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Abkürzungen 

5-ASA 5-Aminosalicylsäure 

6MP 6-Mercaptopurin 

A. dest destilliertes Wasser, aqua destillata 

aMC Patient mit aktivem Morbus Crohn 

AP Aktivator Protein, activator protein 

APC Allophycocyanin 

BSA Rinderserumalbumin; bovine serum albumin 

CCL Chemokin (C-C Motif) Ligand 

CCR Chemokin (C-C Motif) Rezeptor 

CD Unterscheidungsgruppe, cluster of differentiation 

CED chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

CpG Cytosin-Phosphat-Guanin 

cpm Frequenzeinheit, counts per minute 

CTLA zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen, cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 

-Cy -Cyanin 

DNS Desoxyribonukleinsäure  

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

FACS Durchflusszytometrie; fluorescence-activated cell sorting 

FCS fetales Kälberserum; fetal calf serum 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

FOXP3 Forkhead-Box Protein 3 

Foxp3 Forkhead-Box Protein 3, Maus 

FOXP3 Forkhead-Box Gen 3, Mensch 

Foxp3 Forkhead-Box Gen 3, Maus 

FSC Vorwärtsstreulicht 

GIT Gastrointestinaltrakt 

GvHD Graft-versus-Host Erkrankung 

Gy Gray 

IFN Interferon 

IL Interleukin 
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iMC Patient mit inaktivem Morbus Crohn 

iTreg induzierte regulatorische T-Zelle 

MACS magnetisch aktivierte Zellsortierung; magnetic-activated cell sorting 

MAdCAM Integrin, mucosal addressin cell adhesion molecule 

MALT Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe, mucosa-associated 
lymphoid tissue 

MC Morbus Crohn 

MDC Chemokin, macrophage-derived chemokine 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex, major histocompatibility complex 

MLR gemischte Lymphozytenreaktion; mixed lymphocyte reaction 

NFAT Transkriptionsfaktor, nuclear factor of activated T-cells 

NOD Nukleotid-bindende Oligomerisierungs-Domäne 

nTreg natürliche regulatorische T-Zelle 

PBMC mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut; peripheral blood 
mononuclear cells 

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung; phosphate-buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction 

PE Phycoerythrin 

PerCP Peridinin-Chlorophyll 

RBCL Erythrozyten-Lysepuffer; red blood cell lysis buffer 

SMAD Wachstumsfaktor, similar to mother against decapentaplegic 

SSC Seitwärtsstreulicht  

STAT Transkriptionsfaktor, signal transducer and activator of transcription  

TARC thymusaktivitätsreguliertes Chemokin, thymus and activation regulated 

chemokine 

TCR  T-Zell-Rezeptor, T cell receptor 

TGF transformierender Wachstumsfaktor; transforming growth factor 

Th  T-Helfer-Zelle 

TiTreg TGFβ-induzierte regulatorische T-Zelle  

TNF Tumornekrosefaktor 

Treg regulatorische T-Zelle 
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TSDR Treg-spezifisch demethylierte Region 

VCAM  Adhäsionsmolekül, vascular cell adhesion molecule  

VLA Integrin, very late antigen 
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Abstrakt 

Background: Deficient immunoregulation through 

CD4+CD25+ Forkhead-box protein(FOX)P3+ regulatory T-cells (Treg) can cause 

Crohn´s disease. Therefore, Treg were phenotypically characterized. Establishing 

transforming growth factor (TGF)β induced Treg (TiTreg), effector T-cells can acquire 

FOXP3 expression in the presence of cytokine in vitro. Which progenitor T-cell 

subpopulation either naive or effector T-cells will generate TiTreg with regulatory 

function?  

 

Methods: Using flow cytometric analysis, the expression of CD127, CD49d and 

CD45RA were investigated. Naive and effector T-cells isolated from peripheral blood 

mononuclear cells via magnetic cell sorting were treated with anti-CD3/CD28 and in 

the presence of TGFβ and interleukin(IL)-2 in vitro. Suppressive capacity was 

assessed by mixed lymphocyte reactions.  

 

Results: Patients with Crohn's disease had significantly more 

CD4+CD25+CD127- T-cells than healthy donors, independent of treatment with 

infliximab or disease activity. Patients with Crohn's disease had significantly more 

activated Treg and equal resting Treg in comparison to healthy donors. Naive and 

effector T-cells give rise to approx. 60% -80% CD4+CD25+FOXP3+ T-cells from both, 

healthy donors and patients with CD. Only FOXP3+ T-cells TiTreg converted from 

naive CD4+ T-cells suppressed mixed lymphocyte reactions and express CCR4, beta7. 

 

Conclusions: The generation of TiTreg from naive T cells from patients was at least 

equally effective as from healthy donors. These cells express homing markers for 

potential migration to the inflammation.  
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Hintergrund: Ungenügende Immunregulation durch CD4+CD25+ Forkhead Box 

(FOX)P3+ regulatorische T-Zellen (Treg) kann Morbus Crohn verursachen. Treg 

wurden zunächst phänotypisch charakterisiert. Durch die Bildung von transformierten 

Wachstumsfaktor (TGF)β; -induzierten Treg (TiTreg) kann FOXP3 in T-Zellen in vitro 

induziert werden. Welche Vorläufer-T-Zell-Subpopulation entweder naiv (CD4+CD25-

CD45RA+) oder Effektor-T-Zellen (CD4+CD25-) erzeugt TiTreg mit regulatorischer 

Funktion? 

 

Methoden: Mit durchflusszytometrischen Analysen wurde die Expression von CD127, 

CD49d und CD45RA untersucht. Naive und Effektor-T-Zellen, die aus peripheren 

mononukleären Blutzellen durch magnetische Zellsortierung isoliert wurden, wurden 

in vitro mit anti-CD3/CD28 und in Gegenwart von TGFβ; und Interleukin(IL)-2 

behandelt. Die suppressive Kapazität wurde mit einer gemischte 

Lymphozytenreaktionen untersucht. 

 

Ergebnisse: Patienten mit Morbus Crohn hatten signifikant mehr 

CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen, unabhängig von der Behanldung mit Infliximab oder 

der Krankheitsaktivität. Patienten mit Morbus Crohn wiesen signifikant mehr aktivierte 

Treg und gleich viele ruhende Treg als Gesunde. Naive und Effektor T-Zellen ergeben 

ca. 60% -80% CD4+CD25+FOXP3+ T-Zellen. Nur FOXP3+ T-Zellen (TiTreg), die aus 

naiven CD4+ T-Zellen umgewandelt wurden, entwickeln suppressive Eigenschaften 

und exprimieren CCR4, beta7. 

 

Schlussfolgerungen: Die Bildung von TiTreg aus naiven T-Zellen von Patienten ist 

möglich. Diese Zellen exprimieren Homing-Marker für eine mögliche Migration zu der 

Entzündung. 
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1. Einleitung 

1.1 Morbus Crohn 

Diagnostik und Bewertung des Krankheitsverlaufs 

Morbus Crohn ist eine chronisch entzündliche Darmerkrankung (CED), die 

schubförmig verläuft und transmural alle Wandschichten des Intestinums erfassen 

kann [1]. Als histomorphologisches Charakteristikum der Entzündung können 

Epitheloidzellgranulome ausgebildet werden [2]. Die Inzidenz beträgt 4/100.000 

Einwohner pro Jahr und die Prävalenz zwischen 30 - 50/100.000 Einwohner in 

Deutschland [3]. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 15-34 Jahren [1]. Die 

Symptome sowie die extraintestinale Ausprägung sind sehr variabel. Dazu gehören 

kolikartige, abdominelle Schmerzen, meistens im rechten Unterbauch, chronische 

Diarrhö, Gewichtsverlust, Fieber und allgemeine Krankheitszeichen [4]. 

Mit der Montreal-Klassifikation wird die Erkrankung beschrieben und systematisiert 

(Tabelle 1) [5]. 

Tabelle 1: Montreal-Klassifikation des Morbus Crohn. Modifiziert nach Satsangi [5]. 

Parameter Klassifikation Merkmal 

Alter bei Erstdiagnose A1 <16 Jahre 

A2 17-40 Jahre 

A3 >40 Jahre 

Lokalisation L1 terminales Ileum 

L2 Kolon 

L3 Ileokolon 

L4 oberer und unterer Gastrointestinaltrakt 

Verhalten (behavior) B1 nicht strikturierend, nicht fistulierend 

B2 strikturierend 

B3 intern penetrierend 

B3p perianal penetrierend 

B4 perianaler Befall 

 

Zentrale Parameter, die auch für die Einschätzung des Krankheitsverlaufes und der 

Entscheidung für die Therapieform eine Rolle spielen, sind das Alter bei der 
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Erstdiagnose, die genaue Lokalisation entzündeter Bereiche und die mit behavior 

bezeichnete Beschreibung des Krankheitsverhaltens, also nur entzündlich oder 

strikturierend oder auch penetrierend mit Fisteln. Ein 30-jähriger Patient mit einem 

Befall des terminalen Ileums und nicht strikturierenden und nicht fistulierenden Verlauf 

würde als A2, L1, B1 klassifiziert werden.  

Morbus Crohn ist häufig sowohl mit Komplikationen als auch mit extraintestinalen 

Manifestationen assoziiert. Komplikationen sind unter anderem die Entstehung eines 

mechanischen Ileus durch Stenosen oder Strikturen, Fisteln (enteroenterisch, -vesikal, 

-vaginal, -kutan und perianal), Fissuren, Abszesse, orale Aphten. Die häufigsten 

extraintestinalen Manifestationen sind Arthralgien, Erythema nodosum oder Pyoderma 

gangraenosum, Uveitis und Erkrankungen des hepatobiliären Systems wie z.B. die 

primär sklerosierende Cholangitis [6]. 

Neben den einordnenden Kriterien der Montreal-Klassifikation werden anhand der 

klinischen Symptome und des Befallsmusters Aktivitätsindizes gebildet, um das 

Ausmaß der Symptomatik im Verlauf der Erkrankung quantitativ bewerten zu können 

(Tabelle 2).  

Tabelle 2: Harvey-Bradshaw-Score zur Beurteilung der Aktivität des Morbus Crohn. 
Modifiziert nach Harvey und Bradshaw [7]. 

Klinische Parameter Wert Merkmale 

Allgemeinbefinden 0 gut 

1 beeinträchtigt 

2 schlecht 

3 sehr schlecht 

4 unerträglich 

Abdominelle Schmerzen 0 keine 

1 leicht 

2 mittel 

3 stark 

Anzahl der flüssigen Stühle 1 pro Stuhlgang pro Tag 

Abdominelle Resistenz 0 nein 

1 fraglich 

2 sicher 
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3 

 

sicher und schmerzhaft 

 

Komplikationen* 

 

 

 

 

Arthralgie, Uveitis, Erythema nodosum, 
orale Aphten, Pyoderma gangraenosum, 
Analfissur, neue Fistel, Abszess 

 

Gesamtsumme <4 wird als Remission 
gewertet 

*Bewertung mit je einem Punkt 

 

Der Harvey-Bradshaw-Score aus den 1980er Jahren bewerten fünf klinische 

Parameter separat hinsichtlich des Schweregrades ihrer Ausprägung, die anhand 

einer ausführlichen Anamnese erhoben werden. Ein Harvey-Bradshaw Score unter 4 

Punkten wird als Remission gewertet.  

 

Immunaktivierung 

Genetische Prädisposition, Veränderung der intestinalen Mikrobiota und der 

intestinalen Barriere sowie bestimmte Umwelteinflüsse wie Wohnort und 

Nikotinabusus werden als Risikofaktoren für die Entstehung des Morbus Crohn 

diskutiert [8].  

In Inzidenzstudien wird ein weltweites Nord-Süd- sowie Stadt-Land-Gefälle beobachtet 

[9]. Nach der Hygiene-Theorie tritt Morbus Crohn vor allem in Ländern mit einem 

hohen Sauberkeitsstandard auf [10]. Des Weiteren ist der Zusammenhang zwischen 

Tabakrauch und dem Ausbruch der Erkrankung gut untersucht [11].  

Die intestinale Mikrobiota variiert in Abhängigkeit zeitlicher [12], individueller [13, 14], 

diätetischer [15] und medikamentöser Faktoren [16]. Studien des Mikrobioms bei 

Patienten mit Morbus Crohn zeigen eine Dysbiose mit reduzierter Diversität [17, 18]. 

Die intestinale Barriere bietet den ersten Schutz vor Pathogenen [19]. Der Mukusfilm 

ist bei Patienten mit Morbus Crohn nachweislich reduziert [20]. Zudem sind die 

Schlussleisten (Tight Junctions) zwischen den einzelnen Epithelzellen bei Patienten 

mit Morbus Crohn undicht [21]. Von Bedeutung ist auch eine gestörte Toleranz 

gegenüber der intestinalen Mikrobiota.  
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Genetische Faktoren wie bestimmte Mutationen im zytosolischen Rezeptor Nukleotid-

bindende Oligomerisierungs-Domäne (NOD)2 erhöhen die Wahrscheinlichkeit des 

Auftretens eines Morbus Crohn beim Menschen [22]. Der individuelle 

Krankheitsverlauf kann durch das Vorliegen von NOD2-Mutationen jedoch nicht 

prognostiziert werden. Da Morbus Crohn durch eine erhöhte Expression pro-

inflammatorischer Zytokine charakterisiert ist, lag bisher die Vermutung nahe, dass 

eine genetische Mutation zu einer erhöhten Freisetzung dieser Zytokine führt. NOD2 

ist als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr an der Erkennung bakterieller 

Bestandteile beteiligt [23]. Nach Stimulation von NOD2 wird über bestimmte Kinasen 

der NF-kappa-B-Signalweg aktiviert. Damit kommt es zu einer erhöhten Expression 

von pro-inflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Interleukin 

(IL)-1 und IL-12 [24,25]. Des Weiteren führen NOD2-Polymorphismen zu einer 

reduzierten Autophagie von invasiven Bakterien durch Makrophagen, was zu einer 

reduzierten Effektor-T-Zell-Antwort führt [26]. 

Morbus Crohn geht also mit einer Immundysbalance im Sinne einer übermäßigen 

Aktivierung der pro-inflammatorischen Komponenten und einer verringerten Aktivität 

gegensteuernder, anti-inflammatorischer Mechanismen einher [27, 28]. Neben dem 

angeborenen Immunsystem spielt auch das adaptive Immunsystem bei Morbus Crohn 

eine kritische Rolle [29, 30, 31]. Durch die Verwendung von spezifischen 

Mausmodellen untersuchte die Arbeitsgruppe um Bamias die Hypothese, dass der 

natürliche Verlauf der Ileitis durch mehrere immunologisch unterschiedliche Phasen 

charakterisiert werden kann und auch T-Helfer-Zell (Th)2-Immunreaktionen in der 

Erhaltungsphase der Ileitis wichtig sein können [32]. Der Beginn der Erkrankung geht 

mit einer erhöhten Produktion der Th1-Typ-Zytokine TNF-α und Interferon (IFN)-γ 

einher, gefolgt von einer chronischen Phase, die mit einer fortgesetzten, erhöhten 

Produktion von Th1-Zytokinen verbunden ist, aber auch ein erhöhtes Niveau der 

Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 aufweist [32]. Jüngste Studien haben die Rolle der IL-12/ 

IL-23 und IL-17 Blockade als neuartige Therapie für Patienten mit Morbus Crohn 

untersucht, was unter anderem zu der Zulassung des monoklonalen Antikörpers 

Ustekinumab für die Behandlung der Erkrankung führte [33]. 
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Therapieoptionen 

Eine kausale Therapie des Morbus Crohn ist bis heute nicht möglich. Die aktuellen 

Therapieoptionen zielen auf eine Verringerung der Entzündung im Darm, den Erhalt 

des Organes und somit eine Verbesserung der Lebensqualität ab. Alle heute 

eingesetzten Therapieformen sind mit systemischen Nebenwirkungen behaftet [34] 

(Tabelle 3). 

Tabelle 3: Medikamentöse Therapie des Morbus Crohns in Abhängigkeit der 
Krankheitsaktivität. Modifiziert nach der S3 – Leitlinie „Diagnostik und Therapie des 
Morbus Crohns“ von 2014. 

Medikament Krankheitsaktivität Remissionserhaltung Fistelabheilung 

5-ASA* leicht bis mäßig k.A.** k.A.** 

Budesonid leicht bis mäßig nein nein 

Glukokortikoide mäßig bis schwer nein k.A.** 

Azathioprin/6-MP* mäßig bis schwer ja ja 

Methotrexat mäßig bis schwer ja n.b.** 

TNF*-α-Antikörper mäßig bis schwer ja ja 

Ustekinumab mäßig bis schwer ja k.A.** 

Vedolizumab mäßig bis schwer ja k.A.** 

 

*Abkürzungen: 5-ASA, 5-Aminosalicylsäure; 6-MP, 6-Mercaptopurin; TNF, 
Tumornekrosefaktor; **k.A., keine Aussage; n.b., nicht beobachtet 

 

Eine leichte bis mäßige Krankheitsaktivität mit Ileozökalbefall kann mit dem 

Glukokortikoid Budesonid therapiert werden [35]. Vorteile sind die hohe topische 

Aktivität und die niedrige systemische Wirkung [36]. Bei stärkerer Krankheitsaktivität 

sind initial systemische Glukokortikoide wie Prednisolon wirkungsvoll [37, 38]. Die 

Steroidtherapie sollte jedoch aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen keine 

Dauertherapie darstellen. Bei steroidrefraktären Verläufen werden andere 

Arzneimittelgruppen wie die klassischen Immunsuppressiva Azathioprin sowie 6-

Mercaptopurin (MP) aus der Gruppe der Purinanaloga, Methotrexat oder Antikörper 
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wie Infliximab, Ustekinumab, Vedolizumab [39, 40] verwendet. Das Ziel jeder Therapie 

ist die Remission. In wenigen Fällen kann in der Remission auf eine dauerhafte 

Medikation verzichtet werden [41]. Die weitere medikamentöse Therapie in der 

Remission ist abhängig vom Krankheitsverlauf [42]. Bei komplizierten Verläufen 

können Azathioprin oder 6-MP zur Remissionserhaltung eingesetzt werden [43, 44]. 

Wird unter dieser Therapie mit Purinanaloga kein Remissionserhalt erreicht, kann 

Methotrexat, ein Folsäure-Antagonist, eingesetzt werden. Bei einigen Patienten führte 

die Behandlung mit Präparaten, die das pro-inflammatorische Zytokin TNF-α blocken 

– TNF-α-spezifische monoklonale Antikörper, z.B. Infliximab, Adalizumab oder 

Certolizumab-Pegol – zu einem Therapieerfolg [45, 46, 47]. Als Reservemedikamente 

stehen Vedolizumab und Ustekinumab zur Verfügung. Diese können eingesetzt 

werden, wenn Patienten auf die oben beschriebenen Medikamente nicht gut genug 

angesprochen haben oder diese aufgrund von Kontraindikationen nicht eingesetzt 

werden können [48, 49]. Vedolizumab ist der erste für Morbus Crohn zugelassene 

Migrationshemmer in Deuschland. Vedolizumab ist ein monoklonaler Antikörper, der 

spezifisch an das α4ß7-Integrin bindet. Integrine sind zelluläre 

Adhäsionstransmembranproteine, die die Passage über das Endothel in das 

Darmgewebe vermitteln [50]. Das α4β7-Integrin vermittelt selektiv die Migration 

von T-Zellen in die intestinale Mukosa [51]. Damit wird die Infiltration von Lymphozyten 

in den Darm verhindert, was zu einer darmspezifischen Entzündungshemmung führt 

[52]. Ustekinumab ist gegen die Zytokine IL-12/IL-23 gerichtet. 

Allen bisher verfügbaren medikamentösen Therapieformen ist gemeinsam, dass sie 

wegen ihrer systemischen Wirkung auf das Immunsystem mit verschiedenen 

Nebenwirkungen verbunden sind. 

So setzt der Einsatz von Budesonid eine intakte Leberfunktion voraus und kann in 

höheren Dosen die gleichen Nebenwirkungen aufweisen wie systemische Steroide 

[35]. Die längere Einnahme von Steroiden erhöht das Infektions- [53] und 

Osteoporoserisiko [54] und kann zu Nebennierenrindenfunktionsstörungen mit 

Cushing-Syndrom führen [55].  

Azathioprin und 6-MP können Übelkeit, Erbrechen sowie eine Pankreatitis 

verursachen [56]. Bei der Einnahme von Azathioprin kann es zu einer 

Leberwerterhöhung kommen [57]. Bei beiden Präparaten können schwere 

Leukopenien entstehen [58]. Zudem führt der Einsatz von Immunsuppressiva zu einer 
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erhöhten Infektneigung und kann zu einer Reaktivierung von Tuberkulose [59] oder 

Virus-Hepatitiden [60] führen. Ein leicht erhöhtes Risiko für maligne Erkrankung wie 

Nicht-Melanom-Hautkrebs und Lymphome wird beschrieben [61] .  

Infliximab und Adalizumab können zu schweren allergischen Reaktionen und einer 

erhöhten Neigung zu viralen Infekten führen. Eine Kombinationstherapie von TNF-α-

Antikörpern und Thiopurinen kann das Risiko für Lymphome zusätzlich erhöhen [62, 

63, 61].  

Vedolizumab zeigt in einem Beobachtungszeitraum von fünf Jahren bisher ein 

positives Sicherheitsprofil. Es gibt keine Hinweise für ein erhöhtes Risiko schwerer 

opportunistischer Infektionen und die Rate an malignen Erkrankungen ist vergleichbar 

mit der im restlichen Morbus Crohn Patientenkollektiv. Die am häufigsten 

aufgetretenen Nebenwirkungen waren im Allgemeinen mild und beinhalteten 

Nasopharyngitiden, Kopfschmerzen, Arthralgien und Übelkeit [64]. 

Ustekinumab ist mit Kopfschmerzen und leicht erhöhten Infektionsraten des 

Nasopharynx assoziiert [65, 66] 

Der Zuwachs an Wissen auf dem Gebiet der Immunologie, insbesondere das 

Verständnis zu Grunde liegender zellulärer und molekularer Mechanismen, eröffnet 

auch die rationale Entwicklung neuartiger Therapieformen. Aktuell werden unter 

anderem Antikörper gegen weitere pro-inflammatorische Zytokine oder 

Adhäsionsmoleküle sowie Wachstumsfaktoren, koloniestimulierende Faktoren und 

Fusionsproteine auf ihre Wirksamkeit bei CED untersucht. Im Hinblick auf die gute 

Wirksamkeit von TNF-α-Antikörpern wurden weitere Strategien gegen pro-

inflammatorische Zytokine untersucht. Während Infliximab und Adalizumab sich als 

effektiv bei Morbus Crohn erwiesen, hatten lösliche TNF-α-Rezeptor Antikörper wie 

Etanercept [67] und Onercerpt [68] keine Wirkung. 

 

1.2  Regulatorische T-Zellen  

Eigenschaften 

Supprimierende T-Zellen wurden erstmals in den frühen 1980er Jahren beschrieben, 

sind aber, aufgrund der technischen Schwierigkeiten, diese Zelltypen genau zu 

erfassen, zunächst wissenschaftlich im Hintergrund geblieben [69]. Erst Mitte der 
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1990er Jahre wurden sie von Sakaguchi et al., die eine Population von cluster of 

differentiation (CD) 4+ T-Zellen beschrieben, welche CD25, die α-Kette des IL-2-

Rezeptors stark exprimiert und regulatorische Eigenschaften besitzt, in den Fokus der 

Forschung zurückgeholt worden [70]. 

Regulatorische T-Zellen (Treg) stellen 4-10% der Gesamtfraktion der CD4+ T-Zellen 

im peripheren Blut dar und spielen eine zentrale Rolle für den Erhalt der 

immunologischen Homöostase im Darm und in der Verhinderung von 

Autoimmunerkrankungen [71]. Treg erkennen durch ihren T-Zellrezeptor (TCR) 

bestimmte Peptidantigene, die an den Haupthistokompatibilitätskomplex, major 

histocompatibility complex (MHC)-II, gebunden sind [72]. Sie inhibieren autoreaktive 

Lymphozyten durch verschiedene Mechanismen, u.a. sezernieren sie die anti-

inflammatorischen Zytokine IL-10 [73] und den transformierenden 

Wachstumsfaktors (TGF)β [74] oder vermitteln die Zytolyse durch die Expression von 

Granzymen und des zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen, cytotoxic T-lymphocyte-

associated antigen (CTLA)4 [75, 76]. 

Ein wichtiger Marker für die Analyse von Treg ist die konstitutive Expression des 

intrazellulären Forkhead-Box Proteins (FOXP)3 [77, 78]. Die intrazelluläre Färbung für 

den Transkriptionsfaktor FOXP3 ist eine etablierte Methode Treg zu identifizieren [79]. 

Eine Anreicherung lebender Treg für Untersuchungen in vivo oder für therapeutische 

Zwecke ist über dieses Protein jedoch nicht möglich. Ein weiterer Nachteil ist, dass 

FOXP3 transient auch in aktivierten T-Zellen exprimiert werden kann [80] und somit 

eine stabile Treg-Population nicht hinreichend beschreibt [81]. Die FOXP3-Aktivierung 

führt zu einer Expression des Transkriptionsfaktors, nuclear factor of activated T cells 

(NFAT), der die Hochregulierung von CTLA4 und CD25 auslöst. Treg exprimieren auf 

der Zelloberfläche CD25, die α-Kette des IL-2-Rezeptors [82]. CD25 wird auch auf 

aktivierten T-Zellen exprimiert und ist nicht spezifisch für Treg [83]. Treg exprimieren 

jedoch mehr CD25 (CD25++) als T-Zellen [70] und können lokales IL-2 absorbieren 

und so dieses Wachstumszytokin anderen T-Zellen entziehen.  

Moleküle wie das Adhäsionsmolekül αE/CD103 [84] und der G-Protein-gekoppelte 

Rezeptor 83 [85] werden ebenfalls durch Treg exprimiert.  

Der IL-7-Rezeptor befindet sich auf der Zelloberfläche von T-Zellen und besteht als 

Heterodimer aus zwei Proteinuntereinheiten: Interleukin-7-Rezeptor-α (CD127) und 
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Common-γ-Kettenrezeptor (CD132) [86]. Veränderungen des IL-7-Rezeptors spielen 

eine Rolle bei der Entstehung von Lymphomen [87] und rheumatoider Arthritis [88]. 

Studien im Menschen zeigen, dass Treg CD127, die α-Kette des IL-7-Rezeptors nicht 

exprimieren [89]. Diese CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen wurden bereits 2007 als 

suppressiv beschrieben, sowohl in einem entzündlichen Milieu wie auch bei gesunden 

Spendern [89, 90, 91]. Zwischen der Expression von CD127 (Teil der α - Kette des 

IL-7 Rezeptors) und der FOXP3-Expression besteht eine inverse Korrelation [92].  

CD49d entspricht der α4 Untereinheit des very late antigen (VLA)-4 Integrins. Der 

Komplex aus α4 und β1 wird als VLA-4 bezeichnet [93] Das Integrin α4 ist ein 

Zelladhäsionsmolekül und bildet mit dem β1 und β7 einen für das Adhäsionsmoleküls 

vascular cell adhesion molecule ( [94]. Das Integrin α4 hat bereits als Ligand des 

Medikaments Natalizumab große Bedeutung in der Therapie der Multiplen Sklerose 

erhalten [95]. CD49d wird auf 80% der mononukleären Zellen des peripheren Bluts 

(PBMC) exprimiert, nicht jedoch auf CD4+ CD25+ FOXP3+ Treg [89, 90]. Durch die 

Abwesenheit von CD49d kann zwischen nicht supprimierenden, pro-inflammatorische 

Zytokine produzierenden CD4+ CD25+ T-Zellen und Treg unterschieden werden [89]. 

Die CD127- CD49d- T-Zellen sind laut der Arbeitsgruppe von Kleinewietfeld 

suppressiv wirksam und nicht in der Lage pro-inflammatorische Zytokine zu 

produzieren [89].  

 

Klassifizierung 

Treg, die als FOXP3+ CD25++ CD4+ T-Zellen beschrieben sind, werden in zwei 

Gruppen, die natürlichen Treg (nTreg) und die induzierten Treg (iTreg), unterteilt [96]. 

Die nTreg werden im Thymus aus Lymphozytenvorläufern generiert und erkennen 

Autoantigene, die im Thymus exprimiert werden [97, 98]. Sie sind von der Expression 

des Autoimmunregulators oder AIRE genannten Transkriptionsfaktors abhängig und 

erkennen vor allem auto-reaktive Effektor-T-Zellen [99]. Die Bildung der nTreg ist 

unabhängig von TGFβ und IL-2 [100, 101, 102]. Der Suppressionsmechanismus 

verläuft über Zell-Zell-Kontakt und über negatives Feedback durch das Molekül CTLA4 

[103].  

Im Gegensatz zu den nTreg entstehen iTreg in der Peripherie [104, 96] und befinden 

sich in den mesenterialen Lymphknoten und im darmassoziierten lymphatischen 



15 

Gewebe [105]. iTreg sind besonders an intestinalen Mukosaoberflächen 

vorherrschend, wo Toleranz gegen verschiedene Antigene der Mikrobiota notwendig 

ist [106]. Darüber hinaus enthält die aufgenommene Nahrung eine Fülle von 

Antigenen. Immunreaktionen gegen  Nahrungsmittelbestandteile können aktiv 

unterdrückt werden [107]. Der Gastrointestinaltrakt ist das größte Reservoir für iTreg 

des Gewebes. Neuere Studien zeigen, dass Treg auch im viszeralen Fettgewebe stark 

angereichert sind [108]. Welches Mikromilieu die Entstehung von iTreg vermittelt, ist 

im Detail noch nicht bekannt. Sicher scheint aber zu sein, dass sie durch TGFβ 

gesteuert wird [109]. Der T-Zellwachstumsfaktor IL-2 ist essentiell für die Proliferation 

der iTreg, da er die TGFβ-induzierte Apoptose verhindert [110, 111]. iTreg erkennen 

Gewebs- und Fremdantigene [80] und supprimieren das Immunsystem durch die 

Bildung inhibitorischer Zytokine wie IL-10 und TGFβ. Der Einfluss kommensaler 

Bakterien des Darms auf die Bildung von Treg wurde bei keimfreien Mäusen 

untersucht, die eine verringerte Anzahl an Treg im Vergleich zu normal kolonisierten 

Mäusen aufwiesen [112]. Dendritische Zellen in der Lamina propria sezernieren TGFβ 

und tragen so in vivo zur Konversion von CD4+ T-Zellen zu iTreg bei [113]. Damit 

bietet der Darm ein Milieu für die Induktion von iTreg. 

In vitro können CD4+ T-Zellen über Antikörper-vermittelte Stimulation mit anti-CD3- 

und anti-CD28-Antikörpern in Gegenwart von TGFβ zu iTreg konvertiert werden [80]. 

Mittels der Transkriptionsfaktoren signal transducer and activator of transcription 

(STAT)3 und NFAT aktiviert TGFβ das Foxp3-Gen [114]. Blockiert man in vitro die 

Wirkung von TGFβ, entsteht kein regulatorischer Phänotyp der CD4+ T-Zellen [115]. 

Zur Abgrenzung von in vivo vorkommenden iTreg bezeichnet man diese Zellen daher 

TGFβ-induzierte Treg (TiTreg) [116]. Werden solche TiTreg in Mausmodellen der 

Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) oder einer chronisch allergischen 

Lungenentzündung eingesetzt, so wirken sie ebenfalls als potente Inhibitoren der 

Wirkung von Effektor-T-Zellen in vivo [117, 118].  

Es gibt wenige Hilfsmittel zur Differenzierung von nTreg und iTreg. Die meisten 

Moleküle, die eine erhöhte Expression auf Treg zeigen (zum Beispiel CD25, CTLA4) 

scheinen durch die Foxp3-Transkriptionsaktivierung beeinflusst zu sein und werden 

daher in ähnlicher Weise auf iTreg- und nTreg-Zellen exprimiert [119]. Einzig der 

Methylierungsstatus des Foxp3-Genortes erlaubt die Unterscheidung in nTreg- und 

iTreg-Subpopulationen. In nTreg ist ein definiertes Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG)-
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Motiv im Exon 1 des Foxp3-Genlocus demethyliert, die so genannte Treg-spezifisch 

demethylierte Region (TSDR). Es gibt Hinweise, dass die TSDR bei TiTreg nur 

teilweise demethyliert ist [79] und dass FOXP3 in TiTreg nicht stabil exprimiert wird 

und die Expression nach Restimulation meist verloren geht [120]. 

Die exakte T-Zell-Ausgangspopulation für iTreg ist bis heute unklar. Hoffmann et al. 

postulieren, dass nur naive CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen zu stabilen iTreg 

differenzieren [121, 109]. Andere Arbeitsgruppen beschreiben, dass auch 

unfraktionierte CD4+ CD25- T-Zellen in vitro [114, 122] und in vivo [101] zu Foxp3-

exprimierenden Zellen konvertieren können. Zudem schlagen Miyara et al. eine 

Aufteilung der Treg in drei Subpopulationen vor, welche anhand der Expression von 

FOXP3 und CD45RA erfolgt:  

CD25++ CD45RA- FOXP3+ aktivierte Gedächtnis-Treg (aTreg), 

CD25+ CD45RA+ FOXP3+ ruhende Treg (rTreg) und schließlich die 

CD25+ CD45RA- FOXP3-exprimierenden Zellen ohne regulatorische Funktion, 

welche pro-inflammatorische Zytokine produzieren [71]. Das Verhältnis dieser 

Subpopulationen untereinander unterscheidet sich bei chronischen Erkrankungen 

[71].  

Aufgrund ihrer suppressiven Eigenschaft sind Treg potentielle Angriffspunkte für eine 

Zelltherapie im Rahmen von chronischen Entzündungen wie der CED. 

 

Migration 

Die Migration von Lymphozyten aus dem Blutstrom in einen Inflammationsherd im 

Gewebe wird über Membranrezeptoren dirigiert. Besonders die Chemokin 

Rezeptoren, die zur Familie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren gehören, sowie 

Integrine sind hier entscheidend [123]. Treg aus dem Blut verlassen die Zirkulation, 

passieren zunächst die mesenterialen Lymphknoten und gelangen dann in die 

intestinale Mukosa [84]. In den mesenterialen Lymphknoten werden Treg aktiviert und 

beginnen spezifische Chemokin Rezeptoren für das Homing in die intestinale Mukosa 

zu exprimieren [124] wie z.B. Chemokin (C-C Motif) Rezeptor (CCR) 4 [125, 126]. Es 

gibt auch Hinweise dafür, dass nTreg zunächst das entzündete Gewebe durch die 

Chemokine CCR2, CCR4, CCR5 und die E- und P-Selektine erreichen und im 

Anschluss daran in die zugehörigen Lymphknoten durch die Chemokin Rezeptoren 
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CCR2, CCR5 und CCR7 einwandern [127]. Im Gegensatz dazu scheinen iTreg zuerst 

in die Lymphknoten einzuwandern und erst im zweiten Schritt den Ort der Entzündung 

zu erreichen [127]. Denkbar ist, dass iTreg erst in den Lymphknoten, mit Hilfe von dort 

ortsständigen dendritischen Zellen, in Gegenwart von Retinolsäure generiert werden 

[128] und erst danach Integrine exprimieren, welche die Einwanderung in die Mukosa 

ermöglichen [129]. Im Mausmodel  wurde gezeigt, dass Treg bereits vor dem Erreichen 

des Zielorgans IL-10 und TGFβ produzieren und damit die Akkumulation und 

Proliferation von Effektor-T-Zellen in den Lymphknoten und den sekundär 

lymphatischen Organen verhindern [127].  

Für den ursprünglich als konstitutiv im Thymus exprimiert beschriebenen Chemokin 

(C-C Motif) Ligand (CCL)17 und das aus Makrophagen stammende Chemokin CCL22 

ist eine erhöhte Konzentration in der intestinalen Mukosa bei Patienten mit 

Morbus Crohn nachgewiesen [130, 131]. Beide Chemokine binden an den Rezeptor 

CCR4, der auf der Oberfläche von Treg vorliegt, und beeinflussen deren Migration. 

CCR4 wurde ursprünglich als ein Chemokin Rezeptor für das Homing in die Haut [132, 

133] beschrieben. Mittlerweile ist seine Bedeutung für das Homing in den Darm durch 

viele Mausmodelle unbestritten [134, 135]. Die Liganden thymus and activation 

regulated chemokine (TARC) und macrophage-derived chemokine (MDC), werden 

von dendritischen Zellen in der Lamina propria produziert [135]. Daher sind in der 

gesunden Mukosa reichlich CCR4+ Treg zu finden [136]. Eine Gruppe von Integrinen, 

die die β7-Untereinheit rekrutieren und mit dem mucosal addressin cell adhesion 

molecule (MAdCAM)1 in Epithelzellen des Darmes interagieren, beeinflussen die 

Wanderung der Lymphozyten in die Peyerschen Plaques und mesenterialen 

Lymphknoten [137]. In den ersten drei Lebensjahren vollziehen die Treg einen Tausch 

von einem naiven Treg-Phänotyp, der das Darm-Homing Integrin α4β7 ausprägt, zu 

einem Gedächtnisphänotyp, der CCR4 exprimiert [138].  

Für nTreg wird also angenommen, dass sie ähnliche Migrationsmoleküle wie 

Effektor-T-Zellen exprimieren, das heißt CCR7 und CD62L für das Homing in die 

sekundären lymphatischen Organe [139]. Im Gegensatz dazu sind iTreg selten in den 

sekundärlymphatischen Organen zu finden. iTreg haben ein höheres Repertoire an 

Darm-Homing-Chemokinen wie CCR9 und Integrin β7 [137]. 

Die Expressionanalyse der Chemokin Rezeptoren CCR4 und der β7-Untereinheiten 

von Integrinen auf Treg gestattet eine Aussage über das Potential dieser Zellen, z.B. 
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in die intestinale Mukosa einzuwandern und dort eine lokale Immunantwort zu 

beeinflussen [134, 137].  

 

1.3 Die Rolle von Treg bei Patienten mit Morbus Crohn 

Morbus Crohn betrifft die größte Oberfläche des Menschen, den Gastrointestinaltrakt 

(GIT). Im GIT spielt die Homöostase von Epithelzellen, Tight Junctions, Makrophagen, 

dendritischen Zellen und Lymphozyten für die Erhaltung der Immuntoleranz und der 

Kommunikation mit der Umwelt eine große Rolle [140]. So entwickeln Treg-depletierte 

Mäuse eine Autoimmungastritis, Thyreoiditis, Diabetes mellitus und chronische 

Entzündungen des GIT und werden als scurfy-Mäuse bezeichnet [141]. Eine 

Entsprechung findet dieses Maus-Modell im IPEX-Syndrom des Menschen (Immun 

Dysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-linked) [142]. Hierbei handelt es 

sich um eine tödlich verlaufende Erkrankung, die mit einer Mutation im FOXP3-Gen 

und einer Dysfunktion von Treg einhergeht [143]. Die Patienten entwickeln 

Autoantikörper und leiden an einer chronischen Enteritis, Diabetes mellitus und 

Thyreoiditis [144]. Eine weitere, häufigere Erkrankung, die mit einer chronischen 

Entzündung des GIT einhergeht, ist der in dieser Arbeit untersuchte Morbus Crohn. In 

entzündeten Darmläsionen vom Patienten mit Morbus Crohn sind erhöhte Spiegel an 

Th-assoziierten Zytokinen einschließlich IFN-γ , IL-12, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23 

nachgewiesen [31]. Es ist jedoch unbekannt, ob das Übermaß an aktivierten Th1- und 

Th2-Zellen in Patienten mit Morbus Crohn das Ergebnis eines rein numerischen 

Mangels an FOXP3+ Treg, eines Funktionsfehlers, einer Resistenz von 

Effektor-T-Zellen zur Suppression oder einer Kombination dieser Möglichkeiten ist. 

Daran wird die Bedeutung von FOXP3+ Zellen im Rahmen von Immunerkrankungen 

deutlich. Der genaue Mechanismus für die Dysregulation der Treg bei Patienten mit 

Morbus Crohn ist nicht vollständig geklärt, es ist jedoch klar, dass es mehr sein muss 

als nur eine numerische Verminderung der Treg [145].  

Zusammenfassend besitzen Treg vermutlich eine wichtige Funktion bei der 

Pathogenese des Morbus Crohn. Auf welche Weise und auf welchen Ebenen ihre anti-

inflammatorische Wirkung gestört ist, ist bisher nicht klar. 
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1.4 Treg in der Zelltherapie 

Treg könnten aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Wirkung eine mögliche Ergänzung 

zu den bisherigen medikamentösen Therapien darstellen. Generell sind zum 

Verständnis der Mechanismen beim therapeutischen Einsatz von Treg noch viele 

Fragen offen. Powrie et al. zeigten bereits 1993 in einem Mausmodell, dass der 

gleichzeitige Transfer von Treg, die nicht in nTreg und iTreg unterschieden wurden, 

mit Effektor-T-Zellen die Entstehung der Kolitis verhindert [146, 144]. Darüber hinaus 

konnten Mottet et al. nachweisen, dass der Transfer von Treg aus dem peripheren Blut 

vom Mäusen eine Kolitis sogar heilen kann [148]. 

Bisher ist sicher, dass eine Störung der Treg eine Rolle bei der Entstehung von 

Erkrankungen wie etwa CED, Diabetes mellitus Typ 1, GvHD und Rheumatoider 

Arthritis bei Menschen spielt [149, 150, 151]. In diesem Kontext stellt die Zelltherapie 

mit Treg zur Wiederherstellung der Balance eine hypothetische Therapieoption bei 

diesen Patienten dar. Erste zelltherapeutische Erfahrungen gibt es bereits aus der 

GvHD, einer starken akuten oder chronischen Immunreaktion nach allogener 

Stammzelltransplantation, bei der Spender- T-Zellen aus dem Transplantat gegen 

Organstrukturen des Empfängers reagieren [152, 153]. Die Symptome äußern sich 

häufig an Haut, Darm, Leber und Auge, wobei die Lebensqualität der Patienten 

erheblich eingeschränkt wird [154, 155]. Erste Phase-1- und Phase-2-Studien mit 

Transfer nTreg bei GvHD-Patienten zeigen, dass die Transfusion von nicht 

expandierten [156, 157] sowie expandierten [155] Treg bei Menschen sicher ist. 

Weitere Studien müssen nun die Wirksamkeit dieser nTreg in der Regulation der 

Effektor-T-Zellen unter Beweis stellen. Für eine erfolgreiche Zelltherapie muss 

zunächst die beste Treg-Ausgangsratio definiert werden. Es wird angenommen, dass 

Treg in einem Verhältnis von 1:1 zu den Effektor-T-Zellen bei der GvHD wirksam sind 

[158]. Es gibt auch eine Studie bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ 1, bei der ex vivo 

expandierte CD4+ CD25+ CD127- Treg in Patienten infundiert wurden und deren 

sicherer Transfer gezeigt werden konnte [159].  

Die Möglichkeit eines therapeutischen Einsatzes von Treg bei CED im Menschen wird 

aktuell noch diskutiert [160]. Die CED-Behandlungen, die auf Treg fokussiert sind, 

fallen in zwei Kategorien: zellbasierte Behandlungen, die den Transfer von in vitro 

expandierten oder stimulierten Treg in Patienten umfassen oder pharmakologische 

Ansätze, die versuchen, Treg in vivo zu beeinflussen.  
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Die Nutzung von nTreg in der Zelltherapie erfordert aufwendige Aufreinigungs- [92] 

und Expansionsprozesse [161], um die Reinheit der Zellfraktion zu gewährleisten. 

iTreg können in vitro in Gegenwart dendritischer Zellen, die definierte Antigene 

präsentieren oder über die simultane Stimulation von CD28 und CD3, aus der 

Gesamtpopulation peripherer CD4+ T-Zellen generiert werden [114, 162]. iTreg 

können in vitro aus CD4+ T-Zellen durch die Zugabe von TGFβ generiert werden und 

werden dann als TiTreg bezeichnet [122, 147, 163, 110, 104]. Hinweise für 

unfraktionierte CD4+ CD25- Zellen, die im Mausmodell suppressive T-Zellen bilden, 

gibt es bereits [116]. Hoffmann et al. definierten, dass nur naive 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen stabile und suppressive TiTreg bilden [121]. 

Expandierte CD45RA+ Treg behalten einen epigenetisch stabilen FOXP3-Locus und 

konvertieren nicht in einen CD4+ FOXP3- Th-Phänotyp in der in vitro-Kultur [164]. Ein 

erster Versuch im Rahmen der CATS1-Studie im Menschen wurde mit Ovalbumin-

spezifischen Treg durchgeführt. Dabei wurde festgestellt, dass die Applikation dieser 

Zellen sicher ist [165]. 
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1.5 Fragestellung 

Patienten mit Morbus Crohn weisen eine Dysbalance zwischen pro- und anti-

inflammatorischen Komponenten des mukosalen Immunsystems auf. Es gibt 

Hinweise, dass bei Patienten mit Morbus Crohn die Frequenz der FOXP3+ T-Zellen 

im peripheren Blut erniedrigt ist [145]. Eine Zelltherapie mit Treg wäre damit eine 

mögliche neue therapeutische Option. Um eine Regeneration der betroffenen 

Darmabschnitte über die Treg-vermittelte Suppression von Effektor-T-Zellen zu 

erreichen, muss die Wirksamkeit einer Treg-Therapie in der lokalen Entzündung bei 

CED gezeigt werden. Neben der therapeutischen Wirksamkeit geht es dabei auch um 

den Nachweis der Migration transfundierter Zellen an den Ort der Entzündung, der 

Stabilität der suppressorischen Funktion der Treg und das Abschätzen der generellen 

Risiken einer Therapie mit autologen Zellen. Bevor diese Punkte für die CED in Angriff 

genommen werden können, muss zuerst geprüft werden, welche Ausgangspopulation 

von iTreg am effektivsten ist. 

Mit dem Ziel geeignete TiTreg für einen therapeutischen Einsatz bei Patienten mit 

Morbus Crohn zu definieren, wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit folgende 

Fragen anhand von Zellen aus dem peripheren Blut von Patienten mit Morbus Crohn 

im Vergleich zu gesunden Spendern untersucht: 

1. Welche Oberflächenmarker sind für die Definition und Aufreinigung von vitalen 

Treg geeignet? Dazu werden die peripheren Treg, eine Mischpopulation aus nTreg 

und iTreg, bei gesunden Spendern und Patienten mit Morbus Crohn insbesondere 

mit Bezug auf die Moleküle CD127 und CD49 und deren Abhängigkeit von der 

Krankheitsaktivität und der Medikation untersucht.  

2. Welche Population peripherer CD4+-T-Zellen ist als Ausgangspopulation für die 

Generierung von TiTreg für die Zelltherapie des Morbus Crohn geeignet? Dazu 

wurden mögliche Vorläuferpopulationen anhand der Expression von CCR4, CD25 

und CD45RA untersucht.  

3. Unter welchen Bedingungen konvertieren periphere CD4+-T-Zellen in vitro zu 

TiTreg? Dazu wurde die Konversionskapazität dieser Zellen bei Patienten mit 

Morbus Crohn untersucht und geprüft, ob man FOXP3+ Zellen genauso potent von 

Erkrankten wie von Gesunden generieren kann. Hierbei wurden die Stabilität der 
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FOXP3-Expression sowie die in vitro-Suppressionskapazität der TiTreg 

untersucht.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Reagenzien, Lösungen und Kits 

Soweit nicht anders angegeben, wurden folgende Reagenzien, Lösungen und Kits 

verwendet (Tabelle 4). 

Tabelle 4: In den Experimenten verwendete Reagenzien, Lösungen und Kits  

[3H] -Methylthymidin, spezifische 
Aktivität 5.0 Ci/mmol 

Amersham Buchler, Freiburg, 
Deutschland 

Destilliertes Wasser (A. dest.); Ampuwa, 
endotoxinfrei, steril 

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland 

Erythrozyten-Lysepuffer (RBCL) eBioscience, Frankfurt, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Serva, Heidelberg, Deutschland 

Ficoll-Lösung (Dichte: 1,1 g/ml); Biocoll Biochrom, Berlin, Deutschland 

Fixations-/Permeabilisationspuffer 
(4fach konzentriert) mit 
Verdünnungslösung 

eBioscience 

Fetales Kälbererserum (FCS) Life Technologies, Karlsruhe, 
Deutschland 

Grundmedium RPMI 1640; NaHCO3- 

gepuffert, ohne L-Glutamin 
Biochrom 

Kit für Isolation naiver CD*4+ T-Zellen: 
Naive CD4+ T Cell Isolation Kit II, 
human 

Miltenyi Biotec, , Deutschland 

Kit für Treg-Isolation: 

CD4+CD25+CD45RA+ Regulatory T 

Cell Isolation Kit, human 

Miltenyi Biotec 

L-Glutaminlösung; 200 mM, steril Biochrom 

MACS* Puffer (PBS, 0,5 % BSA, EDTA 
2 mM) 

Miltenyi Biotec 

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Natriumazid (NaN3) Reiss Laborbedarf, Mainz, Deutschland 

Natrium-EDTA-Lösung, 5 mM  Reiss Laborbedarf 

Penicillin/Streptomycin-Lösung, 
(105 U/ml) / (10 mg/ml), steril 

Biochrom 

Permeabilisationspuffer (10fach 
konzentriert) 

eBioscience 
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Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
(PBS; 1fach oder 10fach konzentriert) 

PAA, Pasching, Österreich 

Rattenserum eBioscience 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma 

Tryptanblaulösung, steril Biochrom 

Szintillationscocktail Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

 

*Abkürzungen: MACS Puffer, Puffer für magnetisch aktivierte Zellsortierung  

 

2.2. Standardpuffer, -lösungen und -medien 

Soweit nicht anders angegeben, wurden folgende Standardpuffer, -lösungen und -

medien verwendet (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Zusammensetzung der in den Experimenten verwendeten Standardpuffer, 
-lösungen und -medien 

PBS* (1fach) 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
4,3 mM Na2HPO4 
1,4 mM KHPO4 
pH 7,4 

Natriumazidlösung 10 g Natriumazid 
ad 100 ml mit A. dest. * 

BSA*-Lösung (4%) 2 g BSA 
ad 50 ml mit PBS 

Puffer für die Durchflusszytometrie (FACS* Puffer) 
480 ml PBS 
2,5 ml Natriumazidlösung 
12,5 ml BSA-Lösung 
5 ml Natrium-EDTA*-Lösung 

Verdünnungsmedium 450 ml Grundmedium RPMI1640 
50 ml FCS 

Kulturmedium: 440 ml Grundmedium RPMI1640 
50 ml FCS* 
5 ml L-Glutaminlösung 
5 ml Penicillin/Streptomycin-Lösung 
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*Abkürzungen: PBS, Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung; A. dest., destilliertes 
Wasser; BSA, Rinderserumalbumin; FACS, Durchflusszytometrie, EDTA, 
Ethylendiamintetraessigsäure; FCS, fetales Kälberserum  

 

2.3. Geräte und Materialien 

Soweit nicht anders angegeben, wurden folgende Geräte und Materialien für die 

Experimente und die Auswertung benutzt (Tabelle 6).  

Tabelle 6: Für die Auswertung und Experimente verwendeten Geräte und Materialien 

4-Farben-Durchflusszytometer; FACS* 
Calibur mit CellQuest Software (Version 
3.3) 

Becton Dickinson, San Jose, USA 

8-Farben-Duchflusszytometer; BD FACS 
Canto I mit FacsDiva Software (Version 
6.0) 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Analysenwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Autoklav; Varioklav 500E H+P Labortechnik, Oberschleißheim, 
Deutschland 

Begasungsbrutschrank; Heracell 150 Heraeus, Hanau, Deutschland 

Bestrahlungsanlage Gamma Cell 40 Atomic Energy, Mississauga, Kanada 

Beriglobin CSL Behring GmbH, Marburg, 

Deutschland 

Calibrite - Beads für die Kompensation in 
der Durchflusszytometrie 

BD Biosciences 

Cell Harvester  Skatron, Lier, Norwegen 

Elektrische Pipettierhilfe; Pipettboy Integra Bioscience, Ruhberg, 
Deutschland 

Entnahmeröhrchen für Vollblut mit 
90 Einheiten Natrium-Heparin; 
Vacutainer  

BD Biosciences 

FACS-Röhrchen; 12x75 mm BD Biosciences 

Glasfaser-Filtermatte für Cell Harvester Skatron, Lier, Norwegen 

Inkubator; 400H4 Bachofer, Reutlingen, Deutschland 

Kühlschrank 4°C Liebherr, Biberach, Deutschland 

Kühlzentrifuge; Biofuge fresco Heraeus/Kendro, Hanau, Deutschland 
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Kühlzentrifuge; Megafuge 2.0R Kendro, Langenselbold, Deutschland 

Lichtmikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Magnetrührer; Ikamag RH IKA, Staufen, Deutschland 

Midi MACS: Midi MACS™ Separator mit 
LS-Säulen 

Miltenyi Biotec 

Mikrotiterplatte: 96-Loch, Rundboden, 
mit Deckel, steril 

Nunc, Roskilde, Dänemark 

Mini MACS*: Mini MACS™ Separator mit 
MS-Säulen 

Miltenyi Biotec 

Mixer, Vortex Reax 2000 Heidolph, München, Deutschland 

Mixer; Ultraturrax IKA, Staufen, Deutschland 

Multipipette mit Combitips Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Oberschalenwaage Kern, Balingen-Frommern, Deutschland 

pH-Meter; 766 Calimatic mit Einstab-
Messelektrode 

Knick, Berlin, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter, steril Nerbe, Winsen/Luhe, Deutschland 

Sicherheitswerkbank mit laminarem 
Luftstrom; Herasafe 1.8 

Kendro 

Software für die Auswertung von Daten 
aus der Duchflusszytometrie; FlowJo 
(Version 3.7.1 für Mac) 

Treestar, San Carlos, USA 

Tiefkühlschrank -20°C Liebherr 

Tiefkühlschrank -80°C Forma Scientific, Karlsruhe, Deutschland 

Wasserbad VWR, Darmstadt, Deutschland 

Zählkammer nach Neubauer Brand, Wertheim, Deutschland 

Zellkulturschale: 48-Loch Nunc, Roskilde, Dänemark 

Zentrifugenröhrchen 50 ml und 15 ml, 
Polypropylen; Falcon 

BD Biosciences 

β-Counter LKB Wallace, Turku, Finnland 

 

*Abkürzungen: FACS, Durchflusszytometrie, MACS, magnetisch aktivierte 
Zellsortierung  
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2.4. Antikörper 

Alle für die Durchflusszytometrie und in Stimulationsexperimenten eingesetzten 

Antikörper waren spezifisch für humane Proteine (Tabelle 7). 

Tabelle 7: In den Experimenten verwendete, unkonjugierte und direkt 
fluoreszenzmarkierte, monoklonale Antikörper. 

Antigen* Klon Herkunft, 

Subtyp 

Markierung* Hersteller** 

CCR*4 1G1 Maus IgG*1, κ PE, PECy7 BD Pharmingen 

CD*127 R34.34 Maus IgG1 PE Beckmann Coulter 

CD25 M-A251 Maus IgG1, κ FITC, PE BD Pharmingen 

CD25 3G10 Maus IgG1 PE, APC Miltenyi Biotec 

CD28 CD28.2 Maus IgG1, κ ohne BD Biosciences 

CD3 OKT3 Maus IgG2a ohne Janssen-Cilag 

CD4 RM 4-5 Maus IgG1, κ PerCP BD Biosciences 

CD4 M-T466 Maus IgG1 FITC, PE, 
APC, VioBlue 

Miltenyi Biotec 

CD45RA 5H9 Maus IgG2b, κ PE, FITC BD Biosciences 

CD45RA HI100 Maus IgG2b, κ PerCP-Cy5.5 Biolegend 

CD49d MZ18-24A9 Maus IgG2b FITC Miltenyi Biotec 

FOXP*3 PCH101 Ratte IgG2a, κ  PE, APC eBioscience 

Integrin β7 M293 Maus IgG2a, κ PE BD Phamingen 

 

*Abkürzungen: FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-
Chlorophyll; APC, Allophycocyanin; -Cy, -Cyanin; CD, Unterscheidungsgruppe; 
CCR, Chemokin Rezeptor; FOXP, Forkhead-Box Protein, IgG, Immunglobulin G 

**Abkürzungen: BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland; Beckmann Coulter, 
Marseille, Frankreich; Biolegend, London, Großbritannien; CSL Behring, 
Hattersheim, Deutschland; eBioscience, Frankfurt, Deutschland; Janssen-Cilag, 
Neuss, Deutschland  
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2.5. Zytokine 

Humanes IL-2 und humanes TGFβ wurden von der Firma eBioscience (Frankfurt, 

Deutschland) bezogen. Beides waren rekombinante, in Eschericha coli produzierte 

Zytokine und wurden in PBS bei -80°C aufbewahrt. 

 

2.6. Probenmaterial 

Die Spender wurden über die Gastroenterologische Hochschulambulanz am Campus 

Benjamin Franklin der Charité - Universitätsmedizin Berlin rekrutiert (Tabelle 8). 

Tabelle 8: In die Studie eingeschlossene Spender. 

Patienten mit Morbus Crohn (n=60) 

 Lebensalter zum Zeitpunkt der Probeentnahme*: 39 Jahre (18-77) 

 Erkrankungsdauer*: 8,5 Jahre (1-40) 

 Krankheitsaktivität zum Zeitpunkt der Probeentnahme**: 

  Aktiver Schub (n=27) 

   Lebensalter zum Zeitpunkt der Probeentnahme*: 32,5 Jahre (20-

67) * 

weiblich: n=21, männlich: n=6 

unter anti-TNF-α-Therapie***: n=10 

  Remission (n=33) 

   Lebensalter zum Zeitpunkt der Probeentnahme*: 43 Jahre (18-

77) weiblich: n=14, männlich: n=14 

unter anti-TNF-α-Therapie***: n=17 

Gesunde Spender (n=17) 

 Alter zum Zeitpunkt der Probeentnahme*: 30,5 Jahre (24-80) 

 

*Median (Minimum-Maximum); **retrospektiv mit Hilfe der Patientenakten nach 
Harvey-Bradshaw-Score [7]; ***Infliximab (Remicade®; Janssen-Cilag) 
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Bei den Patienten mit Morbus Crohn wurde die Diagnose bei Vorstellung in der 

Ambulanz gesichert bzw. bestätigt; die Erkrankungsausprägung wurde mit Hilfe der 

Montreal-Klassifikation [5] definiert. Die Krankheitsaktivität wurde anhand des Harvey-

Bradshaw-Scores bestimmt und eine aktive Erkrankung ab einem HBI-Score über 5 

definiert [7]. Alle Spender wurden aufgeklärt und gaben ihre schriftliche Einwilligung, 

bevor ihnen 80 ml heparinisiertes Vollblut entnommen wurde. Für die Studie lag ein 

Votum der Ethikkommission der Charité - Universitätsmedizin Berlin vor 

(Antragnummer EA4/025/07). 

 

2.7. Isolierung mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut 

Die Isolation mononukleärer Zellen erfolgte nach einem etablierten Protokoll über eine 

Dichtegradientenzentrifugation mit hydrophilem Ficoll  [166]. Während der 

Zentrifugation erfolgt die Auftrennung der Zellen entsprechend ihrer Dichte. 

Thrombozyten verbleiben im Blutplasma, Lymphozyten und Monozyten reichern sich 

als weiße Interphase zwischen dem gelblichen Plasma und der klaren Ficollschicht an. 

Die Granulozyten und Erythrozyten sedimentieren und bilden einen Pellet am Boden 

des Zentrifugengefäßes [166]. 

Unmittelbar nach der Entnahme wurde das Vollblut zu gleichen Teilen mit 

Verdünnungsmedium verdünnt und jeweils 35 ml verdünntes Vollblut vorsichtig so 

über 15 ml Ficoll-Lösung geschichtet, dass keine Verwirbelungen am 

Phasenübergang entstanden. Die Proben wurden 25 Minuten bei 400xg, 

Raumtemperatur und ohne Bremse zentrifugiert, die Zellen der Interphase entnommen 

und diese zweimal mit Verdünnungsmedium gewaschen. Dazu wurden sie 15 Minuten 

bei 200xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Abschließend wurden diese PBMC für 

die Färbung von Oberflächenmolekülen in 1 ml FACS Puffer oder für die weitere 

Aufreinigung definierter Zellpopulationen in 1 ml magnetic-activated cell sorting 

(MACS) Puffer resuspendiert. 

 

2.8. Bestimmung von Zellzahl und Vitalität 

Die Trypanblaufärbung beruht auf der geringen Durchlässigkeit der Membran lebender 

Zellen, die ungefärbt bleiben, während sich das Zytoplasma toter Zellen blau anfärbt 

[167]. In einer Neubauer-Zählkammer errechnet sich das Zählvolumen aus der Fläche 
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eines Großquadrates, das sich jeweils in 4 x 4 Kleinquadrate aufteilt und 1 mm² 

überdeckt und dem Abstand zu dem Deckgläschen, der 0,1 mm beträgt. Zählt man 

vier Großquadrate aus, ergibt sich die Zellzahl/ml als (Zellzahl in vier 

Großquadraten/4) x 104 x Verdünnungsfaktor. Für die Bestimmung von Zellzahl und 

Vitalität wurden 5 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblaulösung verdünnt. In einer 

Neubauer-Zählkammer wurden die Zellen aus vier Großquadraten im Lichtmikroskop 

gezählt und bei der Berechnung ein Verdünnungsfaktor von ‚3’ berücksichtigt. Der 

Verdünnungsfaktor berücksichtigt alle vorherigen Verdünnungsschritte, einschließlich 

der Färbung mit Trypanblau. Wurden die Zellen anschließend in der MACS oder der 

in vitro-Kultur verwendet, waren mindestens 95% der Zellen Trypanblau-negativ.  

 

2.9. Durchflusszytometrie 

Prinzip 

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen aus einer Suspension mit Hilfe eines 

Piezoelements in einem laminaren Flüssigkeitsstrom beschleunigt, so dass sie einzeln 

nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung an einem Laserstrahl 

vorbeigeführt werden. Das Vorwärtsstreulicht (FSC) hängt von der Größe einer Zelle 

ab, das Seitwärtsstreulicht (SSC) ist ein Anhaltpunkt für die Granularität der Zelle. So 

haben Granulozyten ein hohes SSC, weil sie viele Vesikel enthalten und T-Zellen ein 

niedriges SSC. Zur weiteren Charakterisierung von Zellpopulationen werden 

Antikörper, die gegen Proteine auf der Zelloberfläche oder in der Zelle gerichtet und 

mit Fluorochromen markiert sind, verwendet. Durch den Einsatz mehrerer Laser und 

Fluorochromen mit unterschiedlichen Absorptions- und Emissionsspektren können 

zeitgleich mehrere Epitope auf und in einer definierten Zelle erfasst werden. Hohe 

Flussraten erlauben eine Untersuchung hoher Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit. 

 

Antikörpercocktails für Färbungen 

Für die Darstellung von Zellen im 4- bzw. 8-Farben-Durchflusszytometer wurden die 

in der Tabelle 9 zusammengefassten Antikörpercocktails mit den Zellen eingesetzt. 

Tabelle 9: Antikörpercocktails für den Nachweis von Proteinen von der Zelloberfläche 
oder in den Zellen. 
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Ansatz Antikörper (Verdünnung)    

Oberfläche 1 CD25 FITC* 

CD45RA PE* 

CD4 PerCP* 

 

Oberfläche 2 CD25 FITC 

CCR*4 PE 

CD4 PerCP 

 

Oberfläche 3 CD25 FITC 

β7 PE  

CD4 PerCP 

 

Oberfläche 4 CD49d FITC 

CD127 PE 

CD45RA PerCP-Cy5.5* 

CD25 APC*  

CCR4 PE-Cy7 

CD4 VioBlue 

 

Intrazellulär 1 FOXP3* APC und Beriglobin in Kombination mit 
Oberfläche 1, 2 oder 4 

 

Treg nach MACS* CD25 PE 

CD4 PerCP  

 

Naive CD4+ T-Zellen 
nach MACS 

CD25 FITC 

CD45RA PE 

CD4 PerCP 

Treg nach Induktion CD25 PE 

CD4 PerCP  

 

Intrazellulär 2 FOXP3 APC und Beriglobin in Kombination mit Treg 
nach MACS und Naive CD4+ T-Zellen nach MACS 

 

*Abkürzungen: FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-
Chlorophyll; APC, Allophycocyanin; -Cy, -Cyanin; CCR, Chemokin Rezeptor; 
FOXP, Forkhead-Box Protein; MACS, magnetisch aktivierte Zellsortierung 
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Färbung von Oberflächenmolekülen 

In FACS-Puffer aufgenommene, frisch isolierte PBMC oder Zellen aus der in vitro-

Kultur (0,5x105/Ansatz) wurden in einem FACS-Röhrchen mit einem Antikörpercocktail 

für Oberflächenmoleküle (vgl. Tabelle 9) für zehn Minuten bei 4°C unter 

Lichtausschluss inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer 

gewaschen und dazu jeweils für zehn Minuten bei 200xg und 4°C zentrifugiert. Wurden 

die Zellen unmittelbar nach dieser Färbung durchflusszytometrisch gemessen, wurde 

das Pellet der Zellen in 400 µL FACS-Puffer resuspendiert. Für eine anschließende 

Färbung intrazellulärer Proteine wurde das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert und vor 

der Färbung über Nacht im Kühlschrank aufbewahrt. 

 

Färbung intrazellulärer Proteine 

Unmittelbar vor der Verwendung wurde aus dem vierfach konzentrierten Fixations-

/Permeabilisationspuffer und der Verdünnungslösung eine entsprechende Fixations-

Permeabilisationslösung hergestellt. Zusätzlich wurde aus dem zehnfach 

konzentrierten Permeabilisationspuffer und sterilem, destilliertem Wasser der 

Permeabilisationspuffer hergestellt. Die Zellen wurden nach der Oberflächenfärbung 

in PBS aufgenommen und zehn Minuten bei 200xg und Raumtemperatur zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet nun in Fixations-

Permeabilisationslösung aufgenommen und 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Dadurch 

wurden in der zunächst stabilisierten Zellmembran Poren erzeugt, die den Durchtritt 

der Antikörper für eine intrazelluläre Färbung ermöglichten. Anschließend wurden die 

Zellen zweimal mit Permeabilisationspuffer gewaschen und dazu für zehn Minuten bei 

200xg und 4°C zentrifugiert. Vor der FOXP3-Färbung wurden die Zellen mit der 

Rattenserumarbeitslösung für 15 Minuten bei 4°C inkubiert, diese verhindert eine 

unspezifische Bindung des Antikörpers. Danach wurde direkt der FOXP3-spezifische 

Antikörper dazugegeben und für 30 Minuten bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert, 

anschließend erneut zweimal mit Permeabilisationspuffer gewaschen und in 400 µl 

FACS Puffer resuspendiert. 
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Durchflusszytometrische Auswertung 

Vor jeder Messung wurde eine Kompensation durchgeführt, um eine 

Spektralüberlappung zu vermeiden. Die automatische Kompensation am 8-Farben-

Durchflusszytometer erfolgte mit einzeln gefärbten Beads: Fluoreszenzkanal 1 = 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC); Fluoreszenzkanal 2 = Phycoerythrin, PE; 

Fluoreszenzkanal 3 = Peridinin-Chlorophyll (PerCP); Fluoreszenzkanal 4 = 

Phycoerythrin-Cyanin, (PECy7); Fluoreszenzkanal 5 = Allophycocyanin (APC) und 

Fluoreszenzkanal 6 = Allophycocyanin-Cyanin, (APCCy7). Für die Kompensation im 

4-Farben-Durchflusszytometer wurden mit nur einem Fluoreszenzfarbstoff gefärbte 

PBMC wie folgt genutzt: Fluoreszenzkanal 1 = CD25 oder CD4 FITC; 

Fluoreszenzkanal 2 = CD25 oder CD4 PE; Fluoreszenzkanal 3 = CD4 PerCP und 

Fluoreszenzkanal 4 = CD4 APC. 

Von den gefärbten Zellen wurden entsprechend der Färbung zwischen 1x105 und 

1x106 Zellen erfasst. Unabhängig vom genutzten Gerät wurden alle FACS-Daten 

anschließend mit der FlowJo Software (FlowJo LLC, Ashland, Oregon) analysiert.  

 

2.10. Magnetische Zellsortierung 

Prinzip 

Das Prinzip der MACS, also die magnetischen Aufreinigung von Zellen anhand 

definierter Oberflächenmerkmale, wurde erstmalig 1989 beschrieben [168]. Die Zellen 

werden mit 50 nm großen paramagnetischen MicroBeads beladen, die an einen 

Antikörper konjugiert und enzymatisch degradierbar sind, um nachfolgende Versuche 

nicht zu beeinflussen. Beim Passieren einer Säule innerhalb eines Magnetfeldes 

werden die Antikörper-beladenen Zellen zurückgehalten (positive Selektion). Nach 

dem Herausnehmen der Säulen aus dem Magneten können die Zellen herausgespült 

werden. Sind die unmarkierten Zellen, die die Säule ungehindert passiert haben die 

Zielpopulation, wird dieses Verfahren negative Selektion genannt.  

 

Isolation von CD4+ CD25+ T-Zellen 

Treg wurden entsprechend der Vorgaben des Herstellers des Isolationskits in zwei 

Schritten unter sterilen Bedingungen isoliert. Alle Schritte erfolgten bei 4°C und es 
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wurden sterile, auf 4°C vorgekühlte Puffer und Materialien verwendet. Soweit möglich, 

wurde in Dunkelheit gearbeitet. Der erste Schritt war eine negative Selektion aller 

CD4+ Zellen. Frisch isolierte PBMC (1x107) in 90 µl MACS Puffer wurden mit 10 µl 

Antikörpercocktail und 2 µl Beriglobin inkubiert, der biotinylierte monoklonale 

Antikörper gegen humanes CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, CD235a 

und den γ/δ- T-Zellrezeptor (TCRγ/δ) enthielt. Nach fünf Minuten im Kühlschrank bei 

4-8°C wurden 20 µL anti-Biotin-MicroBeads dazugegeben, sorgfältig resuspendiert 

und die Suspension weitere zehn Minuten im Kühlschrank inkubiert. Das Volumen 

wurde mit MACS Puffer auf 500 µl aufgefüllt und die Suspension direkt auf eine in 

einem Magneten hängende LS-Säule pipettiert, die mit 3 ml MACS Puffer vorgespült 

war. Die Antikörper-beladenen B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, 

zytotoxische T-Zellen, dendritische Zellen und Erythrozyten-Vorläufer verblieben auf 

der Säule, die zweimal mit jeweils 3 ml MACS Puffer gespült wurde. Der komplette 

Durchlauf enthielt alle CD4+ Zellen. 

Im zweiten Schritt wurden die Treg als CD4+ CD25+ Zellen positiv selektiert. Dazu 

wurde der Durchlauf der ersten Säule zehn Minuten bei 200xg und 4°C zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 90 µL MACS Puffer aufgenommen, 10 µl CD25-Beads dazu 

gegeben und 15 Minuten bei 4°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden zwei MS-

Säulen mit jeweils 1 ml MACS Puffer gespült. Das Volumen der Zellsuspension wurde 

mit MACS Puffer auf 500 µl aufgefüllt und die Zellen auf eine der MS-Säulen 

aufgetragen. Nach dem vollständigen Einlaufen der Suspension wurde die Säule 

dreimal mit jeweils 1 ml MACS Puffer gespült. Alle Durchläufe wurden in einem 

Röhrchen gesammelt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Die Säule 

wurde aus dem Magneten genommen. Mit 1 ml MACS Puffer und dem Kolben wurden 

die nun positiv selektierten CD4+ CD25+ T-Zellen aus der einen Säule direkt auf die 

zweite vorbereitete MS-Säule gespült. Diese Säule wurde, wie die erste, gespült, die 

Zellen eluiert und die Durchläufe der Negativfraktion gesammelt. Aus der finalen 

CD4+ CD25+ Fraktion wurden 1x104 Zellen mit dem Antikörpercocktail „Treg nach 

MACS“ (vgl. Tabelle 9) gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Alle für die 

nachfolgenden in vitro-Versuche verwandten Präparationen enthielten mindestens 

30% CD4+ CD25+ T-Zellen (Abbildung 1).  

Zusätzlich zum Standardprotokoll wurden auch die CD4+ CD25-Zellen aus den 

gesammelten Negativfraktionen genutzt. Dazu wurden alle Durchläufe der beiden MS-



35 

Säulen (7 ml) zehn Minuten bei 200xg und 4°C zentrifugiert und das Pellet in 90 µl 

MACS Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 10 µl CD25-Beads wurden die 

Ansätze 15 Minuten bei 4°C inkubiert, das Volumen wieder mit MACS Puffer auf 500 µl 

aufgefüllt und die Zellsuspension über eine neue, mit 1 ml MACS Puffer gespülte MS-

Säule gegeben. Der Durchlauf und die Zellen der drei Waschschritte wurden in den 

in vitro-Experimenten genutzt. Zur Kontrolle der Reinheit wurden 1x105 Zellen mit dem 

Antikörpercocktail „Treg nach MACS“ (vgl. Tabelle 9) gefärbt. Die 

durchflusszytometrische Auswertung ergab einen Mindestanteil von 90% 

CD4+ CD25- T-Zellen (Abbildung 1).  

Um den MACS Puffer auszutauschen, wurden alle Zellsuspensionen für zehn Minuten 

bei 200xg und 4°C zentrifugiert und die Pellets in Kulturmedium aufgenommen. 
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Abbildung 1: Reinheit von CD4+ CD25+ und CD4+ CD25- Zellpopulationen nach 
Anreicherung durch magnetisch aktivierte Zellsortierung. A. Aus frisch isolierten 
mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) wurden durch ein Zwei-
Schritt-Verfahren mit B. Depletion aller CD4- Zellpopulationen und anschließender 
zweifacher positiver Selektion von CD25+ Zellen aus der CD4+ Fraktion des ersten 
Schrittes Treg angereichert. C. Aus der Negativfraktion wurden nochmals CD25+ 
Zellen depletiert. Für die Kontrolle der Reinheit wurden die Zellen mit anti-
CD4 PerCP, anti-CD25 PE und anti-Forkhead-Box Protein (FOXP)3 APC gefärbt 
und durchflusszytometrisch dargestellt. Die Dot Plots sind repräsentativ für 25 
Isolationen. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 

 

Isolation von CD4+ CD45RA+ T-Zellen 

Naive T-Zellen wurden über die Expression von CD4 und CD45RA durch MACS nach 

der Vorschrift des Herstellers isoliert. Wie auch bei den Treg wurden alle Schritte bei 
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abgedunkelt durchgeführt. PBMC (1x107) in einem Volumen von 38 µl wurden mit 2 µl 

Beriglobin und 10 µl Cocktail biotinylierte Antikörper spezifisch für humanes CD8, 

CD14, CD15, CD16, CD19, CD25, CD34, CD36, CD45RO, CD56, CD123, CD235a, 

HLA-DR und TCRγ/δ für zehn Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 60 µl 

MACS Puffer und 20 µL Antikörpercocktail aus anti-Biotin-MicroBeads und anti-CD61 

MicroBeads sowie 20 µl CD25MicroBeads hinzugegeben. Nach einer 15-minütigen 

Inkubation wurden die Zellen einmal mit 50 ml MACS Puffer gewaschen. Nach der 

Zentrifugation wurden die Zellen in 500 µl MACS Puffer resuspendiert und auf eine mit 

3 ml MACS Puffer äquilibrierte LS-Säule gegeben. Die Antikörper-beladenen Zellen 

waren an die Säule gebunden. Im Durchlauf der Zellsuspension und nach dreimaligem 

Spülen mit jeweils 3 ml MACS Puffer wurden die naiven CD4+ CD45RA+ T-Zellen 

gesammelt. Auch diese Zellen wurden nach dem letzten Waschen mit MACS Puffer in 

Kulturmedium aufgenommen. 

Die Reinheit der Präparation wurde durchflusszytometrisch nach der Färbung von 

1x104 Zellen mit dem Antikörpercocktail „Naive CD4+ T-Zellen nach MACS“ (vgl. 

Tabelle 9) bestimmt und der Anteil an CD4+ CD45RA+ T-Zellen lag typischerweise 

über 90% (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Reinheit von CD4+ CD45RA+ Zellpopulationen nach Depletion anderer 
Zellen durch magnetisch aktivierte Zellsortierung. A. Aus mononukleären Zellen aus 
dem peripheren Blut (PBMC) wurden durch Depletion aller anderen 
Zellpopulationen die naiven CD4+ T-Zellen über CD4 und CD45RA angereichert. 
B. Für die Durchflusszytometrie wurden die Zellen vor der magnetisch aktivierten 
Zellsortierung und nach der Anreicherung mit anti-CD4 PerCP, anti-CD25 FITC, 
anti-CD45RA PE und anti-FOXP3 APC gefärbt. Die Dot Plots sind repräsentativ für 
18 Versuche. *Abkürzungen: FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; 
PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 

 

2.11. Induktion des Forkhead Box Protein (FOXP)3 in CD4+ T-Zellen in vitro 

Eine Vernetzung mit Antikörpern gegen CD3 und CD28 auf der Zelloberfläche als Teile 
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Wachstumsfaktoren wie TGFβ und IL-2 die Expression von CD25 und von FOXP3 
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48-Loch-Zellkulturplatten wurde 1 ml Antikörperlösung mit 10 µg/ml anti-CD3 (Klon 

OKT3) in PBS pipettiert und die Platte für vier Stunden im Brutschrank inkubiert 

(Immobilisierung des Antikörpers an den Boden der Zellkulturplatte). Die 

Antikörperlösung wurde abgenommen und jedes Loch zweimal mit jeweils 2 ml 

Kulturmedium gespült, bevor 1x105 frisch präparierte CD4+ CD25- T-Zellen oder naive 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen in 1 ml Kulturmedium transferiert wurden. Das 

Medium enthielt zusätzlich 2 µg/ml anti-CD28 (Klon CD28.2), und/oder 5 ng/ml TGFβ 

und/oder 50 U/ml IL-2. Es wurden vier Ansätze mit je acht Löchern pro Ansatz 

ausgefüllt. Im ersten Ansatz wurden die Zellen ohne Zugabe von Antikörpern nur mit 

Medium inkubiert, im zweiten mit plattengebundenen anti-CD3 und anti-CD28, im 

dritten mit Zugabe von TGFβ und im vierten mit TGFβ und IL-2.  

Nach fünf Tagen Inkubation wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop begutachtet 

und ausgezählt. Alle Zellen aus allen Löchern wurden in ein FACS-Röhrchen 

transferiert mit 2 ml FACS-Puffer aufgefüllt und zehn Minuten bei 300xg und 4°C 

zentrifugiert. Das im Restvolumen nach dem Dekantieren resuspendierte Pellet wurde 

mit den Antikörpergemischen „Oberfläche Treg“ (vgl. Tabelle 9) nach Induktion in 

Kombination mit der intrazellulären Färbung für FOXP3 gefärbt. Im 

Durchflusszytometer wurden jeweils 2x105 Ereignisse aufgenommen und 

entsprechend des Expressionsniveaus von FOXP3 ausgewertet (Abbildung 3). Die 

CD4+ T-Zellen wurden anhand ihrer Lichtstreuung eingegrenzt. Bei vergleichbar hoher 

Expression von CD25 wurde die Subpopulation, die FOXP3, stark exprimiert 

(FOXP3high) als die eigentlichen TiTreg definiert [71]. Die 

CD4+ CD25+ FOXP3low T-Zellen wurden als Zellen betrachtet, die FOXP3 transient 

exprimieren [71]. Für die Analyse wurden die FOXP3high und FOXP3low 

Subpopulationen als FOXP3+ zusammengefasst. Um als TiTreg in weiteren 

Experimenten eingesetzt zu werden, war der Anteil der FOXP3+ Zellen an der 

CD4+ T-Zellfraktion ≥40%. 
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Abbildung 3: Definition von regulatorischen T-Zellen (Treg) aus in vitro-Kulturen über 
die Expression von Forkhead-Box Protein (FOXP)3. CD4+ CD25- T-Zellen wurden 
A. ohne Zugabe von Antikörpern und B. in Gegenwart von immobilisiertem anti-CD3 
(1,5µl), gelöstem anti-CD28 (2 µl/ml) transformierendem Wachstumsfaktor  (TGF)β 
(5 ng/ml) und Interleukin (IL)-2 (150 U/ml) fünf Tage inkubiert, anschließend mit 
anti-CD4 PerCP, anti-CD25 PE und anti-Forkhead-Box-Protein (FOXP)3 APC 
gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Repräsentative Dot Plots zeigen die 
peripheren Blut- T-Zellen in Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulicht (SSC) sowie 
die Definition der CD4+ T-Zellen und verschiedene Expressionshöhen von 
Forkhead-Box Protein (FOXP)3 innerhalb der CD25+ CD4+ T-Zellpopulation A. vor 
Zellkulturbedingungen und B. danach. Die Quadrate zeigen die Stimulierten 
FOXP3+ Zellen und deren Aufteilung in die Untergruppen FOXP3low, FOXP3high 
sowie deren Summe als Forkhead-Box Protein (FOXP)3+. *Abkürzungen: FITC, 
Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 

 

2.12. Bestimmung der suppressorischen Kapazität definierter 

CD4+ T-Zellpopulationen 

Prinzip 

Die gemischte Lymphozytenreaktion (MLR) – in vitro-Kulturen mit Lymphozyten zweier 

Spender, bei denen die Lymphozyten eines Spenders inaktiviert sind (Stimulatoren) – 

ist eine klassische Methode, um die Proliferation von Lymphozyten (Effektorzellen) als 

Reaktion auf Alloantigene zu bestimmen [170]. Der Einbau radioaktiv-markierten 

Thymidins in die neu synthetisierte Desoxyribonukleinsäure (DNS) wird als 
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proportional zur Zellteilung angenommen und stellt damit einen Marker der 

Proliferation bei der vitalen Lymphozytenreaktion dar [171]. Gibt man zu einer MLR 

eine dritte, selbst nicht proliferierende Zellpopulation dazu, kann über eine 

Veränderung der DNS-Neusynthese die suppressorische Kapazität dieser dritten 

zellulären Komponente ermittelt werden. 

 

Vorbereitung von Stimulatorzellen 

Isolierte PBMC (1x106) wurden in die Kammer des Bestrahlungsgerätes eingestellt 

und die Zellsuspension für fünf Minuten mit 5 Gray (Gy) bestrahlt. Anschließend 

wurden die Zellen gewaschen, gezählt und eingefroren. Zur Kontrolle des Erfolgs der 

Inaktivierung wurde in der nachfolgenden MLR jeweils eine Kultur ausschließlich mit 

Stimulatorzellen angesetzt. Die Zellen galten als vollständig inaktiviert, wenn nach der 

Kultur der Thymidineinbau ≤150 Zerfälle/Minute (cpm) war. 

 

Gemischte Lymphozytenreaktion 

Wie oben bereits beschrieben, wurden alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen 

durchgeführt. In jedes Loch einer 96-Loch-Rundbodenplatte wurden 0,5x105 

CD4+ CD25- T-Zellen als Effektorzellen und 0,5x105 bestrahlte PBMC eines anderen 

Spenders als Stimulatorzellen kultiviert. Dazu wurden frisch isolierte CD4+ CD25+ 

Treg bzw. konvertierte TiTreg so dazu gegeben, dass sie in Verhältnissen von 1:1, 

1:10 und 1:100 zu den CD4+ CD25- Effektorzellen vorlagen. In allen Löchern betrug 

das Kulturvolumen 200 µl. Die MLR wurden insgesamt für fünf Tage in 

wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 6% inkubiert. In 

den letzten 18 Stunden wurde in jedes Loch 1 µCi [3H] –Thymidin in einem Volumen 

von 15 µl zugesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Kulturen entweder direkt 

geerntet oder zum Stopp des [3H] –Thymidineinbaus bei -20°C tiefgefroren. 

Alle Kulturen wurden mit einem cell harvester direkt auf einem Glasfaserfilter 

gesammelt. Der Filter wurde in der Mikrowelle bei 180 W für zehn Minuten getrocknet, 

bevor er mit 15 ml Szintillationscocktail komplett benetzt wurde. Die Filter wurden in 

einen β–Counter (LKB Wallace, Turku, Finnland) eingestellt und die radioaktiven 

Zerfälle auf jedem Filterbereich, der einer Mikrokultur entsprach, gemessen. Der 

Thymidineinbau wurde in cpm registriert. 
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Das suppressorische Potential von Zellen wurde im Vergleich zur Kontroll-MLR aus 

CD4+ CD25- T-Zellen und allogenen Stimulatorzellen bestimmt. Diese maximale 

DNS-Neusynthese wurde als 100% gewertet. Der Proliferationsindex zeigt die 

prozentuale Suppression im Vergleich dazu an. Ansätze mit 1x105 Stimulator- oder 

1x105 Effektorzellen allein und 1x105 Stimulatorzellen mit 1x105 Zellen aus den 

potentiellen Treg-Populationen in Kulturmedium dienten als Negativkontrollen. Das 

Limit für die Kulturbedingungen wurde in Kulturen von 1x105 Stimulatorzellen und 

2x105 Effektorzellen bestimmt. 

 

2.13. Statistik 

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm Prism (Version 5 für Mac; 

GraphPad Software, La Jolla, USA) durchgeführt. Kontinuierliche Parameter wurden 

als Median und Spannweite (minimaler - maximaler Wert) dargestellt. Aufgrund der 

geringen Fallzahl wurde von der Abwesenheit einer Normalverteilung ausgegangen 

und der nichtparametrische Mann-Whitney U-Test für Gruppenvergleiche verwendet. 

Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde mit p≤0,05 festgelegt. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Phänotyp peripherer Treg bei Patienten mit Morbus Crohn 

3.1.1. Expression von CD127 und Forkhead-Box Protein (FOXP)3 

Treg werden durch die konstitutive Expression von FOXP3 [77] charakterisiert. Dafür 

ist eine intrazelluläre Färbung für den Trankskriptionsfaktor FOXP3 nötig. Dies 

verhindert aktuell die Anreicherung lebender Treg für in vivo-Experimente oder 

therapeutische Zwecke über diesen Marker. Es wurden Oberflächenmoleküle 

beschrieben, wie zum Beispiel CD127, die α-Kette des IL-7-Rezeptors, die auf Treg 

antiproportional zu FOXP3 exprimiert werden. Daher wurde CD127 bei Patienten mit 

Morbus Crohn in Abhängigkeit von der Krankheitsaktivität (bestimmt mittels Harvey-

Bradshaw-Score) und der Medikation mit Infliximab untersucht.  

Die Expression von CD127 in peripheren CD4+ CD25+ T-Zellen von Patienten mit 

Morbus Crohn wurde durch durchflusszytometrische Analysen bestimmt. Treg wurden 

als CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen definiert. In ersten Voruntersuchungen wurde 

sichergestellt, dass CD127 ähnlich stark wie FOXP3 auf T-Zellen exprimiert wird 

(Abbildung 4). Die prozentuale Verteilung von FOXP3 und CD127 innerhalb der CD4+ 

Lymphozytensubpopulation ist in Tabelle 10 für fünf individuelle Patienten 

zusammengefasst. Patienten mit Morbus Crohn hatten signifikant mehr 

CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen als gesunde Spendern im peripheren Blut 

(Morbus Crohn: 5,9% (3,1-12%); gesunde Spender: 4,3% (3,04-6,3%); p=0,0178) 

(Abbildung 5A). Verglichen mit Patienten mit einer akuten Erkrankung war dieser 

Unterschied sogar noch deutlicher (aktiver Morbus Crohn: 6,48% (4,8-12%); gesunde 

Spender: 4,3% (3,04-6,3%); p=0,0192). Subgruppenvergleiche zwischen Patienten mit 

aktivem versus nicht aktivem Morbus Crohn ergaben keinen signifikanten Unterschied. 

Die Therapie mit Infliximab und die Aktivität der Erkrankung führten zu keinen 

Unterschieden in diesen Verhältnissen (Abbildung 5 B, C)   

Zusammengefasst hatten Patienten mit Morbus Crohn einen höheren Anteil an 

CD4+ CD25+ CD127- Treg im peripheren Blut als gesunde Spender. 



44 

 

Abbildung 4: Korrelation der Expression von Forkhead-Box Protein (FOXP)3 und 
CD127. Frisch isolierte mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut desselben 
Patienten wurden einerseits mit anti-CD4 PerCP, anti-CD25 APC und anti-
CD127 PE oder andererseits mit anti-CD4 PerCP, anti-CD25 APC und anti-
FOXP3 PE gefärbt. Die Bindung der Antikörper an die Zellen wurde 
durchflusszytometrisch analysiert. Ein repräsentatives Dot Plot aus 5 Ansätzen von 
Patienten mit Morbus Crohn zeigt die peripheren Blutzellen im Seitwärtsstreulicht 
(SSC) und die Definition der CD4+ T-Zellen sowie die verschiedenen 
Expressionshöhen von Forkhead-Box Protein (FOXP)3 und CD127. *Abkürzungen: 
PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 
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Tabelle 10: Vergleich der Expression von CD127 und Forkhead-Box Protein (FOXP)3.  

Proband CD25+ CD127- Zellen 

(% CD4+ Zellen) 

CD25+ FOXP3+ Zellen 

(% CD4+ Zellen) 

Proband 1 3,37 3,40 

Proband 2 4,27 3,97 

Proband 3 9,01 7,70 

Proband 4 4,61 4,19 

Proband 5 4,72 3,67 

Median (Minimum-
Maximum) 

4,61 (3,3-9,01) 3,97 (3,40-7,70) 

         

 

 

p=ns 
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Abbildung 5: Expression von CD127 und CD49d bei gesunden Spendern und 
Patienten mit Morbus Crohn. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von 
CD25, CD127 und CD49d innerhalb der CD4+ T-Zell-Subpopulation von 
mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut. Dabei wurden 9 gesunde Spender 
und 29 Patienten mit Morbus Crohn (MC) eingeschlossen. Von den Patienten mit 
MC waren 14 mit Infliximab therapiert. 16 hatten eine aktive (aMC) und 13 eine 
inaktive Erkrankung (iMC). Verteilung der CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen (A-C) und 
CD4+ CD25+ CD127- CD49d- T-Zellen (D-F) bei gesunden Spendern und 
Patienten mit Morbus Crohn in Abhängigkeit von der Therapie mit Infliximab und der 
Krankheitsaktivität (beurteilt mittels Harvey-Bradshaw-Score). Für die 
durchflusszytometrische Auswertung der CD127- und CD49d- T-Zellsubpopulation 
wurden die Zellen mit anti-CD4 PerCP, anti-CD25 APC, anti-CD127 PE und anti-
CD49d FITC markiert. Statistischer Vergleich mit dem Mann-Whitney U Test. Die 
Linie zeigt den Median an. Jedes Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. 
*Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 
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3.1.2. Expression von CD49d 

Die Expression der doppelnegativen CD4+CD25+ T-Zellen für CD127 und CD49d 

wurde in Abhängigkeit der Krankheitsaktivität und Behandlung mit Infliximab bei 

Patienten mit Morbus Crohn und bei gesunden Spendern untersucht. 

Im Vergleich der Gruppen „gesund“ mit „krank“ zeigte sich hinsichtlich der Expression 

von CD49d in der CD4+ CD25+ CD127- T-Zellfraktion kein signifikanter Unterschied. 

Ebenso fand sich kein Unterschied bei der Analyse der Expression in Abhängigkeit 

von Krankheitsaktivität (aktiver vs. inaktiver Crohn) oder der Therapie mit Infliximab 

(Abbildung 5 D-F).  

 

3.1.3. Aktivierte Treg (aTreg) 

Die Expansion von Treg ist mit potenziellen Risiken verbunden. So können Treg einen 

pro-inflammatorischen Phänotyp annehmen und damit die Entzündung nach 

Zelltransfer verstärken. Hoffman et al. fanden heraus, dass nur naive 

CD45RA+ T-Zellen eine stabile Treg-Population bei der in vitro-Expansion darstellen 

[121]. Daher wurde die Expression von CD45RA an CD4+ CD25++ T-Zellen 

durchflusszytometrisch bei Patienten mit Morbus Crohn untersucht (Abbildung 6). 

Der Anteil von aTreg CD4+ CD25++ CD45RA- T-Zellen war im peripheren Blut von 

Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu gesunden Spendern (Morbus Crohn 

1,06% (0,38-5,80%) vs. gesunde Spender 0,35% (0,10-2,85%); p=0,0134) signifikant 

erhöht (Abbildung 7A). Dieser Unterschied wurde sogar noch deutlicher bei Patienten, 

die eine aktive Erkrankung hatten (aktiver Morbus Crohn: 1,3% (0,41-5,80%); gesunde 

Spender: 0,35% (0,10-2,85%); p=0,03). Eine Infusionstherapie mit Infliximab führte zu 

keinen signifikanten Unterschieden (Abbildung 7B). Die Aktivität der Erkrankung 

(aktiver vs. inaktiver Morbus Crohn) hatte keinen Einfluss auf die aTreg 

(Abbildung 7C).  

Zusammenfassend war der Anteil der aTreg bei PBMC von Patienten mit 

Morbus Crohn signifikant erhöht gegenüber gesunden Spendern. Der Unterschied bei 

Patienten mit einer aktiven Erkrankung war sogar noch deutlicher ausgeprägt. 
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Abbildung 6: Einteilung der regulatorischen T-Zellen (Treg) in Untergruppen nach 
Miyara et al., 2009 “Functional delineation and differentiation dynamics of human 
CD4+ T cells expressing the FoxP3 transcription factor” [71]. Darstellung von 
CD4+ T-Zellen in Abhängigkeit der Oberflächenmarker CD25 und CD45RA in 
einem repräsentativen Dot Plot. Dabei werden drei Untergruppen abgegrenzt. Die 
erste Untergruppe sind CD25+ CD45RA+ T-Zellen, auch ruhende Treg (rTreg) 
genannt, die zweite Untergruppe sind die aktivierten Treg (aTreg), die CD25++ und 
CD45RA- sind. Die Zellen der dritten Untergruppe produzieren laut Miyara et al. pro-
inflammatorische Zytokine und sind CD25+ CD45RA- T-Zellen ohne regulatorische 
Funktion. Mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern 
und Patienten mit Morbus Crohn wurden entnommen, mit anti-CD4 VioBlue, anti-
CD25 APC und anti-CD45RA PerCP Cy5.5 gefärbt und am FACS Canto 
gemessen. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; PerCP Cy 5.5, Peridinin-Chlorophyll 
Cyan 5.5; APC, Allophycocyanin 
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Abbildung 7: Einfluss von Morbus Crohn auf aktivierte regulatorische T-Zellen 
(aTreg) und ruhende Treg (rTreg). Durchflusszytometrische Analyse von 
mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut. Analyse der Expression von anti-
CD25 APC, anti-CD45RA PerCP Cy5.5 und anti-CD4 VioBlue. Dabei wurden 9 
gesunde Spender und 29 Patienten mit Morbus Crohn (MC) untersucht. Von den 
Patienten mit Morbus Crohn wurden 14 Patienten mit Infliximab therapiert, 16 
Patienten hatten eine aktive (aMC) und 13 Patienten eine inaktive Erkrankung 
(iMC). Verteilung der aTreg Zellen (A-C) und rTreg (D-F) bei gesunden Spendern 
und Patienten mit Morbus Crohn in Abhängigkeit von der Therapie mit Infliximab 
und der Krankheitsaktivität (beurteilt mittels Harvey-Bradshaw-Score). Statistisch 
Analyse mit dem Mann-Whitney U Test. Die Linie zeigt den Median an. Jedes 
Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; 
PerCP Cy 5.5, Peridinin-Chlorophyll; Cyan 5.5 APC, Allophycocyanin 
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3.1.4. Ruhende Treg (rTreg) 

Die rTreg CD4+ CD25+ CD45RA+ T-Zellen rTreg - CD4+ CD25+ CD45RA+ waren bei 

gesunden Spendern und Patienten mit Morbus Crohn im peripheren Blut zu gleichen 

prozentualen Anteilen vorhanden und wurden somit durch die chronische Erkrankung 

nicht beeinflusst (Morbus Crohn: 1,17% (0,29-3,37%); gesunde Spender: 0,5% (0,29-

6,33%)) (Abbildung 7D-F). 

 

3.1.5. CD4+CD25+ CD45RA- exprimierende Zellen ohne regulatorische 

Funktion  

Im Vergleich mit gesunden Spendern waren CD4+ CD25+ CD45RA- T-Zellen bei 

Patienten mit Morbus Crohn signifikant erhöht (Morbus Crohn: 3.9% (1,18-11,60%); 

gesunde Spender: 2,09% (1,30-3,54%); p=0,0175) (Abbildung 8). Die 

Subgruppenanalyse aktive vs. inaktive Erkrankung und Behandlung mit Infliximab 

erbrachte keinen weiteren Unterschied.  
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Abbildung 8: Einfluss der Erkrankung Morbus Crohn auf die 
CD4+ CD25+ CD45RA- T-Zellen ohne regulatorische Funktion nach Miyara et al. 
2009 [71]. Durchflusszytometrische Analyse von mononukleären Zellen aus dem 
peripheren Blut. Analyse der Expression von anti-CD25 APC und anti-CD45RA 
PerCP Cy5.5, anti-CD4 VioBlue. Dabei wurden 9 gesunde Spender und 29 
Patienten mit Morbus Crohn (MC) eingeschlossen. Von den Patienten mit 
Morbus Crohn wurden 14 Patienten mit Infliximab therapiert, jeweils 16 Patienten 
hatten eine aktive (aMC) und 13 Patienten eine inaktive Erkrankung (iMC). A-C. 
Verteilung der aktivierten Treg bei gesunden Spendern und Patienten mit 
Morbus Crohn in Abhängigkeit von der Therapie mit Infliximab und 
Krankheitsaktivität (beurteilt mittels Harvey-Bradshaw-Score). Statistischer 
Vergleich mit dem Mann-Whitney U-Test. Die Linie zeigt den Median an. Jedes 
Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: FITC, 
Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 

 

3.1.6. Expression des Chemokin Rezeptors 4 in den Untergruppen von Treg 

Migration-assoziierte Chemokin Rezeptoren und Integrine wie CCR4 und α4β7-

Integrin spielen eine wichtige Rolle bei der intestinalen immunologischen Homöostase 

und eine defekte Expression dieser Rezeptoren führt zu einer verminderten Migration 
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Migrationsmarkers CCR4 bei aTreg und rTreg zu untersuchen, wurden 

durchflusszytometrische Analysen durchgeführt und die Expression von CCR4 in den 

Treg-Subpopulationen nach Miyara et al. untersucht [71].  

Zwei Drittel der aTreg der Patienten mit Morbus Crohn exprimierten CCR4 (77,6% 

(51,80-96,40%), gefolgt von den CD4+ CD25+ CD45RA- Zellen ohne regulatorische 

Funktion (54,9% (2,70-86,4%); p=0,0001, im Vergleich zu aTreg). Am geringsten 

wurde CCR4 auf rTreg (19,3% (3,09-28,20%); p≤0,0001, im Vergleich zu aTreg) 

exprimiert (Abbildung 9).  

Bei Zellen von gesunden Spendern waren diese Unterschiede nicht so deutlich 

ausgeprägt. aTreg exprimierten CCR4 zu 83,95% (76,70-96,80%) und 

CD4+ CD25+ CD45RA- T-Zellen zu 84,20% (34,90-86,30%). rTreg waren zu 27,7% 

CCR4+ (16,30-36,30%). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 

gesunden Spendern und Patienten. 

Treg von Patienten mit Morbus Crohn exprimieren CCR4, wobei sich aTreg und rTreg 

in der Expression unterscheiden. aTreg exprimieren zu einem hohen prozentualen 

Anteil CCR4 und können damit hypothetisch in den Darm migrieren. Im Vergleich dazu 

wird CCR4 auf rTreg signifikant weniger exprimiert und die Migration in den Darm 

könnte dadurch erschwert sein. 
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Abbildung 9: Analyse der Expression des Chemokin Rezeptors (CCR)4 innerhalb der 
Treg-Subpopulationen nach Miyara et al.[71] und durchflusszytometrische Analyse 
von CCR4 PE Cy7, anti-CD25 APC und anti-CD45RA PerCPCy5.5, anti-CD4 
VioBlue, innerhalb der CD4+ T-Zell-Subpopulation. Dabei wurden 4 gesunde 
Spender und 19 Patienten mit Morbus Crohn (MC) eingeschlossen. Statistischer 
Vergleich mit dem Mann-Whitney U-Test. Die Linie zeigt den Median an. Jedes 
Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: PE Cy7, 
Phycoerythrin Cyan 7; PerCP Cy 5.5, Peridinin-Chlorophyll Cyan 5.5; APC, 
Allophycocyanin 

 

3.2. Induktion von FOXP3 und Bestimmung der suppressorischen Funktion 

in vitro 

3.2.1. Konversion von CD4+ CD25-FOXP3- T-Zellen bei Patienten mit 
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ursprünglichen Zellpopulation sich TiTreg generieren lassen und wie ihre 

regulatorische Funktion im Vergleich zu nTreg ist. Haben Patienten mit Morbus Crohn 

möglicherweise ein Konversionsdefizit der Treg? 

Zunächst wurde die Kapazität unfraktionierter CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen in 

CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen zu konvertieren zwischen gesunden Spendern und 

Patienten mit Morbus Crohn verglichen. Dabei wurde der Effekt von anti-CD28 und 

TGFβ auf CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen aus dem peripheren Blut untersucht 

(Abbildung 3). Ohne zusätzliche Stimuli behielten die CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen 

ihren Phänotyp über einen Zeitraum von fünf Tagen in der Zellkultur. Die Stimulation 

durch CD3 und CD28 erhöhten die Expression von CD25 und FOXP3 bei T-Zellen von 

gesunden Spendern und Patienten mit Morbus Crohn auf 75-80% (Morbus Crohn: 

79,5,00% (56,60-85,70%); gesunde Spender: 75,50% (44,50-85,10%); p=ns). Die 

Zugabe von 5 ng/ml TGFβ erhöhte das Expressionsniveau der Rezeptoren nicht 

wesentlich (Morbus Crohn: 81,90% (59,00-87,40%); gesunde Spender: 74,70% 

(38,10-88,00%)). Auch die Zugabe von 150 U/ml IL-2 veränderte das 

Expressionsniveau nicht (Morbus Crohn: 84,50% (82,40-88,40%); gesunde Spender: 

79,30% (65,70-92,90%)) (Abbildung 10). 

Es wurde die Expressionshöhe von FOXP3 in den konvertierten 

CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen nach Zugabe von anti-CD28 und TGFβ 

durchflusszytometrisch untersucht. Periphere Blutzellen von Patienten mit 

Morbus Crohn hatten eine ähnliche Kapazität zu FOXP3low Zellen zu konvertieren, 

verglichen mit gesunden Spendern (Morbus Crohn: 65,40% (20,30-80,00%); gesunde 

Spender: 71,80% (36,30-82,30%)). Erneut erhöhte die Zugabe von IL-2 die 

Konversionsrate nicht zusätzlich.  

Im Gegenteil dazu hatten Zellen von Patienten mit Morbus Crohn eine signifikant 

höhere Kapazität zu FOXP3high Zellen zu konvertieren als die der gesunden Spender 

(Morbus Crohn: 15,1% (7,9-38,6%); gesunde Spender: 3,60% (1,60-16,0%); 

p=0,0079). Durch die Zugabe von IL-2 konnte dieser Effekt bestätigt werden (p=0,028). 

Des Weiteren und unabhängig vom Ausgangmaterial konnte die Zugabe von IL-2 die 

Ausbeute erhöhen (Morbus Crohn: 0,28x106 Zellen; 0,17-2,00x106 Zellen; gesunde 

Spender: 0,4x106 Zellen, 0,071-1,81x106 Zellen) im Gegensatz zu einer Gabe von 

TGFβ allein (Morbus Crohn: 0,18 x106 Zellen, 0,09-1,09x106 Zellen; gesunde Spender: 

0,12x106 Zellen, 0,04-0,89x106 Zellen). 
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Abbildung 10: In vitro-Induktion von Forkhead-Box Protein (FOXP)3 in 
CD4+ CD25- T-Zellen. Aufgereinigte CD4+ CD25- T-Zellen wurden in Gegenwart 
von immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl) sowie von gelöstem anti-CD28 (2 µl/ml), 
transformierender Wachstumsfaktor (TGF)β (5 ng/ml) und mit/ohne Interleukin (IL)-
2 (150 U/ml) kultiviert. Nach fünf Tagen wurde die FOXP3-Expression durch 
durchflusszytometrische Analysen bestimmt. A. FOXP3+, B. FOXP3low und C. 
FOXP3high Zellen wurden aus Proben von 7 Patienten mit Morbus Crohn und 9 
gesunden Spendern bestimmt. Die durchflusszytometrische Färbung wurde mit 
anti-CD4 PerCP, anti-CD25 PE und anti-FOXP3 APC durchgeführt. Statistischer 
Vergleich mit dem Mann-Whitney U-Test. Die Linie zeigt den Median an. Jedes 
Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; 
PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 
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3.2.2. Stabilität der FOXP3-Expression 

Die Stabilität der konvertierten FOXP3+ T-Zellen wird kontrovers diskutiert [173]. 

Daher wurden die konvertierten, nun FOXP3+ T-Zellen, über fünf Tage nur in 

Kulturmedium kultiviert. Bei einem Teil der Zellen wurde die Restimulation durch den 

Zusatz von 150 U/ml IL-2 durchflusszytometrisch untersucht.  

Es zeigte sich, dass die Expression von FOXP3+ der konvertierten T-Zellen auch nach 

viertägiger Ruhephase stabil blieb (Abbildung 11). Diese Untersuchung wurde an 

Patienten mit Morbus Crohn durchgeführt.  
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Abbildung 11: Die Stabilität der Forkhead-Box Protein (FOXP)3 Expression wurde bei 
CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen bei Patienten mit Morbus Crohn bestimmt. Im 
ersten Schritt wurden T-Zellen für fünf Tage in Zellkultur genommen in Gegenwart 
von immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl) sowie von gelöstem anti-CD28 (2 µl/ml) 
transformierendem Wachstumsfaktor (TGF)β (5 ng/ml) ± Interleukin (IL)-2 
(150 U/ml). Es entstanden konvertierte FOXP3+ T-Zellen. Im zweiten Schritt 
wurden dieselben Zellen in Kulturmedium aufgenommen und danach 
durchflusszytometrisch analysiert (Tag 10). Im dritten Schritt wurde erneut IL-2 
hinzugegeben und die Zellen nach zwei Tagen durchflusszytometrisch analysiert 
(Tag 12). Die Färbung für die durchflusszytometrische Analyse erfolgte mit anti-CD4 
PerCP, anti-CD25 PE und anti-FOXP3 APC. Jedes Quadrat repräsentiert einen 
einzelnen Patienten. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-
Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 
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3.2.3. Konversion von naiven CD4+ CD45RA+ T-Zellen bei Patienten mit 

Morbus Crohn 

Viele Arbeitsgruppen spekulierten, dass die Quelle der TiTreg naive 

CD4+ CD45RA+ T-Zellen sind [121, 174]. Daher wurde im ersten Schritt die 

Konversionskapazität der CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen in vitro unter dem Einfluss 

von anti-CD28, TGFβ in An- oder Abwesenheit von IL-2 untersucht (Abbildung 12). 

Auch hier konnte sowohl bei gesunden Spendern als auch bei Patienten mit 

Morbus Crohn FOXP3 nach einer Zellkulturperiode von fünf Tagen unter dem Einfluss 

von anti-CD28 und/oder TGFβ induziert werden. Während anti-CD28 allein eine 

Konversionsrate von rund 50% der T-Zellen von gesunden Spendern und Patienten 

mit Morbus Crohn aufwiesen (Morbus Crohn: 53,20% (7,52-67,70%); gesunde 

Spender: 44,70% (1,71-6,80%)), veränderte die Zugabe von TGFβ die Ausbeute an 

FOXP3+ Zellen nicht (Morbus Crohn: 52,50% (6,96-72,30%); gesunde Spender: 

44,80% (1,10-83,30%)). Die Zugabe von IL-2 hingegen erhöhte die Rate an FOXP3+ 

auf etwa 70% (Morbus Crohn: 70,60% (2,20-91,90%); gesunde Spender: 72,00% 

(36,60-91,90%;)) (Abbildung 13). 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen von Patienten mit Morbus Crohn und gesunden 

Spendern hatten eine vergleichbar starke Konversionsrate zu CD4+ CD25+ FOXP3+ 

und CD4+ CD25+ FOXP3high unter Zugabe von TGFβ und IL-2, welche zwischen 6 

und 10% lag (Morbus Crohn: TGFβ: 6,60% (0,50-32,70%); IL-2: 13,4% (0,10-46,70%); 

gesunde Spender: TGFβ: 10,60% (0,40-17,20%); IL-2: 14,60% (8,40-46,70%)). 

Die Konversionskapazität wurde zudem in Bezug auf die Krankheitsaktivität betrachtet 

(Abbildung 14). CD4+ CD25- CD4RA+ T-Zellen hatten ein leicht erhöhtes 

Konversionspotential in Patienten mit inaktivem Morbus Crohn im Vergleich zu 

naiven T-Zellen von Patienten mit einem aktiven Morbus Crohn. Zellen, die mit anti-

CD28 und TGFβ behandelt wurden, wurden bei Patienten mit inaktivem Morbus Crohn 

zu 55,5% (7,14-72,3%) in FOXP3+ Zellen konvertiert, während dies bei Patienten mit 

aktivem Morbus Crohn in nur 16,70% (6,9-69%; p=ns) der Fälle nachweisbar war. Die 

Analyse der FOXP3 Subpopulationen ergab ähnliche Resultate mit einer etwas 

verstärkten Konversionsrate für inaktiven Morbus Crohn (FOXP3high: inaktiver 

Morbus Crohn: 7,40% (1,70-32,70%); aktiver Morbus Crohn: 0,80% (0,50-18,5%); 
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p=ns. FOXP3low: inaktiver Morbus Crohn: 43,2% (5,5-66,30%); aktiver 

Morbus Crohn:15,9% (6,5-48,6%); p=ns)). 

Zusammenfassend stellen CD4+ CD25- CD4RA+ T-Zellen ebenfalls eine gute Quelle 

für FOXP3+ Zellen in vitro dar. Zellen von Patienten mit aktivem Morbus Crohn haben 

im Vergleich zu Zellen aus einem nicht akut entzündlichen Milieu eine leicht reduzierte 

Fähigkeit FOXP3 zu exprimieren, ohne jedoch statistisch signifikant zu sein. 

 

Abbildung 12: Gating-Strategie der CD4+ CD25+ Forkhead-Box Protein 
(FOXP)3+ T-Zellpopulation nach Isolation von CD4+ CD45RA+ T-Zellen. 
Repräsentative Dot Plots zeigen die peripheren Blut T-Zellen im Vorwärts- (FSC) 
und Seitwärtsstreulicht (SSC), CD4+ T-Zellen und in dieser Subpopulation das 
Gating von CD25 und FOXP3. A. CD4+ CD45RA+ T-Zellen wurden ohne Zugabe 
von Antikörpern für fünf Tage kultiviert. B. CD4+ CD45RA+ T-Zellen wurden für fünf 
Tage inkubiert, in Gegenwart von immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl), gelöstem anti-
CD28 (2 µl/ml), transformierender Wachstumsfaktor (TGF)β (5 ng/ml) ± Interleukin 
(IL)-2 (150 U/ml); danach wurden die Zellen mit anti-CD4 PerCP, anti-CD25 PE, 
anti-FOXP3 APC gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Quadrate 
zeigen die FOXP3+ Zellen und deren Aufteilung in FOXP3low, FOXP3high sowie 
deren Summe als FOXP3+. *Abkürzungen: PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-
Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 
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Abbildung 13: In vitro-Induktion von Forkhead-Box Protein (FOXP)3 in 
CD4+ CD45RA- T-Zellen. Aufgereinigte CD4+ CD45RA- T-Zellen wurden in 
Gegenwart von immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl) sowie von gelöstem anti-CD28 
(2 µl/ml), transformierender Wachstumsfaktor (TGF)β (5ng/ml) mit/ohne Interleukin 
(IL)-2 (150 U/ml) für fünf Tage kultiviert. Die FOXP3-Expression wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt. A. FOXP3+, B. FOXP3low und C. FOXP3high 
Zellen wurden aus Proben von mindestens 9 Patienten mit Morbus Crohn und 8 
gesunden Spendern bestimmt. Die Färbung für die Durchflusszytometrie wurde mit 
anti-CD25 FITC, anti-CD45RA PE, anti-CD4 PerCP und anti-FOXP3 APC 
durchgeführt. Jedes Symbol repräsentiert einen einzelnen Patienten. Die Linie zeigt 
den Median an. *Abkürzungen: FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; 
PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, Allophycocyanin 
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Abbildung 14: In vitro-Konversion von Forkhead-Box Protein (FOXP)3 bei naiven 
CD4+ CD25- CD45RA- T-Zellen wurde in Abhängigkeit von der Krankheitsaktivität 
(beurteilt mittels Harvey-Bradshaw-Score) bestimmt. Die FOXP3-Expression wurde 
aus Proben von 10 Patienten mit Morbus Crohn (6 Patienten mit einem inaktiven 
Morbus Crohn und 4-5 mit einem aktiven Morbus Crohn) und 8 gesunden Spendern 
bestimmt. Die Färbung für die Durchflusszytometrie wurde mit anti-CD25 FITC, anti-
CD45RA PE, anti-CD4 PerCP und anti-FOXP3 APC durchgeführt. Statistische 
Analyse mit dem Mann-Whitney U-Test. Die Linie zeigt den Median an. Jedes 
Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: FITC, 
Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 
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konvertierten FOXP3+ T-Zellen hatten keinen signifikanten Effekt auf die DNS-

Neusynthese von CD4+ CD25- Effektorzellen (Abbildung 15), vergleiche Tabelle 11.  

Obwohl unfraktionierte CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen in vitro eine hohe Kapazität 

besaßen in FOXP3+ T-Zellen zu konvertieren, zeigten sie keine suppressorischen 

Eigenschaften. Damit sind sie eine unwahrscheinliche Quelle für die in vivo 

gefundenen TiTreg.  
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Abbildung 15: Suppressionseigenschaften der in vitro-induzierten 
FOXP3+ CD4+ CD25+ T -Zellen konvertiert aus CD4+ CD25- T-Zellen A. mit 
immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl), gelöstem anti-CD28 (2 µl/ml), transformierender 
Wachstumsfaktor (TGF)β (5 ng/ml) und B. mit Interleukin (IL)-2 (150 U/ml) von 3 
Patienten mit inaktivem Morbus Crohn und 3 gesunden Spendern in einer allogenen 
Reaktion. Die gemischte Lymphozytenreaktion (MLR) wurde aus frisch isolierten 
CD4+ T-Zellen, inaktivierten allogenen mononukleären Zellen sowie autologen 
konvertierten CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen hergestellt. Die de-novo DNS-
Synthese wurde durch den Einbau von [3H] -Thymidin in den letzten 18 Stunden 
der Zellkultur bestimmt. Die Proliferation wurde als Proliferationsindex, als 
Verhältnis der MLR ohne suppressive Zellen (100%) zu den jeweiligen Ansätzen 
mit CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen bestimmt. Median aus 3 Ansätzen aus Zellen 
von gesunden Spendern. Für jedes einzelne Experiment wurden Triplets angesetzt.  
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Tabelle 11: Suppression der aus CD4+ CD25- T-Zellen generierten 
CD4+ CD25+ FOXP3+ T-Zellen von gesunden Spendern n=1-3 in einer gemischten 
Lymphozytenreaktion (MLR) mit regulatorischen T-Zellen. Median und minimaler und 
maximaler Wert der Proliferationsindizes sind angegeben.  

Verdünnungsfaktor  

Effektoren/ 
Suppressoren  

 Treg*  anti-CD3/CD28, 
TGFβ* 

anti-CD3/CD28, TGFβ,  

IL-2*  

1:1 
63,9  

(63,9) 

107,9  

(78,1-137,6) 

80,6  

(80,6) 

1:2 
92,5  

(83,1-
92,5) 

65,5  

(3,2-119,3) 

150,9  

(142,7-159,1) 

1:4 
63,5  

(13-69,4) 

121,3  

(88,4-544,3) 

138,8  

(93,6-183,9) 

1:8  

93,3  

(89,8-
107,7) 

103,7 

 (88,9-197,8) 

180  

(147,6-212,3) 

 

*Abkürzungen: Treg, regulatorische T-Zelle; transformierender 
Wachstumsfaktor (TGF)β, Interleukin (IL)-2, Effektor-T-Zelle, TiTreg, TGFβ-
induzierte regulatorische T-Zellen  

 

 

3.3.2. Suppressionskapazität von TiTreg – generiert aus naiven 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen - in vitro 

Der Nachweis der suppressorischen Eigenschaft ist essentiell zur Charakterisierung 

funktionaler TiTreg. Diese Eigenschaft wurde nach der Konversion aus naiven 

CD4+ CD25+ CD45RA+ T-Zellen zu CD4+ CD25+ FOXP3+ TiTreg in einer allogenen 

MLR untersucht. Hierfür wurden nicht nur die Zellen, die mit TGFβ und/oder IL-2 

konvertiert wurden, untersucht, sondern ebenfalls die Zellen, welche nur unter dem 

Einfluss von anti-CD28 standen. TiTreg, die mit anti-CD3, anti-CD28 sowie TGFβ aus 
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naiven CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen induziert wurden, hatten in vitro eine stärkere 

suppressive Kapazität als Treg, die direkt aus dem peripheren Blut desselben 

Patienten isoliert wurden (Proliferationsindex als Ratio 1:1: Morbus Crohn: 29,85 

(21,42-44,11); gesunde Spender: 35,40 (0,80-40,07)). Durch Zugabe von IL-2 

während der Konversion entstanden TiTreg, welche die höchste 

Suppressionskapazität zeigten (Proliferationsindex als Ratio 1:1: Morbus Crohn: 26,70 

(6,92-33,06); gesunde Spender: 37,10 (0,35-40,60)) (Abbildung 16), vergleiche 

Tabelle 12 und 13. 

Für diese Versuche wurden Zellen von Patienten mit inaktiver Erkrankung verwendet.  

CD4+ CD25- CD4RA+ T-Zellen konnten in vitro zu TiTreg konvertiert werden und sind 

eine mögliche Quelle für TiTreg in vivo. Die TiTreg in Patienten mit inaktivem 

Morbus Crohn und gesunden Spendern wiesen eine gleich starke suppressorische 

Kapazität auf, die durch die Zugabe von TGFβ und IL-2 während der Konversion 

gesteigert werden konnte. 
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Abbildung 16: Suppressionseigenschaften der in vitro konvertierten mit 
transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)β-induzierte regulatorische T-Zellen 
(TiTreg), generiert aus CD4+ CD45RA+ T-Zellen von 3 Patienten mit inaktivem 
Morbus Crohn und 3 gesunden Spendern in einer allogenen Reaktion. Die 
gemischte Lymphozytenreaktion (MLR) wurde aus frisch isolierten CD4+ T-Zellen 
und allogenen mononukleären Zellen zusammengestellt. Suppressive Zellen 
wurden in unterschiedlichen Verhältnissen zu den CD4+ T-Zellen hinzugegeben. 
Als suppressive Zellen wurden benutzt:  periphere Treg und TiTreg aus 
konvertierten CD4+CD25- CD45RA+ T-Zellen. Die de-novo DNS-Synthese wurde 
durch den Einbau von [3H] -Thymidin in den letzten 18 Stunden der Zellkultur 
bestimmt. Die Proliferation wurde als Verhältnis der MLR ohne suppressive Zellen 
(100%) zu den jeweiligen Ansätzen mit Suppressoren bestimmt. Median aus n= 2-
3 Ansätzen aus Zellen von Patienten mit Morbus Crohn und gesunden Spendern. 
Für jedes einzelne Experiment wurden Triplets angesetzt.  
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Tabelle 12: Suppression der mit dem transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)β-
induzierte regulatorische T-Zellen (TiTreg), generiert aus CD4+ CD45RA+ T-Zellen 
von 3 gesunden Spendern in einer gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) mit 
regulatorischen T-Zellen. Mittelwert und Standardfehler der Proliferationsindizes 
sind angegeben.  

Verdünnungsfaktor  

Effektoren/ 
Suppressoren 

 Treg* TiTreg* 

  
Anti-
CD3/CD28 

Anti-
CD3/CD28, 
TGFβ* 

Anti-
CD3/CD28, 
TGFβ, IL-2* 

1:1 82,6; 4,4 33,3; 10.3 25,4;12,39 26,0; 12,87 

1:2 74,9; 9,3 37,8; 3,4 34,1; 12,1 24,3; 10,8 

1:4 94,0; 11,4 56,3; 9,5 52,1; 12,7 46,0; 12,83 

1:8 100,1; 7,8  89.0; 56 100,4; 12 48,7; 24,5 

 

*Abkürzungen: Treg, regulatorische T-Zelle; transformierender 
Wachstumsfaktor (TGF)β, Interleukin (IL)-2, Effektor-T-Zelle, TiTreg, TGFβ-
induzierte regulatorische T-Zellen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

Tabelle 13: Suppression der mit dem transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)β-
induzierte regulatorische T-Zellen (TiTreg), generiert aus CD4+ CD45RA+ T-Zellen 
von 3 Patienten mit inaktivem Morbus Crohn in einer gemischten 
Lymphozytenreaktion (MLR) mit regulatorischen T-Zellen. Mittelwert und 
Standardfehler der Proliferationsindizes sind angegeben.  

Verdünnungsfaktor 

Effektoren/ 

Suppressoren 

 Treg* TiTreg* 

  
Anti-

CD3/CD28 

Anti-

CD3/CD28, 

TGFβ* 

Anti-

CD3/CD28,  

TGFβ, IL-2* 

1:1 73,1; 2,3 48,4; 16,6 31.8; 6,6 22,2; 7,9 

1:2 79,8; 5,9 71,3; 13,3 57,1; 9,3 37,5; 15,9 

1:4 78,8; 7,1 85,9; 12,3 74,3; 11,2 41,4; 21,9 

1:8 101,5; 8,6 105,6; 21 114,4; 18,2 58,3; 22,3 

 

*Abkürzungen: Treg, regulatorische T-Zelle; transformierender 
Wachstumsfaktor (TGF)β, Interleukin (IL)-2, Effektor-T-Zelle, TiTreg, TGFβ-
induzierte regulatorische T-Zellen  

 

3.3.3. TiTreg exprimieren den Chemokin Rezeptor (CCR)4 und das Integrin β7 

Um zu überprüfen, ob die Zellen potentiell in den Darm migrieren können, wurde die 

Expression von Homing-Rezeptoren wie CCR4 und β7 in der generierten TiTreg -

Population bei Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu gesunden Spendern 

untersucht. TiTreg wurden mit Antikörpern gegen die Oberflächenmoleküle CCR4 und 

β7 gefärbt.  

Die Färbung für CCR4 zeigte konstant erhöhte Frequenzen (95%) bei TiTreg in 

aktivem und inaktivem Morbus Crohn sowie in gesunden Spendern (Abbildung 17). 

TiTreg exprimierten β7 zu 80% bei gesunden Spendern. Prozentuale Anteile der β7-

Expression bei Patienten mit einer inaktiven Erkrankung entsprachen der von 



69 

gesunden Spendern (inaktiver Morbus Crohn: 80,30% (15,20-96,80%); gesunde 

Spender: 86,30% (24,30-91,50%)). Im Gegensatz dazu exprimierten TiTreg von 

Patienten mit einem aktiven Morbus Crohn nur niedrige Level an β7 (26,5% (17,10-

54,4%); p=ns) (Abbildung 17). 

Zusammenfassend generierten Patienten mit Morbus Crohn suppressive TiTreg, 

welche die Oberflächenmarker β7 und CCR4 exprimierten.  
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Abbildung 17: Expression der Oberflächenmarker Chemokin Rezeptor (CCR)4 und 
β7 bei mit transformierendem Wachstumsfaktor (TGF)β-induzierten 
regulatorischen T-Zellen (TiTreg). Durchflusszytometrische Analyse der TiTreg 
nach fünf Tagen Zellkultur in Gegenwart von immobilisiertem anti-CD3 (1,5 µl) 
sowie von gelöstem anti-CD28 (2 µl/ml), TGFβ (5 ng/ml) und/oder IL-2 (150 U/ml). 
Die durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmarker wurden mit anti-CD25 
FITC, anti-CCR4 oder anti-β7 PE, anti-CD4 PerCP, anti-FOXP3 APC durchgeführt. 
Dabei wurden 5-6 gesunde Spender und 3-6 Patienten mit Morbus Crohn 
eingeschlossen. Die CCR4- und β7-Expression wurde in Abhängigkeit von der 
Krankheitsaktivität (beurteilt mittels Harvey-Bradshaw-Score) bestimmt. 
Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U-Test. Die Linie zeigt den Median an. 
Jedes Quadrat repräsentiert einen einzelnen Patienten. *Abkürzungen: FITC, 
Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin-Chlorophyll; APC, 
Allophycocyanin 
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4. Diskussion 

4.1. Einführung 

Regulatorische T-Zellen (Treg) modulieren die Immunantwort auf Pathogene und sind 

außerdem entscheidend an der Erhaltung der Selbsttoleranz des Organismus beteiligt 

[98]. Die Expression von FOXP3, welches für die Entwicklung von Treg zuständig ist, 

gilt als deren Marker [175, 176]. Dass Ungleichgewichte der Treg zu Effektorzellen 

eine Rolle in der Pathogenese von sogenannten Autoimmunerkrankungen spielen 

könnten, wird schon länger vermutet [177, 178, 166]. Ziel dieser Arbeit war es, den 

Phänotyp und die Funktionalität von Treg und konvertierter TiTreg von gesunden 

Spendern und Patienten mit Morbus Crohn zu charakterisieren. Insbesondere stellte 

sich die Frage nach einer verlässlichen CD4+ T-Zell-Ausgangspopulation, von welcher 

aus funktionale TiTreg unter stabilen Bedingungen generiert werden konnten. Dabei 

wurde auch die Expression von Migrationsmarkern wie CCR4 und β7 untersucht, die 

es den Zellen erlauben sollten, an den Ort der Entzündung zu gelangen. Zunächst 

untersuchten wir durchflusszytometrisch die Expression von CD127 und CD49d bei 

Patienten mit Morbus Crohn. CD127 wird antiproportional zu FOXP3 exprimiert. In 

unseren Experimenten hatten Patienten mit Morbus Crohn signifikant mehr 

CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen als gesunde Spender. CD49d wurde allerdings gleich 

stark bei Gesunden und Kranken exprimiert. Des Weiteren untersuchten wir die von 

Miyara et al. postulierten Treg Subgruppen der aktivierten und ruhenden Treg sowie 

CD4+ CD25+ CD45RA- exprimierende Zellen ohne regulatorische Funktion bei 

Patienten mit Morbus Crohn [71]. Unsere Analysen haben gezeigt, dass diese 

Patienten signifikant mehr aktivierte Treg und CD4+CD25+ CD45RA- exprimierende 

Zellen ohne regulatorische Funktion aufwiesen als Gesunde. In einem zweiten Schritt 

wurde mit Hilfe von Konversions- und Suppressionsassays die Generierung von 

TiTreg untersucht. Die in vitro-Konversion von FOXP3+ T-Zellen aus unfraktionierten 

CD4+ CD25- T-Zellen und naiven CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen war in unseren 

Experimenten möglich. Nur TiTreg, die aus naiven CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen 

generiert wurden, entwickelten suppressive Eigenschaften und exprimierten 

Migrationsmarker wie den Chemokin Rezeptor β7 und CCR4.  
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4.2. Identifikation von Treg anhand definierter Markermoleküle 

Die phänotypische Charakterisierung von Treg ist bis heute nicht eindeutig möglich. In 

dieser Arbeit wurde im peripheren Blut von Patienten mit Morbus Crohn sowie 

gesunden Spendern die Expression von CD127 und CD49d bei CD4+ CD25++ Treg 

untersucht. Vorteil dieser Oberflächenmarker ist, dass sie nicht auf Treg exprimiert 

werden. Damit können sie für eine magnetische Aufreinigung benutzt werden, bei der 

die Treg keinen Kontakt zu den zur Aufreinigung verwendeten Antikörpern hätten. Mit 

Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen wurde die Expression von CD127 und 

CD49d bei Patienten mit Morbus Crohn und die Veränderungen in Abhängigkeit von 

der Krankheitsaktivität und Therapie mit Infliximab untersucht. 

CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen zeigten im peripheren Blut von gesunden Spendern 

(4,3%) und bei Patienten mit Morbus Crohn (6%) einen signifikanten Unterschied. Eine 

Therapie mit dem TNF-α Antikörper Infliximab oder die Aktivität der Erkrankung (PBMC 

von Patienten mit aktivem versus inaktivem Morbus Crohn) hatten keinen Einfluss auf 

die prozentuale Anzahl der CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen.  

Als erster Marker für Treg wurde im Jahre 1995 CD25 benutzt. CD25 wird auf 

CD4+ T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften exprimiert [70]. Treg wurden also in 

der CD4+ CD25++ T-Zellpopulation vermutet. Diese Population macht 10% der 

peripheren CD4+ T-Zellen in der Maus [70] und circa 5% im Menschen [145] aus. Die 

durchflusszytometrische Gating-Strategie dieser Population variiert stark zwischen 

unterschiedlichen Publikationen, welches den Vergleich der Ergebnisse der 

Arbeitsgruppen erschwert. Die CD4+ CD25++ T-Zellen sind suppressiv [163] und 

können Erkrankungen wie eine Colitis in der Maus unterdrücken [116]. T-Zellen 

exprimieren jedoch nach Aktivierung auch CD25 und können damit nicht mittels 

Oberflächenmarker von Treg unterschieden werden [175]. Der bisher etablierte Weg 

zur Aufreinigung von Treg ist die magnetische Zellsortierung. Dabei werden Treg 

mittels einer zweistufigen magnetischen Aufreinigung gewonnen. Die so gewonnenen 

Zellen haben im Rahmen der Aufreinigung jedoch Kontakt zu Antikörpern [108]. Mit 

diesen Aufreinigungsprotokollen können Reinheiten von CD25+ Zellen über 95% 

erreicht werden, diese sind jedoch nur zu 60% FOXP3+ [157]. Damit sind 

CD4+ CD25++ T-Zellen eine heterogene Zellpopulation und können nicht sicher für 

weitere in vitro-Experimente genutzt werden.  
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FOXP3 ist bis heute der am häufigsten verwendete Marker für die Beschreibung von 

Treg [180]. FOXP3 ist ein Transkriptionsfaktor und wird damit intrazellulär exprimiert, 

was die Zellsortierung lebender Zellen über diesen Marker unmöglich macht. Er wird 

in PBMC von Patienten mit Morbus Crohn zu einem Anteil von 4-5% exprimiert und 

schwankt mit der Aktivität der Erkrankung [181]. Treg-Zahlen bei Patienten mit 

Morbus Crohn variieren innerhalb unterschiedlicher Studien und Organsysteme. 

Studien, in denen die Zellzahlen im peripheren Blut untersucht wurden, haben 

gegensätzliche Ergebnisse geliefert. Saruta et al. zeigten eine Erhöhung peripherer 

CD4+ FOXP3+ Treg bei Patienten mit Morbus Crohn [182]. Takahashi et al. hingegen 

zeigten eine inverse Korrelation zwischen Krankheitsaktivität und Anzahl der Treg im 

peripheren Blut [183]. In der Homöostase liegen die Anteile der Treg an den 

Lymphozyten in der intestinalen Mukosa bei 1 ± 3% [184]. Bei Entzündungen wie der 

Divertikulitis sind Treg im Darmgewebe stark erhöht, Patienten mit einem akuten 

Schub des Morbus Crohn haben im Verhältnis dazu nur eine geringe Erhöhung der 

Treg im Darmgewebe [145]. In der Lamina propria des entzündeten Darmes und in 

den mesenterialen Lymphknoten von Patienten mit Morbus Crohn sind zwar die Treg-

Zahlen erhöht, sie können jedoch der pro-inflammatorischen Reaktion nicht 

ausreichend entgegenwirken [73, 185]. Darüber hinaus beeinflusst die 

medikamentöse Therapie die Treg-Zahlen. So kann eine Therapie mit dem TNF-α 

Antikörper Infliximab den Anteil der Treg im peripheren Blut und in der Lamina propria 

des Darmes erhöhen [185, 186, 187]. Treg von Patienten mit Morbus Crohn zeigen im 

Vergleich zu gesunden Spendern die gleiche Suppressionskapazität – ein Hinweis auf 

eine unveränderte Funktion [182, 188, 151]. Werden die Treg als CD4+ FOXP3+ 

Zellen beschrieben, kann eine Erhöhung im peripheren Blut bei Patienten mit 

Morbus Crohn beobachtet werden [182].  

Im entzündlichen Milieu wurde schon 2007 eine Suppression von CD127 auf T-Zellen 

beobachtet [189]. Eine suppressive Kapazität von CD4+ CD25+ CD127- Treg in 

gesunden Spendern konnte in vitro bereits gezeigt werden [89, 90, 91]. Zwischen der 

Expression von CD127 (Teil der α - Kette des IL-7 Rezeptors) und der FOXP3-

Expression besteht eine inverse Korrelation [92]. In anderen entzündlichen 

Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis konnte die CD127-Expression mit der 

Krankheitsaktivität (Erhöhung in der Remission, Erniedrigung im akuten Schub) 

korreliert werden [190]. Unter einer Therapie mit dem TNF-α Antikörper Infliximab wird 
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bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eine Erhöhung der CD4+ FOXP3+ Zellen 

beschrieben [191, 192]. In unserer Arbeit konnte die Korrelation zwischen 

Krankheitsaktivität und eingesetzter Therapie bei Patienten mit Morbus Crohn nicht 

reproduziert werden. Daher sehen wir CD127 als keinen soliden Marker für die 

Beschreibung von Treg an. 

CD49d entspricht der α4-Untereinheit des Integrins VLA-4 und ist ein Zielmolekül des 

Medikamentes Natalizumab [95]. Natalizumab führt auch bei Patienten mit 

Morbus Crohn zu einer Verminderung der Krankheitsaktivität [193, 194]. CD49d wird 

auf 80% der PBMC exprimiert, nicht jedoch auf CD25+ FOXP3+ Treg [89, 90]. Durch 

die Abwesenheit von CD49d kann zwischen nicht supprimierenden, pro-

inflammatorische Zytokine produzierenden CD4+ CD25+ T-Zellen und Treg 

unterschieden werden [89]. Die CD127- CD49d- T-Zellen sind laut der Arbeitsgruppe 

von Kleinewietfeld suppressiv wirksam und nicht in der Lage pro-inflammatorische 

Zytokine zu produzieren [89]. Wir untersuchten die Expression von CD49d auf Treg 

von Patienten mit Morbus Crohn und konnten keinen signifikanten Unterschied 

zwischen Patienten und Gesunden feststellen.  

 

Um Treg besser charakterisieren zu können, wurde durch verschiedene 

Arbeitsgruppen die Methylierung in der sogenannten Treg-spezifischen Region 

(TSDR) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht. Der 

Demethylierungsgrad der TSDR, bei Treg im Bereich des Foxp3-Gens, ist im Vergleich 

zu Effektor-T-Zellen hoch [79]. Untersuchungen an CD4+ CD25+ CD127- sowie 

CD4+ CD25+ CD127- CD49d- T-Zellen konnten einen niedrigen 

Demethylierungsgrad und eine niedrigere Suppressionskapazität im Vergleich zu 

CD4+ CD25++ Zellen aufzeigen [195]. Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte, dass unter den 

CD4+ CD25+ CD127- CD49d- Zellen signifikant weniger naive CD45RA+ Treg im 

Vergleich zu CD4+ CD25++ Treg vorhanden waren [195]. Im Gegensatz zu diesen 

Daten wurde in unseren Analysen keine Veränderung der Frequenz von 

CD4+ CD25+ CD127- Treg im peripheren Blut bei Patienten mit Morbus Crohn in 

Abhängigkeit der Krankheitsaktivität noch der Therapie mit TNF-α Antikörpern 

nachgewiesen. Auch Brandhorst et al. postulieren, dass FOXP3+ Treg und 

CD127- Treg nicht dieselbe Treg-Subgruppe repräsentieren [196]. Basierend auf 

diesen Daten sollten CD127 und CD49d nicht als stabile Marker für Treg bei Patienten 

mit Morbus Crohn verwendet werden.  



75 

 

.Gedächtnis- und naive Treg  

Miyara et al. beschrieben drei Gruppen FOXP3-exprimierender Zellen, die sich in 

ruhende/naive Treg – CD25+ CD45RA+ FOXP3+, Gedächtnis-/aktivierte Treg – 

CD25++ CD45RA- FOXP3+ und CD25+ CD45RA- FOXP3-exprimierende Zellen 

ohne regulatorische Funktion [71] unterteilen. CD45RA+ Treg von gesunden Spendern 

produzieren keine pro-inflammatorischen Zytokine, tragen einen epigenetisch stabilen 

FOXP3-Locus und sind in vitro suppressiv, während CD45RA- Treg pro-

inflammatorische Zytokine produzieren und nach repetitiver Stimulation die FOXP3 

Expression verlieren [161, 121]. 

In dieser Arbeit wurden die Verhältnisse dieser Gruppen zueinander bei Patienten mit 

Morbus Crohn untersucht. Dabei wurden Treg als CD4+ CD25+ Zellen definiert und in 

dieser Subpopulation die Expression von CD45RA durchflusszytometrisch untersucht. 

Der Anteil der aktivierten Treg (aTreg) CD4+ CD25++ CD45RA- an den CD4+ Zellen 

lag bei 1,06% und war damit signifikant höher als bei CD4+ Zellen von gesunden 

Spendern (0,35%; p=0,01). Der Anteil der ruhenden Treg (rTreg) 

CD4+ CD25+ CD45RA+ wurde im peripheren Blut durch die Erkrankung nicht 

beeinflusst. Von Bedeutung ist, dass die Zellen der dritten Gruppe, der 

CD4+ CD25+ CD45RA- exprimierenden Zellen ohne regulatorische Funktion, bei 

Patienten mit Morbus Crohn signifikant erhöht waren.  

Patienten mit Morbus Crohn weisen zwar mehr CD4+ CD25++ CD45RA- Zellen – 

aTreg – auf, die schnell proliferieren und keine stabile suppressorische Funktion 

besitzen, doch nur die naiven CD4+ CD25+ CD45RA+ rTreg behalten ihre 

Suppressionskapazität in vitro nach Expansion und qualifizieren sich damit als 

mögliche Ausgangspopulation für eine Zelltherapie [121, 164]. 

In Anlehnung daran stellten wir die Frage, welche Vorläufer- T-Zellpopulation in vitro 

benutzt werden muss, um stabile und funktionale induzierte Treg (TiTreg) zu 

generieren.  

 

4.3. In vitro konvertierte Treg können die T-Zell-Proliferation supprimieren 

Zellbasierte Behandlungsansätze beschäftigen sich mit dem Transfer von in vitro 

expandierten oder aus Th-Zellen induzierten Treg in Patienten. Welche Zellpopulation 

die Quelle dieser induzierten Treg sein könnte, ist noch unklar. Neben nTreg, die dem 
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Thymus entstammen und Foxp3 exprimieren [175], können iTreg auch in der 

Peripherie entstehen und ebenfalls suppressiv wirken [197]. Wenn man die Dynamik 

der peripheren Treg-Induktion besser versteht, könnte dies einen Teil der 

Pathophysiologie des Morbus Crohn aufdecken und die Basis zur Entwicklung einer 

Treg-basierten Therapie legen. In vitro können aus T-Zellen mit Hilfe von Zytokinen 

wie TGFβ, TGFβ-induzierte-Treg – TiTreg – generiert werden [114]. Es gibt jedoch 

keine eindeutigen Marker, um nTreg und iTreg zu unterscheiden. Bisher ist die 

Unterteilung in aTreg und rTreg das am Weitesten verbreitete Modell. So wurden in 

dieser Arbeit die PBMC von Patienten mit Morbus Crohn in Hinblick darauf untersucht, 

welche T-Zell-Ausgangspopulation zu stabilen TiTreg führen kann und es wurden 

deren Konversionskapazität und Funktionalität in Suppressionsassays verglichen. Es 

konnte gezeigt werden, dass die Konversion von FOXP3- T-Zellen in 

CD4+ FOXP3+ T-Zellen bei Patienten mit Morbus Crohn möglich ist. In dieser Arbeit 

wurden CD4+ CD25- und CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen von Patienten mit 

Morbus Crohn verglichen. Beide T-Zellgruppen exprimierten FOXP3, nachdem sie mit 

anti-CD28 und anti-CD3 stimuliert wurden. Dieser Effekt wurde durch die Zugabe von 

TGFβ und IL-2 leicht gesteigert. Aus CD4+ CD25- T-Zellen von Patienten mit 

Morbus Crohn wurden signifikant mehr CD4+ CD25+ FOXP3high Zellen generiert als 

bei gesunden Spendern. Während FOXP3-exprimierende Zellen, die aus 

CD4+ CD25- T-Zellen mit Hilfe von TGFβ stimuliert wurden, keine suppressive 

Wirkung in vitro zeigten, entstanden aus der Konversion von 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen suppressive TiTreg. Die suppressive Kapazität 

dieser Zellen ist bei Patienten mit Morbus Crohn vergleichbar zu der von gesunden 

Spendern.  

Auch andere Arbeitsgruppen konnten bestätigen, dass durch die Stimulation durch 

anti-CD3 monoklonale Antikörper und Antigen-präsentierende Zellen die FOXP3 -

Expression in naiven humanen T-Zellen (CD4+ CD25- CD45RA+) induziert werden 

kann [198]. Hinsichtlich der suppressiven Kapazität gibt es gegensätzliche Ergebnisse. 

Während einige Arbeitsgruppen zeigten, dass diese Zellen suppressiv gegenüber 

T-Zellen sind [198,199], wurde in anderen Studien eine nur mäßige oder sogar keine 

Suppressionskapazität beobachtet [197,200].  

Es wurden verschiedene Strategien untersucht, um eine stabile 

Suppressionskapazität in TGFβ-induzierten regulatorischen T-Zellen (TiTreg) 

sicherzustellen. Hippen et al. zeigten 2013, dass durch die Aktivierung von humanen 
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naiven CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen in Gegenwart von Rapamycin und TGFβ eine 

stabile FOXP3-Expression und ein starker supprimierender Phänotyp gebildet werden 

kann. Hierbei ist von Bedeutung, dass humane TGFβ-iTreg im Mausmodell in vivo 

funktionell waren und die Krankheitsaktivität in einem Modell der xenogenen Graft-

versus-Host Erkrankung (GvHD) reduzierten [198]. Dies war der erste Beweis dafür, 

dass humane, induzierte regulatorische T-Zellen (iTreg) in vivo funktionell suppressiv 

sind. Da derzeit für alle Komponenten des Isolierungs- und Expansionsverfahrens 

Reagenzien der Good Manufacturing Practice (GMP) verfügbar sind, ebnen diese 

Daten den Weg für die klinischen Herstellung von iTreg. Analog zu den von Hippel et 

al. publizierten Daten, konnten wir feststellen, dass aus humanen CD4+ CD25- und 

naiven CD45RA+ T-Zellen in Anwesenheit von TGFβ FOXP3+ Zellen hergestellt 

werden können. In der vorliegenden Doktorarbeit wurden ebenfalls humane 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen, die aus dem peripheren Blut von Patienten mit 

Morbus Crohn isoliert wurden, in vitro zu suppressiven TiTreg konvertiert. Einer der 

methodischen Hauptunterschiede ist die Art und Weise der Stimulation. Hippen et al. 

führten eine Stimulation mittels artifizieller Antigen-präsentierender Zellen durch, 

während wir plattengebundene anti-CD3 und anti-CD28 monoklonale Antikörper 

benutzten. Auch führten wir keine weitere Stimulation mit Rapamycin durch. Ähnlich 

wie in den beschriebenen Experimenten konnten wir in der induzierten TiTreg 

Population FOXP3 Reinheiten zwischen 50-70% feststellen. Die Zugabe von 

Interleukin (IL)-2 hingegen erhöhte die Rate an FOXP3+ auf etwa 70% – bei Hippen 

et al. wurden FOXP3+ Reinheiten um die 55% berichtet [198]. In der vorliegenden 

Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass mittels Stimulation mit monoklonalen 

Antikörpern CD3 und CD28 allein sowie in Kombination mit TGFβ vergleichbare 

Konversionsraten von rund 50% der T-Zellen von gesunden Spendern und Patienten 

mit Morbus Crohn erreicht werden konnten. Ein weiterer Unterschied zwischen 

unseren Experimenten und denen von Hippen et al., bezieht sich auf die 

Suppressionskapazität von aus CD4+ CD25- T-Zellen konvertierten TiTreg. Wir 

konnten zeigen, dass obwohl unfraktionierte CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen in vitro 

eine hohe Kapazität besaßen in FOXP3+ T-Zellen zu konvertieren, sie keinen 

signifikanten Effekt auf die Desoxyribonukleinsäure (DNS)-Neusynthese von 

CD4+ CD25- Effektorzellen hatten. Hippen et al. untersuchen ebenfalls die 

Konversionskapazität von unfraktionierten CD4+ CD25- und 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen. Ähnlich wie bei naiven T-Zellen waren konvertierte 
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CD4+ CD25- T-Zellen starke Suppressoren im xenogenen Mausmodell. 

Zusammengenommen zeigen die Daten von Hippen et al., dass für die Erzeugung von 

iTreg in Gegenwart von Rapamycin und TGFβ keine positive Selektion von CD45RA 

erforderlich ist. Weiterhin wurde auch die Suppressionskapazität von natürlichen 

regulatorischen T-Zellen nTreg und TiTreg verglichen. Analog zu den Ergebnissen der 

o.g. Arbeitsgruppe zeigten auch unsere Experimente, dass TiTreg in vitro eine 

ähnliche bis etwas stärkere Suppressionskapazität als Treg besaßen, die direkt aus 

dem peripheren Blut desselben Patienten isoliert wurden (Unterschiede statistisch 

nicht signifikant). Die TiTreg von Patienten mit inaktivem Morbus Crohn und gesunden 

Spendern wiesen eine vergleichbare suppressive Kapazität auf. Die Ergebnisse 

zwischen den Experimenten der Arbeitsgruppe um Hippen und unseren sind jedoch 

nur bedingt vergleichbar. Hauptunterschied ist die Art und Weise der Durchführung der 

Suppressionsassays. Bei Hippen et al. wurde die in vitro Fähigkeit zur Suppression 

expandierter Kulturen mit einem 5-Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidester 

(CFSE) -Suppressionsassay durchgeführt. Mononukleären Zellen des peripheren 

Bluts (PBMC) wurden gereinigt, mit CFSE markiert und mit anti-CD3 monoklonalen 

Antikörper-beschichteten Beads in An- oder Abwesenheit von kultivierten nTreg oder 

iTreg stimuliert (ohne Anpassung der prozentualen FOXP3+ Zellen in der Kultur) [198]. 

Wir hingegen bestimmten die DNS de novo Synthese mittels [3H] –Thymidin Assay. 

Außerdem benutzen wir PBMC von Patienten mit einem nicht aktiven Morbus Crohn. 

Daher wäre es wichtig, diese Daten weiter auszubauen, um die therapeutische 

Relevanz dieser Ergebnisse zu erweitern. Unter anderem sollten diese Daten unter 

Einschluss von einer größeren Anzahl von Patienten bestätigt werden, der Einfluss 

eines akuten Schubes der Erkrankung auf die Funktionalität der TiTreg.  

Unsere Daten stimmen mit denen vom Levings et al. überein. Diese Arbeitsgruppe 

versuchte nachzuweisen, dass die Suppressionsfähigkeit eine intrinsische Eigenschaft 

von T-Zellen ist, die CD25 in vivo konstitutiv exprimieren [201]. Sie untersuchten, ob 

humane CD25- CD4+ T-Zellen, die CD25 nach Aktivierung in vitro exprimieren, 

regulatorische Effekte zeigten. Dafür wurden CD25- CD4+ T-Zellen mit anti-CD3- und 

anti-CD28 monoklonalen Antikörpern sowie durch Zugabe von TGFβ und IL-2 aktiviert. 

Nach 5 Tagen wurden die so gewonnenen CD25+ T-Zellen isoliert und auf ihre 

Fähigkeit getestet, frisch isolierte autologe CD25- T-Zellen zu supprimieren. Diese 

Zellen waren in vitro nicht suppressiv [201]. Auch in unseren Experimenten konnte aus 

CD4+ CD25- T-Zellen keine suppressive Treg Population gebildet werden, nur aus 
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naiven T-Zellvorläufern entstanden suppressive Treg. Es bestehen viele methodische 

Gemeinsamkeiten zwischen den Experimenten von Levings et al. und unseren, unter 

anderem die Art des Suppressionsassays ([3H] –Thymidin Einbau) sowie die Dauer 

der Inkubation der CD4+ CD25- T-Zellen und die Aufreinigungsmethode. 

Auch weitere Arbeitsgruppen bestätigten, dass die Expansion und die Konversion von 

induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg) durch die periphere Aktivierung von 

Effektor-T-Zellen in Gegenwart von TGFβ möglich ist [114,182,202,203]. Die 

Umwandlung von peripheren CD4+ CD25- T-Zellen zu CD4+ CD25+ regulatorischen 

T-Zellen (Treg) durch TGF-β kann auch in vitro in einer Zellkultur durchgeführt werden, 

was zu in vitro iTreg führt [114]. Ähnlich wie bei der in vitro Generierung von iTreg ist 

die periphere Induktion von TiTreg in vivo im Mausmodell von der Aktivierung des 

T-Zellrezeptors (TCR) in Gegenwart von TGFβ möglich [182,203–205]. Viele dieser 

Studien wurden vor der Beschreibung von FOXP3 als essentiellen Marker 

regulatorischer T-Zellen durchgeführt [182].  

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehen die Untersuchungen der Arbeitsgruppe 

von Tran et al. [197]. Sie zeigen, dass die Stimulation des TCR und TGFβ die FOXP3-

Expression in CD4+ CD25- CD127-CD45RA+ T-Zellen induzieren. Obwohl die 

FOXP3-Expression stabil war, waren die TGFβ-induzierten FOXP3+ T-Zellen weder 

anerg noch suppressiv und erzeugten hohe Spiegel an Effektorzytokinen [197]. Es 

bestehen jedoch vielfältige methodische Unterschiede: Die Suppressionsassays 

wurden mit Antikörpern anderer Herstellerfirmen und in anderen Konzentrationen 

angesetzt. Wir benutzten zum Beispiel 10 µg/ml anti-CD3 von Janssen-Cilag, 2 µg/ml 

anti-CD28 von Miltenyi Biotec und folgende Zytokine von eBioscience 5 ng/ml TGFβ 

und 50 U/ml IL-2. Die Arbeitsgruppe von Tran et al. setzten 10 µg anti-CD3, 2 μg/ml 

anti-CD28 von BD Pharmingen und TGFβ von Peprotech, Rocky Hill ein. Als 

Stimulatoren wurden einerseits bei Tran et al reife dendritische Zellen und in unseren 

Experimenten andererseits CD4+ CD25- Zellen eingesetzt. Die 

Suppressionskapazität wurde mittels CFSE gemessen und die Auswahl der 

Ausgangspopulation für die Proliferation unter anderem über die Expression von 

CD127 getroffen.  

Eine weitere Einschränkung unserer Konversionsexperimente ist, dass keine 

Zytokinbestimmung durchgeführt wurde. Es wäre denkbar, dass die von uns 

generierten TiTreg trotz ihrer Suppressionskapazität auch pro-inflammatorische 

Zytokine produzierten. Ebenso haben wir keine epigenetische Charakterisierung der 
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verschiedenen konvertierten Treg-Gruppen durchgeführt. Bekannt ist aus den 

Expansionsexperimenten von Canavan et al. zwar, dass expandierte CD45RA+ Treg 

einen epigenetisch stabilen FOXP3-Locus exprimieren und die so genannte Treg-

spezifisch demethylierte Region (TSDR) in allen getesteten CD45RA+ Treg-Linien 

vollständig demethyliert war, jedoch benutzte die Gruppe verschiedene Protokolle zur 

Bestimmung der Suppression. Darüber hinaus wurde auch keine Konversion von 

TiTreg durchgeführt. Eine weitere Studie an Mäusen zeigte, dass ein erheblicher 

Prozentsatz der Treg in vivo eine vorübergehende oder instabile Expression von 

Foxp3 aufwies, insbesondere in den entzündeten Geweben [206]. 

Es liegen aktuell verschiedene Protokolle für die Aufreinigung, Konversion und 

Bestimmung der Suppressionskapazität von Treg vor. Die Arbeitsgruppe um Cao et 

al., konnte zeigen, dass humane CD4+ CD25+ Treg aus PBMC von Patienten mit 

Autoimmun- und Entzündungskrankheiten sowie aus gesunden Spendern unter 

Verwendung des MACS-Systems und humaner CD4+ CD25+ Treg Isolationskits 

aufgereinigt werden konnten [207]. Nach dieser Isolation lag der Anteil an 

CD4+ FOXP3+ Zellen innerhalb der CD4+ CD25+ im Bereich von 40-80%. Auch wir 

reinigten CD4+ CD25-, CD4+ CD45RA+ und CD4+ CD25+ Zellen unter Verwendung 

des MACS-Systems auf. Wir erreichten im Bereich der CD4+ CD25+ Zellen jedoch 

etwas geringere Reinheiten (circa 30% CD4+ CD25++ Zellen). Die Reinheiten der 

anderen Zellpopulationen lag typischerweise über 90%. Die geringe Reinheit der 

CD4+ CD25++ Zellpopulation, später in den Suppressionsassays als „Treg“ benannt 

und angewendet, ist eine deutliche Einschränkung der vorliegenden Daten 

[164,208,209]. Somit könnten aufgrund des geringen Prozentsatzes der Treg, die in 

Suppressionsassays ohne weitere Aufreinigung angewendet wurden, falsch niedrige 

Suppressionskapazitäten der Treg Subpopulation gemessen worden sein. Damit sind 

unsere Ergebnisse der Suppressionsassays in Bezug auf den Vergleich der 

Suppressionskapazität TiTreg versus Treg nur eingeschränkt aussagekräftig. Für 

zukünftige Experimente wäre damit das Hauptziel die Treg Zahlen zu erhöhen, indem 

z.B. die Konversion und Expansion kombiniert werden.  

Auch weitere Arbeitsgruppen konnten belegen, dass Treg aus PBMC erfolgreich mit 

Methoden der Zellsortierung gereinigt und in vitro expandiert werden können [210]. Die 

Zellsortierung ist jedoch eine Herausforderung im Rahmen des GMP-Verfahrens [210]. 

Wir haben uns daher speziell auf ein magnetkugelbasiertes Verfahren (MACS) zur 

Treg-Isolierung konzentriert, um die derzeit verfügbaren Isolationswerkzeuge der GMP 



81 

zu nutzen, mit dem Ziel, ggf. die Umsetzung in die klinische Anwendung zu erleichtern. 

Die CD4+ CD25++ Treg-Isolation ist mit dem MACS-System möglich [210,211], 

obwohl die Treg-Reinheit suboptimal ist (50–60%) [212]. In Bezug auf die Reinheit der 

Ausgangspopulation ist die Isolierung mit MicroBeads eindeutig der Sortierung mittels 

Durchflusszytometrie (FACS) unterlegen, aber das letztere Verfahren ist unter GMP-

Bedingungen zur klinischen Anwendung nicht ohne weiteres verfügbar. Mit den zum 

Zeitpunkt der Arbeit verfügbaren MACS-Systemen ist eine Aufreinigung der Treg für 

eine Anwendung die Klinik nicht ausreichend [210].  

Es wurden weitere Methoden gesucht, um die Stabilität der TiTreg in Zellkultur zu 

sichern. So kann Rapamycin, das bevorzugt die Zytokinausschüttung und das 

Überleben von Effektor-T-Zellen hemmt zu Beat-gereinigten Expansionskulturen 

hinzugefügt werden - allerdings auf Kosten einer 5-10-fachen Reduktion der Treg-

Expansion [213]. Die Kontamination mit Nicht-Treg ist entscheidend für die Etablierung 

einer nTreg-Zelltherapie. Drei Studien konnten zeigen, dass CD4+ CD25+ Treg um 

das 1000-fache expandiert werden können, wenn sie in Abwesenheit von Rapamycin 

erneut stimuliert werden. Aber die Kulturen enthielten jeweils einen hohen Anteil von 

IL-2- und Interferon (IFN)γ-sekretierenden Zellen, die sowohl FOXP3- als auch 

FOXP3+ waren [161,208]. Alle Treg-Kulturen enthalten einen gewissen Anteil an 

FOXP3− T-Zellen, die insbesondere das Potenzial haben, nach der Restimulation 

Effektor-T-Zellen zu polarisieren und somit potenziell pro-inflammatorische Effekte 

haben könnten. Es gibt wiederholt aus der Literatur Hinweise, dass Treg, die aus 

CD45RA+ Treg (in Abwesenheit von Rapamycin) expandiert wurden, keine 

Zytokinproduzenten und stark supprimierend sind, während Treg, die aus 

CD45RA- T-Zellen expandiert wurden, pro-inflammatorische Zytokine exprimieren und 

die FOXP3-Expression mit repetitiver Stimulation in vitro verlieren [121,214]. 

Hoffmann et al. publizierten ein Protokoll zur Aufreinigung und Expansion von 

CD4+ CD25+ CD45RA+ Treg für die klinische Anwendung [214]. Wir haben uns in 

unseren Experimenten dafür entschieden, kein Rapamycin zu den Zellkulturen 

hinzuzugeben, um eine höhere Zellausbeute für weitere Experimente zu gewinnen. 

Unsere Experimente konzentrierten sich auf naive CD4+ CD45RA+ Zellen als 

potenzielle Vorläufer für TiTreg. 

Eine weitere Möglichkeit ist, dass die in vitro gemessene erhöhte 

Suppressionskapazität auf eine erhöhte Proliferation von CD4+ CD25+ und 

CD4+ CD25- T-Zellen im Assay zurückzuführen ist. Zellen in Zellkultur konkurrieren 
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um Ressourcen wie kostimulatiorische Signale, Nährstoffe des Mediums und Platz in 

der 96-Wellplatte [163,215]. Durch mikroskopische und makroskopische Kontrollen 

der Platten, konnten wir sichergehen, dass der pH-Wert der Zellkulturen optimal blieb 

und die Zellen im Well weiterhin mikroskopisch vital aussahen. Obwohl die meisten 

Arbeitsgruppen die Fähigkeit von Treg zur Suppression der T-Zell-Proliferation als 

primären Endpunkt von in vitro Suppressionsassays nutzen, gibt es viele 

Möglichkeiten, diesen Endpunkt zu bestimmen. Die Suppression im Assay geht zum 

Beispiel verloren, wenn exogene Zytokine wie IL-2 hinzugefügt werden, wohingegen 

andere suppressive Effekte in Gegenwart von IL-2 zeigen [215]. Darüber hinaus ergab 

sich keine Korrelation zwischen der in vivo und in vitro gemessenen 

Suppressionskapazität [215]. 

Wir haben in der vorliegenden Doktorarbeit den Fokus nicht auf der Bestimmung der 

Treg-Frequenzen gelegt. Um TiTreg-Frequenzen zu bestimmen, wäre es notwendig 

verschiedene Kompartimente, wie zum Beispiel das Blut und den akut entzündeten 

Darmbereich zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu untersuchen. Das Ziel der Arbeit war 

es Treg qualitativ zu beschreiben und zu überprüfen, ob funktionale TiTreg überhaupt 

hergestellt werden können. Um Aussagen über die TiTreg Frequenzen machen zu 

können, sind daher weitere Experimente notwendig.  

Es ist wichtig festzuhalten, dass die funktionellen Treg-Assays in diesen Studien 

in vitro durchgeführt wurden und damit nicht notwendigerweise der in vivo-Situation 

entsprechen. Zum Beispiel hat das Zusammenspiel zwischen der Mikrobiota und Treg, 

die Anwesenheit von dendritischen Zellen sowie das lokale Zytokin-Mikromilieu einen 

großen Einfluss auf die Plastizität und Funktion von Treg [216]. Darüber hinaus wurde 

bisher nur die Unterdrückung von T-Zell-Antworten untersucht. Die Möglichkeit, dass 

Treg von Patienten mit Morbus Crohn die Fähigkeit zur Unterdrückung anderer 

Zelltypen wie Antigen-präsentierende Zellen oder B-Zellen haben, ist nicht adressiert. 

In anderen Autoimmunerkrankungen, einschließlich des Diabetes mellitus Typ 1 und 

der Multiplen Sklerose, gibt es umfangreiche Hinweise darauf, dass der Defekt in der 

Immunregulation innerhalb der Effektor-T-Zellen Subpopulation und nicht in den Treg 

selbst liegt [217].  

 

Expansion 

Die geringe Häufigkeit von Treg im peripheren Blut von Menschen wird für die meisten 

Anwendungen eine ex vivo-Treg-Expansion erforderlich sein wird. In 
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Expansionsansätze, die starke TCR-Signale liefern, wurden Effektor-T-Zellen 

bevorzugt auf Kosten von Treg expandiert [218]. Daher ist es wichtig, entweder die 

Expansionskultur mit hochgereinigten Treg zu initiieren oder Kulturbedingungen zu 

schaffen, die das Wachstum von Treg begünstigen. Die meisten präklinischen Daten 

zur Analyse menschlicher Treg wurden unter Verwendung von mit Antikörpern 

beschichteten MicroBeads erstellt [218]. Diese Ansätze lassen sich nicht ohne 

weiteres auf GMP-Bedingungen übertragen. Hoffmann et al. bestimmten die Stabilität 

der FOXP3 Expression in in vitro Expansionskulturen, um zu beurteilen, ob 

CD25++ Zellen mit ihrer einheitlichen Expression von FOXP3 eine homogene 

Population mit stabilen Treg-Zellcharakteristika darstellen. Dafür haben sie CD25++ 

und CD25+ Zellen 7 Tage lang mit 300 U/ml IL-2 und mit anti-CD3 und anti-

CD28 Antikörpern expandiert und analysierten anschließend den Phänotyp und die 

Funktionalität [164]. Die expandierten CD4+ CD25++ T-Zellen wiesen eine fast 

vollständige Expression von FOXP3 auf. Nach Restimulation und Expansion für eine 

weitere Woche behielten diese CD25++ Zellen die Expression von FOXP3 auf RNA 

Ebene und Proteinebene bei, während die CD25+ Subpopulation keinen stabilen 

Phänotyp aufwies. Weitere Funktionsanalysen der Subpopulationen zeigten eine stark 

supprimierende Aktivität von CD25++ Zellen, selbst bei einem niedrigen Treg / 

Effektor-T-Zell-Verhältnis. Im Gegensatz dazu waren CD25+ weit weniger suppressiv 

[218]. Die Arbeitsgruppe untersuchte weiter, wie sich diese Subpopulation von 

expandierten CD25+ Treg unterscheiden und fanden heraus, dass nur die naiven 

CD4+ CD25+ CD45RA+ eine homogene Population von FOXP3+ Treg darstellen 

[121]. Sie postulierten, dass die selektive Expansion von CD45RA+ naiven Treg die 

beste Strategie für adaptive Treg-Zelltherapien sei [121]. Die Zelllinien behielten die 

Expression von FOXP3 für mehrere Wochen bei, sezernierten nach Stimulation durch 

anti-CD3, anti-CD28 und IL-2 in vitro keine pro-inflammatorischen Zytokine und 

zeigten in funktionellen Assays eine stabile Suppressionskapazität von 

Effektor-T-Zellen. Im Vergleich hatten die Zelllinien, die von 

CD45RA- CD4+ CD25++ T-Zellen abgeleitet waren, bereits zu Beginn der Zellkulturen 

die FOXP3-Expression und die Suppressionskapazität nach weiterer in vitro-

Expansion verloren [121]. Bestätigt wurden diese Ergebnisse auch durch die 

Experimente von Canavan et al. [164] und Afzali et al. [219]. Dabei waren expandierte 

CD45RA+ Treg in vitro aus PBMC von Patienten mit Nierenversagen, systemischem 

Lupus erythematodes, rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose und Asthma stärker 
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suppressiv wirksam als frisch isolierte Treg von demselben Spender [219]. Die 

expandierten CD45RA+ Treg exprimierten einen epigenetisch stabilen FOXP3-Locus 

und der TSDR war vollständig demethyliert [164]. Im Gegensatz dazu wurden in 

CD45RA-Treg-Linien unterschiedliche Grade der TSDR-Demethylierung beobachtet 

[220]. Daher sind strikte Phänotyp-Charakterisierungen, Bestimmung der 

Zytokinprofile und DNS-Methylierung am FOXP3-Locus von expandierten oder 

induzierten humanen Treg von Patienten mit Morbus Crohn für die endgültige 

Beurteilung dieser Zellen wichtig. Diese sind jedoch in der vorliegenden Doktorarbeit 

nicht durchgeführt worden. 

Zusammenfasend haben wir uns aufgrund der Voruntersuchungen, insbesondere von 

Hoffmann et al. in unseren Experimenten dafür entschieden, naive T-Zellen als 

Vorläufer für in vitro konvertierte TiTreg weiter zu untersuchen.  

 

Stabilität 

nTreg scheinen bisher im inflammatorischen Milieu eine stabile Foxp3-Expression im 

Mausmodel und im Menschen aufzuweisen [221]. iTreg sind hingegen „flexibler“. Es 

gibt Hinweise dafür, dass sie zu IFNγ-produzierenden Effektor-T-Zellen differenzieren 

können [206]. Auch andere Gruppen beschrieben die Instabilität der FOXP3-

Expression der iTreg [205, 206, 207]. Obwohl die konvertierten 

CD4+ CD25+ FOXP3+ Zellen phänotypisch der iTreg Subpopulation in vivo ähneln 

[222], wird ihre Funktionalität, d.h. die Fähigkeit CD4+ und CD8+ T-Zellen zu 

supprimieren, kontrovers diskutiert [199, 200]. Eine mögliche Erklärung könnte die 

Instabilität der FOXP3-Expression von TiTreg sein [173,206,223,224]. 

Mehrere Studien haben jedoch darauf hingewiesen, dass Treg, die aus entzündlichen 

Stellen isoliert wurden, reduzierte Mengen an FOXP3 exprimieren, was 

möglicherweise die Anfälligkeit für Autoimmunität erhöht [225]. Die Analyse der 

phänotypischen und funktionellen Stabilität natürlicher Foxp3+ T-Zellen ist bisher vor 

allem im Mausmodell untersucht worden. Xu et al. und Yang et al. fanden heraus, dass 

eine Fraktion der peripheren Foxp3+ T-Zellen die Foxp3-Expression verlor und nach 

in vitro Stimulation pro-inflammatorische Zytokine, wie IL-6 und IL-17 produzierte 

[226,227]. Komatsu et al. und Duarte et al. übertrugen Foxp3+ T-Zellen in Mäuse mit 

Lymphopenie und stellten nach 4–5 Wochen fest, dass etwa 50% der Zellen die 

Expression von Foxp3 und anderen Treg-Zelloberflächenmarkern verloren hatten 

[224,228]. Diese Zellen zeigten keine supprimierende Aktivität in vitro [206,224,228]. 
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Wan et al. untersuchten die Foxp3 Expression transplantierter Treg in vivo im 

Mausmodell nach über 3 Monaten. 80% der CD4+ CD25+ FOXP3+ Zellen wurden im 

Verlauf Foxp3 negativ [225]. Obwohl diese „ex-iTreg-“ einige Elemente der Treg-

Transkriptionssignatur beibehielten, waren die TCR-Repertoires von iTreg- und ex-

iTreg im Wesentlichen nicht überlappend. Daher postulieren sie, kann die Erzeugung 

einer großen Population von ex-iTreg in vivo die Folge einer in vitro Umwandlung sein, 

die auf einer nicht-spezifischen TCR-Vernetzung beruht [225]. In vitro generierte iTreg 

sind aufgrund einer nicht vollständigen Demethylierung der TSDR instabil [79,229]. 

Hori und Kollegen beschrieben, dass eine kleine Untergruppe von Treg, insbesondere 

die Untergruppe der CD25- FOXP3+, instabil war und schnell die Foxp3-Expression 

bei der Übertragung in einen lymphopenen Wirt verlor [77]. Diese Zellen entwickelten 

einen Effektor-Memory-Phänotyp, produzierten inflammatorische Zytokine und 

könnten die Entwicklung einer Autoimmunität auslösen. Daher postulierten Hori et al., 

dass eine dynamische FOXP3-Expression unter normalen physiologischen 

Bedingungen besteht [77,230]. Diese Studien waren jedoch auf in vitro Kulturen oder 

in vivo Übertragungen an lymphopenen Empfänger beschränkt. Die Stimulation von 

CD4+ CD25+ T-Zellen mit anti-CD3 monoklonalen Antikörpern und IL-2 änderte das 

Expressionsniveau von FOXP3 nicht. Somit postulieren Hori et al., dass die Foxp3-

Expression in CD4+ CD25+ T-Zellen unabhängig von der Art der Aktivierung dieser 

Zellen ist [230].  

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Stabilität der konvertierten 

FOXP3+ T-Zellen über fünf Tage nur in Kulturmedium untersucht. Bei einem Teil der 

Zellen wurde die Restimulation durch den Zusatz von 150 U/ml IL-2 

durchflusszytometrisch untersucht. Es zeigte sich, dass die Expression von FOXP3+ 

der konvertierten T-Zellen auch nach viertägiger Ruhephase stabil blieb. Diese 

Untersuchungen wurde an Patienten mit inaktivem Morbus Crohn durchgeführt und 

lediglich mit der CD4+ CD25- T-Zellvorläuferpopulation. Funktionsanalysen wurden 

jedoch nicht durchgeführt, wodurch die Aussagekraft unserer Experimente 

eingeschränkt ist.  

Entscheidend für unsere Analysen war die Entdeckung, dass die FOXP3-Expression 

in menschlichen T-Zellen, die ursprünglich FOXP3-negativ waren, durch TCR-

Aktivierung in Gegenwart von TGFβ induziert werden konnte [114,116]. Der scheinbar 

paradoxe Überschuss an FOXP3+ Zellen in der entzündeten Schleimhaut der 

Patienten mit Morbus Crohn könnte demnach einer Population lokal aktivierter 
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CD4+ CD25- T-Zellen entsprechen. Von einigen Arbeitsgruppen wird berichtet, dass 

T-Zellen des peripheren Blutes, die zur Expression von FOXP3 induziert werden, 

dennoch in vitro wirksame Regulatoren anderer Immunzellen sind [231,232]. Ob diese 

„induzierten Treg“ (iTreg) in vivo alle dieselbe supprimierende Funktion haben wie die 

FOXP3+ „natürlichen“ Treg (nTreg) [200] ist umstritten und lässt sich beim Menschen 

nur schwer experimentell untersuchen. Auch wir können aufgrund der geringen 

Fallzahlen keine endgültige Aussage darüber treffen. Eine weitere Limitation stellt die 

Analyse des peripheren Bluts dar, da die Lamina propria des Darmes ein anderes 

Mikromilieu als das periphere Blut aufweist. 

Die beobachtete Plastizität von Foxp3+ Treg kann auch auf epigenetischer Ebene 

erfasst werden. Kürzlich durchgeführte Studien haben gezeigt, dass es mehrere 

potenziell redundante Wege der Foxp3-Induktion gibt [233]. Die Foxp3-Induktion und 

Aufrechterhaltung der Expression scheinen zwei voneinander getrennte Prozesse zu 

sein, die durch verschiedene cis-regulatorische Elemente innerhalb des Foxp3-Gens 

reguliert werden [79,119,120]. 

Zusätzlich wurden Treg mit gleichzeitig vorhandenen gegensätzlichen Phänotypen 

beschrieben. Foxp3+  TCR RAR-related orphan receptor gamma (ROR)γ+ Zellen 

beispielsweise besitzen Effektor-T-Zellmerkmale, ohne die Foxp3-Expression verloren 

zu haben [234,235].  

Patienten mit einer chronischen Entzündung weisen mehr Gedächtnis- T-Zellen als 

naive T-Zellen auf [71]. Interessanterweise zeigen in der vorliegenden Arbeit nur naive 

CD4+ CD45RA+ T-Zellen von Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu gesunden 

Spendern eine ähnliche Konversionskapazität und ausschließlich diese Zellen bilden 

eine stabile und suppressive TiTreg Population in vitro. Dies wurde von Hoffmann et 

al. in Konversionsexperimenten mit gesunden Spendern bestätigt [121]. Die 

Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass die so generierten TiTreg durch eine stabile 

FOXP3-Expression charakterisiert sind [121,198]. Auch in dieser Arbeit wurde gezeigt, 

dass die FOXP3-Expression in konvertierten T-Zellen über mindestens fünf Tage stabil 

bleibt. Diesbezüglich sind die Ergebnisse mit denen von Zheng et al. im Mausmodell 

vereinbar [236]. 

Zusammengefasst gibt es viele Hinweise aus der Literatur, die für eine Plastizität der 

humanen FOXP3-Expression und damit der Treg-Population sprechen [71,77,89]. Die 

Interpretation der Ergebnisse dieser Experimente ist jedoch wie oben ausgeführt 

kontrovers. Aus den Experimenten in der Maus von Komatsu et al. kann man die 
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Hypothese ableiten, dass eine Foxp3+ irreversibel exprimierende Treg Population 

existiert und eine kleine Subgruppe die Foxp3-Expression als Reaktion auf externe 

Stimuli verliert [228]. Weitere Arbeiten werden diese Subpopulation tiefergehend 

charakterisieren müssen. 

 

4.4. Induktion von FOXP3 

Eine weitere Fragestellung der vorliegenden Arbeit war die Rolle von CD28-

Aktivierung als kostimulatorisches Signal für die Generierung für TiTreg. Suboptimale 

Stimulation mit plattengebundenem anti-CD3 und anti-CD28 führen ebenfalls zu einer 

Konversion von CD4+ T-Zellen in TiTreg [212, 213, 101]. Die Induktion von FOXP3 ist 

also durch eine TCR-Stimulation mittels anti-CD3 und anti-CD28 möglich [222]. Im 

Gegensatz dazu wurde TGFβ von anderen Gruppen als essentiell für die Funktionalität 

von Treg identifiziert [116]. Die durch Aktivierung von CD28 induzierte Signalkaskade 

führt zu einer Transaktivierung des FOXP3-Gens [239]. Um die Rolle von CD28 zu 

definieren, müssen die molekularen Mechanismen der FOXP3-Regulation erklärt 

werden. Mantel et al. haben in Experimenten mit humanen Zellen zeigen können, dass 

anti-CD3 die FOXP3-Promoter Region beeinflusst und zu einer leichten FOXP3-

Expression in CD25- Zellen führen kann [240]. Tone et al. führten ähnliche 

Experimente in murinen und humanen Zellen durch [241]. In der vorliegenden Arbeit 

wurde erstmalig gezeigt, dass aus peripheren naiven CD4+ CD45RA+ T-Zellen von 

Patienten mit Morbus Crohn durch Zugabe von anti-CD28 und anti-CD3 allein, sowie 

in Kombination mit TGFβ funktionale TiTreg induziert werden können. Damit gibt es 

einen zusätzlichen Hinweis für die Rolle der Kostimulation über CD28 bei der Bildung 

von TiTreg. 

TGFβ stellt einen essentiellen Faktor für die Konversion dar [217, 218]. Ein TGFβ-

Mangel, wie bei Patienten mit Morbus Crohn beschrieben, kann die Konversion der 

TiTreg in vivo erschweren [243]. Obwohl einige Gruppen erhöhte Konzentrationen an 

TGFβ in einer chronischen Entzündung beschreiben [244], können neutralisierende, 

intrinsische Antikörper den Effekt von TGFβ bei Patienten mit Morbus Crohn 

abschwächen [243]. TGFβ bindet an den TGF-Rezeptor, der zur Phosphorylierung der 

Transkriptionsfaktoren similar to mother against decapentaplegic (SMAD) führt. Der 

SMAD-Komplex wird internalisiert und transloziert in den Nukleus. Die Aktivierung von 

SMAD2-3 aus der SMAD-Superfamilie, wird durch TGFβ reguliert [241]. Im Nukleus 
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werden daraufhin Gene aktiviert, die die Zellproliferation steuern. Auch bei einer 

SMAD3-Deletion erfährt die Zelle eine leichte Aktivierung von FOXP3 durch CD3-

/CD28-Kostimulation, welche den Nukleären Transkriptionsfaktors (NFAT)-Signalweg 

nutzt [241]. Tone et al. führten Luciferase-Deletionsassays durch, bei denen 

abwechselnd die NFAT- und die SMAD3-Regionen deletiert wurden. Bei einer NFAT-

Deletion verlor die Zelle jegliche Aktivität. Ein Verlust der SMAD3-Region führte zu 

einer Restaktivität durch anti-CD3-/-CD28-Kostimulation, die durch den NFAT-

Signalweg ohne TGFβ bestimmt wurde. Dabei postulierten sie, dass in der enhancer-

Region des Foxp3 Gens eine Region für NFAT und eine für SMAD3 besteht [241].  

Obwohl es noch unklar ist, wie die FOXP3-Expression zur regulatorischen Funktion 

der Treg beiträgt, korreliert die Frequenz und das zelluläre Expressionsniveau von 

FOXP3 bei TiTreg mit der suppressiven Kapazität [71]. Nach Stimulation wird der 

Transkriptionsfaktor Aktivator-Protein-1 (AP-1) in Effektor-T-Zellen aktiviert. AP-1 und 

FOPX3 haben zwei antagonistische Bindungsstellen in der Promotorregion des NFAT 

für aktivierte T-Zellen [245]. Aufgrund der Wechselwirkung am Promotor können 

höhere FOXP3-Proteinlevel zu der Konversion von Effektor-T-Zellen zu funktionalen 

TiTreg erforderlich sein. Wenn die durch TGFβ induzierte Konversion von 

CD4+ T-Zellen zu TiTreg mit suppressiven Eigenschaften führt, könnte in den hier 

vorgestellten Experimenten ein zu niedriges Expressionsniveau von FOXP3 dazu 

führen, dass die Funktion der konvertierten Zellen unzureichend ist. Damit 

übereinstimmend ist bei TiTreg die Demethylierung der TSDR weniger stark 

ausgeprägt [245]. Daher ist die FOXP3-Expression langfristig nach der Behandlung 

von CD4+ CD25- T-Zellen mit TGFβ und IL-2 nicht suffizient, um funktionale Treg in 

gesunden Spendern und Patienten mit Morbus Crohn zu generieren.  

In Hinblick auf die Konversionskapazität der TiTreg sind die hier vorliegenden Daten 

vergleichbar mit denen der Arbeitsgruppe um Wang et al. [181]. TiTreg, die aus 

peripheren CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen von gesunden Spendern unter Zugabe 

von exogenem TGFβ und all-Trans Retinolsäure generiert wurden, wirken stark 

supprimierend auf Effektorzellen in vitro [181].  
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4.5. Ti-Treg exprimieren CCR4 und β7 

Eine wichtige Voraussetzung für den Einsatz von Treg für eine Zelltherapie ist die 

Fähigkeit der Zellen an den Ort der Entzündung zu gelangen. Die Antwort auf eine 

Entzündung wird durch ein Zusammenspiel von Adhäsionsmolekülen und Chemokin 

Rezeptoren koordiniert [123]. Die erste Barriere für Leukozyten bildet das Endothel. 

Um dieses zu überwinden, interagieren Leukozyten und das Endothel mit Hilfe von 

Integrinen [246]. Im Rahmen von chronischen Entzündungen wie dem Morbus Crohn 

ist die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Entzündung verstärkt [247]. Aktuell 

wird dies mit der darmspezifischen Integrin-Blockade durch Vedolizumab als Therapie-

Ansatz für Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa genutzt [52, 194] Die 

Regulation der Migration von Treg ist noch nicht vollständig verstanden. Treg 

zirkulieren zwischen den Lymphknoten und peripheren Geweben [133]. Durch 

Expression spezifischer Chemokin Rezeptoren werden sie an den Ort der Entzündung 

gelockt [130, 224].  

Zunächst wurde angenommen, dass CCR4 die Migration der Treg in die Haut leitet 

[249]. Treg folgen dem Gradienten von CCL17 und CCL22, den CCR4-Liganden, die 

von dendritischen Zellen ausgeschüttet werden [250]. In einem Mausmodell der 

intestinalen Entzündung wurde gezeigt, dass Treg, die kein CCR4 exprimieren, nicht 

in die entzündete Mukosa einwandern und die Erkrankung somit nicht verhindern 

können [134]. β7 ist ein Integrin, das als Transmembranprotein die Signalübertragung 

zwischen Zellen untereinander übermittelt [246]. β7 leitet hierbei die Migration von 

Lymphozyten aus dem Gefäß in die lymphatischen Organe [251] und in das mucosa-

associated lymphoid tissue (MALT)-System [252]. Vor allem die Interaktion von β7 mit 

MAdCAM (mucosal addressin cell adhesion molecule) befähigt die Lymphozyten zur 

spezifischen Migration in die intestinale Mukosa durch die Venolen in der Lamina 

propria [229, 230]. In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass TiTreg CCR4 und β7 

exprimieren und somit die Voraussetzung erfüllen, in die entzündete Mukosa 

einzuwandern. Diesbezüglich scheinen die induzierten Zellen von Patienten mit 

Morbus Crohn kein Defizit gegenüber gesunden Spendern zu haben. Es fanden sich 

in dieser Arbeit jedoch Unterschiede in der Expression in Bezug auf die 

Krankheitsaktivität des Morbus Crohn: So war die Expression von β7 auf TiTreg von 

Patienten mit hoher Entzündungsaktivität reduziert. Es ist denkbar, dass iTreg diesen 

Marker erst im Lymphknoten exprimieren, damit sie gezielt an den Ort der Entzündung 
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migrieren können. Die Akkumulation der Treg in der Lamina propria ist wichtig, um die 

immunologische Balance in der gastrointestinalen Entzündung zu erhalten, 

exemplarisch dargestellt durch die schwere intestinale Entzündung in Abwesenheit 

von FOXP3+ Zellen [142]. 

Exprimieren unterschiedliche Treg-Subgruppen verschiedene Migrationsmoleküle, um 

definierte Funktionen im Entzündungsgeschehen zu übernehmen? Naive Treg, 

CD45RA+ CD25++ [71], exprimierten hohe Level an CCR7 und CD62L 

[255,256],niedrige α4β7-Level [257] und zirkulieren in die sekundären lymphatischen 

Organe. Die Zellen schützen vor Allergien, können aber eine aktive Entzündung nicht 

supprimieren [118, 234]. Die aktivierten Treg, CD45RA- CD25+ [71], exprimieren 

CCR4 und α4β7, reagieren auf gewebespezifische Chemokine und sind schnell am 

Ort der Entzündung [84]. So kann postuliert werden, dass die Treg-Subgruppen zu 

unterschiedlichen Zeiten und Orten in das Entzündungsgeschehen eingreifen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass aktivierte Treg, also CD25+ CD45RA- Treg, 

das höchste Expressionsniveau für CCR4 haben. TiTreg werden durch β7 sowie durch 

Interaktion mit CCR4 in den entzündeten Dünndarm rekrutiert. Diese Treg entstehen 

aus CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen nach Aktivierung durch Kostimulation von CD3 

und CD28 und/ oder TGFβ. Diese Daten konnten in Mausmodell bestätigt werden [134, 

135].  

Eine weitere Treg-Subgruppe sind gewebeständige Treg. Bisher untersucht sind dabei 

Treg der intestinalen Mukosa und des Fettgewebes. Treg der intestinalen Mukosa 

stehen in enger Interaktion mit den kommensalen Darmbakterien, die zu deren 

Generierung, Proliferation und Migration beitragen [259]. Treg der intestinalen Mukosa 

besitzen z.B. einen Rezeptor für kurzkettige Fettsäuren, der Treg, die aus peripherem 

Blut isoliert wurden, fehlt [260].  

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Zellen von Patienten mit einem akuten Schub des 

Morbus Crohn, inaktivem Crohn und gesunden Spendern gleichermaßen 

Migrationsmoleküle exprimieren. TiTreg von Patienten mit Morbus Crohn exprimierten 

β7 und CCR4 und haben die Fähigkeit in den Darm zu migrieren. Damit bleiben sie 

potenzielle Ausgangszellen für eine zellbasierte Therapie. 
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4.6. Antigen-spezifische Treg 

Organ-spezifische Treg können durch Aktivierung mit dendritischen Zellen generiert 

werden [261]. Hierzu müssen jedoch die relevanten Organ-spezifischen Antigene 

zunächst identifiziert werden, um dann die in polyklonalen Populationen 

vorkommenden niedrig-frequenten Treg zu expandieren. Es gibt einige Nachteile 

bezüglich der klinischen Anwendung von polyklonal expandiertem Treg. Erstens, 

polyklonal expandierte Treg können unspezifisch Immunreaktionen supprimieren, 

wodurch beispielsweise das Risiko für opportunistische Infektionen und 

Tumorwachstum erhöht werden könnte [262]. Zweitens müssen aufgrund des 

geringen Prozentsatzes an Treg in einem polyklonalen Zellpool, der für ein bestimmtes 

Zielantigen spezifisch ist, mutmaßlich eine große Anzahl von Treg infundiert werden 

[263]. Diese Schwierigkeiten könnten durch die Verwendung von in vitro expandierten 

Antigen-spezifischen Treg überwunden werden [212]. Das Darm-assoziierte 

Lymphgewebe ist das größte Immunorgan im Körper und der primäre Weg, auf dem 

wir Antigenen aus der Nahrung ausgesetzt sind. Eine immunologische 

Toleranzentwicklung ist daher ein notwendiger Anpassungsmechanismus im Darm, 

zum Beispiel durch Anergie der T-Zellen oder durch Induktion von Treg [107]. Nach 

Aktivierung können dendritischen Zellen Treg induzieren [107]. Insbesondere wurde 

bei der Nahrungszufuhr mit bestimmten Antigenen eine TGFβ-produzierende CD4+ T-

Zellpopulation in der Lamina propria und in dem Darm assoziierten Immunsystem 

identifiziert, die eine Immunreaktionen auf diese Nahrungsmoleküle durch Induktion 

der oralen Toleranz aktiv unterdrücken können [107]. In dieser Umgebung induziert 

die Antigenexposition die Differenzierung von iTreg [114]. Um eine Antigen-spezifische 

Treg-Therapie zu entwickeln, müssen mindestens einige der vorherrschenden 

Antigene identifiziert werden, die die Effektor-T-Zell-Reaktionen im Darm verstärken. 

Unter der Annahme, dass aktivierte Treg T-Zellen mit anderer bzw. unterschiedlicher 

Antigenspezifität unterdrücken können, wäre es denkbar, Treg zu verabreichen, die für 

ein antigenspezifisch sind, das nicht im Zusammenhang mit der Erkrankung steht. Dies 

wäre vor allem ein Ansatz, wenn die krankheitsassoziierten Antigene nicht bekannt 

sind. Unter Verwendung von aus Patienten mit Morbus Crohn isolierten T-Zell-Klonen 

fanden Duchmann et al., dass viele der T-Zell-Klone für die Mikrobiota des Darms 

spezifisch sind [264]. Die CATS1-Studie konnte erste Ergebnisse für den klinischen 

Einsatz von Antigen-spezifischen Treg bei Patienten mit refraktärem Morbus Crohn 
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liefern. Hier erfolgte die adaptive Übertragung von Treg bei Patienten mit 

Morbus Crohn in einer achtwöchigen Studie mit 20 Patienten [265]. Die übertragenen 

Treg wurden ausgewählt und kloniert, um spezifisch für ein diätetisches Antigen 

(Hühnerei-Ovalbumin) zu sein, so dass die antigenspezifische Aktivierung der 

übertragenen Zellen im Gastrointestinaltrakt durch Eier (orale Applikation in Form einer 

Nachspeise) stimuliert werden konnte [265]. Vierzig % der Empfänger zeigten eine 

klinische Verbesserung bezüglich der Morbus Crohn Erkrankung, obwohl die meisten 

Verbesserungen paradoxerweise bei den Empfängern der kleinsten Anzahl von Treg 

beobachtet wurden. Es wurde nur eine minimale Verbesserung der 

Entzündungsaktivität durch objektivierbare Methoden wie C-reaktives Protein und 

fäkales Calprotectin beobachtet. Weitere Arbeiten werden zeigen müssen, ob dieser 

Ansatz weiterentwickelt werden kann [265]. Es wird angenommen, dass andere 

Faktoren, wie die Treg-Antigenspezifität oder die hemmende Funktion, wichtiger sein 

könnten als die Treg-Zahlen [265].  

In einer Studie von Tang et al. mit Patienten mit Diabetes mellitus konnte im 

Mausmodell festgestellt werden, dass Treg, die für Inselzell-Antigen spezifisch waren, 

signifikant effizienter waren als polyklonale Treg bei der Regulierung der Erkrankung 

in vivo [266]. Bereits geringere Mengen an Antigen-spezifischen Treg reichten aus, um 

das Auftreten von Diabetes in einem Nukleotid-bindende Oligomerisierungs-Domäne 

(NOD)-Modell zu verhindern [267]. In ähnlicher Weise gibt es einige Hinweise, die eine 

essentielle Rolle für Antigen-spezifische Zellen bei der Behandlung der GvHD 

unterstützen [266,268,269].  

Die größte Herausforderung bei der Antigen-spezifischen Treg-Therapie besteht in der 

Isolierung ausreichender Mengen an Antigen-spezifischen T-Zellen. Die Zellen 

müssen entweder de novo durch Umwandlung von naiven T-Zellen oder durch 

FOXP3-Gentransfer generiert werden oder in vitro isoliert und expandiert werden, um 

therapeutisch relevante Zahlen zu erreichen [270]. Zusätzlich müssten Antikörper, die 

für Selbst- oder Alloantigene spezifisch sind, charakterisiert werden, um Antigen-

spezifische Treg produzieren zu können. Die Auswahl von Antigenen, auf die Antigen-

spezifische Treg abzielen, und die Entwicklung spezifischer Antikörper sind in einigen 

Krankheitsmodellen, wie zum Beispiel im murinen Kolitismodell [271], schwierig [272]. 

Zudem bestehen aktuell noch verschiedene Protokolle zur Erstellung von Antigen-

spezifischen Treg, die weiterer Überprüfung bedürfen [273].  
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4.7 Treg: Ausblick für den klinischen Einsatz 

Die Homöostase des Darms hängt von komplexen Wechselwirkungen zwischen der 

Mikrobiota, dem Darmepithel und dem Immunsystem des Wirtes ab. Verschiedene 

Regulationsmechanismen arbeiten zusammen, um die Homöostase des Darms 

aufrechtzuerhalten und ein Zusammenbruch dieser Mechanismen kann eine 

chronische Entzündung des Darmes auslösen [8,22,29]. Die genaue Ätiologie des 

Morbus Crohn bleibt unklar, aber es wurden mehrere Faktoren identifiziert, die einen 

wesentlichen Beitrag zur Pathogenese der Krankheit leisten [274]. Diese lassen sich 

in drei verschiedene Kategorien einteilen: Genetische Faktoren, das Immunsystem 

des Wirtes und Umweltfaktoren wie die Darmmikrobiota [106]. Auf zellulärer Ebene 

stellt das Zusammenspiel zwischen Darmepithelzellen, Darmmikrobiota und lokalen 

Immunzellen eines der grundlegenden Merkmale der intestinalen Homöostase dar. 

Man nimmt an, dass die entzündliche Darmerkrankungen durch Barrierestörungen 

verursacht werden, die zu einer Veränderung der Darmflora und zu einer 

abweichenden Aktivierung des mukosalen Immunsystems führen [275]. Die daraus 

resultierende chronische Entzündungsreaktion hängt stark von der Anwesenheit von 

CD4+ T-Helferzellen ab [146]. In ähnlicher Weise deuten Daten beim Menschen darauf 

hin, dass Morbus Crohn durch T-Helfer-Zell (Th)1- und Th17-Reaktionen ausgelöst 

wird, da entzündete Läsionen erhöhte Konzentrationen an Th1-assoziierten und Th17-

assoziierten Zytokinen enthalten [29]. Im Vergleich zu allen anderen Geweben hat die 

intestinale Lamina Propria unter normalen Bedingungen den größten Anteil an Treg 

[74, 75] von denen angenommen wird, dass sie hauptsächlich für Antigene der 

Lebensmittel und kommensalen Flora spezifisch sind [276]. Es ist jedoch nicht 

bekannt, ob die Zunahme aktivierter T-Zellen in Patienten mit Morbus Crohn das 

Ergebnis eines numerischen Mangels an Treg, eines Funktionsfehlers, einer Resistenz 

von Effektor-T-Zellen gegen die Suppression in vitro oder einer Kombination dieser 

Möglichkeiten ist [145]. Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass die funktionellen Treg-

Assays in diesen Studien in vitro durchgeführt wurden, unter Verwendung einer 

unspezifischen Antigenstimulation und unter Bedingungen, bei denen es an der Vielfalt 

der Zytokine, die sich in der entzündeten Darmumgebung befinden würden, fehlt. 

Diese Einschränkung gilt auch für die Experimente in dieser Doktorarbeit.  

Wenn der entzündete Darm eine normale Anzahl von Treg hat, die zumindest in vitro 

funktionell erscheinen, warum können sie dann die Entzündung nicht blockieren? Bei 
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anderen Autoimmunkrankheiten, einschließlich Typ-1-Diabetes und Multipler 

Sklerose, gibt es umfangreiche Hinweise darauf, dass der Defekt bei der 

Immunregulation in der Effektorzelle / Entzündungsumgebung und nicht in den Treg 

selbst liegt [66,71,217,219,266,278]. Bei Patienten mit Morbus Crohn stellt sich daher 

zusätzlich die Frage, ob mukosale T-Zellen gegenüber Treg-vermittelter Suppression 

resistent sein könnten. Bekannt ist, dass Treg, die aus entzündeter Mukosa von 

Patienten mit Morbus Crohn gewonnen werden, die Proliferation von herkömmlichem 

CD4+ CD25- Effektor-T-Zellen supprimieren, die Treg aus dem Blut, jedoch nicht 

ausreichend suppressiv gegenüber mukosalen Effektor-T-Zellen sind [116]. Mukosale 

Effektor-T-Zellen von Patienten mit Morbus Crohn überexprimieren Smad7, einen 

Inhibitor des TGFβ-Signalwegs, der Resistenz gegen Treg-vermittelte Suppression 

verleiht [203,279].  

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass der in vivo-Transfer von CD4+ CD25+ 

suppressiven Zellen in der Maus vor immunologisch vermittelten Erkrankungen wie 

Diabetes mellitus [267], Multiple Sklerose [280] und Colitis [148] schützt.  

Allogene Treg wurden in Deutschland und den USA bei Patienten mit GvHD infundiert. 

Diese Studien verwendeten MACS-Techniken zur Aufreinigung der Treg [281]. Die 

endgültigen Isolationsprodukte enthielten ~ 50% Treg (CD4+ CD25+ FOXP3+), wie 

durch Durchflusszytometrie bestimmt wurde. In Phase-I-Dosis-Eskalationsstudien 

wurde Nabelschnurblut für die Treg-Isolierung verwendet, da Nabelschnurblut 

praktisch keine Gedächtnis-T-Zellen enthält [156]. Obwohl CD25++ Treg leichter aus 

dem Nabelschnurblut als aus peripherem Blut aufgereinigt werden können, können 

nur ~ 5–7,5 × 106 Treg aus einer gefrorenen Nabelschnurblut-Einheit isoliert werden 

[281]. So ist es schwierig, hohe Treg: Effektor-T-Zell-Verhältnisse zu erreichen. Ein 

weiterer Nachteil von Nabelschnurblut ist, dass es bisher als allogene Zellquelle 

eingesetzt wurde, was ein Abgleich im Humane Leukozytenantigen-System (HLA 

System) erforderlich machte.  

Es ist noch unklar, was eine therapeutische Dosis von Treg ausmacht. Die Antwort 

hängt von vielen Faktoren ab, einschließlich der spezifischen Erkrankung und davon, 

ob polyklonale oder Antigen-spezifische Treg eingesetzt werden. Um Treg-

Dosierungsstrategien zu definieren, ist eine hohe Treg-Proliferationskapazität 

erforderlich. Es wurde berichtet, dass humane Treg unter Verwendung eines auf 

Mauszellen basierenden künstlichen APC-Systems (aAPC) innerhalb von 3–4 

Wochen um das 40.000-fache expandiert werden konnten [218], unter der Annahme 
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einer stabilen FOXP3 Expression. Nachfolgende Studien haben verschiedene 

Expansionsgrade unter Verwendung von anti-CD3 / -CD28-beschichteten Beads 

(wofür GMP-Protokolle verfügbar sind) in Gegenwart von hohen IL-2-Spiegeln 

berichtet [281,282]. 

Bisher bestehen zwei Hauptmethoden, um die Treg Zellzahl zu erhöhen. Zum einen 

ist eine ex vivo Expansion mit anschließendem Transfer in den Patienten [155] und 

zum anderen die Konversion aus Th-Zellen denkbar. Im Mausmodell konnte bereits 

gezeigt werden, dass der Transfer expandierter Treg sicher ist und den Schweregrad 

der Erkrankungen, wie z.B. der experimentellen Kolitis, verringern kann [239,240,148]. 

Humane, expandierte CD4+ CD25+ CD127- CD45RA+ Treg tragen einen 

epigenetisch stabilen FOXP3-Locus und konvertieren nicht in Effektor-T-Zellen in der 

in vitro-Kultur [220]. Die Expansion der Treg wird meist durch Kostimulation von CD3 

und CD28 [283] in Gegenwart von IL-2 [284] durchgeführt. Diese Methode ist noch mit 

Unsicherheiten verbunden. Es muss aufgrund der Heterogenität der FOXP3+ Zellen 

die Ausgangs-Treg-Population für die Expansion genau definiert werden [89]. Die 

CD4+ CD25+ CD127- Zellpopulation enthält CD45RA- Treg, die potenziell pro-

inflammatorische Zytokine produzieren [29]. CD45RA+ FOXP3+ Treg haben das 

höchste Potenzial, nach Expansion eine stabile FOXP3-Expression beizubehalten 

[121]. Daher wäre die naive CD45RA+ Treg Population die am besten geeignete für 

eine ex vivo Expansion. Diese Expansionsmethode hat jedoch auch Nachteile. So 

gehen Treg nach Expansion in Apoptose [285]. Trotz hoher Reinheiten der Treg kann 

es bei der Expansion zu einer Dominanz von T-Zellen kommen, die pro-

inflammatorische Zytokine produzieren und das Entzündungsgeschehen damit 

verstärken könnten [121]. Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist die Unsicherheit, 

ob ex vivo expandierte Treg auch in vivo in einem pro-inflammatorischen Milieu ihre 

FOXP3-Expression und ihre regulatorische Funktion beibehalten. 

Mit dem zweiten Ansatz werden aus CD4+ CD25- FOXP3- T-Zellen, die in großer Zahl 

im peripheren Blut des Menschen vorhanden sind, TiTreg generiert. Obwohl einige 

Spezies-spezifische Unterschiede wahrscheinlich sind, können murine iTreg nach 

ex vivo Exposition von naiven CD4+ CD25− T-Zellen mit TGFβ [114,230], 

insbesondere in Gegenwart von IL-2, erzeugt werden. Aus unseren Experimenten 

ergeben sich Hinweise, dass aus dieser Vorläuferpopulation potenzielle Treg generiert 

werden, die nicht nur funktionell in der Lage sind, die Proliferation von T-Zellen 

einzudämmen, sondern auch aufgrund der von ihnen exprimierten 
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Oberflächenmoleküle auch das Potential hätten, an den Ort der Entzündung zu 

gelangen. TiTreg von Patienten mit inaktivem Morbus Crohn und gesunden Spendern 

wiesen in unseren Versuchen eine gleich starke, suppressorische Kapazität auf, die 

durch die Zugabe von TGFβ und IL-2 während der Konversion gesteigert wurde. Wir 

führten dafür Suppressionsassays mit TiTreg von Patienten mit inaktiver Erkrankung 

im Vergleich zu Gesunden durch. Aufgrund der geringen Fallzahlen (3 gesunde 

Spender und 3 Patienten mit Morbus Crohn) sind unsere Versuche jedoch nur 

eingeschränkt aussagekräftig.  

Im Mausmodell wurde eine starke Plastizität der Treg-Population postuliert [225]. Die 

iTreg-Subgruppe entwickelt sich wie beschrieben nach peripherer Aktivierung aus 

Th-Zellen. Wenn hohe Konzentrationen des Zytokins IL-6 vorhanden sind, werden 

T-Zellen in Anwesenheit von TGFβ und über den TCR RORγ aktiviert und es 

entwickeln sich pro-inflammatorische Th17-Zellen, die das Zytokin IL-17 produzieren 

[235]. Th17-Zellen produzieren weitere pro-inflammatorische Zytokine wie IL-21. IL-21 

ist in Läsionen von CED-Patienten in hohen Konzentrationen vorzufinden [286]. 

Th17-Zellen werden auch mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen neben CED 

assoziiert [287]. iTreg- und Th17-Zellen scheinen ein ähnliches Rezeptorrepertoire, 

Entwicklungsvorläufer und Differenzierungssignale zu haben, doch unterscheiden sie 

sich in ihrer Rolle in der Immunantwort [288]. Tatsächlich deutet die erhöhte 

Methylierung des FOXP3-Locus von iTreg gegenüber der von nTreg darauf hin, dass 

die iTreg-Subgruppe als eine flexiblere Linie dienen kann, die sich an die 

inflammatorische Umgebung anpasst [118]. Die Beurteilung, ob iTreg die FOXP3-

Expression herunterregulieren und zu Th17 werden können, stellt den Gegenstand 

aktueller Untersuchungen dar. Es ist wahrscheinlich, dass die Kontrolle des iTreg-

/Th17-Gleichgewichts und die Stabilität von iTreg wichtige immunregulatorische 

Kontrollpunkte sind [289]. Obwohl potenziell vielversprechend, gibt es nur wenige 

Daten bezüglich der Ausbeute, Stabilität und Plastizität von iTreg, die sowohl durch 

in vitro- als auch in vivo-Maßnahmen bewertet werden. Es wäre daher verfrüht zu 

beurteilen, ob die iTreg-Generation die technischen Einschränkungen der Herstellung 

einer großen Anzahl natürlicher Treg mit GMP-Reagenzien umgehen kann. 

Es bleiben weitere Fragen offen: Behalten TiTreg nach Applikation in vivo ihren 

Phänotyp und ihre suppressive Kapazität oder konvertieren sie zurück zu 

CD4+ FOXP3- T-Zellen? Es ist denkbar, dass T-Zellen, die pro-inflammatorische 

Zytokine produzieren, Treg zu Th17-Zellen umwandeln können. Hovhannisyan et al. 
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zeigten, dass Patienten mit Morbus Crohn eine erhöhte Anzahl an IL-17 

produzierenden FOXP3+ T-Zellen haben und sie trotzdem in vitro suppressiv sind 

[288]. Es bleibt unklar, ob Treg ihre suppressiven Eigenschaften in der Entzündung 

trotz Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in diesem Milieu behalten. So 

beschrieben Feng et al., dass Treg aus der Maus IFN-γ produzieren. Trotzdem blieben 

sie gleichzeitig Foxp3+ und behielten ihre suppressiven Eigenschaften [290]. In dieser 

Studie wurde gezeigt, dass konvertierte FOXP3+ Zellen nach einer fünftägigen 

Ruhephase stabil bezüglich Foxp3+-Expression sind.  

Die ersten Experimente im Menschen zeigen, dass die Applikation von Treg sicher ist 

[155], dennoch bleiben Bedenken bei dem Einsatz von Treg in größerer Anzahl. Erste 

Versuche im Einsatz von Treg beim Menschen wurden bei Erkrankungen wie Diabetes 

mellitus Typ 1 und der GvHD durchgeführt. In der GvHD konnten bereits in vitro 

induzierte Treg eingesetzt werden und ihre Wirksamkeit zeigen [291]. Beim adaptiven 

Transfer von ex vivo expandierten CD4+ CD25+ CD127- Treg bei Kindern mit 

Diabetes mellitus Typ 1 konnte im Verlauf von einem Jahr ein verminderter 

Insulinbedarf und die Sicherheit der Übertragung von Treg beobachtet werden [254, 

255].  

Vor einem weiteren Einsatz experimenteller Therapien bei Patienten mit CED stehen 

auch ethische Fragen: Da Morbus Crohn keine lebensbedrohliche Erkrankung ist, ist 

es fraglich ob man eine Zelltherapie, die nicht langfristig erprobt ist, mit den oben 

genannten Risiken einsetzen kann. Globale Immunsupression geht mit einem 

erhöhtem Krebsrisiko und Infektionsrisiko einher [131]. Diesem Risiko könnte durch 

den Einsatz von Antigen-spezifischen Treg vorgebeugt werden [294]. Die Wirksamkeit 

der gegenwärtigen medikamentösen Optionen, wie TNF-α Antikörper, stellt hohe 

Anforderung an eine Treg-Therapie. Bisher wurden klinische Studien nur an einer 

kleinen Fallzahl durchgeführt, die nur relativ geringe Effekte auf die Entwicklung der 

Erkrankung aufzeigten. 

Obwohl viele Unsicherheiten bleiben: Treg spielen eine wichtige Rolle in der 

Regulation von anti-inflammatorischen Prozessen. Mit zunehmendem 

Erkenntnisgewinn der unterschiedlichen Treg-Subgruppen kann ein größeres 

Verständnis für diese Zellart gewonnen werden. Zudem werden langsam die 

Mechanismen, die zur Stabilität einer Zellpopulation beitragen und deren Plastizität 

verhindern, besser verstanden.  
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Weitere Studien werden benötigt, um Treg für die Zelltherapie zu evaluieren. So sollte 

der Einfluss der Medikation der Patienten in Betracht gezogen werden, nicht nur in 

Bezug auf die Treg, sondern auch auf die Generierung und Funktion der TiTreg.  

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TiTreg aus 

naiven T-Zellen in Patienten mit Morbus Crohn generiert werden können und deren 

suppressive Kapazität vergleichbar mit Zellen von gesunden Spendern ist. TiTreg 

exprimieren Migrationsmoleküle für den Darm und können so theoretisch an den Ort 

der Entzündung gelangen. Diese Ergebnisse legen für die zellbasierte Therapie von 

Patienten mit Morbus Crohn nahe, dass naive periphere T-Zellen von Patienten mit 

Morbus Crohn als potenzielle Quelle für funktionale TiTreg nutzbar sind und bevorzugt 

in einer Phase mit geringer Krankheitsaktivität gewonnen werden sollten.  
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5. Zusammenfassung 

Morbus Crohn ist eine schubförmig verlaufende, chronisch entzündliche Erkrankung 

des Darmes. Eine große Rolle in der Krankheitsentstehung scheint eine Dysbalance 

pro- und anti-inflammatorischer Mechanismen zu spielen. Die Zelltherapie mit 

regulatorischen T-Zellen (Treg) könnte eine Alternative zu den derzeit bestehenden 

Therapieoptionen darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurden Treg aus dem 

peripheren Blut phänotypisch charakterisiert und suppressorische Zellen aus 

unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen generiert sowie deren suppressive 

Eigenschaft in vitro untersucht. 

Die phänotypische Definition von Treg bei Gesunden ist bislang nicht einheitlich. Treg 

sind unter anderem CD4+, CD25+ und FOXP3+ Zellen. Weiterhin wurden Treg als 

CD4+ CD25+ CD127- CD49d- T-Zellen beschrieben, die suppressiv sind. Mit Hilfe von 

durchflusszytometrischen Analysen wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression 

von CD127 und CD49d bei Patienten mit Morbus Crohn und die Veränderungen in 

Abhängigkeit von der Krankheitsaktivität und Therapie mit Infliximab untersucht. 

Patienten mit Morbus Crohn hatten signifikant mehr CD4+ CD25+ CD127- T-Zellen 

als gesunde Spender, CD49d wurde gleich stark bei Gesunden und Kranken 

exprimiert. In der Literatur wurde eine Erhöhung der FOXP3+ Treg in Patienten mit 

inaktivem Morbus Crohn, oder unter erfolgreicher Therapie mit Infliximab, 

beschrieben. Die Marker CD127 und CD49d konnten diese Verschiebungen im Treg-

Verhältnis nicht widerspiegeln. Miyara et al. definierten aktivierte und ruhende Treg, 

sowie CD25+ CD45RA- FOXP3-exprimierende Zellen ohne regulatorische Funktion 

[71]. Eigene durchflusszytometrische Analysen haben gezeigt, dass Patienten mit 

Morbus Crohn signifikant mehr aktivierte Treg CD4+ CD25++ CD45RA- T-Zellen und 

CD4+ CD25+ CD45RA- FOXP3-exprimierende Zellen ohne regulatorische Funktion 

aufwiesen als Gesunde. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von 

Konversionsassays und Suppressionsassays die Generierung von TiTreg untersucht. 

Die in vitro-Generierung von FOXP3+ T-Zellen aus dem peripheren Blut von Patienten 

mit Morbus Crohn aus unfraktionierten CD4+ CD25- T-Zellen und aus naiven 

CD4+ CD25- CD45RA+ T-Zellen ist möglich. Mit Treg vergleichbare, suppressive 

Eigenschaften entwickeln jedoch nur die TiTreg, die aus naiven 

CD4+ CD25 CD45RA+ T-Zellen generiert werden. TiTreg exprimieren 



100 

Migrationsmarker wie den Chemokin Rezeptor β7 und CCR4, die ein Einwandern in 

die intestinale Mukosa ermöglichen.  

In zukünftigen Untersuchungen ist es wichtig zu unterscheiden, welche Auswirkungen 

die Therapie mit Immunsuppressiva und die Krankheitsaktivität auf die Funktionalität 

der TiTreg haben. Zudem bedarf es weiterer Untersuchungen zur Stabilität des 

Phänotyps und der Funktion der induzierten Zellen.  
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