien erfolgte die Messung der 
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CaN Phosphatase Aktivität bei allogenen Stammzell- und Lebertransplantationen (230, 253, 

254) oder der Produktion NFAT abhängiger Zytokine, wie IL-2, IFNγ und GM-CSF bei 

Nieren- und Herztransplantationen (208, 255-257).  

 

 

5.1.1.3 Das etablierte Testsystem ermöglicht die dosisabhängige Bestimmung des 
biologisch aktiven CsA im Vollblut 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Ermittlung CsA spezifischer Effekte mit Hilfe der 

durchflusszytometrischen Messung und quantitativen Bestimmung der IL-2 und NFATc1 

Proteinexpression der CD3+ T-Zellen in stimulierten Vollblutproben. In dem etablierten 

Vollbluttestsystem ist die CsA empfindliche Expression von IL-2 und NFATc1 dosisabhängig 

messbar (siehe Abb. 4.2). Wird in den ex vivo stimulierten Vollblutproben eine geringe IL-2 

und NFATc1 Expression gemessen, so ist diese einer geringen T-Zell Aktivierung 

gleichzusetzten. Dabei zeichnet sich das etablierte Testsystem durch seine Praktikabilität 

und Zuverlässigkeit aus (siehe Tab. 4.1 und Abb. 4.3). Besonders die Bestimmung der IL-2 

Expression erlaubt die Beobachtung der wirksamen, biologisch aktiven CsA Dosen, die sich 

wesentlich zwischen den einzelnen Individuen unterscheiden. Die Etablierung dieses 

Vollbluttestsystems ist ein erster Schritt in der Entwicklung eines für die Klinikroutine 

geeigneten Diagnoseverfahrens zur Optimierung und Individualisierung der CsA Therapie. 

Das etablierte Testsystem stellt ein standardisiertes Messverfahren mit einer hohen 

Flexibilität bezüglich der Lagerzeiten für die Vollblutproben und der Blutentnahmezeiten dar 

(siehe Abb. 4.3). Jedoch sind weitere Prüfungen und Anpassungen für die klinische 

Anwendung nötig. Insbesondere für eine potenzielle Anwendung in der Transplantations-

medizin ist zu prüfen, ob die IL-2 und NFATc1 Expression durch die in der 

Transplantationsmedizin üblichen Kombination von CsA mit anderen Medikamenten 

differentiell beeinflusst werden und die Aussagefähigkeit des Testsystems erhalten bleibt. 

Zurzeit wird das etablierte Vollblut Testsystem von Kooperationspartnern in der 

Transplantationsmedizin versuchsweise parallel zur Routinediagnostik eingesetzt, um eine 

weitere Optimierung und Anpassung des Testsystems an die in der Klinik erforderlichen 

Rahmenbedingungen zu ermöglichen. Insbesondere Transplantationspatienten würden von 

einer individualisierten CsA Therapie profitieren, da sehr hohe und optimierbare CsA Dosen 

eingesetzt werden.  

CsA zeichnet sich durch eine geringe therapeutische Breite, eine hohe Variabilität der 

biologischen Verfügbarkeit zwischen einzelnen Individuen und unerwünschte 

Nebenwirkungen aus (208, 236). Für die Optimierung der CsA Therapie ist ein 

zuverlässiges, praktikables und spezifisches Testsystem für die Bestimmung der Effekte des 

biologisch aktiven CsA essentiell. Das in dieser Arbeit etablierte Vollblut Testsystem 

ermöglicht über die Analyse der IL-2 und NFATc1 Expression die individuelle Bestimmung 



Diskussion  68 
 

der tatsächlich im Patienten stattfindenden Immunsuppression und könnte zur 

Individualisierung der CsA Therapie beitragen. Die individualisierte CsA Einnahme hätte den 

entscheidenden Vorteil, dass die einzusetzenden Medikamentendosen geringer wären und 

somit das Risiko unerwünschter Nebenwirkungen sinken würde.  

In der vorliegenden Arbeit wurde das etablierte Testsystem erstmals eingesetzt, um die 

Vollblutproben von CsA behandelten AD Patienten zu untersuchen. Die in den AD Patienten 

eingesetzten CsA Dosen sind, im Vergleich zu den in der Transplantationsmedizin 

eingesetzten CsA Dosen, sehr gering. Die intrazellulären IL-2 Färbungen zeichneten sich 

durch distinkte, gut voneinander zu unterscheidende Populationen der IL-2 produzierenden 

und nicht IL-2 produzierenden CD3+ T-Zellen, auch bei sehr geringen CsA Konzentrationen 

aus. Daher erfolgte aus Praktikabilitätsgründen bei der Untersuchung der Vollblutproben der 

AD Patienten nur die Bestimmung der IL-2 Expression.  

 

 

5.1.2 Gering dosiertes CsA führt zu einer partiellen Inhibierung der IL-2 Zytokin 
Expression  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Blutproben von schwer an AD erkrankten Patienten 

untersucht, die eine Therapie mit gering dosiertem CsA erhielten. Das etablierte Testsystem 

diente zur Bestimmung der potenziell möglichen IL-2 Zytokinantwort, die unter Einfluss der 

CsA Therapie in den im peripheren Blut befindlichen T-Zellen möglich ist. Es konnte eine 

Reduzierung der IL-2 Zytokin Antwort in den ex vivo stimulierten Vollblutproben festgestellt 

werden (siehe Abb. 4.5 und 4.6), unabhängig davon, ob die Blutentnahme zum Zeitpunkt der 

geringsten oder maximalen CsA Konzentration erfolgte (siehe Tab. 4.2).  

Die in den AD Patienten angewendete CsA Dosis von 2,1 ± 0,4 mg/kg/d war so gering, dass 

die Fähigkeit der T-Zellen aktiviert zu werden nur reduziert wurde und keine komplette 

Blockade der T-Zell Aktivierung nachgewiesen wurde. Die AD Patienten zeigten während der 

Therapie mit gering dosiertem CsA eine deutliche Reduzierung des SCORAD Index (siehe 

Abb. 4.4). Demzufolge scheint eine partielle Inhibierung der T-Zell Aktivität ausreichend zu 

sein, um das klinische Bild zu verbessern und den Leidensdruck der AD Patienten zu 

reduzieren. Ein linearer Zusammenhang der IL-2 Expression und der SCORAD Index Werte 

der AD Patienten ist in Abbildung 5.2 dargestellt und veranschaulicht, dass bei einem hohen 

SCORAD Index, wie er bei unbehandelten AD Patienten vorliegt, eine hohe Anzahl an IL-2 

exprimierenden CD3+ T-Zellen zu beobachten ist. Eine Minderung der klinischen Symptome, 

z.B. durch die Therapie mit CsA, ist mit einer Reduzierung der Anzahl an IL-2 

exprimierenden CD3+ T-Zellen verknüpft (siehe Abb. 4.5). Dass AD Patienten im Vergleich 

zu gesunden Kontrollspendern eine erhöhte IL-2 Expression zeigen, ist bekannt (258) und 

trägt wesentlich zum T-Zell vermittelten Krankheitsprozess der AD bei. Ursprünglich wurde 

das Zytokin IL-2 als Wachstumsfaktor definiert. Doch IL-2 hat vielfältige Effekte. Es ist ein 
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proinflammatorisches Zytokin und fördert auch durch Expansion der Th-Zellen den 

Entzündungsprozess. Im Gegensatz dazu entfaltet IL-2 seine entzündungshemmende 

Wirkung, indem es die Differenzierung der proinflammatorischen Th17-Zellen blockiert und 

die Entwicklung und Erhaltung von peripheren Treg-Zellen unterstützt (85, 86, 89).  

 

 

 
Abb. 5.2 Lineare Regression der IL-2 Expression und der SCORAD Index Werte von AD Patienten. 

Die mit Hilfe des Volbluttestsystems ermittelten Frequenzen der IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen wurden gegen die 

entsprechenden Werte des SCORAD Index der einzelnen Spender aufgetragen. Durch eine Regressionsanalyse 
konnte ein linearer Zusammenhang (grüne Linie) festgestellt werden. Die roten Linien begrenzen den 
Wertebereich, in dem mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zukünftig ermittelte Werte liegen.  
 

Mit Hilfe des etablierten Testsystems können die verschiedenen CsA Konzentrationen 

anhand der im stimulierten Vollblut gemessenen IL-2 Expression verglichen werden (siehe 

Tab. 5.1).  

 

Tab. 5.1  Vergleich der Therapie mit gering und höher dosiertem CsA 

CsA behandelte Patienten gering  
dosiertes CsA 

hoch  
dosiertes CsA 

CsA Dosis [mg/kg/d] 1,68 - 2,52 3 - 5 
a,b

 

CsA Serumkonzentration [µg/l]
c
 43 - 101 150 - 300 

a
 

IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen zum Zeitpunkt der minimalen CsA Konzentration 

vs. vor CsA Therapie [%] 
46,93 ± 32,17 - 

IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen zum Zeitpunkt der maximalen CsA Konzentration 

vs. vor CsA Therapie [%] 
17,95 ± 7,80 - 

IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen zum Zeitpunkt der maximalen CsA Konzentration 

vs. IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen zum Zeitpunkt der minimalen CsA 

Konzentration  [%] 

38,24 8
c
 

Ex vivo CsA behandeltes Vollblut gering  
dosiertes CsA 

hoch  
dosiertes CsA 

IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen bei 100 nM CsA [%]  

IL-2
+
 CD3

+
 T-Zellen bei 300 nM CsA [%] 

66,41 ± 6,71 - 

- 20,71 ± 2,91 

a
 Referenz (259)  

b 
Referenz (260)  

c
 Daten von AD Patienten die mit exemplarisch mit 5 mg/kg/d  CsA behandelt wurden (n = 2) 
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Die Gegenüberstellung der Effekte von gering dosiertem CsA gegen hoch dosiertes CsA 

macht deutlich, dass die Erhöhung der CsA Dosis von 2 mg/kg/d auf 5 mg/kg/d in den zwei 

exemplarisch gemessenen AD Patienten zu einer drastischen Reduzierung der potenziellen 

IL-2 Zytokin Antwort führte (siehe Tab. 5.1). In vitro wurde zudem mit isolierten Treg- und 

Teff-Zellen gesunder Spender in Kokulturversuchen gezeigt, dass geringe CsA Dosierungs-

unterschiede zu differenziellen Effekten auf die Proliferation führten (siehe Tab. 5.2). Die 

vorliegende CsA Konzentration ist somit für die von CsA vermittelten Effekte entscheidend 

und bereits geringe Dosierungsunterschiede führen zu unterschiedlichen Effekten. Während 

eine geringe CsA Konzentration die Proliferation der Treg-Zellen fördert, kann eine Erhöhung 

der CsA Dosis bereits zu einer wesentlichen Beeinträchtigung der T-Zell Aktivierung, der IL-2 

Synthese, der Proliferation und der Differenzierung führen. 

 

 

5.1.3 Gering dosiertes CsA beeinflusst nicht die Frequenz der potenziell in die 
Haut einwandernden T-Zellen im peripheren Blut  

Die unverhältnismäßige Reaktion der T-Zellen, z.B. auf Allergene und Superantigene, ist ein 

entscheidender Bestandteil des AD Pathomechanismus. Die CsA abhängige Verbesserung 

der klinischen Symptome belegt einmal mehr die Schlüsselrolle der T-Zellen in der 

Pathogenese der AD. Dabei ist insbesondere die Population der in die Haut einwandernden 

CLA+ T-Zellen in den atopischen Hautläsionen involviert (246, 261). CLA ist ein Rezeptor, 

der bei der selektiven Migration der T-Zellen in die Haut beteiligt ist (262, 263). Etwa 90 % 

der in die Haut infiltrierten T-Zellen exprimieren den CLA Rezeptor (246). In der vorliegenden 

Arbeit konnte eine höhere Frequenz an CLA+ CD4+ T-Zellen in den AD Patienten festgestellt 

werden (siehe Abb. 4.8). Dies bestätigt die in der Literatur vorliegenden Ergebnisse einer 

erhöhten CLA Expression innerhalb der Population der CD4+ T-Zellen in den unbehandelten 

AD Patienten (261, 264).  

Das gering dosierte CsA führte zu keiner Veränderung der Frequenz an CLA+ CD4+ T-Zellen 

im Blut der AD Patienten, allerdings wiesen die CsA behandelten AD Patienten eine 

wesentliche Verbesserung des Gesundheitszustandes auf. Dies lässt vermuten, dass die 

signifikante Reduzierung der kutanen Entzündungsreaktion durch die Einschränkung der 

Teff-Zell abhängigen Zytokinproduktion vermittelt wird. Die Frequenz der potenziell in die 

Haut einwandernden T-Zellen scheint demnach zu einem gewissen Grad weniger relevant 

für die Stärke der kutanen Entzündungsreaktion zu sein, als die Fähigkeit dieser T-Zellen 

aktiviert zu werden und proinflammatorische Zytokine zu exprimieren.     

Dass diese Verbesserung des Gesundheitszustandes der AD Patienten zum Teil auch durch 

die CsA induzierte Vergrößerung der Treg-Zell Population möglich sein kann, wird im 

Folgenden diskutiert.  
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5.2 Die Population der Treg-Zellen wird durch gering dosiertes CsA moduliert  

Die Therapie mit gering dosiertem CsA führte neben der partiellen Inhibierung der IL-2 

Zytokin Expression auch zu einer Modulation der Treg-Zell Population. Die Treg-Zellen sind 

eine spezialisierte Population an T-Zellen, die die Homöostase des Immunsystems aufrecht 

erhalten, indem sie die Aktivierung, Proliferation und Funktion anderer mit AD assoziierter 

Zelltypen, wie Eosinophile, Mastzellen, inflammatorische DZ, B- und T-Zellen inhibieren 

(196, 203). Die CsA abhängige Modulation der Treg-Zell Population ist ein wichtiger Aspekt 

der immunsuppressiven CsA Therapie. Die CsA behandelten Transplantationspatienten oder 

Patienten mit chronischen Entzündungsreaktionen, wie der AD, würden von einem positiven 

Effekt der CsA Therapie auf die Population der Treg-Zellen profitieren.  

 

 

5.2.1 Gering dosiertes CsA führt in vivo zu einer Erhöhung der Treg-Zell Zahlen 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Frequenz und die absolute 

Zellzahl der FoxP3+ Treg-Zellen in AD Patienten unter der Therapie mit gering dosiertem 

CsA erhöht ist (siehe Abb. 4.13). Die Verbesserung der klinischen Symptome kann somit 

neben der Reduzierung der T-Zell Aktivität auch eine Folge der vergrößerten Treg-Zell 

Population sein. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestützt, dass die Treg-Zellen 

der unbehandelten und CsA behandelten AD Patienten funktionell und im gleichen Maße 

suppressiv sind wie die Treg-Zellen gesunder Kontrollspender (siehe Abb. 4.12). Diese 

Modulation der Treg-Zell Population stellt eine attraktive Strategie für die Immuntherapie dar 

und unterstützt bereits publizierte Daten aus Tierversuchen. In ihnen wurde gezeigt, dass 

durch den adoptiven Transfer von CD4+ CD25+ Treg-Zellen experimentelle 

Autoimmunerkrankungen oder allergische Erkrankungen verhindert oder sogar geheilt 

werden konnten (265-267). 

Der Pathomechanismus der AD wird neben Allergen- und Superantigen-spezifischen 

hyperaktivierten Teff-Zellen auch durch die S. aureus Superantigen abhängige Reduzierung 

der immunsuppressiven Fähigkeit der Treg-Zellen bestimmt (168, 202, 268). Das bedeutet, 

dass Treg-Zellen im Allgemeinen eine schützende Rolle bei allergen-spezifischen 

Immunantworten einnehmen. Bellinghausen et al. und Verhagen et al. postulieren neben 

einem Defekt der allergen-spezifischen Treg-Zellen auch eine reduzierte Anzahl an Treg-

Zellen in AD Patienten und führen diese Beobachtungen als ursächliche Gründe für eine 

allergische Entzündung an (269, 270). Im Gegensatz zu Bellinghausen et al. (269) und 

Verhagen et al. (270) wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass FoxP3+ CD25+ CD4+ 

Treg-Zellen in AD Patienten weder abwesend noch funktionell defekt sind (siehe Abb. 4.12 

und Abb. 4.13). Damit stimmen die Erkenntnisse dieser Arbeit mit anderen Publikationen 

überein. Ou et al., Vukmanovic-Stejic et al. und Maggi et al.  zeigten ebenfalls, dass die 
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Treg-Zellen von AD Patienten funktionell und immunsuppressiv sind (268, 271, 272). 

Darüber hinaus sind die Teff-Zellen der AD Patienten nicht resistent gegen die Treg-Zell 

vermittelte Inhibierung, unabhängig davon, ob die Suppression durch autologe oder allogene 

Treg-Zellen erfolgte (siehe Abb. 4.12).  

Die Funktionalität der Treg-Zellen allein ist nicht ausreichend, um die Entzündungsreaktion in 

der Haut herabzusetzen. Von potenzieller therapeutischer Relevanz ist die Fähigkeit der 

Treg-Zellen in die Haut einzuwandern, um so der kutanen Entzündungsreaktion entgegen zu 

wirken. In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhöhte Anzahl an CLA exprimierenden 

FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen in den CsA behandelten AD Patienten gemessen (siehe Abb. 4.11) 

und dies ist im Einklang mit der in diesen Patienten vorliegenden Verbesserung der 

klinischen Symptome (siehe Abb. 4.4). Verschiedene Publikationen weisen auf ein 

verstärktes Auftreten von Treg-Zellen in der läsionalen Haut von AD Patienten hin (247, 

263). In der vorliegenden Arbeit wurde im peripheren Blut eine signifikante Erhöhung der 

CLA+ FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen in den unbehandelten und mit CsA behandelten AD 

Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollspendern festgestellt. Die CsA Therapie 

sollte somit, wie bereits bei den CD4+ T-Zellen zu sehen war (siehe Abb.4.8), keinen Einfluss 

auf die Fähigkeit der Treg-Zellen haben in die Haut einzuwandern. Die Anzahl der am 

Entzündungsherd suppressiv wirkenden Treg-Zellen kann letztendlich aber nur durch die 

Färbung der Treg-Zellen in Hautbiopsien der AD Patienten geklärt werden.  

Die Therapie mit gering dosiertem CsA, d.h. einer Dosis von 2,1 ± 0,4 mg/kg/d, führt zu einer 

Erhöhung der Frequenz und der Anzahl an peripheren FoxP3+ Treg-Zellen (siehe Abb. 4.13), 

ohne dabei signifikanten Einfluss auf die Populationen der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen zu 

nehmen (siehe Abb. 4.7 und Tab. 4.4). Diese Vergrößerung der Treg-Zell Population wurde 

durch den Vergleich von Einzelspenderdaten bestätigt (siehe Abb. 4.14) und war über den 

gesamten untersuchten Zeitraum von 12 – 20 Wochen in den einzelnen Spender stabil 

(siehe Tab. 4.7). Die untersuchte Population der FoxP3+ Treg-Zellen zeichnet sich in allen 

drei untersuchten Spendergruppen durch eine für Treg-Zellen typisch konsistent geringe 

CD127 Expression und eine sehr hohe CD25 Expression aus (siehe Abb. 4.10). Die 

Richtigkeit der Färbung des Transkriptionsfaktors FoxP3 wurde durch die Parallelfärbung mit 

einem alternativen FoxP3 Antikörper bestätigt (siehe Abb. 4.9). Durch eine 

Regressionsanalyse konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der FoxP3 Expression 

und dem Schweregrad der klinischen Symptome ermittelt werden. Abbildung 5.3 zeigt, dass 

AD Patienten mit einem hohen SCORAD Index weniger FoxP3+ Treg-Zellen aufweisen. 

Patienten die durch die Therapie mit gering dosiertem CsA eine Reduzierung der klinischen 

Symptome zeigen, weisen zudem eine größere Population an FoxP3+ Treg-Zellen auf.   

In den CsA behandelten AD Patienten wurde eine Vergrößerung der Treg-Zell Population 

festgestellt. Um die Stabilität der Treg-Zellen in den AD Patienten zu untersuchen, wurde von 
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drei Spendern die Analyse des Methylierungsstatus der hoch konservierten TSDR (Treg-Zell 

spezifische demethylierte Region) im FoxP3 Lokus durchgeführt. Epigenetische 

Modifizierungen bestimmter DNA Regionen kontrollieren die T-Zell Differenzierung (273). Die 

Demethylierung der TSDR ist für die Stabilität der FoxP3 Expression und der Ausprägung 

eines stabilen Treg-Zell Phänotypen entscheidend (273-276). Trotz einer eindeutigen 

Erhöhung der Frequenzen und absoluten Zellzahlen der FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen innerhalb 

der einzelnen Spender während der Therapie mit gering dosiertem CsA wurde kein 

eindeutiges Ergebnis bzgl. des Demethylierungsstatus der TSDR ermittelt. Die Verwendung 

von CD4+ T-Zellen und der damit verbundenen geringen Anzahl an FoxP3+ CD4+ Treg-

Zellen, die nur 5 – 10 % der CD4+ T-Zellen ausmachen (20, 25), könnte zu größeren 

Fehlerbereichen und den vorliegenden Abweichungen in der Methylierungsanalyse führen.   

 

 

 
Abb. 5.3 Lineare Regression der Frequenz an FoxP3

+
 Treg-Zellen und der SCORAD Index Werte von AD 

Patienten. 

Die ermittelten Frequenzen der FoxP3
+
 CD4

+
 Treg-Zellen wurden gegen die entsprechenden SCORAD Index 

Werte der einzelnen Spender aufgetragen. Durch eine Regressionsanalyse konnte ein linearer Zusammenhang 
(grüne Linie) festgestellt werden. Die roten Linien begrenzen den Wertebereich, in dem mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 95 % zukünftig ermittelte Werte liegen.  
 

Weitere Hinweise auf die Stabilität der Treg-Zell Population und welchen Einfluss eine 

erhöhte Anzahl an FoxP3+ Treg-Zellen in den AD Patienten haben kann, wurde durch die 

exemplarische Messung von drei Spendern deutlich, die seit über acht Wochen kein CsA 

mehr eingenommen hatten. Da CsA eine Halbwertszeit von < 9 h hat (277), ist anzunehmen, 

dass zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine therapeutisch wirksame CsA Konzentration 

vorlag. Die AD Patienten zeigten nach dem Absetzen der CsA Therapie ein Ansteigen der IL-

2 Expression (siehe Abb. 4.15 A). Die Anzahl an FoxP3+ Treg-Zellen blieb jedoch innerhalb 

dieser 8 – 14 Wochen auf ihrem erhöhten Niveau stabil (siehe Abb. 4.15 B). Da alle drei AD 

Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme beschwerdefrei waren, ist ein potenzieller 
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inhibierender Einfluss der Treg-Zellen auf die AD vermittelnden Teff-Zellen, insbesondere die 

T-Zellen, wahrscheinlich. Die AD Patienten profitieren demnach nicht nur während der 

Therapie von der Anwendung geringer CsA Dosen und der damit verbundenen geringeren 

Wahrscheinlichkeit an unerwünschten Nebenwirkungen zu leiden, sondern sie scheinen 

auch von der stabilen, über die CsA Therapie hinaus bestehen bleibenden, vergrößerten 

Treg-Zell Population zu profitieren. Wie lange die Erhöhung der Treg-Zell Population in den 

einzelnen AD Patienten anhält, muss in weiteren Studien geklärt werden.   

Die in dieser Arbeit beobachtete Vergrößerung der Treg-Zell Population in den CsA 

behandelten AD Patienten kann durch verschiedene Mechanismen hervorgerufen werden. 

Zum einen ist eine CsA abhängige Induktion von Treg-Zellen aus naiven T-Zellen in der 

Peripherie der AD Patienten möglich. Darüber hinaus kann durch gering dosiertes CsA eine 

Expansion der Treg-Zellen zu einem Anwachsen der Treg-Zell Population führen.   

 

 

5.2.2 Eine CsA abhängige Vergrößerung der Treg-Zell Population kann durch 
Induktion und/oder Expansion der Treg-Zellen erfolgen  

Die immense Bedeutung der Treg-Zellen für die Immuntherapie von Transplantations-

patienten oder Patienten mit Autoimmunerkrankungen wird durch zahlreiche Publikationen 

über den Einfluss von Immunsuppressiva auf die Population der Treg-Zellen belegt. Im 

Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen wurde jedoch in den folgenden 

Publikationen (25, 278, 279) eine CsA abhängige Reduzierung der Toleranz bzw. eine 

Inhibierung der Toleranzinduktion beobachtet. Die unterschiedlichen, durch CsA 

hervorgerufenen, Effekte könnten auf den verschiedenen CsA Konzentrationen beruhen. 

Mantel et al. setzten in ihren in vitro Versuchen zur FoxP3 Induktion mit humanen T-Zellen 

1 µM CsA ein (25). In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch bereits ab einer CsA 

Konzentration von 0,5 µM die IL-2 und NFATc1 Expression in den stimulierten CD3+ T-Zellen 

nahezu vollständig gehemmt (siehe Abb. 4.2). Bei hohen CsA Konzentrationen werden die 

TZR abhängigen Signalwege inhibiert. Dies blockiert die Aktivierung und Differenzierung 

naiver T-Zellen, die IL-2 Zytokin Expression und die FoxP3 Expression (25, 278, 279). 

Neueste, noch unveröffentlichte Daten zeigen, dass geringe CsA Konzentrationen in einem 

murinen Transferkolitis Model Treg-Zellen induzieren. In immundefizienten Mäusen kann 

durch adoptiven Transfer von naiven T-Zellen, in denen zuvor die Treg-Zellen depletiert 

wurden, die entstehende Entzündungsreaktion im Darm durch die Gabe von gering 

dosiertem CsA therapiert werden. Es wurden CsA Konzentrationen von 0,1 – 20 mg/kg/d 

eingesetzt. Nur bei geringen CsA Konzentrationen von 0,1 – 0,5 mg/kg/d konnte eine 

deutliche Induktion von FoxP3+ Treg-Zellen und eine Reduzierung der Entzündungsreaktion 

im Darm beobachtet werden (Menning A. unveröffentlichte Daten). Gering dosiertes CsA 

führt über die partielle Inhibierung der TZR abhängigen Signalwege zur Simulation einer 
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suboptimalen Aktivierung naiver T-Zellen. Hohe CsA Konzentrationen führen hingegen zu 

einer kompletten Blockade der TZR abhängigen Signaltransduktionswege und unterbinden 

die darauf aufbauende T-Zell Aktivierung und Differenzierung. Kretschmer et al. und Kim et 

al. beschreiben im Tiermodell eine Treg-Zell Induktion durch suboptimale Stimulations-

bedingungen (59, 60). In vitro wurde durch geringe Konzentrationen an anti CD3 Antikörpern 

eine erhöhte Frequenz an induzierten FoxP3+ Treg-Zellen gemessen (60). In vivo induzierte 

die Anwendung geringer Allergen Konzentrationen die höchste Anzahl an FoxP3+ Treg-

Zellen (59). Die verabreichte Dosis des Immunsuppressivums CsA ist der ausschlaggebende 

Faktor, der über eine Blockierung oder eine partielle Reduzierung der TZR abhängigen 

Signalwege entscheidet und somit eine Toleranzinduktion im Patienten entweder ermöglicht 

oder unterdrückt.     

In vivo Untersuchungen im humanen System zur Expansion oder Induktion von Treg-Zellen 

sind durch experimentelle und ethische Limitierungen schwer durchführbar. Aus diesem 

Grund wurden zur Untersuchung der CsA abhängigen molekularen Mechanismen auf die 

Population der Treg-Zellen in vitro Proliferationsversuche mit CD4+ CD25+ CD127- Treg-

Zellen und CD4+ CD25- CD127+ Teff-Zellen  durchgeführt. Die Kokultivierung der aus 

gesunden Normalspendern isolierten Treg-Zellen mit autolog isolierten Teff-Zellen erfolgte in 

Gegenwart verschiedener CsA Konzentrationen und einer Stimulation mit anti CD3/CD28 

Antiköpern. Bei geringen CsA Konzentrationen (2 – 5 nM) wiesen die Treg-Zellen, im 

Vergleich zu den Teff-Zellen, eine höhere Zellteilungsrate pro Ausgangszelle (ZP) auf. Diese 

Ergebnisse weisen auf eine durch geringe CsA Konzentrationen verursachte Expansion der 

Treg-Zellen hin (siehe Abb. 4.18 und Tab 5.2).  

 

Tab. 5.2  Normalisierte ZP der Teff- und Treg-Zellen bei geringen CsA Konzentrationen  

Normalisierte ZP CsA [nM] 

 0 1 2 3 4 5 

Teff-Zellen MW ± SD [%] 103 ± 6 103 ± 2 86 ± 18 73 ± 10 67 ± 12 58 ± 6 

 n 5      

Treg-Zellen MW ± SD [%] 101 ± 6 107 ± 10 103 ± 4 99 ± 7 94 ± 18 86 ± 5 

 n 5      

 

Der proliferationsfördernde Effekt des CsA ist nur in einem sehr geringen CsA 

Konzentrationsbereich zu beobachten. Höhere CsA Konzentrationen wirken der Expansion 

der Treg-Zellen entgegen. Darüber hinaus kann durch die CsA abhängige Beeinflussung der 

Treg-Zell Proliferation postuliert werden, dass die Proliferation und Expansion der Treg-

Zellen TZR abhängig induziert wird. Die Proliferation der Treg-Zellen wurde in Kokultur mit 

Teff-Zellen untersucht, um die Vergleichbarkeit des CsA Einflusses auf die Treg- und Teff-

Zellen zu gewährleisten. Zudem sind die Treg-Zellen auf verschiedene, von den Teff-Zellen 

produzierte, Wachstumsfaktoren, z.B. IL-2, angewiesen (62). Die in dieser Arbeit 



Diskussion  76 
 

beschriebene Erhöhung der Treg-Zell Population durch gering dosiertes CsA in vitro 

(Proliferationsversuche) als auch in vivo (AD Patienten mit CsA Therapie) könnte erklären, 

warum in verschiedenen Transplantationsmodellen und bei humanen Nierentransplantations-

patienten bei der Verwendung geringer CsA Konzentrationen ein positiver und verstärkender 

Effekt auf die Toleranz beobachtet wurde (259, 280, 281).  

 

 

5.3 Gering dosiertes CsA hat eine positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf 

der AD Patienten 

Die Therapie mit gering dosiertem CsA hat einen modulierenden Einfluss auf die potenziellen 

Immunantworten und auf die verschiedenen T-Zell Populationen. Die partielle Inhibierung der 

T-Zell Aktivierung und die Vergrößerung der Treg-Zell Population können zur Verbesserung 

der klinischen Symptome der untersuchten AD Patienten beitragen. In den Abbildungen 5.2 

und 5.3 wurde der Zusammenhang zwischen der IL-2 Expression bzw. der Frequenz an 

FoxP3+ Treg-Zellen und dem Schwergrad der Erkrankung, dem SCORAD Index, dargestellt. 

In der vorleigenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die AD Patienten unter der Therapie 

mit gering dosiertem CsA eine eine Abnahme der IL-2 exprimierenden CD3+ T-Zellen und 

eine vergößerte FoxP3+ Treg-Zell Population aufweisen (siehe Abb. 4.5 und Abb. 4.13). Der 

positive Effekt der Therapie mit gering dosiertem CsA auf die Population der Treg-Zellen ist 

allerdings nur in einem bestimmten CsA Konzentrationsbereich möglich. Verschiedene CsA 

Konzentrationen führen zu unterschiedlichen Effekten auf die Treg-Zell Population. Durch 

höhere CsA Konzentrationen wird die TZR abhängige Aktivierung erheblich beeinträchtigt 

und die Proliferation und Differenzierung der T-Zellen inhibiert, was sich negativ auf die 

Population der Treg-Zellen auswirkt (25, 278, 279) und die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass 

unerwünschte Nebenwirkungen auftreten. Geringe CsA Konzentrationen hingegen 

resultieren in einer herabgesetzten TZR abhängigen Aktivierung und IL-2 Expression (siehe 

Abb. 4.5 und Abb. 4.6), einer gesteigerten Treg-Zell Proliferation in vitro (siehe Abb. 4.18) 

bzw. einer stabilen Erhöhung der Frequenz und Anzahl an FoxP3+ Treg-Zellen in vivo (siehe 

Abb. 4.13 und Abb. 4.14). Zusätzlich ist die Wahrscheinlichkeit an unerwünschten 

Nebenwirkungen zu leiden geringer (siehe Abb. 5.4).  

Viele Anstrengungen werden unternommen, neue Strategien für Treg-Zell basierte 

Therapien für allergische Erkrankungen oder Transplantationpatienten und Patienten mit 

Autoimmunerkrankungen zu etablieren (22, 58, 282, 283). Das Ziel ist die Vergrößerung der 

suppressiv wirksamen Treg-Zell Population, die fehlgeleitete, überschießende oder 

unerwünschte Immunreaktionen in den Patienten unterbindet. Ein wesentliches Problem bei 

der Treg-Zell basierten Immuntherapie ist es, die ausreichende Anzahl an reinen Treg-Zellen 

zur Verfügung zu stellen. Der Einsatz von ex vivo expandierten oder induzierten Treg-Zellen 
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erfordert sehr aufwendige Präparationsprotokolle und es besteht die Gefahr der 

Verunreinigung bzw. der Expansion potenziell schädlicher Teff-Zellen. Zweckmäßiger und 

praktikabler erscheint dagegen die in vivo Induktion oder Expansion von Treg-Zellen. Die 

Modulation der Treg-Zell Population direkt im Patienten scheint besser geeignet zu sein für 

die Generierung von Antigen- oder Organ-spezifischen Treg-Zellen (284). Allerdings weist 

die Treg-Zell basierte Immuntherapie noch zahlreiche Limitierungen auf. Neben der 

Etablierung neuer Methoden zur in vitro und in vivo Expansion oder Induktion der Treg-

Zellen müssen in zukünftigen Studien noch viele offene Fragen geklärt werden. Zum einen 

ist die Anzahl an Treg-Zellen, die für eine bestimmte Suppression erforderlich ist, unklar. 

Darüber hinaus müssen die in der Immuntherapie eingesetzten Treg-Zellen stabil sein, um 

die Expansion potenziell schädlicher nicht-Treg-Zellen im Patienten zu vermeiden. Die 

direkte Wirksamkeit der Treg-Zellen muss nachweisbar sein und die Antigenspezifität der 

Treg-Zellen muss eindeutig definiert werden können. Die Kombination aller Resultate aus 

Zellkulturversuchen mit humanem Material, Tiermodellen und klinischen Studien kann zu 

einer Optimierung der Immuntherapie und letztendlich zu einer gewünschten Modulation der 

Immunantwort im Patienten führen.   

 

 

 
Abb. 5.4  Gering dosiertes CsA führt zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes in den AD Patienten.  

Die AD Patienten profitieren von CsA vermittelten Effekten auf die potenziell mögliche Immunantwort und die 
Population der Treg-Zellen. Durch die geringen Dosen ist die CsA Therapie besser verträglich.  

 

Das in dieser Arbeit etablierte biologische CsA Funktionstestsystem ist ein weiterer Schritt in 

Richtung einer individuell gestalteten immunsuppressiven CsA Therapie und leistet somit 

einen Beitrag, die Lebensqualität und Sicherheit der CsA behandelten Patienten zu erhöhen. 

Die erzielten Erkenntnisse zur Beeinflussung der Treg-Zell Population bzw. der T-Zell 

Aktivierbarkeit durch gering dosiertes CsA hilft die in den AD Patienten stattfindenden CsA 

bedingten Mechanismen weiter zu entschlüsseln. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

sollen anregen, neue Mechanismen des AD zugrunde liegenden Pathomechanismus 

aufzudecken und innovative Strategien für die Treg-Zell basierte Immuntherapie zu 

entwickeln.
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6 Ausblick 

 
Die CsA Therapie stellt eine bedeutende und weitverbreitete immunsuppressive Therapie 

dar. Neben der Anwendung in der Dermatologie werden insbesondere Transplantations-

patienten mit CsA behandelt. Der Erfolg einer CsA Therapie ist dabei nicht nur von der 

angemessenen und effektiven Unterdrückung des Immunsystems abhängig, sondern auch 

vom Auftreten der durch CsA hervorgerufenen unerwünschten Nebenwirkungen. Die 

verabreichten CsA Dosen haben dabei wesentlichen Einfluss auf das Auftreten dieser 

Nebenwirkungen. Das in dieser Arbeit etablierte Testsystem zur Bestimmung der Effekte des 

biologisch aktiven CsA im Blut von Patienten, kann eine Möglichkeit darstellen, die CsA 

Therapie zu optimieren, die Wahrscheinlichkeit unerwünschter Nebenwirkungen zu 

reduzieren und die CsA Therapie für den einzelnen Patienten individueller und somit sicherer 

zu gestalten. Neben weiterführenden Qualitätsprüfungen und Zulassungsstudien zur 

Einhaltung der gesetzlichen Richtlinien, sind  hinsichtlich der Anwendung dieses 

Testsystems für diagnostische Zwecke in der Klinik in weiteren Studien folgende Aspekte zu 

prüfen: 

1. Kann die CsA Therapie signifikant durch das etablierte Testsystem optimiert werden? 

2. Ist für die Dosisoptimierung die Bestimmung der IL-2 und NFATc1 Expression der 

stimulierten CD3+ T-Zellen hinreichend?  

3. Bleibt die Aussagekraft des Vollbluttestsystems auch bei Kombinationstherapien mit 

anderen Medikamenten neben CsA erhalten? 

4. Werden die IL-2 und NFATc1 Expression der stimulierten CD3+ T-Zellen differenziell 

durch die anderen eingesetzten Medikamente beeinflusst? 

5. Ist das Vollbluttestsystem gut in die Klinikroutine integrierbar? 

 

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit bei AD Patienten, die eine Therapie mit 

gering dosiertem CsA erhielten, eine Vergrößerung der Population an funktionell aktiven 

Treg-Zellen festgestellt. Folgende Aspekte sollten hinsichtlich dieser Modulation der Treg-

Zell Population untersucht werden:  

1. Finden bei der Therapie mit gering dosiertem CsA neben der Treg-Zell Expansion auch 

Prozesse der Treg-Zell Induktion statt?  

2. Welche Signaltransduktionswege und Transkriptionsfaktoren sind bei der Treg-Zell 

Induktion involviert? 
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Darüber hinaus ist insbesondere die Stabilität der Treg-Zellen nach dem Absetzen der CsA 

Therapie und die weitere Entwicklung des Krankheitsbildes der AD Patienten interessant. Da 

in der vorliegenden Arbeit nur drei AD Patienten nach dem Beenden der CsA analysiert 

wurden, sind wiederholte Messungen der Treg-Zell Population und der IL-2 Expression im 

Blut weiterer Patienten, sowie eine parallele Beobachtung des Hautbildes anzustreben. Dazu 

sollten folgende Fragestellungen untersucht werden: 

1. Wie stabil sind die Treg-Zellen nach dem Absetzen der CsA Therapie? 

2. Korreliert eine eintretende Verringerung der Treg-Zellzahl nach dem Absetzen der CsA 

Therapie mit einem sich verschlechternden Hautbild? 

3. Führen bestimmte Ereignisse, z.B. eine Infektion, nach dem Absetzen der CsA Therapie 

zu einer Veränderung der Treg-Zellzahl und des Hautbildes?      

 

Die Therapie mit gering dosiertem CsA führte bei den in dieser Arbeit untersuchten 

AD Patienten zu einer signifikanten Verbesserung der klinischen Symptome. Es gibt wenige 

Beispiele aus der Klinik, dass einzelne AD Patienten nicht wie gewünscht auf die CsA 

Therapie reagierten, sich keine Verbesserung des Hautbildes einstellte und die CsA 

Therapie abgebrochen werden musste. Um die AD Patienten aufzuspüren, die nicht auf die 

CsA Therapie ansprechen, ist die Vergrößerung der Patientenkohorte unumgänglich. Durch 

die Untersuchung dieser ausgewählten, nicht auf die CsA Therapie ansprechenden 

AD Patienten könnten aufschlussreiche Erkenntnisse, u.a. über den Einfluss der Treg-Zellen 

auf den Krankheitsverlauf erworben werden. Folgende Fragestellungen sollten in diesem 

Zusammenhang untersucht werden: 

1. Unterscheiden sich die AD Patienten, die nicht auf die CsA Therapie ansprechen, in ihrem 

Krankheitsbild zu den erfolgreich mit CsA behandelten AD Patienten? 

2. Wie wirkt sich die CsA Therapie auf die Aktivierbarkeit der T-Zellen in diesen, nicht auf die 

CsA Therapie ansprechenden AD Patienten aus?   

3. Tritt bei AD Patienten, die nicht auf die CsA Therapie ansprechen, eine Vergrößerung der 

funktionell aktiven Treg-Zell Population auf? 

4. Welche Signaltransduktionswege und Transkriptionsfaktoren könnten bei diesen nicht auf 

die CsA Therapie ansprechenden AD Patienten differentiell reguliert sein?  
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7 Zusammenfassung 

 

Die AD ist eine T-Zell vermittelte, chronische, rezidivierende und entzündliche Erkrankung 

der Haut, die in schweren Fällen erfolgreich mit gering dosiertem CsA behandelt wird. Dabei 

führt das Immunsuppressivum CsA über die Inhibierung der Phosphatase CaN zur 

Blockierung der TZR vermittelten Signaltransduktionswege und nimmt somit Einfluss auf die 

TZR abhängige Entwicklung der T-Zellen.  

Es ist bekannt, dass suboptimale Stimulationsbedingungen im Mausmodell in vitro und in 

vivo zur Induktion von immunsuppressiven Treg-Zellen führen (59, 60). In der vorliegenden 

Arbeit war zu prüfen, ob die Therapie mit gering dosiertem CsA in den AD Patienten zu 

vergleichbaren, suboptimalen Stimulationsbedingungen für die T-Zellen führt und eine 

Modulation der Treg-Zell Population zu beobachten ist.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst ein Testsystem etabliert, das die Bestimmung der 

Effekte von biologisch aktivem CsA auf die Aktivierbarkeit von peripheren T-Zellen im Blut 

der zu untersuchenden AD Patienten ermöglicht. Hierfür erfolgte in ex vivo stimulierten 

Vollblutproben die durchflusszyometrische Bestimmung der CaN abhängigen und CsA 

sensitiven IL-2 Zytokin Expression und der Expression des Transkriptionsfaktors NFATc1 in 

CD3+ T-Zellen. Die in dieser Arbeit untersuchten AD Patienten zeigten während der Therapie 

mit gering dosiertem CsA (2,1 ± 0,4 mg/kg/d) signifikante Verbesserungen des 

Krankheitsbildes (n = 17; P < 0,001).  

Mit Hilfe des Vollbluttestsystems wurde eine signifikante Reduktion der IL-2 exprimierenden 

CD3+ T-Zellen um 53,1 ± 32,1 % (n = 24; P < 0,001) in den mit gering dosiertem CsA 

behandelten AD Patienten festgestellt. Neben dieser partiellen Inhibierung der T-Zell 

Aktivierbarkeit wurde eine signifikante Vergrößerung der Population an immunsuppressiven 

FoxP3+ CD4+ Treg-Zellen in den mit gering dosiertem CsA behandelten AD Patienten 

(n = 24) im Vergleich zu den unbehandelten AD Patienten (n = 20) gemessen. Die 

Frequenzen und absoluten Zellzahlen der Treg-Zellen stiegen um das 1,4 bzw. um das 1,5 

fache in den CsA behandelten AD Patienten an und waren über den untersuchten Zeitraum 

von bis zu 20 Wochen stabil. Die Treg-Zellen aus CsA behandelten und unbehandelten 

Patienten waren hierbei identisch hinsichtlich ihrer immunsuppressiven Aktivität in vitro, ihrer 

Expression charakteristischer Oberflächenmoleküle, wie CD25 und CD127, sowie ihrer 

Ausstattung mit dem Adhäsionsmolekül CLA, das eine Einwanderung in die Haut ermöglicht.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass AD Patienten von der Therapie mit gering 

dosiertem CsA profitieren. Die Daten legen nahe, dass der therapeutische Effekt der CsA 

Therapie neben einer verminderten T-Zell Aktivierbarkeit auch auf der Zunahme einer 

funktionell aktiven Treg-Zell Population beruhen kann. 
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8 Summary 

 

AD is a T-cell dependent chronic relapsing inflammatory skin disorder for which CsA has 

been shown to be an effective treatment for severe cases. CsA exerts immunosuppressive 

activity by inhibiting CaN dependent signal transduction pathways downstream of the TCR, 

thereby influencing TCR dependent cell fate decisions. 

It has been demonstrated in murine animal models, that subimmunogenic stimulation 

conditions promote Treg-cell inductions in vitro and in vivo (59, 60). The aim of this work was 

to investigate, whether low dose CsA therapy in AD patients leads to suboptimal T-cell 

stimulation conditions and modulation of the Treg cell compartment.  

In order to determine biologically active CsA in blood samples of CsA treated patients, a 

whole blood assay was established. Using flow cytometry, IL-2 and NFATc1 expression of 

CD3+ T-cells were measured in ex vivo stimulated whole blood samples to determine the T-

cell acitivatability in CsA treated AD patients. 

In this study it is shown that AD patients were successfully treated with low dose CsA 

(2.1 ± 0.4 mg/kg/d) indicated by an improvement of symptoms (n = 17; P < 0,001). Using the 

whole blood assay it could be demostrated, that TCR signaling in stimulated peripheral blood 

T-cells of CsA treated AD patients was reduced to 53,1 ± 32,1 % (n = 24; P < 0,001). Beside 

this partial inhibition of TCR signaling it could be shown, that low dose CsA treated AD 

patients (n = 24) had higher absolute numbers (1.5 fold change) and frequencies (1.4 fold 

change) of peripheral FoxP3+ CD4+ Treg-cells compared to untreated AD patients (n = 20). 

During low dose CsA therapy (up to 20 weeks) this enlarged Treg-cell population remained 

stable. In addition, low dose CsA therapy did not influence skin homing properties, 

expression of Treg-cell specific surface molecules like CD25 and CD127 and cell numbers of 

CD4+ /CD3+ or CD8+ T-cell subpopulations. 

The results of this work demonstrate that AD patients benefit from low dose CsA therapy. In 

conclusion, the therapeutic effect of low dose CsA therapy in AD patients could be mediated 

by a reduction of T-cell activatability and by an increase in functional Treg-cell numbers. 
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ACID   Aktivierungs-induzierte Zelltod 

AD   Atopische Dermatitis  

AP1   Activator Protein 1 

APC   Allophycocyanin 

ATP   Adenosin Triphosphat 

BSA   Rinderserumalbumin 

BZR   B-Zell Rezeptor 

cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 

CaM   Calmodulin 

CaN   Calcineurin 

CD   Cluster of differentiation 

CFDA-SE  Carboxyfluorescein Diacetat, Succinimidyl Ester 

CFSE   Carboxyfluorescein succinimidyl Ester  

CK1    Casein Kinase 1 

CRAC    Ca2+ release activated Ca2+ 

CsA   Cyclosporin A  

CLA    Cutaneous leucocyte-associated antigen 

CTLA4   Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

CyP   Cyclophilin 

DAG   Diacylglycerol 

DAPI   4„,6-Diamidino-2-phenylindol 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DZ   Dentritische Zelle 

ER   Endoplasmatischen Retikulum 

ERK 1/2   Extracellular signal regulated kinase ½ 

FACS   Fluoreszenz-vermittelte Zellsortierung 

FcεRI    Fcε Rezeptor I 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FoxP3   Forkhead box P3 

FSC   Vorwärtsstreulicht 

Gads    Grb2 related adapter downstream of Shc 

GITR   Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor 

GM-CSF   Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
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Grb2  Growth factor receptor bound protein 2 

GSK3  Glykogensynthase Kinase 3 

ICOS  Inducible co stimulator 

IDEC  Inflammatorische dendritische epidermale Zelle 

IDO Indoleamin-2,3-Dioxygenase 

IgE Immunglobulin E 

IL-2  Interleukin-2 

IκB  Inhibitor von NFκB 

IPEX Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked 

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat 

IP3 R  IP3 Rezeptoren 

ITAM Immunoreceptor tyrosin based activation motif 

Itk    IL-2 induced tyrosine kinase 

iTreg-Zelle  induzierte Treg-Zelle 

JNK    c-jun N terminal kinase 

K   Gesunder Kontrollspender 

LAG3   Lymphozyten Akivierungsgen 3 

LAT    Linker for activated T-cells 

LC   Langerhans Zelle 

LT   Lymphotoxin 

MACS   Magnetische Zellsortierung 

MAPK   Mitogenassoziierte Proteinkinase 

MEK    MAPK Erk Kinase 

MEKK1   MAPK/Erk Kinase Kinase 1 

MFI   Mittlere Fluoreszenzintensität 

MHC   Haupthistokompatibilitätkomplex 

MKK4    Mytogen activated protein kinase kinase 4  

MW   Mittelwert 

n   Anzahl der Studienteilnehmer 

NFAT   Nuclear factor of activated T-cells 

NFκB   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

nTreg-Zelle  natürlich vorkommende Treg-Zelle 

ORAI    Ca2+ release activated Ca2+ channel protein 

P   statistische Irrtumswahrscheinlichkeit 

PBMC   periphere mononukleäre Blutzellen 

PBS   phosphatgepufferte Salzlösung 

PE   Phycoerythrin 
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PIP2   Phosphatidylinositol 4,5 bisphosphat 

PI3K   Phosphatidylinositol 3 Kinase 

PJ   Propidiumjodid 

PKCθ    Proteinkinase θ 

PLCγ    Phospholipase Cγ 

PMA    Phorbol-12-myristyl-13-acetat 

PTK   Proteintyrosinkinase 

RANTES   Regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted 

RasGRP   Ras guanyl nucleotide releasing protein 

ROR   Retinoic acid-related orphan receptor 

RT   Raumtemperatur 

SCORAD   Scoring of atopic dermatitis 

SEB    Staphylococcus Enterotoxin B 

SD   Standardabweichung  

SLP76  Cytosolic adapter protein src homology 2 domain containing leukocyte 

phosphoprotein of 76 kDa 

SOS  Son of sevenless 

SSC Seitwärtsstreulicht 

STAT   Signal transducer and activator of transcription  

STIM    Stromal interaction molecule 

Teff-Zelle  Effektor T-Zelle 

Th-Zelle  Helfer T-Zelle 

TNF   Tumor Nekrose Faktor 

TSLP    Thymic stromal lymphopoietin 

TZR   T-Zell Rezeptor 

ZAP70   δ chain associated protein kinase of 70 kDa 

ZP   Zellteilungen pro Ausgangszelle 

[3H] TdR  Tritium markiertes Thymidin 
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