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Zusammenfassung 
Einleitung: Die atopische Dermatitis (AD) ist eine chronisch rezidivierende Hauterkran-

kung mit hoher Prävalenz. Charakteristisch für diese Erkrankung ist neben der epiderma-

len Barrierestörung und IgE-vermittelten Sensibilisierungen eine zellvermittelte Entzün-

dung, welche Gegenstand dieser Untersuchung war. Hierzu wurde die hoch-dimensionale 

Massenzytometrie (CyTOF) als Hypothesen-generierender Ansatz zur systematischen 

Analyse aller Leukozytenpopulationen im peripheren Blut eingesetzt.  

Methode: Es wurden 40 Patienten mit extrinsischer AD (Gesamt-IgE-Serumspiegel >100 

kU/l, multiple Sensibilisierungen) eingeteilt in moderate AD (ADm, SCORAD 15 bis 

<40) und schwere AD (ADs, SCORAD ³40) und 20 gesunde Probanden in diese Unter-

suchung eingeschlossen. 35 Oberflächenantigene wurden massenzytometrisch auf jeder 

Einzelzelle gemessen. Basierend auf antizipierten Zielpopulationen sowie den Ergebnis-

sen einer nicht-supervidierten Cluster-Analyse wurden Zellpopulationen manuell mit der 

Software FlowJo identifiziert und quantifiziert.  

Ergebnisse: Die drei Untersuchungsgruppen waren bezüglich Alter und Geschlecht ver-

gleichbar. Die Patientengruppen unterschieden sich im Schweregrad (P<0,001). Im Blut 

von AD-Patienten gemessene Eosinophilenfrequenzen waren im Vergleich zu Gesunden 

3,8-4,3-fach höher. ADs-Patienten zeigten verglichen mit Gesunden eine geringere me-

diane Frequenz der Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen). Dabei war die Frequenz von 

CD38- und CD69-exprimierenden NK-Zellen bei diesen Patienten höher als bei Gesun-

den. In der ADs-Patientengruppe waren die T-Zellfrequenzen um 27,6 % verringert 

(P=0,034) und innerhalb der T-Helferzellen wurden in beiden Patientengruppen erhöhte 

Frequenzen von regulatorischen T-Zellen (Tregs) im Vergleich zur Kontrollgruppe ge-

messen (P<0,001). Bei AD-Patienten war dabei der Anteil der aktivierten Tregs erhöht. 

Typ 2-Helferzellfrequenzen (Th2) waren vergleichbar.  

Schlussfolgerung: Die erstmals erfolgte hochauflösende Analyse des gesamten Leuko-

zytenkompartiments im Blut von AD-Patienten und Gesunden mittels der innovativen 

CyTOF-Technologie identifizierte bisher nicht beschriebene Zellpopulationen, wie eine 

NK-Zellsubpopulation mit aktiviertem Phänotyp sowie Veränderungen im T-Zellkom-

partiment insbesondere von aktivierten Tregs. Die vorliegenden Ergebnisse aus dem Blut 

und die hier etablierte CyTOF-Methode können eingesetzt werden, um auch in anderen 
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Geweben oder Krankheitsmodellen krankheitsspezifische Veränderungen zu identifizie-

ren. 

Abstract 
Background: Atopic dermatitis (AD) is a relapsing chronic skin disease with a high prev-

alence. In addition to an epidermal barrier dysfunction and an IgE-mediated sensibiliza-

tion this disease is also characterized by a cell-mediated inflammation which was subject 

of this study. Using high dimensional mass cytometry (CyTOF) as a hypothesis-generat-

ing approach we conducted a systematic analysis of all leukocyte populations in periph-

eral blood.  

Method: In this study we included 40 patients with extrinsic AD (serum-IgE-level 

>100 kU/l, multiple sensibilizations) grouped into moderate AD (ADm, SCORAD 15 to 

<40) and severe AD (ADs, SCORAD ³40) and 20 healthy controls. 35 immunopheno-

typic parameters were measured on the cell surface of single cells using mass cytometry. 

Cell populations were manually identified and quantified using the software FlowJo 

based on anticipated target populations as well as the results of a non-supervised analysis. 

Results: The three study groups were comparable in age and gender. Patient groups dif-

fered in disease severity (P<0.001). Eosinophil frequencies were 3.8-4.3 times higher in 

the blood of AD patients than in the one of healthy donors. Median frequencies of NK 

cells were lower in the blood of ADs-patients compared to healthy participants. The fre-

quency of CD38- and CD69-expressing NK cells was higher in these patients than in 

healthy participants. In the ADs-patient group T-cell frequencies were reduced by 27.6 % 

(P=0.034) and within T-helper cells in both patient groups higher frequencies of regula-

tory T-cells (Tregs) compared to the control group were measured (P<0.001). In AD-

patients the portion of activated Tregs was increased. The type-2 helper-T-cell frequency 

(Th2) was comparable. 

Conclusion: The first-ever high-resolution analysis of the entire leukocyte compartment 

in the blood of AD-patients and healthy donors using the innovative CyTOF-technology 

identified previously unreported cell populations, such as an activated NK cell subpopu-

lation and changes in the T-cell compartment, in particular activated Tregs. The present 

results from blood and the CyTOF-method which has been established in this study can 

be used to identify disease-specific transformations also in other tissues or disease mod-

els. 
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1 Einleitung 

Die Kenntnis über den Pathomechanismus der atopischen Dermatitis (AD) ist wichtig, 

um die Krankheit besser zu verstehen, neue Therapieansätze zu entwickeln sowie Marker 

für ein verbessertes Monitoring der Krankheitsaktivität zu finden. In dieser Untersuchung 

wurden erstmals massenzytometrisch 35 Parameter auf Einzelzellebene im Blut von AD-

Patienten im Vergleich zu Gesunden gemessen und ausgewertet. Dies ermöglichte eine 

hoch-dimensionale Analyse von immunphänotypischen Markern zur Identifizierung 

krankheitsspezifischer Phänotypen im Blut. 

1.1 Atopische Dermatitis 

1.1.1 Definition 

Die atopische Dermatitis (AD), auch atopisches Ekzem genannt, ist eine chronisch ent-

zündliche Hauterkrankung, die häufig mit anderen Erkrankungen des atopischen Formen-

kreises wie Asthma und allergischer Rhinokonjunktivitis assoziiert ist. Die AD ist cha-

rakterisiert durch eine trockene Haut, Juckreiz und Ekzeme. Sie kann deutliche Auswir-

kungen auf die Lebensqualität der Betroffenen haben. Pathophysiologisch werden eine 

epidermale Barrierestörung, eine Aktiverung verschiedener T-Zellpopulationen sowie 

eine veränderte bakterielle Besiedelung der Haut als bedeutend diskutiert (1). 

Die AD ist eine häufige Erkrankung, die besonders im Kindesalter mit einer Prävalenz 

von 10-15 % auftritt (2). Die Lebenszeitprävalenz von Erwachsenen liegt bei 3,5 %, die 

12-Monatsprävalenz beträgt 2,2 % (3). Die Krankheit beginnt häufig in der frühen Kind-

heit, in 60 % der Fälle manifestiert sie sich innerhalb des 1. Lebensjahres (4). Kennzeich-

nend ist ein chronisch rezidivierender Verlauf. Dennoch geht sie bei bis zu 70 % der 

Kinder, die in den ersten zwei Lebensjahren betroffen sind, in Spontanremission (5).  

Das klinische Bild verändert sich mit dem Alter: in der frühen Kindheit erscheinen erste 

Läsionen häufig an Wangen und an der Kopfhaut, in der späteren Kindheit sind meist die 

Beugen betroffen. Im Erwachsenenalter findet man lichenifizierte Plaques an Beugesei-

ten, Kopf, Nacken und Händen (5). Zu weiteren Faktoren, die neben dem Alter das klini-

sche Bild beeinflussen können, gehören: Herkunft des Patienten, akuter vs. chronischer 

Verlauf, die therapeutische Wirksamkeit und infektiöse oder allergische bzw. irritative 

Trigger (6). 
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Die Diagnose der AD wird primär klinisch entsprechend der Kriterien von Hanifin und 

Rajka gestellt (s. Tabelle 1). Die Patienten haben typischerweise eine positive atopische 

Familienanamnese und weisen Sensibilisierungen gegen verschiedene Umweltallergene 

wie Pollen, Tierhaare und Hausstaubmilben auf. Bei ca. 80 % der Patienten ist die Ge-

samt-IgE-Konzentration im Serum erhöht. Diese Form wird extrinsische AD genannt (7). 

Außerdem zeigen die Patienten den oben beschriebenen alterstypischen Verlauf und 

Hautläsionen mit typischer Morphe (akute Ekzeme: flächige Erytheme, Ödeme, Papeln, 

Papulovesikel, Nässen und Krusten; chronische Ekzeme: flächige Infiltrationen, Papeln, 

Lichenifikation, Schuppen).  

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien nach Hanifin und Rajka. 

 
Mindestens drei Haupt- und mindestens drei Nebenkriterien müssen für die Diagnose nach Hanifin & Rajka 
erfüllt sein (8). Die wichtigsten Nebenkriterien sind aufgeführt. 
 

Hanifin und Rajka unterscheiden zwischen Haupt- und Nebenkriterien (8). In den Haupt-

kriterien werden Merkmale wie Pruritus, das typische Erscheinungsbild der AD und der 

chronische Verlauf sowie die positive Eigen- oder Familienanamnese für Atopie berück-

sichtigt. Zu den Nebenkriterien zählen u.a. trockene Haut (Xerosis cutis), positiver Prick-

Test und erhöhte Serum-IgE-Werte. 

Zur Einschätzung des Schweregrades ist der SCORAD (Scoring of Atopic Dermatitis) im 

ambulanten Bereich etabliert (s. Kapitel 3.1). Neben diesem kann bei AD-Patienten eben-

falls der EASI (Ekzema Area Severity Index) verwendet werden, dessen Erhebung aller-

dings mit erhöhtem Zeitaufwand verbunden ist. In Anlehnung an den EASI hat die 

Gruppe um Thijs et al. mit der Bestimmung von TARC (thymusaktivitätsreguliertes Che-

mokin), Interleukin (IL)-22 und dem löslichen IL-2-Rezeptor einen neuen Biomarker (p-

Hauptkriterien (³ 3) Plus Nebenkriterien (³ 3)

Juckreiz Trockene Haut

Typ. Morphologie und Verteilung Positiver Prick-Test

Chronizität Erhöhte Serum-IgE-Werte

Positive Eigen- oder Familienanamnese für Atopie (Asthma, 

allerg. Rhinitis, AD)

Juckreiz beim Schwitzen

Wollunverträglichkeit

Dennie-Morgan-Falte

Weißer Dermographismus
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EASI) vorgeschlagen, der zukünftig zur objektiven Bestimmung der Krankheitsschwere 

verwendet werden könnte (9). 

1.1.2 Therapie 

Die Therapie der AD erfolgt entsprechend dem klinischen Schweregrad. Es stehen ver-

schiedene medikamentöse und nicht-medikamentöse Maßnahmen zur Verfügung. Grund-

sätzlich geht man nach einem Stufenschema vor (s. Abbildung 1) (10; 11). Grundlage ist 

die topische Basistherapie zur Behandlung der trockenen Haut und der damit verbunde-

nen Hautbarrierestörungen. Außerdem wird der Patient im Umgang mit der Erkrankung 

geschult und eine Vermeidung von Triggerfaktoren wie Allergenexposition oder Infekti-

onen wird angestrebt.  

 

 
Abbildung 1: Stufentherapie bei atopischer Dermatitis. 
Entsprechend dem Schweregrad der AD werden die Patienten mit nicht-medikamentösen und medikamen-
tösen Maßnahmen behandelt. Eine UV-Therapie kann bei ausreichender Indikation bereits bei leichten Ek-
zemen durchgeführt werden. 
 

Bei leichten Ekzemen können niedrigpotente topische Glukokortikosteroide und/ oder 

Calcineurininhibitoren zur Therapie angewandt werden. Außerdem ist eine UV-Therapie 

bei ausreichender Indikationsstellung ab dieser Stufe empfohlen (11). Zur Therapieeska-

lation können bei moderaten Ekzemen, bei denen die Therapie der vorherigen Stufen 

nicht ausreicht, zusätzlich höherpotente Glukokortikosteroide zum Einsatz kommen (11). 

Ist ein Patient gegen o.g. Maßnahmen resistent, ist eine systemische Therapie indiziert. 

Hier kommen immunmodulierende Medikamente wie Ciclosporin A und systemische 

Glukokortikosteroide zum Einsatz, die allerdings wegen ihrer Nebenwirkungen nicht für 

den Langzeitgebrauch geeignet sind (12). Seit Ende 2017 ist eine biologische Therapie 

UV-Therapie 

Vermeidung 
chem./physikal. 
Reizfaktoren

Patienten-
schulung

Psychologische 
Betreuung

Vermeidung 
von Infektionen

systemische
immunmodulierende 
Therapie

Höherpotente topische
Glukokortikosteroide

Niedrigerpotente topische
Glukokortikosteroide
und/oder topische
Calcineurininhibitoren

Allergenvermeidung 
(Nahrungsmittel, Haus-
staubmilbe)

Topische Basistherapie

Therapie-
optionen

Persistierende, schwer 
ausgeprägte Ekzeme

Moderate Ekzeme

Leichte Ekzeme

Trockene Haut
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mit dem Antikörper Dupilumab (IL-4-Rezeptor a/IL-13-Rezeptor-Antagonist) für Pati-

enten mit moderater bis schwerer AD zugelassen (13-15). Dupilumab greift in die Typ 2-

T-Helferzell-(Th2)-Antwort (IL-4 und IL-13) ein, die eine bedeutende Rolle in der AD 

zu spielen scheint (s.u.). 

Bei Patienten mit schwerer AD kann ferner eine Therapie mit Azathioprin, Methotrexat 

oder Mycophenolatmofetil erwogen werden (11). Allerdings sind diese Medikamente für 

die AD bisher nicht zugelassen (sog. off-label-use). Für Patienten mit refraktärer AD 

müssen effektive Medikamente, die wenige bzw. keine Nebenwirkungen zeigen, noch 

gefunden werden (12). 

Derzeit werden weitere monoklonale Antikörper gegen verschiedene Zielstrukturen (Ja-

nus-Kinasen (JAK), thymic stromal lymphopoietin (TSLP), IL-5, IL-13, IL-31, Histamin-

4-Rezeptor) in klinischen Studien untersucht (16; 17).  

Mit den bisher verfügbaren Medikamenten für die AD kann meistens eine Kontrolle der 

Krankheitsaktivität erreicht werden, wobei in ausgeprägten Fällen unter der Behandlung 

weiterhin Symptome bestehen, die die Lebensqualität stark einschränken. Zur Entwick-

lung einer kausalen Therapie ist ein besseres Verständnis der pathogenetischen Mecha-

nismen notwendig. 

1.2 Pathomechanismen 

Die zwei bisher bekannten, wichtigsten Veränderungen in der Pathogenese der AD sind 
die Dysfunktion der epidermalen Barriere und die gestörte Immunantwort. Diese beiden 
Störungen beeinflussen sich gegenseitig und fördern dadurch die Entstehung der AD (18). 
Noch ist nicht geklärt, ob und welche Störung die andere bedingt. Es haben sich zwei 
Hypothesen zur Erklärung der Pathogenese durchgesetzt: Die eine besagt, dass die Haut-
barrierestörung die systemische Inflammation triggert. Die andere geht davon aus, dass 
die immunologische Dysregulation eine IgE-vermittelte Sensibilisierung verursacht und 
die epidermale Hautbarrieredysfunktion hervorruft (19). In Abbildung 2 ist die gesunde 
Haut im Vergleich zur Haut eines AD-Patienten dargestellt. 
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Abbildung 2: Gestörte Epithelbarriere und Immunantwort bei AD-Patienten. 
Vereinfachte Darstellung der gesunden Haut im Vergleich zur Haut bei AD. Bei Gesunden ist die Hautbar-
riere intakt und Allergene können nicht eintreten. Außerdem kann das Wasser in der Haut gehalten werden. 
Bei AD-Patienten ist die Hautbarriere gestört. Allergene können die Hautbarriere durchdringen und Wasser 
tritt aus. Durch die Allergene kommt es zur Irritation und Inflammation. Entzündungszellen wandern ver-
mehrt in die Haut ein. Die in der Abbildung aufgeführten Zellen wurden in dieser Untersuchung gemessen 
und näher charakterisiert. Modifiziert nach Weidinger et al, 2018 (1). 

 
Die intakte Hautbarriere bei AD-Patienten ist u.a. durch genetische Faktoren bedingt ge-

stört. Allergene können erleichtert eintreten und Wasser tritt aus. Die Haut wird trocken. 

Weiterhin kommt es durch das Eindringen der Allergene in die Haut zu einer Aktivierung 

des Immunsystems. 

Die AD ist charakterisiert durch eine Typ 2-Immunantwort, die u.a. durch Th2-Zellen, 

IgE-produzierende Plasmazellen, Mastzellen, Eosinophile und Basophile Granulozyten 

sowie ILC2s (type 2 innate lymphoid cells) vermittelt wird (20). Diese ist durch die Frei-

setzung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 gekennzeichnet (21). Die Zellen sind norma-

lerweise an der Abwehr von parasitären Infektionen und der Wundheilung beteiligt. Bei 
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AD-Patienten treten Reaktionen gegen harmlose Umweltantigene, wie z.B. Pollen oder 

Hausstaubmilben, auf (20).  

Ein Großteil dieser Zelltypen wie Eosinophile Granulozyten (Eosinophile), ILC2s, T-Zel-

len, insbesondere Th2- und regulatorische T-Zellen (Tregs), NK-Zellen und B-Zellen 

wurden in dieser Untersuchung gemessen und charakterisiert (s. Abbildung 2).  

1.2.1 Hautbarrierestörung 

Die AD hat eine genetische Komponente, die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen be-

trägt ca. 77 % (5; 18). Genetische Veränderungen von Hautbarriereproteinen können eine 

Ursache für eine gestörte epidermale Barriere sein. Neben anderen Genveränderungen ist 

beispielsweise die „Loss-of-function“-Mutation des Filaggrinproteins bekannt, die eine 

starke Assoziation mit der AD aufweist (22; 23). Filaggrin ist ein von Keratinozyten ge-

bildetes Strukturprotein der Epidermis, das die Keratinfilamente miteinander vernetzt. 

Bei Veränderung des Proteins ist die Hautbarriere gestört. In der Folge können Allergene 

und Mikroben leichter eindringen (23).  

Außerdem ist bei AD-Patienten die Lipidzusammensetzung im Stratum corneum verän-

dert. Dies führt zu geringerer Kapazität der Wasserspeicherung, vermehrtem transepider-

malem Wasserverlust und erhöhtem pH-Wert der Haut (24). Weiterhin ist eine verstärkte 

Serinproteasenaktivität mit einer gestörten Barrierefunktion, Irritation der Haut und einer 

verminderten Kapazität, Wasser zu speichern assoziiert (25). Diese Veränderungen kön-

nen zu Trockenheit der Haut führen und zusätzlich das Eindringen von allergenen oder 

toxischen Substanzen ermöglichen (s. Abbildung 2). 

1.2.2 Die Rolle des Immunsystems in der AD 

Bei AD-Patienten wurden Gene gefunden, die mit einem erhöhten Risiko für eine gestörte 

Immunantwort assoziiert sind (18). Die in die Haut eindringenden Pathogene und Aller-

gene lösen eine verstärkte Immunantwort aus und bewirken das Einwandern von Entzün-

dungszellen in die Haut. Hierbei sind verschiedene Zelltypen beteiligt.  

Die Blutzellen können generell in drei Zelllinien eingeteilt werden: Erythrozyten, Throm-

bozyten und Leukozyten. In dieser Untersuchung wurden Leukozyten näher untersucht, 

da sie einen wichtigen Teil des Immunsystems ausmachen und an Entzündungsreaktionen 

beteiligt sind. 
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Die Leukozyten werden in Monozyten, Granulozyten (Eosinophile, Neutrophile, Baso-

phile) und Lymphozyten (T-, B- und NK-Zellen) unterteilt (s. Abbildung 3).  

 

 
Abbildung 3: Einteilung der Leukozyten. 
In dieser Studie wurden die weißen Blutzellen (Leukozyten) untersucht. Sie werden in weitere Subpopula-
tionen unterteilt. 
 

Hierbei wird zwischen angeborener und erworbener Immunität unterschieden. Beispiels-

weise wehren Granulozyten und Monozyten als Teil des angeborenen Immunsystems Pa-

thogene unspezifisch ab. Lymphozyten gehören der adaptiven/ erworbenen Immunität an. 

Kennzeichnend hierfür sind die hohe Spezifität und die Fähigkeit, ein immunologisches 

Gedächtnis zu bilden.  

Leukozyten exprimieren Antigene, die in der Cluster of Differentiation (CD)-

Nomenklatur klassifiziert werden. Eine CD-Nummer wird einer Gruppe oder einem Clus-

ter von monoklonalen Antikörpern zugeordnet, die das gleiche Antigen erkennen. So 

kennzeichnet CD3 bspw. spezifisch T-Zellen (Lineage-Marker/ Zelllinienmarker). An-

dere Zellsubpopulationen können weiterhin durch Markerkombinationen phänotypisch 

charakterisiert werden (26). 

Im Folgenden werden die untersuchten Untergruppen der Leukozyten eingeführt. 

Blutzellen

Erythrozyten Leukozyten Thrombozyten

Monozyten Granulozyten Lymphozyten

Neutrophile Basophile T-ZellenNK-ZellenEosinophile B-Zellen

große, granuläre
Lymphozyten

Kleine Lymphozyten
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1.2.2.1 Eosinophile Granulozyten 

Eosinophile Granulozyten sind Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, d.h. sie 

wehren Pathogene unspezifisch ab. Sie machen etwa 1-3 % (50-250 Eosinophile/ 𝜇l) der 

Leukozyten im Blut aus. Durch Freisetzung der in ihren Granuolen enthaltenen vier 

Hauptproteine, nämlich Eosinophile Peroxidase, Major Basic Protein (MBP), Eosinophil 

Cationic Protein (ECP) und Eosinophil Derived Neurotoxin (EDN) sowie Zytokinen, En-

zymen und Wachstumsfaktoren können sie Entzündungsprozesse fördern. Mittels Anti-

genpräsentation stellen sie eine Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem Im-

munsystem dar (27). 

Zu den physiologischen Funktionen zählt die Abwehr von Infektionen durch Helminthen, 

Viren, Bakterien und Pilze. Allerdings spielen sie auch in der Pathogenese von allergi-

schen Krankheiten eine Rolle (28). Bei AD-Patienten tritt häufig eine Eosinophilie im 

Blut auf (29-31). IL-5, das von Th2-Zellen sezerniert wird, verstärkt die Bildung, 

Chemotaxis und Zellaktivierung der Eosinophilen und führt zu einer verspäteten 

Apoptose. Außerdem ist IL-5 an der Mobilisierung der Eosinophilen aus dem Knochen-

mark beteiligt (32). Bei Inflammation werden Zytokine ausgeschüttet, die die Eosinophi-

len in die Haut locken (s. Abbildung 4) (27; 33; 34). 

 
Abbildung 4: Vermehrte Eosinophilenfrequenzen in Blut und Haut bei AD. 
Modell einer Hautläsion bei AD-Patienten. Eosinophile sind vermehrt im Blut zu finden und wandern eben-
falls in Hautläsionen ein. Dort kommt es zu verstärkter Inflammation. 
 

Epidermis

Dermis

Blutgefäß

Eosinophile 
Granulozyten

Läsion bei atopischer Dermatitis

Inflammation

Gesunde Haut
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1.2.2.2 NK-Zellen 

In den letzten Jahren wurde innerhalb des angeborenen Immunsystems eine Zellfamilie 

der lymphatischen Reihe charakterisiert, die weder B- noch T-Zellrezeptor exprimieren. 

Diese Gruppe wird als innate lymphoid cells (ILCs) bezeichnet (35).  

Die Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) werden der Gruppe 1 der ILCs zugeordnet (35). 

Sie machen etwa 10 % der Lymphozyten aus. Die im menschlichen Blut vorkommenden 

NK-Zellen tragen auf ihrer Oberfläche CD56 und nicht den T-Zellrezeptor CD3 (folglich: 

CD3- CD56+) (36). 

CD56 (ein neuronales Zelladhäsionsmolekül) ist der Leitmarker, der in seiner Intensität 

auch für eine Einteilung in Subpopulationen der NK-Zellen in CD3-CD56dim und CD3-

CD56bright verwendet wird. Hierbei machen die CD56dim NK-Zellen bis zu 90 % der ge-

samten NK-Zellen aus (36). Sie sind überwiegend im Blut zu finden und übernehmen 

hauptsächlich zytotoxische Aktivität durch Sekretion von z.B. Granzym und Perforin. Die 

CD3-CD56bright Zellen sind dagegen häufiger im Gewebe zu finden und produzieren Zy-

tokine (37; 38).  

NK-Zellen spielen weiterhin durch die Interaktion mit Dendritischen Zellen und T-Zellen 

eine Rolle in der erworbenen Immunabwehr und sind bedeutend in der Regulation der 

Autoimmunität und Immuntoleranz (36; 39).  

1.2.2.3 Innate lymphoid cells 2 (ILC2s) 

Die Gruppe 2 der innate lymphoid cells (ILC2s) ist eine seltene Immunzellpopulation, 

die erst vor einigen Jahren im Detail beschrieben und der Typ 2-Immunantwort zugeord-

net wurde (20; 40). ILC2s produzieren Zytokine wie IL-5 und IL-13. Damit beeinflussen 

sie die Rekrutierung, das Überleben und die Funktion anderer Immunzellen und fördern 

Entzündungsprozesse (20). Außerdem können sie in geringen Mengen IL-4 sezernieren 

(41). Epithelzellen können bei Aktivierung Entzündungsmediatoren freisetzen, die die 

Proliferation und das Überleben der ILC2s fördern (42). In der Haut von AD-Patienten 

wurden erhöhte Frequenzen von ILC2s gefunden (43). Ob diese Zellen direkt für die Ent-

zündung verantwortlich sind oder durch die Entzündungsprozesse dorthin migrieren und 

sekundär beteiligt sind, ist bisher nicht geklärt. 
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1.2.2.4 T-Zellen 

In der Literatur wird die AD auch als T-Zellgesteuerte Erkrankung beschrieben (6; 12). 

Diese Annahme wird durch das Ansprechen der AD auf Therapeutika, die die T-Zellant-

wort beeinflussen, unterstützt. Ein Beispiel hierfür ist das Medikament Ciclosporin A, das 

über Calcineurinblockade die Aktivierung, die Produktion entzündungsfördernder Zyto-

kine (IL-2) und die Differenzierung der T-Zellen inhibiert (44). 

T-Zellen sind ein Teil des erworbenen Immunsystems und machen etwa 20-30 % der 

Leukozyten im Blut aus (45). Mithilfe spezifischer Zellmarker-Kombinationen können 

sie in T-Helferzellen, regulatorische (Tregs) und zytotoxische T-Zellen sowie weitere 

Subpopulationen unterteilt werden (s. Abbildung 5). 

T-Zellen exprimieren den für sie charakteristischen Marker CD3. Dieser bildet mit dem 

T-Zellrezeptor (TCR) einen Komplex, ermöglicht so die Expression des TCRs und ist für 

die Weiterleitung von Signalen ins Zellinnere zuständig (46). CD4 ist auf T-Helferzellen 

und Tregs exprimiert. CD8 kennzeichnet dagegen zytotoxische T-Zellen. Eine Differen-

zierung innerhalb der CD4- und CD8-Zellen in naive und Gedächtniszellen erfolgt mit 

CD45RA und CD45RO. Außerdem können durch Kombination weiterer Marker spezifi-

sche Subpopulationen genauer charakterisiert werden.  

 
Abbildung 5: Identifikation einzelner T-Zellpopulationen. 
Die T-Zellen werden in verschiedene Subpopulationen unterteilt, die charakteristische Oberflächenproteine 
exprimieren. Mithilfe dieser lassen sich die Zellen identifizieren und weiter in spezifische Subpopulationen 
unterteilen. Jede Subpopulation übernimmt spezifische Aufgaben.  

Naive CD4+-Zellen
CD45RA+

Gedächtnis CD4+-
Zellen

CD45RO+

Regulatorische T-
Zellen

CD4+CD25highCD127low

Naive CD8+-Zellen
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Typ 2- T-
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CD4+CRTH2+
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T-Zellen übernehmen wichtige und vielseitige Funktionen in der Immunabwehr. CD4+-

Zellen produzieren Zytokine für die Triggerung von humoraler und zellvermittelter Im-

munantwort. Außerdem können sie eine Immunantwort supprimieren (47).  

CD8+-Zellen übernehmen hauptsächlich Effektorfunktionen. Sie kontrollieren alle Kör-

perzellen durch das Überprüfen der auf MHC I (Haupthistokompatibilitätskomplex) prä-

sentierten zelleigenen Antigene und können zytotoxische Reaktionen auslösen (45). 

Die Expression des Markers CD45RO charakterisiert T-Gedächtniszellen. CD45RO 

zeigt, dass schon einmal Kontakt zum Allergen bestand (48).  

Eine Subpopulation der CD4+-Gedächtniszellen (CD4+CD45RO+) wird von Effektor-Ge-

dächtniszellen gebildet, die mit dem Homing-Rezeptor für lymphatisches Gewebe CCR7 

(CD197) identifiziert werden können (49). Die Differenzierungsstufen der Gedächtnis-

zellen können mit CD27- und CCR7-Expression charakterisiert werden: Aus CD27+-

naiven T-Zellen entwickeln sich CD4+CD27+CCR7+-Gedächtniszellen. Diese verlieren 

bei weiterer Reifung die CCR7 Expression (CD27+CCR7-) und werden durch Verlust der 

CD27 Expression zu endgültig differenzierten CD4+CD27-CCR7- Gedächtniszellen. Es 

scheint also eine stufenweise erfolgende Herunterregulierung von zunächst CCR7 und 

anschließend CD27 bei der Reifung der CD4+ Gedächtniszellen vorzuliegen (Abbildung 

6) (49). 

 

 
Abbildung 6: Differenzierung der CD4+-Gedächtnis-T-Zellen. 
CD4+-Gedächtnis-T-Zellen (CD4+CD45RO+) können mit CCR7 und CD27 in verschiedene Differenzie-
rungsstufen eingeteilt werden. Der Verlust dieser beiden Marker zeigt eine höhere Differenzierungsstufe.  
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Zu den T-Helfer-Zellen (CD4+-Zellen) gehören auch Th2-Zellen, die neben der Abwehr 

von Parasiten an Allergen-bedingten/allergischen Entzündungsprozessen beteiligt sind 

und durch Auslösen der Typ 2-Immunantwort für die AD bedeutend sind (50). Die Th2-

Zellen schütten Interleukine (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL17E/IL-25) aus, wel-

che u.a. zu einem IgE-Klassenwechsel (u.a. IL-4 und IL13 zusammen mit Signalen von 

Th2-Zellen) führen und die Differenzierung und Aktivierung von Mastzellen und Eosino-

philen fördern können (22; 50-52). Für die Identifikation der Th2-Zellen wird der Prosta-

glandin-DP2-Rezeptor (CRTH2, chemoattractant receptor-homologous molecule expres-

sed on Th2 cells, CD294) genutzt. Er ist spezifisch und innerhalb der T-Zellen weiterhin 

nur auf einem Subtyp der zytotoxischen T-Zellen (Typ 2 zytotoxische T-Zelle) exprimiert 

(50; 53).  

Die regulatorischen T-Zellen sind eine Untergruppe der CD4+-Zellen. CD4+CD25+ Tregs 

werden im Thymus gebildet und machen ca. 5-10 % der CD4+-T-Zellen im peripheren 

Blut aus (54; 55). Sie sind charakterisiert durch die Expression der Oberflächenmarker 

CD4+CD25bright sowie größtenteils CD127-/low. CD25 stellt als Teil des IL-2-Rezeptors 

einen Korezeptor dar. Er ist auf allen Tregs exprimiert (56). CD127 ist der Rezeptor für 

IL-7 (57). Weiterhin kann auch der Transkriptionsfaktor FoxP3 (Forkhead Box Protein 

3) zur Identifikation der Tregs genutzt werden (58).  

Tregs sezernieren Zytokine und regulieren so direkt oder indirekt das Überleben und die 

Aktivität von Th1- und Th2-Zellen, Mastzellen, Eosinophilen sowie Keratinozyten und 

beeinflussen den Isotyp der von Plasmazellen sezernierten Antikörper (59). Außerdem 

sind sie an der Ausbildung einer Toleranz beteiligt (60). Eine mögliche Assoziation der 

AD mit dem IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, 

X-linked) deutet auf eine Rolle der Tregs in der Pathogenese der AD hin (61). Es tritt bei 

Personen mit einer Mutation des FoxP3 auf, der für die Differenzierung von Tregs essen-

tiell ist (62).  

1.2.2.5 B-Zellen 

Voruntersuchungen von B-Zellpopulationen im Blut von AD-Patienten und die Beobach-

tung einer Symptomlinderung bei AD-Patienten nach Gabe des gegen B-Zellen gerichte-

ten Antikörpers Rituximab geben einen Hinweis darauf, dass B-Zellen an der Pathoge-

nese der AD beteiligt sein könnten. In dieser Untersuchung wurden B-Zellen und deren 
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Subpopulationen klassengewechselte Gedächtnis (IgD-CD27+)-, naive (IgD+CD27-) und 

nicht-klassengewechselte Gedächtnis (IgD+CD27+)-B-Zellen im Blut gemessen (63-65). 

Der Klassenwechsel bei B-Zellen bezeichnet einen Isotypenwechsel bezüglich der Im-

munglobulinexpression. 

B-Zellen gehören zum adaptiven Immunsystem und sind hoch spezifisch für ein Antigen. 

Sie sind Teil des immunologischen Gedächtnisses, insbesondere durch die Bildung von 

Antikörpern und sind somit wichtig für die humorale Immunität. B-Zellen sind ferner 

Antigen-präsentierende Zellen und interagieren mit T-Zellen und aktivieren diese über 

MHC II (65). Außerdem können B-Zellen Chemo- und Zytokine produzieren (65).  

1.3 Cytometry by Time-of-Flight (CyTOF)-Methode (Massenzytometrie) 

In dieser Untersuchung sollte ein möglichst umfassender Einblick über das Vorkommen 

verschiedener Leukozytenpopulationen von AD-Patienten und Unterschiede im Ver-

gleich zu gesunden Kontrollen gewonnen werden. Hierzu wurde der Phänotyp der einzel-

nen Zellen in einer Blutprobe massenzytometrisch bestimmt und quantifiziert. 

1.3.1 Funktionsprinzip des CyTOF-Instruments und Vergleich zur Durch-

flusszytometrie 

Das Cytometry by Time-of-Flight Instrument, kurz CyTOF, ist eine relativ neue Techno-

logie, die die Massenspektrometrie mit induktiv-gekoppeltem Plasma (ICP-MS) mit der 

Durchflusszytometrie kombiniert (66). In der Zytometrie können Zellen mit Antikörpern 

gefärbt werden, die gegen CD-Antigene auf oder innerhalb der Zelle gerichtet sind. (26). 

Die Massenzytometrie erlaubt eine Analyse von bis zu 45 Parametern auf einer einzigen 

Zelle (66). Durch Markerkombinationen ist so die Messung von 245 Populationen mög-

lich. Die Zahl der messbaren Antigene ist damit deutlich höher als bei der konventionellen 

Durchflusszytometrie. Das Funktionsprinzip des CyTOF-Gerätes ist in Abbildung 7 dar-

gestellt.  
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Abbildung 7: Funktionsprinzip des CyTOF-Instruments. 
Zellen werden mit metallgekoppelten Antikörpern gefärbt und anschließend im Einzelzellstrom in das 
Messgerät injiziiert. Die Zellsuspension wird in Tröpfchen vernebelt. Im Plasma werden die Elemente ato-
misiert und ionisiert. Die Ionenwolke einer Zelle wird dann in den Quadrupol geleitet, der die schweren 
Ionen, die isotopgekoppelten Antikörper, von den leichten, häufig vorkommenden Ionen (wie z.B. Sauer-
stoff) trennt. Die Massentrennung erfolgt im Flugrohr und die Ionen werden anschließend detektiert. Die 
erhaltenen .fcs-Dateien können mit verschiedenen Programmen ausgewertet werden. Modifiziert nach 
Bendall et al., 2012 (66). 
 

Für die Färbung werden Antikörper mit Polymer-beladenen aufgereinigten Metall-Isoto-

pen (oftmals Lanthaniden) gekoppelt (67; 68). Die Zellsuspension wird in das CyTOF-

Instrument im Einzelzellstrom injiziiert. Die Elemente einer Zelle werden im induktiv 

gekoppelten Plasma (ICP) ionisiert, die gebildete Ionenwolke wird fokussiert und in ei-

nem Massenanalysator, dem Flugrohr (Time-of-Flight-Instrument), nach ihrer Masse ge-

trennt (66). Neben Ionen vom Argonplasma werden auch Elemente wie Sauerstoff, Stick-

stoff und Kohlenstoff, aus denen eine Zelle zusammengesetzt ist, ionisiert und in einem 

Quadrupol eliminiert (66). Restliche Ionen aus einer Zelle werden innerhalb von ca. 

300 µs alle 13 µs gescannt und an einem Elektronenvervielfacher detektiert. Die Daten 

werden in einer Datei des .fcs-Formats gespeichert (66). Durch Verwendung von Metall-

Isotopen zur Markierung der Zellen, die üblicherweise weder in einer Zelle noch im Labor 

vorkommen, gibt es wenig Hintergrundsignale (66).  
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Tabelle 2: Gegenüberstellung Massen- (CyTOF) und Durchflusszytometrie. 

 
CyTOF-Prinzip modifiziert nach Bendall et al, 2012 (66); * abhängig von Gerätemodell 
 
Im Gegensatz zur CyTOF-Messmethode werden bei der Durchflusszytometrie Fluores-

zenzfarbstoff-markierte Antikörper eingesetzt. Die markierten Zellen werden dann in ei-

nem Flüssigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert, sodass sie einzeln das kohärente Licht 

von einem oder mehreren hintereinander gekoppelten Lasern passieren. Das dabei ent-

standene Streu- und Fluoreszenzlicht wird durch Photodetektoren gemessen und die Er-

gebnisse als Datei des .fcs-Formats gespeichert. Beide Messmethoden sind in Tabelle 2 

gegenübergestellt. 
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2 Fragestellung und Ziel der Untersuchung 

In dieser Arbeit wurde erstmals mit der Massenzytometrie das gesamte Leukozytenkom-

partiment im Blut von Patienten mit moderater und schwerer AD sowie gesunden Pro-

banden hochaufgelöst qualitativ und quantitativ analysiert und miteinander verglichen. 

Ziel unserer Untersuchung war dabei, bedeutsame Immunzellen für die Pathogenese so-

wie die Krankheitsaktivität zu identifizieren. Sollten sich spezifische Zellkonstellationen 

nachweisen lassen, könnten diese Ergebnisse zukünftig dazu beitragen, individualisierte, 

kausale Therapiekonzepte zu entwickeln.  
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3 Patienten und Methode 

3.1 Aufbau der Untersuchung 

Um bisher unbekannte Mechanismen der Pathogenese der AD besser zu verstehen, wur-

den in dieser Untersuchung Immunzellen im peripheren Blut von 60 Probanden unter-

sucht. Hierzu wurde erstmals eine neue massenzytometrische Technik (CyTOF) verwen-

det.  

Im Zeitraum von Mai 2016 bis September 2016 wurden in der Klinik für Dermatologie 

der Charité Mitte (Charitéplatz 1, 10117 Berlin) 40 Patienten mit AD und 20 Kontrollen 

rekrutiert. Die Einteilung der Patienten in Gruppen erfolgte nach Schweregrad mithilfe 

des SCORADs in schwere AD (SCORAD ≥40) und moderate AD (SCORAD 15 bis <40) 

(69).  

Der SCORAD (Scoring of Atopic Dermatitis) ist ein international anerkanntes, klinisches 

Messinstrument zur objektiven Einschätzung des Schweregrades der AD bei Patienten. 

Er wurde von der European Task Force on Atopic Dermatitis entwickelt und wird in ver-

schiedenen klinischen Studien empfohlen (69; 70).  

 

 
Abbildung 8: Erhebung des SCORADs. 
Zur Berechnung des SCORADs werden die betroffene Fläche (A), Charakteristika der Läsion (B) sowie 
Juckreiz und Schlafstörung (C) beurteilt. 0 = kein Juckreiz bzw. keine Schlafstörung; 10 = stärkster Juckreiz 
bzw. sehr ausgeprägte Schlafstörung. Die Punkte werden nach der Formel A/5+7B/2+C addiert. B) Modi-
fiziert nach https://www.dermnetnz.org/topics/scorad/ (71). 
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Der SCORAD setzt sich aus drei Kategorien (A, B, C) zusammen (s. Abbildung 8): Aus-

breitung der Läsionen, Intensität der Läsionen und subjektive Symptome. A: Hier wird 

der Anteil der betroffenen Areale mithilfe der Neunerregel beurteilt. B: Erythem, 

Ödem/Papeln, Krusten, Exkoriation, Lichenifizierung und Trockenheit werden mit einem 

Punktesystem von 0 bis 3 (keine, mäßig, moderat, schwer) beurteilt. C: Bei den subjek-

tiven Symptomen werden Juckreiz sowie Schlafstörungen aufgrund von Juckreiz bezogen 

auf die letzten drei Tage auf einer Skala von 0 bis 10 von dem Patienten eingeschätzt, 

wobei 10 der stärkste Juckreiz ist, den der Patient je erfahren hat.  

Die Gesamtpunktzahlen der Kategorien A-C werden dann nach der Formel A/5+7B/2+C 

addiert. Die maximale Punktzahl beträgt 103 Punkte. 

In die Untersuchung wurden Patienten im Alter von 18 bis 55 Jahren mit extrinsischer 

Form der AD mit nachgewiesenen Typ I- Sensibilisierungen (Gesamt-IgE >100 kU/ l) 

und typischer Ekzemmanifestation (Extremitätenbeugen, Gesicht, Hände) eingeschlossen 

(8). Die Patienten mussten einen SCORAD ≥15 aufweisen. Ausgeschlossen wurden Pa-

tienten mit Systemtherapie, z.B. Ciclosporin A oder Azathioprin, oder Patienten mit In-

fekt in den vergangenen 14 Tagen. 

Als Kontrollen wurden Personen ohne Eigen- oder Familienanamnese einer Krankheit 

aus dem atopischen Formenkreis (AD, Rhinokonjunktivitis, Asthma) oder sonstige Er-

krankungen eingeschlossen. Eine Medikamenteneinnahme war nicht erlaubt. Die Kon-

trollpersonen mussten wie die Patienten infektfrei sein. 

Die Patienten wurden aus der Atopie-Sprechstunde der Klinik für Dermatologie der Cha-

rité Berlin-Mitte rekrutiert oder telefonisch einbestellt. 

Nach mündlicher und schriftlicher Aufklärung der Patienten und Probanden gemäß Ethik-

votum (EA1/080/16) und Datenschutzvotum (AZ123/16) wurde von jedem Teilnehmer 

eine schriftliche Einwilligung eingeholt. 

Es erfolgte eine Entnahme von max. 30 ml Blut, wobei, wenn möglich, auch 10 ml Serum 

für spätere Analysen gewonnen und bei -80 °C eingefroren wurden.  

Um die Spezifität und Qualität der Messungen zu erhöhen sowie interindividuelle 

Schwankungen zu verringern wurden je drei Probanden pro Messtag rekrutiert. 

Die einzelnen Ablaufschritte dieser Untersuchung sind in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abbildung 9: Überblick über Ablauf der Untersuchung. 
Dargestellt ist der grobe Ablauf der Studie. 60 Probanden wurden in die Untersuchung eingeschlossen. Bei 
den 40 AD-Patienten wurde der genaue SCORAD erhoben. Die Blutproben wurden im Labor gefärbt und 
am CyTOF gemessen. Nach Aufbereitung der Daten erfolgte die Auswertung (s. Abbildung 10). 

3.1.1 Fallzahl 

Die Studie hat den Charakter einer Pilotstudie. Daher konnte zunächst keine Fallzahlpla-

nung durchgeführt werden. Dennoch wurde angenommen, dass ein standardisierter Effekt 

von 0,96 unter folgenden Bedingungen nachweisbar sei: 

 - 18 Teilnehmer (+2 Teilnehmer zur Kompensation für mögliche Datenverluste) 

 - eine Effektstärke von 80 % 

 - ein 2-seitiger Fehler 1. Art von 5 % 

 - t-Test als Auswertmethode 

 - Varianzgleichheit 

Bei nicht-parametrischen Verteilungen mit den gleichen Bedingungen wäre nach statisti-

scher Voranalyse eine Wahrscheinlichkeit von P(X<Y)= 0,77 nachweisbar.  

3.2 Zellvorbereitung und Messung 

3.2.1 Antikörper 

Im Rahmen dieser Untersuchung konnten 35 Parameter parallel auf einer Zelle mit der 

CyTOF-Technologie gemessen werden.  

Jeder Antikörper war hierfür mit einem spezifischen Metall-Isotop gekoppelt. Antikör-

per-Konjugate wurden entweder kommerziell erworben oder unkonjugierte Antikörper 

von verschiedenen Herstellern wurden individuell unter Verwendung eines Maxpar Kits 

nach Anweisung des Herstellers mit dem gewünschten Metall-Isotop gekoppelt. Die An-

tikörper wurden dann in Zielkonzentrationen von 1:50 bis 1:1600 auf Zellen austitriert 

und in einem Panel zusammengestellt (s. Tabelle 3).  

Der CRTH2-Antikörper zeigte nach 7 Messungen (n=7 pro Untersuchungsgruppe) kein 

valides Signal mehr. Unter Berücksichtigung der Beschaffungs- und Kopplungszeit eines 

neuen Antikörpers, der Halbwertszeit der anderen Antikörper sowie einer 
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Zwischenanalyse spezifischer CRTH2-tragender Subpopulationen (ILC2, Th2-Zellen), 

wurde bei den folgenden Messungen auf den Antikörper verzichtet.  

Tabelle 3: Antikörperliste. 
Antikörper Klon Isotop Bezugsquelle Expression auf Funktion 
CD1c L161 158 Gd  Miltenyi mDCs Präsentation lipider Anti-

gene 
CD3 UCHT1 170 Er  Fluidigm T-, NKT-Zellen  T-Zell-Ko-Rez.; Signal-

transduktion 
CD4 RPA-T4 144 Nd  Biolegend Monos, MF, Th-Zellen Ko-Rez. auf T-Zellen Er-

kennung MHC-II-Signale 
CD8 SK1 168 Er  Fluidigm Zytotox. T-, NK-Zellen Ko-Rez. auf T-Zellen Er-

kennung MHC-I-Signale 
CD11c  
(Integrin a-X) 

Bu15 160 Gd  Biolegend DCs, NK-Zellen, akt. T-
Zellen 

Adhäsion 

CD14 RMO52 171 Yb  Beckman 
Coulter 

Monos, MF Rez. für LPS-Komplex 
und LBP 

CD15 W6D3 175 Lu  Biolegend Neutros, Eos Adhäsion 
CD16 3G8 169 Tm  Biolegend Neutros, MF, NK-

Zellen 
Fc-Rez., vermittelt Pha-
gozytose und ADCC 

CD19 Bu-12 142 Nd  DRFZ B-Zellen, Plasmazellen Ko-Rez. für B-Zellen 
CD20 2H7 147 Sm  Fluidigm B-Zellen n.b. 
CD25  
(IL2Ra) 

2A3 149 Sm  Fluidigm Akt.T- und B-Zellen, 
MF, nicht-akt. CD4+ 

Tregs 

a-Kette von IL-2Rez. 

CD27 (CD70-  
Ligand) 

L128 167 Er  Fluidigm T-, NK-, einige B-Zellen CD70-Rez.; TNF-Rez. 

CD36 
(GPIV;GPIIIb) 

AC106 166 Er  Miltenyi Monos Erkennung und Phagozy-
tose apoptot. Zellen 

CD38 HIT2 172 Yb  Fluidigm Plasma-, akt. T-, B-, 
NK-Zellen 

Erhöht B-Zellprolif., Ko-
Stim.; Leukozytenmigra-
tion durch Interaktion mit 
CD31 

CD45RA 4G11 152 Sm  DRFZ T-, B-Zellsubpopulatio-
nen; Monos, MF 

Isoform von CD45 

CD45RO UCHL1 146 Nd  DRFZ T-, B-Zellsubpopulatio-
nen, Monozyten 

Isoform von CD45 

CD56 REA196 148Nd  Miltenyi NK-Zellen Adhäsionsmolekül 
CD69 FN50 162 Dy  Fluidigm Akt. T- und B-Zellen; 

aktivierte MF und NK-
Zellen 

Aktivierungsmarker, Zel-
ladhäsion 

CD107A 
(LAMP-1) 

H4A3 143Nd  Miltenyi Akt. T-Zellen, Neutros, 
NK-Zellen  

Zellaktivierung, Degranu-
lations-assoziiert 

CD123 6H6 151 Eu  Fluidigm Eosinophile, DCs IL-3Rez. a-Kette 
CD127 A019D5 165 Ho  Fluidigm Pro-B-, reife T-Zellen, 

Monos, Tregs 
IL-7Rez. ß-Kette 

CD161 HP3G10 173 Yb  Biolegend NK-, T-Zellen, ILC2 Regulation NK-
Zellzytotox. 

CD169 
(Siglec1) 

7-239 150 Nd  Miltenyi Subpopulationen von 
MF 

Adhäsionsmolekül 

CD185 
(CXCR5) 

REA103 145 Nd  Miltenyi B-Zellen, Monos; CM 
CD4-T-Zellen; folliku-
läre Th-Zellen 

Chemokin-Rez.; 
Chemotaxis B-Zellen 
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Angaben zu den verwendeten Antikörpern, deren Expression und zur Funktion, der erkannten Moleküle. 
Basos Basophile; DCs Dendritische Zellen; Eos Eosinophile MF Makrophagen, Monos Monozyten; Rez. 
Rezeptor; Tregs regulatorische T-Zellen; n.b. nicht bekannt 
 

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 4 aufgeführt. 

CD194 
(CCR4) 

REA279 161 Dy  Miltenyi Akt. Th2-Zellen, Tregs; 
B-Zellsubpopulationen, 
(akt.) NK-Zellen, Basos, 
Monos 

Chemokin-Rez. 

CD195 
(CCR5) 

REA245 155Gd  Miltenyi T-Zellen, MF, DCs, etc. Chemotaxis der Leukos; 
Chemokin-Rez. 

CD196 
(CCR6) 

G034E4 141Pr  Fluidigm T-Zellen; naive und Ge-
dächtnis-B-Zellen, nicht-
reife DCs 

Chemokin-Rez.; 
Chemotaxis DCs, T-, B-
Zellen 

CD197 
(CCR7)* 

G043H7 159 Tb  Fluidigm DCs, MF, B-, NK-, T-
Zellen 

Chemokin-Rez.; Unter-
scheidung von T-Zellsub-
populationen (CCR7 und 
CD45RA) 

CD279 
(PD1) 

PD1.3.1.3 154 Sm  Miltenyi Akt. Lymphozyten Reguliert Gleichgewicht 
zw. T-Zellakt., Toleranz 
und Immunopathologie 

CD294 
(CRTH2) 

BM16 163 Dy  Fluidigm Th2-Zellen, ILC2s, Eos, 
Basos 

Rezeptor, ggf. Verstär-
kung Th2-Antwort bei al-
lerg. Reaktionen 

CD303 
(BDCA2) 

201A 153 Eu  Fluidigm DCs Identifikation von pDCs 

IgD IgD26 164 Dy  Miltenyi B-Zellen Antikörper vor Isotypen-
klassenwechsel 

Siglec 8 7C9 156Gd  Miltenyi Eos, Basos, Mastzellen Quervernetzung führt zu 
Apoptose von Eos 

HLA-DR L243 174 Yb  Fluidigm B-, akt. T-Zellen, Mo-
nos, DCs 

Präsentation von Peptid-
Ag 

CD45 5B1 176 Yb  
113 In 
115 In 

 Miltenyi Leukozyten; Barcode 1-
3 

Pan-Leukozytenmarker, 
Beeinflusst Signaling von 
T- und B-Zell-Rez. 

DNA  
Interkalator 

201A Ir191/Ir193  Fluidigm  Färbt DNA an 

Lebend_Tot   194Pt     markiert tote Zellen 
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Tabelle 4: Materialliste. 
Material Hersteller 
Erylysis buffer Qiagen, Deutschland 
CSM (Färbemedium) 500 ml Ca- und Mg-freiem PBS, 2,5 g  

bovines Serumalbumin (proteasefrei) und  
100 mg Natriumazid 

1x PBS aus 10x PBS, pH 7,2 Rockland, USA 
Saponin-basierter Permeabilisierungspuffer eBioscience, USA 
Beriglobin CSL Behring, USA 
MACSQuant Miltenyi, Analyzer 10 
Formaldehyd-Lösung (4 %) mit PBS aus  
16 % Paraformaldehyd 

EMS, USA 

Polystyren/ Polypropylen- 
Röhrchen (5/15/50 ml) 

Corning, USA 
Sarstedt, Deutschland 

EQ Four Element Calibration Beads Fluidigm, USA 
Waschlösung Fluidigm 
MAXPAR Antibody labeling kit Fluidigm 
CyTOF v1 Instrument mit CyTOF 2 Software, v6.0.626 Fluidigm 
Supersampler Victorian Airship, USA 
 

Die Arbeit erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Immunmonitoring von Dr. An-

dreas Grützkau (DRFZ, Virchowweg 12, 10117 Berlin). Die von dieser Gruppe bisher 

etablierten Protokolle zur Färbung von humanen Blutzellen für die massenzytometrische 

Messung wurden als Grundlage verwendet und weiter an die aktuelle Fragestellung an-

gepasst und etabliert (72). Für die Aufarbeitung der Zellen wurden pro Proband 7 bis 

10 ml Heparinblut verwendet. Die Isolierung von Leukozyten erfolgte durch hypotone 

Pufferzugabe (Erylysis buffer, 10 min Inkubation auf Eis, Zentrifugation 300 g, 10 min, 

4 °C). Um eine komplette Lyse der Erythrozyten sicherzustellen, wurde der vorherige 

Schritt wiederholt (5 min Inkubation auf Eis). Nachfolgend wurden die Zellen mit Färbe-

medium (CSM) und anschließend mit PBS (phosphatgepufferte Salzlösung) gewaschen 

(300 g, 10 min, 4 °C). Färbemedium, auch cell staining medium, ist ein Puffer und setzt 

sich aus 500 ml Calcium- und Mangnesium-freiem PBS, 2,5 g bovinem Serumalbumin 

(proteasefrei) und 100 mg Natriumazid zusammen. 1x PBS wurde aus 10x PBS, pH 7,2 

mit deionisiertem Wasser hergestellt.  

3.2.2 Probenaufbereitung, Färbung und Messung 

Bei Aufnahme von bis zu 2 Millionen Zellen pro Messung mit dem CyTOF-Gerät, muss-

ten Störfaktoren, wie tote Zellen, Doubletten und unspezifische Bindungen der 



 

 25 

Antikörper vermindert werden. Hierfür wurden verschiedene Schritte im Färbeprozess 

durchgeführt:  

Nach Lyse der Erythrozyten im Blut wurden die Zellen zur Markierung toter Zellen mit 

einer Cisplatin-Lösung (stock 25 μM, 1:1000 in PBS) für eine Minute bei Raumtempera-

tur (RT) inkubiert. Cisplatin dringt in tote Zellen mit kompromittierter Zellmembran ein 

und bindet dort unspezifisch zelluläre Proteine. Auch intakte Zellen werden markiert, al-

lerdings ist die Markierung von Zellen mit zerstörter Zellmembran wesentlich stärker. 

Die gebildeten kovalenten Bindungen sind resistent gegenüber Fixierung, Permeabilisie-

rung und Waschschritten. Nicht gebundenes Cisplatin konnte mit Färbemedium ausge-

waschen werden (300 g, 10 min, 4°C).  

Spezifische und unspezifische Bindungen von Antikörpern wurden durch eine Absätti-

gung von Fc-Rezeptoren mit humanem Immunglobulin sowie über ladungsabhängige 

Bindungen (160 μg/ml Beriglobin, 10 min Inkubation RT) verhindert.  

Für die Quantifizierung von Leukozyten wurden CD45-exprimierende Zellen nach dem 

Waschen fluoreszenzzytometrisch analysiert (MACSQuant Analyzer 10) und auf eine 

Zelldichte von 3*106 Zellen eingestellt. 

An den einzelnen Messtagen wurden immer drei Proben gleichzeitig prozessiert. Hierzu 

mussten die Proben mit einem sog. CD45-Barcoding versehen werden. CD45, auch 

PTPRC (Rezeptor-Typ Tyrosin-Proteinphosphatase C) genannt, ist ein Oberflächenpro-

tein, das auf allen Leukozyten exprimiert wird und sich daher gut für das Barcoding eig-

net, das im Rahmen dieser Untersuchung vor den Messungen etabliert worden war (73). 

CD45 wurde mit drei verschiedenen Isotopen (176Yb, 113In, 115In) gekoppelt. Jedem 

Donor wurde ein spezifisches Isotop zugeordnet, sodass die Probe eindeutig identifiziert 

werden konnte. Das Barcoding ermöglicht die Probenaufbereitung unter gleichen Bedin-

gungen und die Färbung mit demselben Antikörpermix, was eine Reduktion des Antikör-

perverbrauchs bedeutet. Außerdem können Doubletten, d.h. Zellaggregate, besser erkannt 

und ausgeschlossen werden. Die Laufzeit des CyTOF-Gerätes kann verringert werden 

und eine Probenverschleppung zwischen den Donoren wird vermieden. 

Jeweils 3*106 Zellen pro Donor wurden für das Barcoding eingesetzt. Hierzu wurden die 

drei Proben mit je einem der spezifisch gekoppelten CD45-Antikörper (s. Tabelle 3) für 

30 min bei RT gefärbt. 
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Nach dreimaligem Waschen mit Färbemedium wurden die mit dem Barcode versehenen 

Proben zusammenpipettiert und zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C).  

Zur Färbung der verschiedenen Oberflächenmoleküle wurde das Zellpellet mit 100 μl 

Antikörper-Mastermix für 30 min RT inkubiert (s. Tabelle 3).  

Die nicht gebundenen Antikörper wurden mit Färbemedium und PBS abgewaschen. Zur 

Zellfixierung wurde die Probe in 2000 μl 4 % Formaldehyd in PBS bei 4 °C über Nacht 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Probe zunächst mit PBS und dann mit Färbeme-

dium gewaschen (700 g, 5 min, 4 °C). 

Für die DNA-Färbung wurde ein Iridium-Interkalator (Ir191 und Ir193) verwendet. 

Durch Detektion der Isotope 191 und 193 parallel auf einer Zelle war eine Einzelzell-

identifikation möglich. Die Probe wurde mit 500 μl 1X Ir/Ir NA Intercalator in 10X Perm-

Puffer / Aqua dest. (Verdünnung 1:500) für 30 min bei RT inkubiert. Anschließend wur-

den die Zellen mit Färbemedium (zweimal, 700 g, 5 min, 4 °C) und deionisiertem Wasser 

(zweimal, 800 g, 5 min, 4 °C) abgewaschen. Die Zellzahl wurde erneut mit dem 

MACSQuant bestimmt.  

Die Messung einer großen Zellzahl und die damit verbundene lange Messzeit innerhalb 

eines Experiments führt zu Signalstärkeeinbußen, da eine Anlagerung von Zellmaterial 

im Instrument stattfindet (74). Außerdem können trotz Säuberung und Kalibrierung des 

Instruments unterschiedliche Einstellungen in der Sensitivität an verschiedenen Messta-

gen auftreten. Um Sensitivitätsunterschiede des Gerätes innerhalb und zwischen den 

Messtagen auszugleichen, werden sog. 4-Elemente-Beads (EQ Four Element Calibration 

Beads, Fluidigm) als interner Standard der Zellsuspension in bekannter Konzentration 

vor der Messung zugesetzt (75). Diese enthalten natürlich vorkommendes Cerium 

(140/142Ce), Europium (151/153Eu), Holmium (165Ho) und Lutetium (175/176Lu). Da Cerium 

nicht zur Kopplung mit Antikörpern zur Verfügung steht, kann dieses in der Messung gut 

unterschieden werden. Durch gleichzeitige Messung von Beads und Zellen kann anschlie-

ßend eine zeitabhängige Korrektur der Intensitäten mithilfe vorhandener Software (Nor-

malisierung) erfolgen.  

Die EQ Four Element Calibration Beads wurden im Verhältnis 1 zu 10 mit deionisiertem 

Wasser verdünnt und die Zellkonzentration wurde für die Messung auf 5*105 Zellen/ ml 

mit der verdünnten Bead-Lösung eingestellt. Vor der Messung wurden die Zellen durch 

einen 30 µm Filter in ein 5 ml Polystyren-Röhrchen filtriert.  
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Das CyTOF-Gerät wurde regelmäßig nach Angaben des Herstellers vorbereitet (Säube-

rung und Tuning), um eine annähernd gleiche Messleistung des Gerätes an allen Messta-

gen zu ermöglichen. Für das Tuning wurde eine Tuning Lösung verwendet. Die EQTM 

Four Element Calibration Beads wurden im Rahmen der Qualitätskontrolle nach dem Tu-

ning gemessen. Anschließend wurde das Gerät mit Waschlösung und deionisiertem Was-

ser gespült.  

Danach erfolgte die Messung der Zellen mit dem CyTOF-Gerät. Bei den ersten Messun-

gen wurden die 450 µl Probenschleife alle 500 s manuell mit Zellsuspension durch Injek-

tion mit einer Spritze befüllt. Anschließend wurde die Zellsuspension in entgegengesetz-

ter Richtung mit deionisiertem Wasser als Trägerflüssigkeit in das Gerät gepumpt. Ab 

dem 23. Mai 2016 wurde ein Supersampler verwendet, der die Probe automatisch inji-

zierte. 

Pro Patientenprobe wurden mindestens 500 000 Zellen aufgenommen, pro Ansatz und 

Messtag waren es also mindestents 1,5 Millionen Zellen. Der Durchfluss wurde auf ca. 

300 Zellen pro Sekunde eingestellt. Während der Messung wurden drei Dateien generiert, 

um technische Defekte mit Verlust aller Daten zu verhindern. Die verwendeten Beads 

ermöglichten die Quantifizierung der technischen Variationen in Messungen mit dem Cy-

TOF-Instrument sowie durch eine Normalisierung den Vergleich von zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten und damit unter verschiedenen Laborbedingungen gefärbten und ge-

messenen Proben verschiedener Patienten (74). Die einzelnen Dateien wurden daher mit 

der Helios-Software normalisiert und zu einer Datei zusammengefügt. In Abbildung 10 

sind die Einzelschritte der Datenprozessierung dargestellt. 

 
Abbildung 10: Prozessierung der Daten. 
Um die Daten für jeden Donor auswerten zu können, mussten diese in verschiedenen Schritten bearbeitet 
werden. Aufgrund der großen Datenmengen wurde jeder Messtag in mehrere Dateien aufgeteilt und abge-
speichert. Diese Daten wurden nach der Normalisierung wieder zusammengefügt und nach Vorgating und 
Identifikation der Donoren (Entschlüsselung der Donor-Markierung) in einzelne Dateien exportiert. 

3.2.3 Vorgating und Donoridentifikation 

Nach den Messungen mussten die Zellen wieder den ursprünglichen Donoren zugeordnet 

werden. Dazu wurden zunächst Doubletten mithilfe des DNA-Markers und des Zelllän-

genparameters ausgeschlossen. Desweiteren wurden Cisplatin-positive tote Zellen und 
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die internen Standardbeads ausgeschlossen bevor dann alle Leukozyten (CD45 positiv) 

identifiziert werden konnten. Diese wurden in einem weiteren Schritt durch Gegenüber-

stellung der verschiedenen CD45-Antikörper (176Yb, 113In, 115In) Donor 1-3 zugeord-

net (s. Abbildung 11).  

 

 
Abbildung 11: Donoridentifikation aus Gesamtdaten. 
Vorgating zur Donoridentifikation. Lebende, DNA-haltige Einzelzellen wurden eingeschlossen. Die vor 
der Messung hinzugegebenen Beads wurden ausgeschlossen. Anschließend konnte die Identifikation mit-
hilfe der drei CD45-Antikörper (Donor 1: 176Yb, Donor 2: 113In und Donor 3: 115In) erfolgen. 	
 

Für die Auswertung der Daten wurde eine nicht-supervidierte Cluster-Analyse, sog. 

FlowSOM-Analyse (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, Forschungsla-

bor/AG Bioinformatik, Charitéplatz 1, 10117 Berlin), durchgeführt. (76) Die SOM (self-

organizing maps)-Cluster wurden anschließend in 2D-Diagrammen visualisiert und ma-

nuell organisiert. (77) Dies ermöglichte einen Überblick über alle Leukozytenpopulatio-

nen und mögliche Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen. So konnten eben-

falls bisher nicht bekannte Populationen untersucht werden. Weiterhin wurde eine manu-

elle Analyse mittels FlowJo-Software (Version 10.2) durchgeführt. Hierbei wurden von 

Baumgart et al. beschriebene Zellpopulationen gezielt identifiziert. (72) Die manuelle 

Analyse diente auch zur Verifizierung der Ergebnisse der nicht-supervidierten Analyse. 

3.3 Statistik 

Die Verwaltung der Daten erfolgte mit Excel 2011 (Microsoft). 
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Für die Berechnung der Statistik und Grafikerstellung wurde das Softwareprogramm 

SPSS Statistics, Version 23 (IBM), verwendet.  

 

 
Abbildung 12: Statistisches Vorgehen. 
Einteilung in dichotome und stetige Variablen. Bei stetigen Variablen wurde zunächst ein Test auf Normal-
verteilung (Shapiro-Wilk-Test) durchgeführt. Je nach Verteilung und Anzahl der zu vergleichenden Grup-
pen wurde ein statistischer Test gewählt. Ein P-Wert <0,05 wurde als signifikant angesehen.  
 
Es erfolgte eine Einteilung in dichotome und stetige Variablen. Die dichotomen Variab-

len, wie Geschlecht, wurden mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson auf Signifikanzen 

getestet. Für stetige Variablen wurde zunächst der Shapiro-Wilk-Test auf Normalvertei-

lung durchgeführt. In dieser Untersuchung wurden nur unabhängig voneinander erhobene 

Stichproben untersucht. Je nachdem, ob die Stichproben normal- oder nicht normalver-

teilt waren, wurde ein Signifikanztest ausgewählt. Für den Vergleich von je zwei Proben 

wurde bei Normalverteilung ein T-Test, bei nicht-normalverteilten Stichproben der 

Mann-Whitney-U-Test verwendet. Beim Vergleich der Altersverteilung in den drei Un-

tersuchungsgruppen wurde eine ANOVA durchgeführt (s. Abbildung 12). 

Ein P-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 

Messdaten

Dichotome 
Variable Stetige Variable

Normalverteilt
(p>0,05)

Nicht-
normalverteilt

(p<0,05)

Chi-Quadrat nach 
Pearson

T-Test
ANOVA

ANOVA mit 
Messwiederholung

Mann-Whitney-U-
Test

Kruskal-Wallis-Test
Friedman Test

Shapiro-Wilk-Test
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Zur Darstellung der Daten wurden für normalverteilte Daten Balkendiagramme mit 2-

fachem Standardfehler (SE) verwendet. Nicht-normalverteilte Daten wurden als Boxplots 

dargestellt. Hierbei wurde der Median abgebildet, der von einer Box umgeben wird. Diese 

stellt alle Werte von der 25. bis zur 75. Perzentile dar. Sog. Antennen zeigen die 10. und 

die 90. Perzentile an. Die Werte, die außerhalb dieses Bereichs lagen, wurden als Stern-

chen dargestellt. Bei normalverteilten Daten wurde jeweils der Mittelwert und die Stan-

dardabweichung (SD) angegeben, bei nicht-normalverteilten Daten der Median und der 

Interquartilsabstand (IQR). 
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4 Ergebnisse 

4.1 Patientencharakterisierung 

In dieser Untersuchung wurden 40 AD-Patienten mit 20 gesunden Probanden verglichen 

(s. Tabelle 5). Es erfolgte eine Einteilung in Gruppen nach dem bei der Untersuchung 

ermittelten SCORAD in ein Patientenkollektiv mit moderater AD (SCORAD 15 bis <40; 

ADm) und eines mit schwerer AD (SCORAD ≥40; ADs).  

Die Gruppen waren hinsichtlich Altersverteilung und Geschlecht vergleichbar (P >0,05; 

s. Tabelle 5).  

Der Mittelwert des SCORADs war in der Gruppe mit schwerer AD etwa doppelt so hoch 

wie bei ADm-Patienten (P<0,001; s. Tabelle 5).  

Tabelle 5: Deskriptive Statistik der Untersuchungsgruppen. 

 
1Mittelwert± SD, aChi-Quadrat nach Pearson; bANOVA, c T-Test, d Mann-Whitney-U-Test 
Charakterisierung der Studienkohorten; Gesamt-IgE ADs-Patienten: n=19 
 

Die Gesamt-IgE-Serumkonzentration der Patienten wurde den Patientenakten entnom-

men (n=39). Im Serum der Patienten mit moderater und schwerer AD waren die Gesamt-

IgE Werte vergleichbar. Eine lineare Regression zwischen Gesamt-IgE Konzentration 

und SCORAD zeigte keinen Zusammenhang (R2=0,076).  

4.2 CyTOF-Methode und Optimierungsstrategien 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die neue Technologie der Massenzytometrie als 

Methode zur Messung von Zellen im Vollblut von AD-Patienten verwendet. Für eine 

genaue Interpretation der biologischen Unterschiede zwischen den Proben wurden Vari-

ationen in der Probenaufbereitung und bei der Messung in dieser Untersuchung durch das 

sog. Barcoding von Proben und durch die Normalisierung des endgültigen Datensatzes 

minimiert. 

Variable Gesund Moderate AD Schwere AD P-Wert

Anzahl 20 20 20 n.a.

Geschlecht (w/m) 11/9 8/12 5/15 0,153a

Alter1 (Jahre) 35,7±12,0 34,1±10,2 37,9±10,9 0,546b

SCORAD1 n.a. 28,8±7,0 56,7±12,5 <0,001c

Gesamt-IgE (kU/l) n.a. 2013,5 (522,6-5177,8) 4782,0 (1626,0-12473,0) 0,119d
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Beim Barcoding wurden in dieser Untersuchung drei Patientenproben pro Messtag mit-

hilfe spezieller Antikörper spezifisch markiert. Die Proben wurden nach dem Barcoding 

zusammengeführt und in einem Ansatz prozessiert. Anschließend wurden sie anhand des 

verwendeten spezifischen Barcodes wieder entschlüsselt.  

So konnten bspw. Schwankungen innerhalb eines Messtages bedingt durch unterschied-

liche Laborbedingungen verringert werden. Vor Beginn der Messungen an Patienten wur-

den Versuche durchgeführt, um die Funktion und Belastbarkeit des Barcodings zu testen 

und dieses zu etablieren.  

Zur Qualitätskontrolle des Barcodings wurde der Anteil der auswertbaren Zellen an 

DNA-positiven, lebenden Einzelzellen nach Beadausschluss berechnet (sog. Cell 

Recovery). Hierzu wurden die Zellzahlen der Leukozyten (CD45-Färbung) von Donor 1, 

2 und 3 addiert und durch die Zahl aller Leukozyten (nach Beadausschluss) dividiert. Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt.  

 

Abbildung 13: Auswertung zur Datenrückgewinnung bei Verwendung des CD45-
Barcodings. 
Über den Messzeitraum vergleichbare Qualität. Dargestellt ist der Anteil der auswertbaren Datenpunkte 
(Summe der Leukozyten, Donor 1-3) von der Anzahl der Zellen nach Vorgating (Zellen nach Auschluss 
der Doubletten, der toten Zellen und der Beads, s.u.) über die Zeit sowie der Mittelwert. Die einzelnen 
Messpunkte wurden durch eine Linie miteinander verbunden. 
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An jedem Messtag konnten mehr als 97 % der gemessenen Zellen den einzelnen Donoren 

wieder zugeordnet werden. Die Daten schwankten um den Mittelwert von 99,1 %.  

Damit ist die Zellzuordnung zu den Donoren durchgängig sehr hoch (max. Zellverlust 

von -3 % der Zellen pro Messtag). 

Weiterhin kann es durch Veränderungen am Gerät (bspw. lange Messzeiten, Spülen) zu 

Schwankungen in der Geräteleistung kommen. Diese können durch eine Normalisierung 

der Daten verringert werden. Hierfür werden jeder Probe vor der Messung Beads zuge-

fügt, die unterschiedliche Metallisotopen (z.B. 140 Cerium, 151 Europium) beinhalten. 

Die Signale dieser Elemente in allen Messungen werden im Anschluss unter Verwendung 

eines Algorithmus verrechnet und dazu genutzt, die Daten gegen einen Standard zu nor-

malisieren. In Abbildung 14 sind die nicht-normalisierten gegen die normalisierten Daten 

dargestellt.  

 
Abbildung 14: Normalisierung der CyTOF-Daten. 
Die erhobenen CyTOF-Daten wurden mithilfe der Helios-Software normalisiert. Dargestellt ist die mittlere 
Intensität einzelner Elemente. Die über den Messzeitraum enstandenen Schwankungen in der mittleren In-
tensität waren nach Normalisierung der Daten deutlich geringer.	
 

Die nicht-normalisierten Daten sind im unteren Bereich der Abbildung 14 zu sehen. Die 

mittleren Bead-Intensitäten schwanken zwischen den Messtagen deutlich. Die mittleren 

M
itt

le
re

 B
ea

d-
In

te
ns

itä
t

Normalisierte vs. unnormalisierte Daten

Messzeitpunkt

Nach Normalisierung 
der Bead-Signale
über die Zeit

Vor Normalisierung 
der Bead-Signale
über die Zeit



 

 34 

Intensitätswerte der Farbstoffe wurden als einzelne Punkte abgebildet und durch eine Li-

nie miteinander verbunden. Nach Durchführung einer Normalisierung mithilfe eines Al-

gorithmus sind die mittleren Bead-Intensitäten deutlich konstanter. Die Daten sind hin-

weisend auf einen Ausgleich der technischen Schwankungen. Biologische bedingte Un-

terschiede zwischen den Proben konnten dadurch besser beurteilt werden.  

4.3 Zellanalyse 

Zur Auswertung der Daten wurde zunächst eine nicht-supervidierte Analyse, eine 

FlowSOM-Analyse, durchgeführt (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, For-

schungslabor/AG Bioinformatik). Diese ermöglicht eine feine Auflösung der Zellsubsets 

und macht Unterschiede in Zellpopulationen zwischen den Gruppen sichtbar. Die Daten 

sind in Abbildung 15 in Form einer Heatmap dargestellt. Es wurden Unterschiede in Leu-

kozytenpopulationen zwischen den Untersuchungsgruppen besonders bei Eosinophilen, 

T-Zellen und NK-Zellen gefunden.  
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Abbildung 15: Nicht-supervidierte Cluster-Analyse von Blutimmunzellen bei AD. 
Mittels FlowSOM-Algorithmus wurden alle bekannten Leukozytenpopulationen untersucht. Eine Cluster-
Analyse wurde durchgeführt und die Cluster manuell sortiert. In Zeilen dargestellt sind die durch Oberflä-
chenmolekülexpression charakterisierten Populationen der entsprechenden Zellarten. In Spalten finden sich 
die Frequenzen und mittleren Signalintensitäten der gefärbten Oberflächenmarker auf Zellen von ADs-, 
ADm-Patienten und Kontrollpersonen (pro Kasten von links nach rechts, je n=20). Statistische Auswertung 
zwischen ADs und Gesunden: grüner Kasten: P<0,01; gelber Kasten: P<0,05.  
 

Der Fokus der Datenauswertung lag hier auf der manuellen Analyse der Daten. Mit dieser 

konnten zum einen aus der Literatur bekannte Zellpopulationen untersucht werden. Zum 
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[5972±2614] 5.2.CD45_CD3−HLA_DR−_Basophils.13.magenta [/CD45]

[150±131] 5.1.3.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56~CD16−CD25+.27.blue [/NK−cells]

[803±610] 5.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56++CD16−.66.green3 [/NK−cells]

[9152±9146] 5.1.1.4.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27−CD36−.69.magenta [/NK−cells]

[425±291] 5.1.1.3.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27+CD36−.64.black [/NK−cells]

[94±111] 5.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27−CD36+.37.magenta [/NK−cells]

[1245±1322] 5.1.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36−_CD38−.68.cyan [/NK−cells]

[3621±2916] 5.1.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36−_CD38+.67.blue [/NK−cells]

[4866±3943] 5.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36− [/NK−cells]

[14536±12672] 5.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+ [/NK−cells]

[15490±13028] 5.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells [/CD45]

[21462±14027] 5.CD45_CD3−HLA_DR− [/CD45]

[412±180] 4.3.4.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−__.22.yellow [/CD45]

[1604±860] 4.3.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_mDC.33.red [/CD45]

[940±698] 4.3.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_pDC.12.cyan [/CD45]

[358±277] 4.3.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16−.14.yellow [/CD45]

[371±259] 4.3.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16+.38.yellow [/monocytes]

[2754±1635] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.51.blue, [/monocytes]

[1232±783] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.50.green3, [/monocytes]

[982±577] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.39.gray, [/monocytes]

[4968±2712] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+ [/monocytes]

[4683±2572] 4.3.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16−_HLADR+.23.gray [/monocytes]

[42021±15397] 4.3.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16−_HLADR−.15.gray [/monocytes]

[46704±16226] 4.3.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16− [/monocytes]

[52401±17717] 4.3.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes [/CD45]

[55356±18471] 4.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19− [/CD45]

[482±392] 4.2.CD45_CD3−HLA_DR+_Plasma−cells.6.yellow [/CD45]

[861±488] 4.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD−CD45RA−.20.cyan [/B−cells]

[2625±2071] 4.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27+IgD−CD45RA+.7.gray [/B−cells]

[3177±2232] 4.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27+IgD+CD45RA+.8.black [/B−cells]

[1048±1366] 4.1.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38++CD197−CD16−.10.green3 [/B−cells]

[865±692] 4.1.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38+CD197+CD16+.11.blue [/B−cells]

[12107±8866] 4.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38+CD197+CD16−.9.red [/B−cells]

[513±457] 4.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38−CD197−CD16−.21.magenta [/B−cells]

[14534±10449] 4.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA− [/B−cells]

[21197±13044] 4.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells [/CD45]

[77036±25418] 4.CD45_CD3−HLA_DR+ [/CD45]

[773±481] 3.4.CD45_T−cells__.45.magenta, [/CD45]

[1010±639] 3.4.CD45_T−cells__.41.red, [/CD45]

[229±196] 3.4.CD45_T−cells__.28.cyan, [/CD45]

[2012±947] 3.4.CD45_T−cells__ [/CD45]

[602±730] 3.3.2.4.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27−CD127+CD161−.60.cyan [/CD4−CD8−]

[631±862] 3.3.2.3.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27−CD127−CD161−.65.red [/CD4−CD8−]

[2396±3342] 3.3.2.2.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27+CD127+CD161−.54.yellow [/CD4−CD8−]

[945±957] 3.3.2.1.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27+CD127++CD161+.53.magenta [/CD4−CD8−]

[4574±5042] 3.3.2.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+ [/CD4−CD8−]

[549±965] 3.3.1.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA+CD45RO−.55.gray [/CD4−CD8−]

[5123±5370] 3.3.CD45_T−cells_CD4−CD8− [/T−cells]

[2255±2356] 3.2.2.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27−.58.green3 [/CD45RA−CD45RO+]

[2314±1567] 3.2.2.1.4.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127−HLADR−.42.green3 [/CD45RA−CD45RO+]

[4665±3079] 3.2.2.1.3.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127+HLADR−.43.blue [/CD45RA−CD45RO+]

[523±476] 3.2.2.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127−HLADR+.59.blue [/CD45RA−CD45RO+]

[2387±2803] 3.2.2.1.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+_CD69−.44.cyan [/CD56~CD161+CD127+]

[413±462] 3.2.2.1.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+_CD69+.52.cyan [/CD56~CD161+CD127+]

[2801±3052] 3.2.2.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+ [/CD45RA−CD45RO+]

[10303±6017] 3.2.2.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+ [/CD45RA−CD45RO+]

[12558±7150] 3.2.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+ [/CD8]

[3400±6293] 3.2.1.3.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197−CD27−CD127−CD56~.62.yellow [/CD8]

[1107±1590] 3.2.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197−CD27+CD127−.61.magenta [/CD8]

[13979±9336] 3.2.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197+CD27+CD127+.40.black [/CD8]

[18486±11685] 3.2.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO− [/CD8]

[31044±16395] 3.2.CD45_T−cells_CD8 [/T−cells]

[684±481] 3.1.3.3.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA−CD45RO+HLADR+.19.blue [/CD25+]

[1758±1158] 3.1.3.2.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA−CD45RO+HLADR−.5.magenta [/CD25+]

[3042±2376] 3.1.3.1.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA+CD45RO−HLADR−.17.red [/CD25+]

[5485±3174] 3.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD25+ [/CD4]

[527±350] 3.1.2.4.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR+.25.red [/CD4]

[690±666] 3.1.2.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR+.26.green3 [/CD4]

[2765±2339] 3.1.2.2.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR−_CD38−CD127+.31.gray [/CD4]

[1079±2271] 3.1.2.2.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR−_CD38−CD127−.35.blue [/CD4]

[3845±4208] 3.1.2.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR− [/CD4]

[2779±1975] 3.1.2.1.4.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38+CD127+.3.blue [/CD4]

[751±395] 3.1.2.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38+CD127−.4.cyan [/CD4]

[14273±9825] 3.1.2.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38−CD127+.24.black [/CD4]

[1233±920] 3.1.2.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38−CD127−.18.green3 [/CD4]

[19036±11804] 3.1.2.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR− [/CD4]

[24097±13924] 3.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+ [/CD4]

[1394±1050] 3.1.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27~CD197~.34.green3 [/CD4]

[346±250] 3.1.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27+CD197+CD69+CD36+.16.black [/CD4]

[40332±26933] 3.1.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27+CD197+CD69−CD36−.1.red [/CD4]

[42072±27704] 3.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO− [/CD4]

[71654±39394] 3.1.CD45_T−cells_CD4 [/T−cells]

[109832±54703] 3.CD45_T−cells [/CD45]

[86±96] 2.2.2.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+_CD19+CD107a++CD195+.47.gray [/Siglec8+]

[686±1156] 2.2.1.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+_CD19~CD107a+CD195−.48.black [/Siglec8+]

[773±1225] 2.2.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+ [/Siglec8+]

[2656±3091] 2.1.CD45_Siglec8+_CD15low.46.yellow, [/Siglec8+]

[14247±12527] 2.1.3.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16+.36.cyan [/CD15low]

[284±291] 2.1.2.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16~CD69+CD36+.30.yellow [/CD15low]

[24779±48153] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36−.32.black, [/CD15low]

[10264±17894] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36−.29.magenta, [/CD15low]

[35043±48952] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36− [/CD15low]

[52229±60163] 2.1.CD45_Siglec8+_CD15low [/Siglec8+]

[53002±61233] 2.CD45_Siglec8+ [/CD45]

[232±208] 1.3.CD45_CD15+__.63.gray, [/CD15+]

[580±420] 1.3.CD45_CD15+__.2.green3, [/CD15+]

[812±605] 1.3.CD45_CD15+__ [/CD15+]

[910±1227] 1.2.CD45_CD15+_CD16−.56.black [/CD15+]

[569060±140994] 1.1.3.CD45_CD15+_CD16+_CD123−CD303−CD69−CD36−.57.red [/CD16+]

[3165±1542] 1.1.2.CD45_CD15+_CD16+_CD69+CD36+.49.red [/CD16+]

[1176±411] 1.1.1.CD45_CD15+_CD16+_CD123+CD303+.70.yellow [/CD16+]

[573401±141293] 1.1.CD45_CD15+_CD16+ [/CD15+]

[575124±141376] 1.CD45_CD15+ [/CD45]

[836456±157986] .CD45 [/measured]
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[5972±2614] 5.2.CD45_CD3−HLA_DR−_Basophils.13.magenta [/CD45]

[150±131] 5.1.3.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56~CD16−CD25+.27.blue [/NK−cells]

[803±610] 5.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56++CD16−.66.green3 [/NK−cells]

[9152±9146] 5.1.1.4.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27−CD36−.69.magenta [/NK−cells]

[425±291] 5.1.1.3.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27+CD36−.64.black [/NK−cells]

[94±111] 5.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8−CD27−CD36+.37.magenta [/NK−cells]

[1245±1322] 5.1.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36−_CD38−.68.cyan [/NK−cells]

[3621±2916] 5.1.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36−_CD38+.67.blue [/NK−cells]

[4866±3943] 5.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+_CD8+CD27−CD36− [/NK−cells]

[14536±12672] 5.1.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells_CD56+CD16+ [/NK−cells]

[15490±13028] 5.1.CD45_CD3−HLA_DR−_NK−cells [/CD45]

[21462±14027] 5.CD45_CD3−HLA_DR− [/CD45]

[412±180] 4.3.4.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−__.22.yellow [/CD45]

[1604±860] 4.3.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_mDC.33.red [/CD45]

[940±698] 4.3.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_pDC.12.cyan [/CD45]

[358±277] 4.3.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16−.14.yellow [/CD45]

[371±259] 4.3.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16+.38.yellow [/monocytes]

[2754±1635] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.51.blue, [/monocytes]

[1232±783] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.50.green3, [/monocytes]

[982±577] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+.39.gray, [/monocytes]

[4968±2712] 4.3.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14~CD16+ [/monocytes]

[4683±2572] 4.3.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16−_HLADR+.23.gray [/monocytes]

[42021±15397] 4.3.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16−_HLADR−.15.gray [/monocytes]

[46704±16226] 4.3.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes_CD14+CD16− [/monocytes]

[52401±17717] 4.3.1.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19−_monocytes [/CD45]

[55356±18471] 4.3.CD45_CD3−HLA_DR+_CD19− [/CD45]

[482±392] 4.2.CD45_CD3−HLA_DR+_Plasma−cells.6.yellow [/CD45]

[861±488] 4.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD−CD45RA−.20.cyan [/B−cells]

[2625±2071] 4.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27+IgD−CD45RA+.7.gray [/B−cells]

[3177±2232] 4.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27+IgD+CD45RA+.8.black [/B−cells]

[1048±1366] 4.1.1.4.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38++CD197−CD16−.10.green3 [/B−cells]

[865±692] 4.1.1.3.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38+CD197+CD16+.11.blue [/B−cells]

[12107±8866] 4.1.1.2.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38+CD197+CD16−.9.red [/B−cells]

[513±457] 4.1.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA−_CD38−CD197−CD16−.21.magenta [/B−cells]

[14534±10449] 4.1.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells_CD27−IgD+CD45RA− [/B−cells]

[21197±13044] 4.1.CD45_CD3−HLA_DR+_B−cells [/CD45]

[77036±25418] 4.CD45_CD3−HLA_DR+ [/CD45]

[773±481] 3.4.CD45_T−cells__.45.magenta, [/CD45]

[1010±639] 3.4.CD45_T−cells__.41.red, [/CD45]

[229±196] 3.4.CD45_T−cells__.28.cyan, [/CD45]

[2012±947] 3.4.CD45_T−cells__ [/CD45]

[602±730] 3.3.2.4.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27−CD127+CD161−.60.cyan [/CD4−CD8−]

[631±862] 3.3.2.3.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27−CD127−CD161−.65.red [/CD4−CD8−]

[2396±3342] 3.3.2.2.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27+CD127+CD161−.54.yellow [/CD4−CD8−]

[945±957] 3.3.2.1.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+_CD27+CD127++CD161+.53.magenta [/CD4−CD8−]

[4574±5042] 3.3.2.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA−CD45RO+ [/CD4−CD8−]

[549±965] 3.3.1.CD45_T−cells_CD4−CD8−_CD45RA+CD45RO−.55.gray [/CD4−CD8−]

[5123±5370] 3.3.CD45_T−cells_CD4−CD8− [/T−cells]

[2255±2356] 3.2.2.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27−.58.green3 [/CD45RA−CD45RO+]

[2314±1567] 3.2.2.1.4.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127−HLADR−.42.green3 [/CD45RA−CD45RO+]

[4665±3079] 3.2.2.1.3.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127+HLADR−.43.blue [/CD45RA−CD45RO+]

[523±476] 3.2.2.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56−CD161−CD127−HLADR+.59.blue [/CD45RA−CD45RO+]

[2387±2803] 3.2.2.1.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+_CD69−.44.cyan [/CD56~CD161+CD127+]

[413±462] 3.2.2.1.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+_CD69+.52.cyan [/CD56~CD161+CD127+]

[2801±3052] 3.2.2.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+_CD56~CD161+CD127+ [/CD45RA−CD45RO+]

[10303±6017] 3.2.2.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+_CD27+ [/CD45RA−CD45RO+]

[12558±7150] 3.2.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA−CD45RO+ [/CD8]

[3400±6293] 3.2.1.3.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197−CD27−CD127−CD56~.62.yellow [/CD8]

[1107±1590] 3.2.1.2.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197−CD27+CD127−.61.magenta [/CD8]

[13979±9336] 3.2.1.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO−_CD197+CD27+CD127+.40.black [/CD8]

[18486±11685] 3.2.1.CD45_T−cells_CD8_CD45RA+CD45RO− [/CD8]

[31044±16395] 3.2.CD45_T−cells_CD8 [/T−cells]

[684±481] 3.1.3.3.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA−CD45RO+HLADR+.19.blue [/CD25+]

[1758±1158] 3.1.3.2.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA−CD45RO+HLADR−.5.magenta [/CD25+]

[3042±2376] 3.1.3.1.CD45_T−cells_CD4_CD25+_CD45RA+CD45RO−HLADR−.17.red [/CD25+]

[5485±3174] 3.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD25+ [/CD4]

[527±350] 3.1.2.4.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR+.25.red [/CD4]

[690±666] 3.1.2.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR+.26.green3 [/CD4]

[2765±2339] 3.1.2.2.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR−_CD38−CD127+.31.gray [/CD4]

[1079±2271] 3.1.2.2.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR−_CD38−CD127−.35.blue [/CD4]

[3845±4208] 3.1.2.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27−HLADR− [/CD4]

[2779±1975] 3.1.2.1.4.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38+CD127+.3.blue [/CD4]

[751±395] 3.1.2.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38+CD127−.4.cyan [/CD4]

[14273±9825] 3.1.2.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38−CD127+.24.black [/CD4]

[1233±920] 3.1.2.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR−_CD38−CD127−.18.green3 [/CD4]

[19036±11804] 3.1.2.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+_CD27+HLADR− [/CD4]

[24097±13924] 3.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA−CD45RO+ [/CD4]

[1394±1050] 3.1.1.3.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27~CD197~.34.green3 [/CD4]

[346±250] 3.1.1.2.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27+CD197+CD69+CD36+.16.black [/CD4]

[40332±26933] 3.1.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO−_CD27+CD197+CD69−CD36−.1.red [/CD4]

[42072±27704] 3.1.1.CD45_T−cells_CD4_CD45RA+CD45RO− [/CD4]

[71654±39394] 3.1.CD45_T−cells_CD4 [/T−cells]

[109832±54703] 3.CD45_T−cells [/CD45]

[86±96] 2.2.2.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+_CD19+CD107a++CD195+.47.gray [/Siglec8+]

[686±1156] 2.2.1.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+_CD19~CD107a+CD195−.48.black [/Siglec8+]

[773±1225] 2.2.CD45_Siglec8+_CD15+CD16+ [/Siglec8+]

[2656±3091] 2.1.CD45_Siglec8+_CD15low.46.yellow, [/Siglec8+]

[14247±12527] 2.1.3.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16+.36.cyan [/CD15low]

[284±291] 2.1.2.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16~CD69+CD36+.30.yellow [/CD15low]

[24779±48153] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36−.32.black, [/CD15low]

[10264±17894] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36−.29.magenta, [/CD15low]

[35043±48952] 2.1.1.CD45_Siglec8+_CD15low_CD16−CD69−CD36− [/CD15low]

[52229±60163] 2.1.CD45_Siglec8+_CD15low [/Siglec8+]

[53002±61233] 2.CD45_Siglec8+ [/CD45]

[232±208] 1.3.CD45_CD15+__.63.gray, [/CD15+]

[580±420] 1.3.CD45_CD15+__.2.green3, [/CD15+]

[812±605] 1.3.CD45_CD15+__ [/CD15+]

[910±1227] 1.2.CD45_CD15+_CD16−.56.black [/CD15+]

[569060±140994] 1.1.3.CD45_CD15+_CD16+_CD123−CD303−CD69−CD36−.57.red [/CD16+]

[3165±1542] 1.1.2.CD45_CD15+_CD16+_CD69+CD36+.49.red [/CD16+]

[1176±411] 1.1.1.CD45_CD15+_CD16+_CD123+CD303+.70.yellow [/CD16+]

[573401±141293] 1.1.CD45_CD15+_CD16+ [/CD15+]

[575124±141376] 1.CD45_CD15+ [/CD45]

[836456±157986] .CD45 [/measured]

ADs ~ ADm ~ HD (SOM 20x20/70 annotated)
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anderen konnten Ergebnisse der nicht-supervidierten Analyse verifiziert werden. Die Er-

gebnisse dieser manuellen Analyse sind im Folgenden gezeigt. 

4.3.1 Eosinophile Granulozyten 

Eosinophile sind myeloide Zellen, die im Blut und in der Haut von AD-Patienten mit 

erhöhter Frequenz nachweisbar sind. Im Rahmen dieser Untersuchung entsprachen die 

Eosinophilenfrequenzen primär einer Positivkontrolle der CyTOF-Methode. Darüber 

hinaus wurden die Zellen näher charakterisiert. 

Nach durchgeführtem Vorgating (s. Kapitel 3.2.3) erfolgte die Identifikation der Eosino-

philen durch Ausschluss von T- (CD3+) und B-Lymphozyten (CD19+), Neutrophilen 

(CD16+) und NK-Zellen (CD56+) sowie positiver Selektion des Oberflächenrezeptors 

Siglec 8 (sialic acid-binding Ig-like lectin) (s. Abbildung 16). 

 
Abbildung 16: Erhöhte Eosinophilenfrequenz im Blut von Patienten mit AD. 
Quantitative und qualitative Untersuchung von Eosinophilen im Blut von AD-Patienten und Gesunden a) 
Identifikation von Eosinophilen. Aus CD45+-Zellen wurden T- (CD3+) und B-Zellen (CD19+) ausgeschlos-
sen und nach Exklusion der Neutrophilen (CD16+) Eosinophile Granulozyten mit dem Marker Siglec 8 
identifiziert. b) Statistische Auswertung. Die Eosinophilenfrequenz war bei AD-Patienten im Vergleich zu 
Gesunden erhöht. Es gab keinen Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen. c) Bei CD45RO+-
Eosinophilen war bei AD-Patienten im Vergleich zu Gesunden ein Trend zu erhöhten Frequenzen festzu-
stellen. Sternchen mit Wert (*) zeigt Wert außerhalb Skala. (%: bezogen auf CD45+-Zellen) 
 

Die mediane Eosinophilenfrequenz im peripheren Blut betrug in der Kontrollgruppe 

1,2 % (IQR: 0,4-1,7 %) und war entsprechend in beiden Patientengruppen im Vergleich 
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erhöht (ADm: 3,8-fach; ADs: 4,3-fach). Zwischen den Patientengruppen war sie ver-

gleichbar (P=0,787). 

Die Frequenz der Eosinophilen war unabhängig vom Schweregrad (SCORAD) der Er-

krankung (R2=0,002).  

In der nicht-supervidierten Analyse (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, 

Forschungslabor/AG Bioinformatik) wurde CD45RO als für die AD charakteristischer 

Marker identifiziert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Bestätigung mittels manueller 

Analyse.  

Die Mehrheit der Eosinophilen exprimierte in allen drei Untersuchungsgruppen CD45RO 

(Mediane >98 %). Im Blut der Patienten war bei CD45RO+-Eosinophilen bei AD-

Patienten im Vergleich zu Gesunden ein Trend zu höheren Frequenzen zu erkennen 

(P=0,008). Dabei war der Interquartilabstand bei Gesunden mit 3,4 % (IQR 95,9-99,3 %) 

im Vergleich zu 1,5 % bei ADm- und 1,1 % bei ADs-Patienten fast 3-fach größer. In 

beiden Patientengruppen waren die Frequenzen der CD45RO+-Eosinophilen vergleichbar 

(s. Abbildung 16c). Der geringe Unterschied in den Frequenzen und die kleine Fallzahl 

müssen in der Beurteilung der Ergebnisse beachtet werden. Zudem zeigte die Untersu-

chung der Signalstärke von CD45RO auf Eosinophilen keine Unterschiede zwischen den 

Gruppen (P=0,298-0,715; Daten nicht dargestellt).  

Zusammenfassend fand sich im Blut eine erhöhte Frequenz der Eosinophilen bei AD-

Patienten verglichen mit Gesunden, die mehrheitlich CD45RO auf der Oberfläche expri-

mierten. 

4.3.2 NK-Zellen 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) zählen zum angeborenen Immunsystem, sind für zy-

totoxische Wirkungen bekannt und wurden zuvor als für die AD pathogenetisch relevant 

diskutiert (78; 79). Nach Ausschluss anderer Zellpopulationen wurden die NK-Zellen als 

CD56 und CD16 positiv identifiziert (s. Abbildung 17a). 
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Abbildung 17: Erniedrigte Frequenzen von CD56dim NK-Zellen im Blut von Patienten mit 
AD und Expression von CD38 und CD69. 
Qualitative und quantitative Untersuchung von NK-Zellen im Blut von AD-Patienten und Gesunden              
a) Identifikation von CD3-CD56dim und CD3-CD56bright NK-Zellen. Zunächst wurden T-(CD3) und B-
(CD20) Lymphozyten, Monozyten sowie HLADR+-Zellen ausgeschlossen. Über CD56 wurden die NK-
Zellen in die beiden Populationen CD56dim und CD56bright unterschieden. b) Statistische Auswertung der 
NK-Zellfrequenzen. (1) ADs-Patienten wiesen eine niedrigere Frequenz der CD56dim NK-Zellen auf. (2) 
Die Frequenzen der CD56bright NK-Zellen waren vergleichbar. Sternchen mit Wert (*) zeigt Wert außerhalb 
Skala. c) Untersuchung der Marker CD38 und CD69 auf CD56dim NK-Zellen im Blut von AD-Patienten 
und Gesunden (1/2) Statistische Auswertung. Die CD38 CD69 doppelpositive CD56dimNK-Zellfrequenz 
war bei ADs-Patienten erhöht. Im Gegensatz dazu war bei den CD38 CD69-doppelnegativen CD56dimNK-
Zellen ein Trend zu geringeren Frequenzen im Blut von ADs-Patienten im Vergleich zu Gesunden zu er-
kennen. (%: bezogen auf CD45+-Zellen) 
 

Die häufigste NK-Zellpopulation benannt nach CD56dim und durch CD16 Oberflächen-

expression charakterisiert, vermittelt in vivo zytotoxische Funktionen. Die mediane Fre-

quenz der CD56dim NK-Zellen war im Blut von Patienten mit schwerer AD im Vergleich 

zu nicht-atopischen Kontrollen 2,4-fach geringer. Bei ADm-Patienten war sie 2,1-fach 

höher als bei ADs-Patienten. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine relativ große Streuung 

der Werte (IQR 1,13-3,55; s.Abbildung 17b). 
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Die medianen Frequenzen von CD56bright NK-Zellen, die für die Produktion von Zytoki-

nen bekannt sind, waren zwischen den drei Untersuchungsgruppen vergleichbar, bei ins-

gesamt sehr geringer Frequenz und auffällig großer Streubreite (IQR 0,067- 0,146 %; 

s. Abbildung 17b). 

Die multiparametrische Untersuchungsmethode erlaubte die Charakterisierung der NK-

Zellen hinsichtlich unterschiedlicher Rezeptoren auf ihrer Zelloberfläche. In der nicht-

supervidierten Analyse (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, Forschungsla-

bor/AG Bioinformatik) war insbesondere die Expression der Zellmarker CD38 und CD69 

auf CD56dim NK-Zellen auffällig.  

Für die Verifizierung dieser Ergebnisse wurde die unabhängige Analysestrategie mittels 

direktem Gating (FlowJo) genutzt (s. Abbildung 17). Die Frequenzen wurden auf die 

CD56dim NK-Zellpopulation bezogen. 

Die mediane Frequenz der CD38CD69-doppelpositiven CD56dimNK-Zellen war bei 

ADs-Patienten 2,4-fach höher als bei Gesunden (s. Abbildung 17c). Der IQR bei ADs-

Patienten war mit 12,6 % im Vergleich zu Gesunden mit 1,28 % 9,8-fach erhöht. Bei 

ADm-Patienten und Gesunden waren die medianen Frequenzen vergleichbar (P=0,062). 

Entsprechend war die CD38CD69-doppelnegative Population bei nicht-atopischen Pro-

banden größer als bei AD-Patienten. Hier zeigte sich auch zwischen der ADm- und Kon-

trollgruppe eine um 16,7 % verringerte Frequenz (P=0,040; s. Abbildung 17c). Allerdings 

muss auch hier der bei kleiner Fallzahl geringe Unterschied zwischen den medianen Fre-

quenzen bei der Interpretation berücksichtigt werden. 

4.3.3 Innate lymphoid cells 2 (ILC2s) 

In der Haut von AD-Patienten wurden erhöhte Frequenzen der seltenen angeborenen lym-

phoiden Zellen der Gruppe 2 (ILC2s) gefunden, deren funktionelle Rolle bisher nicht 

geklärt ist (43). In dieser Untersuchung konnten die ILC2s auch im Blut identifiziert wer-

den. 

ILC2s sind definiert als CRTH2, CD127 (IL-7R) und CD161 positive sowie Zelllinien-

marker-negative Zellpopulation (Lineage-Marker negativ: CD123 Basophile Granulozy-

ten; CD20 B-Zellen; CD3 T-Zellen; CD16 Neutrophile Granulozyten; CD4 CD8 T-Zel-

len; CD14 Monozyten; s. Abbildung 18) (40). 
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Abbildung 18: Identifikation von ILC2s. 
Untersuchung von ILC2s im Blut von AD-Patienten und Gesunden a) Identifikation der ILC2s. Nach Aus-
schluss von Basophilen (CD123), Neutrophilen (CD16), B- (CD20), T-Zellen (CD19) und Monozyten 
(CD14) wurden CD294 (CRTH2), CD161 und CD127 positive Zellen als ILC2s identifiziert. 
 

Es wurde eine geringe Zellzahl der ILC2s im Blut der Probanden gemessen (mediane 

Frequenz Gesund: 0,00365 %; <20 Zellen pro Donor). Aufgrund der sehr niedrigen Fre-

quenzen wurde kein Vergleich zwischen den Gruppen durchgeführt. 

4.3.4 T-Zellen 

Während in den großen T-Zellpopulationen (CD3+-, CD4+-, CD8+-Zellen) in dieser Un-
tersuchung geringe Unterschiede in den Frequenzen zwischen ADs-Patienten und Gesun-
den gemessen wurden, zeigten sich in deren Subpopulationen, wie Gedächtniszellen und 
Tregs, deutliche Veränderungen. 
Die T-Zellen wurden mithilfe der für sie charakteristischen Expression des Markers CD3 
identifiziert. Daneben wurden für jede Subpopulation spezifische Marker zur Identifika-
tion genutzt. Es fiel eine geringe Einstrahlung des CD16 (169 Thulium)- in den CD3 (170 
Erbium)-Massenkanal auf. In Abbildung 19a ist die Strategie zur Identifikation der CD4+- 
und CD8+-Populationen sowie CD4+-Subpopulationen dargestellt. 
Bei ADs-Patienten war die Frequenz der T-Zellen (CD3+) im peripheren Blut im Ver-
gleich zu gesunden Probanden um ca. 27,6% verringert. In der ADm-Patientengruppe 
wurden vergleichbare T-Zellfrequenzen gemessen. Die Daten wiesen eine relativ große 
Streuung auf (IQR 5,7-10,9 %; s. Tabelle 6). 
Die mediane Frequenz der T-Helferzellen (CD4+) war innerhalb der T-Zellen bei ADs-
Patienten um 10,4 % im Vergleich zu Gesunden erhöht. Der Anteil der zytotoxischen T-
Zellen (CD8+) war um 16,5 % verringert. Auch innerhalb der Leukozyten war die Fre-
quenz der CD8+-Zellen im Blut bei ADs-Patienten um ca. ein Drittel geringer. Die Ratio 
CD4:CD8 war vergleichbar (P=0,062). 
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Tabelle 6: T-Zellfrequenzen im Blut von AD-Patienten und Gesunden. 

 
T-Zellen: CD3+-Zellen; Naive CD4+-Zellen: CD3+CD4+CD45RA+; CD4+-Gedächtnis-Zellen: 
CD3+CD4+CD45RO+; CD8-Gedächtnis-Zellen: CD3+CD8+CD45RO+; (%: bezogen auf CD45+-Zellen) 

 
Bei Untersuchung der naiven CD4+-Zellen (CD4+CD45RA+) zeigten sich vergleichbare 
Frequenzen (s. Tabelle 6). Auch die naiven CD8+-Zellfrequenzen (CD8+CD45RA+) wa-
ren in allen Untersuchungsgruppen vergleichbar (P >0,05; Daten nicht dargestellt). Die 
Ratio der zytotoxischen CD8+CD45RA+/CD8+CD45RO+-Zellen war zwischen den Grup-
pen nicht unterschiedlich (P >0,05; Daten nicht dargestellt). Auch in weiteren untersuch-
ten Subpopulationen der CD8+CD45RA+-Zellen zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede der Zellfrequenzen im Blut (Daten nicht dargestellt). 
Bezogen auf die Leukozytengesamtzahl (CD45+) zeigte die Messung der CD45RO+-
Gedächtniszellen in der CD8+-Zellpopulation eine um ca. ein Drittel verringerte Frequenz 
bei ADs-Patienten im Vergleich zu Gesunden (s. Tabelle 6). Die CD4+-Gedächtnis-
Zellfrequenzen (CD4+CD45RO+) waren in der ADs-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe innerhalb der Leukozyten (CD45+) um 41,7 % verringert (P=0,002). In der ADm-
Patientengruppe betrug die Frequenzabnahme im Vergleich zu Gesunden 38,9 % 
(P=0,016). Allerdings war die Streuung der Ergebnisse groß (s. Tabelle 6).  
Bezogen auf die CD4+-(T-Helfer-)Zellen zeigte sich bei den CD4+CD45RO+-
Zellfrequenzen in der ADs-Gruppe eine Abnahme von 18,5 % im Vergleich zu Gesunden 
(P=0,040; s. Tabelle 6). 

Zellpopulation Gesund 

(0)

Moderate AD 

(1)

P-Wert

(0-1)

Schwere AD 

(2)

P-Wert 

(0-2)

P-Wert 

(1-2)

CD3+-Zellen (%) 14,5 (9,7-20,6) 11,0 (9,2-14,9) 0,133 10,5 (7,3-14,4) 0,034 0,457

CD4+-Zellen (%) 9,5 (6,3-12,6) 7,1 (5,7-9,0) 0,091 6,9(5,2-10,9) 0,096 0,925

CD4+-Zellen (% CD3+) 62,7±8,2 63,8±9,5 0,712 69,2±10,5 0,035 0,093

naive CD4+-Zellen (%) 4,8 (3,1-7,7) 3,985(3,1 -5,6) 0,512 5,1(2,7-6,9) 0,957 0,534

naive CD4+-Zellen (% CD4+) 57,3 (41,3-61,6) 58,7(49,5-68,5) 0,239 64,0(54,2-70,5) 0,066 0,433

CD4+-Gedächtnis-Zellen (%) 3,6 (2,8-4,5) 2,2 (1,7-3,2) 0,016 2,1(1,4-3,3) 0,002 0,441

CD4+-Gedächtnis-Zellen (% CD4+) 36,7 (30,6-52,3) 33,4 (24,3-42,5) 0,133 29,9(23,4-37,6) 0,040 0,473

CD8+-Zellen (%) 3,9 (2,4-5,1) 3,0 (2,2-3,9) 0,152 2,4(1,4-3,3) 0,005 0,148

CD8+-Zellen (% CD3+) 26,1±6,6 25,5±5,9 0,769 21,8±6,1 0,044 0,064

CD8+-Gedächtnis-Zellen (% CD8+) 26,6 (21,2-34,0) 20,4 (15,2-35,1) 0,337 19,4 (14,2-28,9) 0,130 0,617

CD8+-Gedächtnis-Zellen (%) 0,80 (0,63-1,22) 0,82 (0,30-1,23) 0,351 0,53 (0,19-0,65) 0,001 0,047
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Abbildung 19: T-Zellidentifikation und erhöhte HLADR-Signalstärke einer Subpopulation 
bei Patienten mit atopischer Dermatitis. 
Quantitative und qualitative Untersuchung von T-Zellen im Blut von AD-Patienten und Gesunden a) Stra-
tegie zur Identifikation einzelner T-Zellpopulationen. Zunächst wurden Neutrophile (CD16) ausgeschlos-
sen und CD3+-Zellen als T-Zellen identifiziert. Innerhalb der T-Zellen wurden die T-Helferzellen (CD4+) 
und zytotoxischen T-Zellen (CD8+) definiert. Mithilfe von CD45RO und CD45RA konnte zwischen naiven 
und Gedächtnis-T-Zellen unterschieden werden. Innerhalb der CD4+CD45RO+-Zellen wurden Differenzie-
rungsstufen mithilfe der Marker CD27 und CD197 (CCR7) eingeteilt. Auf CD4+CD45RO+CD27+CCR7--
Zellen wurde CD127 ausgeschlossen und die Signalstärke von HLADR auf diesen Zellen bestimmt. b) 
Vermehrte Expressionsstärke des Aktivierungsmarkers HLADR auf einer CD4+-Effektor-
Gedächtniszellsubpopulation (CD4+CD45RO+CD27+CCR7-CD127-). 

 
Bei der nicht-supervidierten Analyse (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, 

Forschungslabor/AG Bioinformatik) der Daten zeigten sich Auffälligkeiten in einer Un-

tergruppe der CD4+-Effektor-Gedächtniszellen (CD4+CD45RO+CD27+CCR7-CD127-). 

Mittels manueller Gatingstrategie wurden diese Zellen identifiziert und mithilfe der Mar-

ker CD27, einem Korezeptor, und CCR7 in Subpopulationen unterteilt.  

Auf der CD4+-Effektor-Gedächtniszellpopulation CD4+CD45RO+CD27+CCR7-CD127- 

wurde die Expressionsstärke des Aktivierungsmarkers HLADR (geometrisches Mittel o-

der geometric mean) bestimmt. Die Signalstärke von HLADR war in den Patientengrup-

pen um das 1,3- (ADm-Gruppe) bzw. 1,5-fache (ADs-Gruppe) im Vergleich zur Kon-

trollgruppe erhöht. Zwischen den beiden Patientengruppen waren die Expressionslevel 

vergleichbar (P=0,665; s. Abbildung 19b). 

 

Im Folgenden werden besondere Untergruppen der CD4+-T-Zellen beschrieben, die in 

der Literatur im Zusammenhang mit der AD diskutiert werden. 

G1

P=0,010

P=0,011
P=0,665

G
eo

m
et

ris
ch

er
 M

itt
el

w
er

t 
vo

n
H

LA
D

R
 a

uf
 G

1

gesund moderate AD schwere AD

CD8
C

D
4

CD3

C
D

16

CD45RA

C
D

45
R

O

CD197 (CCR7)

C
D

27

CD127

C
D

27

- Neutrophile T-Zellen - naive CD4+-Zellen
CD4+-Gedächtnis-
Zellen

HLADR

CD4+-Effektor-
Gedächtnis-Zellen Aktivierungsmarkera)

b)



 

 43 

Eine Untergruppe sind die Typ 2 T-Helferzellen (Th2-Zellen). Zur Identifikation dieser 

wurde deren Expression von CRTH2 und CD4 verwendet sowie CD45RA und Zelllini-

enmarker (Lin- mit Lineage-Marker CD19, CD20 B-Zellen, CD56 NK-Zellen, CD16 

Neutrophile Granulozyten) ausgeschlossen (s. Abbildung 20). 

 
Abbildung 20: Th2-Zellen im Blut von AD-Patienten und Gesunden. 
a) Identifikation von Th2-Zellen im peripheren Blut. Nach Ausschluss von sog. Zelllineage-Markern (Mo-
nozyten (CD14), zytotoxische T-Zellen (CD8), B-Zellen (CD19, CD20), Neutrophile (CD16), NK-Zellen 
(CD56)), wurden die Th2-Zellen als CD294+ (CRTH2) und CD45RA- Zellen identifiziert. b) Statistische 
Auswertung der Th2-Frequenzen (bezogen auf CD4+) in den drei Gruppen bei n=7 Patienten.  
 

Der Median der Th2-Zellfrequenz in der Gruppe der ADs-Patienten war mit 0,83 % etwas 

höher als bei den Gesunden (0,71 %), aber dennoch vergleichbar. Die mediane Frequenz 

in der ADm-Gruppe betrug dagegen 0,47 % (s. Abbildung 20). Diese Daten beziehen sich 

auf eine Stichprobengröße von n=21 (n=7 pro Gruppe). Eine Gruppengrößenberechnung 

zur Identifikation von Gruppenunterschieden (Alpha-Wert 0,05; Teststärke 80 %) lieferte 

eine benötigte Gesamtpatientenzahl von 64 ADs- bzw. 507 ADm-Patienten bei einer je-

weils gleich großen Kontrollgruppe.  

 

Ferner wurden innerhalb der CD4+-T-Zellen die regulatorischen T-Zellen (Tregs) identi-

fiziert. Sie sind charakterisiert durch CD3+CD4+CD25highCD127low (s. Abbildung 21a) 

(72). 
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Abbildung 21:Identifikation von regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Quantitative und qualitative Untersuchung von Tregs. Zunächst wurden T-Zellen bestimmt und in CD4 und 
CD8 positive Zellen unterteilt. Anschließend wurden die Tregs (CD25highCD127low) identifiziert. Auf die-
sen Zellen wurde die Expression der Aktivierungsmarker CD38 und HLADR bestimmt. 
 

Der Anteil der Tregs an CD4+-Zellen war sowohl bei ADs-Patienten als auch bei ADm-

Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe um das 1,58– bzw. 1,38-fache erhöht 

(s. Abbildung 21b). 

Bezogen auf die Frequenzen der gesamten Leukozyten (CD45+) waren die Treg-Frequen-

zen in den drei Untersuchungsgruppen vergleichbar (s. Tabelle 7). 

 

Tabelle 7: Frequenzen der regulatorischen T-Zellen bezogen auf Leukozyten. 

 
 

Nach auffälligen Ergebnissen in der nicht-supervidierten Analyse (T. Sörensen, Charité-

Universitätsmedizin Berlin, Forschungslabor/AG Bioinformatik) wurde auf den Tregs die 

simultane Expression von CD38 und HLADR detailliert mittels manueller Gatingstrate-

gie untersucht (s. Abbildung 21). In der ADs-Gruppe war die Expression der beiden Mar-

ker auf Tregs (bezogen auf Tregs) doppelt so häufig wie bei Gesunden (P=0,001). Auch 

in der ADm-Gruppe war die Frequenz der CD38+HLADR+ Tregs 1,47-fach höher als in 
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der Kontrollgruppe (P=0,040; s. Abbildung 21b). Bezogen auf die Leukozytenzahl war 

die Frequenz der HLADR+CD38+ Tregs in beiden Patientengruppen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe 1,74 (ADm)- bis 2,47 (ADs)-fach höher (s. Tabelle 7). 

Zusammenfassend zeigten sich verringerte T-Zellfrequenzen bei ADs-Patienten im Ver-

gleich zu Gesunden. Verschiebungen innerhalb der T-Zellen wie eine Zunahme des 

CD4+-Zellanteils und eine Abnahme des CD8+-Zellanteils waren zu beobachten. Außer-

dem waren Gedächtniszellfrequenzen bei ADs-Patienten verglichen mit Kontrollperso-

nen geringer. Die Th2-Zellfrequenzen waren vergleichbar. Der Anteil der Tregs innerhalb 

der CD4+-Zellen und der Anteil aktivierter Tregs, charakterisiert durch Expression von 

CD38 und HLADR, waren erhöht. 

4.3.5 B-Zellen und weitere Leukozyten 

B-Zellen wurden mithilfe von CD19 und CD20 identifiziert. CD20 wird nicht auf Anti-

körper-produzierenden Plasmazellen exprimiert, sodass diese ausgeschlossen wurden. 

Mit CD27 und IgD wurde die B-Zellpopulation in ihre Untergruppen (klassengewechselte 

Gedächtnis-B-Zellen (IgD-CD27+), nicht-klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen 

(IgD+CD27+), naive B-Zellen (IgD+CD27-)) eingeteilt (s. Abbildung 22). 

 
Abbildung 22: Identifikation von B-Zellpopulationen. 
Identifikation von B-Zellen, Gedächtnis-B-Zellen (IgD-CD27+), IgD+CD27+B-Zellen und naiven B-Zellen 
(IgD+CD27-). Zunächst wurden Monozyten (CD14) und T-Zellen (CD3) ausgeschlossen. Mithilfe von 
CD20 und CD19 wurden B-Zellen identifiziert. Diese wurden mittels IgD- und CD27-Expression in Sub-
populationen unterteilt. Auf diesen wurden jeweils die Marker CD1c, CD38 und CD69 untersucht.  
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Die Frequenzen der untersuchten B-Zellpopulationen waren in den drei Gruppen ver-

gleichbar (s. Tabelle 8). Auch die Frequenz der die Aktivierungsmarker CD38 und CD69 

sowie CD1c exprimierenden Zellen war nicht unterschiedlich (P=0,091-1,000). Nur zwi-

schen ADs-Patienten und Gesunden zeigte sich ein leichter Trend zu erhöhten Frequen-

zen von CD38+IgD-CD27+ B-Zellen (P=0,048). Eine Analyse der Expressionsstärke von 

CD38 auf diesen Zellen zeigte keine Unterschiede (P>0,05; Daten nicht dargestellt). 

Tabelle 8: Vergleichbare Frequenzen von B-Zellpopulationen im Blut von AD-Patienten 
und Gesunden. 

 
Dargestellt sind die Subpopulationen der B-Zellen mit deren Frequenzen und der statistischen Auswertung. 
Median (IQR) mit Mann-Whitney-U-Test und Mittelwert±SD mit T-Test. Keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den drei Gruppen. (%: bezogen auf CD45+-Zellen) 
 

In exemplarischen Untersuchungen sowie nicht-supervidierter Analyse (T. Sörensen, 

Charité-Universitätsmedizin Berlin, Forschungslabor/AG Bioinformatik) wurden die in 

Abbildung 3 dargestellten weiteren Leukozyten untersucht. Es wurden keine Auffällig-

keiten in diesen Zellpopulationen gefunden. 

Zellpopulation Gesund 

(0)

Moderate AD 

(1)

P-Wert

(0-1)

Schwere AD 

(2)

P-Wert 

(0-2)

P-Wert 

(1-2)

B-Zellen (%) 2,6 (2,0-3,2) 2,2 (1,3-2,7) 0,102 1,7 (1,3-3,8) 0,152 0,787

IgD-CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 14,8±4,6 14,9±7,9 0,978 12,4±5,5 0,142 0,257

CD1c+IgD-CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 10,2±3,2 9,7±5,1 0,714 8,4±3,8 0,125 0,390

CD38+IgD-CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 11,8±3,9 11,3±5,8 0,740 9,3±3,9 0,048 0,208

CD69+IgD-CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 3,5 (2,7-5,4) 3,8 (2,5-4,9) 0,860 3,4 (2,5-4,7) 0,465 0,589

IgD+CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 14,1 (8,7-16,8) 11,0 (8,1-16,4) 0,256 11,3 (7,2-17,2) 0,372 0,735

CD1c+IgD+CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 12,0 (7,8-14,6) 9,1 (7,0-14,2) 0,234 10,1 (6,2-16,2) 0,402 0,705

CD38+IgD+CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 10,3 (6,7-11,7) 7,7 (5,9-10,8) 0,156 7,2 (5,0-10,8) 0,218 0,808

CD69+IgD+CD27+ B-Zellen (% B-Zellen) 5,0 (3,7-6,4) 4,7 (3,6-6,7) 0,766 4,6 (3,5-7,7) 0,829 1,000

IgD+CD27- B-Zellen (% B-Zellen) 68,5±7,9 69,3±14,4 0,834 71,2±13,3 0,453 0,676

CD1c+IgD+CD27- B-Zellen (% B-Zellen) 49,3±7,8 49,9±12,4 0,857 53,3±12,7 0,237 0,396

CD38+IgD+CD27- B-Zellen (% B-Zellen) 65,1±8,0 64,2±15,6 0,827 66,4±14,6 0,730 0,653

CD69+IgD+CD27- B-Zellen (% B-Zellen) 39,2±8,0 41,5±10,3 0,424 45,0±12,8 0,091 0,348
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5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde erstmals mittels CyTOF-Technologie eine 

hochauflösende Analyse aller bekannten Leukozytenpopulationen bei AD-Patienten und 

Gesunden im Blut durchgeführt. Ziel war die Überprüfung, ob sich auf zellulärer Ebene 

Phänotypen identifizieren lassen, die Hinweise auf ein krankheitsspezifisches Entzün-

dungsgeschehen geben. In der Konsequenz wäre die Entwicklung eines besseren Krank-

heitsverständnisses, neuer Verlaufsparameter im Blut zur objektiven Bestimmung der 

Krankheitsaktivität und neuer individueller Therapien möglich. Hierzu wurde die Mas-

senzytometrie genutzt, die die Phänotypisierung vieler verschiedener Zellsubsets gleich-

zeitig ermöglicht. Es wurden massenzytometrisch 35 Parameter auf Einzelzellebene un-

tersucht. Aktuell verfügbare Verfahren zur technischen Fehlerminimierung wie Bar-

coding und Normalisierung wurden angewandt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit 

voneinander unabhängigen Methoden. Dadurch wurden die Ergebnisse gleichzeitig veri-

fiziert. 

Es wurden zum einen bereits bekannte Unterschiede reproduziert, zum anderen bisher 

nicht bekannte Veränderungen in Zellpopulationen wie NK-Zell- und T-Zellsubpopulati-

onen gefunden. Die Untersuchung bildet eine Grundlage für methodische Verbesserung 

und gibt Anstoß für weitere Forschung im Hinblick auf die identifizierten Subpopulatio-

nen. 

5.1 Patientengut 

Die Alters- und Geschlechtsverteilung zwischen den drei Untersuchungsgruppen war ver-

gleichbar. Wenn auch bei einer Gruppengröße von n=20 ein unbekanntes Bias nicht aus-

geschlossen werden kann, so deuten die Daten doch darauf hin, dass die Gruppenunter-

schiede durch die Erkrankung bedingt sind. Diese Annahme wird durch die stringenten 

Einschlusskriterien (extrinsische AD, Gesamt-IgE >100 kU/l, Polysensibilisierung) und 

Feststellen von teilweise graduellen Unterschieden unterstützt. 

5.2 Technische Optimierungsstrategien 

Neben den Kriterien zur Kollektivauswahl wurden vor Beginn der Untersuchung auch 

Überlegungen zum Versuchsaufbau getroffen. Grundsätzlich sollte Vollblut verwendet 
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werden, damit kein Bias durch Vorselektion der Zellpopulationen entsteht. Denn andere 

Gruppen nutzen für ihre Untersuchungen PBMCs, sodass dadurch Granulozyten ausge-

schlossen wurden. Auf frisch entnommenem Vollblut konnten außerdem alle Antikörper 

uneingeschränkt verwendet werden.  

Weiterhin wurde zuvor festgelegt, zwei unabhängige Methoden, das Barcoding und die 

Normalisierung zu verwenden, um die Schwankungen in der Qualität der Daten gering 

zu halten. 

Mithilfe des CD45-Barcodings konnten die Proben von jeweils drei Patienten zusammen-

geführt, gleichzeitig an einem Tag prozessiert und gemessen werden. So waren zusätzli-

che Waschschritte durch eine kontinuierliche Messung nicht erforderlich und dem Prob-

lem der Probenverschleppung wurde vorgebeugt (74). Durch das Barcoding konnten in-

terindividuelle Unterschiede in der Aufbereitung und Färbung der Zellen nach dem Zu-

sammenführen weitgehend minimiert werden. Außerdem konnte der Verbrauch an Rea-

genzien allgemein und besonders der der Antikörper aus dem Panel um 2/3 gesenkt wer-

den. Da CD45 ein universeller Marker für alle Leukozyten ist, konnten zuvor nicht eli-

minierte Erythrozyten und CD45-negative Thrombozyten zusätzlich ausgeschlossen wer-

den. Das CD45-Barcoding wurde für diese Untersuchung in der Arbeitsgruppe neu etab-

liert. Über 97 % der Leukozyten konnten den jeweiligen Donoren zugeordnet werden. 

Für zukünftige Messungen könnten durch Erhöhung der Probenzahl die Messtage verrin-

gert und damit die Variabilität zwischen den Messungen gesenkt werden. Allerdings wäre 

mit der erhöhten Probenzahl auch eine verlängerte Messzeit verbunden, die dann eine 

Nachjustierung des Gerätes erfordert, um größere Sensitivitätsverluste, die eine Erfas-

sung seltener Zellpopulationen erschweren, zu minimieren.  

Neben dem Barcoding wurde eine Normalisierung der Daten durchgeführt. Finck et al. 

zeigten, dass in einer dreistündigen Messung mit einer Aufnahme von 2 Millionen Zellen 

die durchschnittliche CD45-Intensität der letzten 1000 T-Zellen 73 % der Intensität der 

ersten 1000 T-Zellen betrug (74). Durch eine Normalisierung der Daten wird die durch 

lange Messzeiten entstandene Messwertabnahme über die Zeit korrigiert.  

Die in jeder Messung eingesetzten Kalibrations-Beads zeigten diese zeitabhängigen In-

tensitätsverluste an und dienten dazu, die Messungen im Nachhinein zu normalisieren. 

So konnten die biologischen Unterschiede bewertet werden (74). Durch die Normalisie-

rung konnten in dieser Untersuchung nicht nur die Ergebnisse der Proben, die am gleichen 
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Tag zusammen gemessen wurden, sondern auch die Ergebnisse unterschiedlicher Mess-

tage miteinander verglichen werden, ebenso wie Daten, die über mehrere Wochen gesam-

melt wurden. 

5.3 Zellanalyse 

Die nicht-supervidierte Analyse ermöglichte einen Überblick über die Gesamtdaten und 

mögliche Unterschiede zwischen den Gruppen. Sie zeigte Auffälligkeiten in Markerex-

pressionen einzelner Populationen. Das Hauptaugenmerk in dieser Untersuchung lag auf 

der manuellen Analyse. Exemplarisch wurden Ergebnisse der nicht-supervidierten Ana-

lyse nachgegatet. 

5.3.1 Eosinophile Granulozyten 

In dieser massenzytometrischen Untersuchung wurde eine erhöhte Frequenz von Eosino-

philen im Blut von AD-Patienten im Vergleich zu Gesunden gemessen. Dies stimmt mit 

in der Literatur bekannten Veränderungen überein (30; 32). Die erhobenen Daten entspre-

chen einer Positivkontrolle der Messmethode. Sie deuten an, dass mit der CyTOF-Tech-

nologie prinzipiell Blutzellen einer Kohorte zu unterschiedlichen Zeitpunkten relativ 

quantifiziert werden können.  

Das Signal von Typ 2-Zytokinen (IL-4, IL-5) scheint in der Pathogenese der AD eine 

wichtige Rolle zu spielen. Dies ist belegt durch die hohe Wirksamkeit des IL-4Ra/ IL-

13-Rezeptorblockers Dupilumab, einem in der Therapie der mittelschweren bis schweren 

AD eingesetzten monoklonalen Antikörper (13). Das von Th2-Zellen sezernierte IL-4 

wirkt indirekt auf die Eosinophilen. So kann es bei AD durch Wirkung auf die Expression 

des Chemokins Eotaxin in dermalen Fibroblasten die Infiltration der Eosinophilen in die 

Hautläsionen fördern (34). In Hautläsionen von AD-Patienten wurden entsprechend ver-

mehrt Eosinophile gefunden (33). Die bei AD-Patienten vermehrte Sekretion von IL-5 

durch Th2-Zellen bewirkt über die oben beschriebenen Mechanismen eine Erhöhung der 

Eosinophilenfrequenz im Blut (s. Kapitel 1.2.2.1). 

Die gefundene erhöhte Frequenz von Eosinophilen bei Patienten mit AD im Vergleich zu 

Gesunden führte zu der Überlegung, dass eine Depletion dieser Zellen, z.B. durch einen 

IL-5-Antikörper, die Eosinophilie und die durch die Eosinophilen potentiell verstärkte 

Entzündung unterbinden könnte. Allerdings zeigte der monoklonale Antikörper gegen 



 

 50 

IL-5, Mepolizumab, in zwei Studien mit AD-Patienten, von denen eine vorzeitig beendet 

wurde, nicht die erwartete Wirkung (80; 81). Die Ergebnisse sprechen bislang eher für 

einen geringen Effekt von IL-5 und gegen die Wirkung der Eosinophilenzahl auf die 

Schwere der AD. Hinzu kommt, dass in der vorliegenden Untersuchung keine Korrelation 

zwischen der relativen Eosinophilenfrequenz im Blut der beiden Patientengruppen und 

dem Schweregrad (SCORAD) feststellbar war. 

Die erhöhte Eosinophilenfrequenz könnte als Epiphänomen gewertet werden und einen 

Krankheitsmarker für eine bestehende AD darstellen. 

Bei näherer Charakterisierung der Zellen zeigten AD-Patienten in dieser Untersuchung 

einen Trend zu erhöhter Frequenz von CD45RO-exprimierenden Eosinophilen im Blut. 

Die Unterschiede müssen aufgrund der geringen Fallzahl und ähnlicher Mediane der Fre-

quenzen vorsichtig bewertet werden und sind nur hinweisend auf einen Trend. Der Mar-

ker CD45RO wurde bei Asthmapatienten in Zusammenhang mit der Apoptoserate der 

Eosinophilen diskutiert (82; 83). Die Funktion dieser Eosinophilen bei AD-Patienten ist 

bisher unbekannt. 

Der Phänotyp der Eosinophilen wurde weiterhin mit einer nicht-supervidierten Analyse 

(T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, Forschungslabor/AG Bioinformatik) 

untersucht. Diese Analyse von Zellmarkern auf den Eosinophilen zeigte keine weiteren 

Auffälligkeiten. Entweder gibt es keine für die AD charakteristischen Eosinophilen oder 

die Halbwertszeit dieser Zellen im Blut ist mit 8-18 Stunden so kurz (28), dass sich kein 

charakteristischer Phänotyp ausbilden kann. Außerdem könnten auch in dieser Untersu-

chung nicht gemessene Oberflächenmarker bedeutend sein. 

Zusammenfassend wurden die bei AD-Patienten erhöhten Eosinophilenfrequenzen im 

Blut mit dieser massenzytometrischen Untersuchung bestätigt. Sie dienten als Positiv-

kontrolle der Methode. Eine Erhöhung der Eosinophilenfrequenzen scheint krankheitsbe-

dingt, unabhängig von der Schwere der Erkrankung, vorzuliegen.  

5.3.2 NK-Zellen 

NK-Zellen wurden in dieser Untersuchung als CD3-CD56+-Zellen identifiziert und mit-

hilfe der CD56-Expression in CD56dim- und CD56bright-Subpopulationen unterteilt. Die 

Frequenzen der CD3-CD56bright-Zellen waren bei AD-Patienten und Gesunden vergleich-

bar. Dies bestätigt vormals publizierte Daten (78). Der prozentuale Anteil der CD56dim-



 

 51 

Zellen an den Leukozyten war wie beschrieben höher als der der CD56bright-Zellen (36). 

Im Blut von ADs-Patienten war die CD56dim-Frequenz im Vergleich zur gesunden Kon-

trollgruppe vermindert. Dies entspricht im Wesentlichen vorausgehenden Untersuchun-

gen (78; 84; 85). Diese Daten deuten durch schweregradabhängige Unterschiede auf eine 

besondere Rolle der CD56dim NK-Zellen in Zusammenhang mit ausgeprägter Inflamma-

tion hin. 

Die geringere Frequenz der CD56dim NK-Zellen im peripheren Blut von ADs-Patienten 

könnte bei fehlendem Hinweis auf eine gestörte Bildung von NK-Zellen im Knochen-

mark durch ein bei Inflammation verstärktes Austreten von NK-Zellen vom Blut ins Ge-

webe bedingt sein. Diese Hypothese unterstützend sind vermehrt NK-Zellen in Hautläsi-

onen von AD-Patienten beschrieben (86).  

Alternativ könnte eine erhöhte Apoptoserate zu niedrigerer Frequenz führen und wurde 

zuvor auch bei der AD angedeutet (78; 84). Um diese Annahme zu stützen, könnten die 

Apoptosemarker Annexin V, CD95 (Fas-Rezeptor; APO-1) sowie Caspase 3 in weiteren 

Studien untersucht werden.  

NK-Zellen sind mit ihrer Zytotoxizität (CD56dim NK-Zellen) an der Abwehr von Viren 

und Tumorzellen beteiligt und beeinflussen andere Effektorzellen. Luci et al. wiesen bei 

AD-Patienten einen Defekt in der natürlichen Zytotoxizität der NK-Zellen nach (78). 

Demnach wäre auch der regulatorische Effekt auf andere Entzündungszellen durch ver-

mehrte Elimination aktivierter Effektorzellen verringert. Die Entzündungsprozesse wären 

in der Folge verstärkt. Mögliche weitere Funktionen übernehmen die NK-Zellen durch 

die Expression des Histamin-4-Rezeptors auf ihrer Zelloberfläche. Dieser fördert die 

Migration der NK-Zellen in die Haut, aktiviert diese und führt zur Freisetzung von thy-

musaktivitätsregulierendem Chemokin (TARC) durch Dendritische Zellen. Dieses Che-

mokin wiederum ist an der Rekrutierung der Th2-Zellen beteiligt und kann so die Ent-

zündung fördern (79). So könnten NK-Zellen durch Th2-Zellrekrutierung an den Entzün-

dungsprozessen in der AD beteiligt sein. 

Die Frequenzen der zytokinproduzierenden CD56bright NK-Zellen im peripheren Blut wa-

ren zwischen den Untersuchungsgruppen vergleichbar niedrig. Grundsätzlich wurden 

diese Zellen zuvor als häufig in der Haut vorkommend beschrieben (37).  
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Zur Funktion der CD56bright NK-Zellen mit Interferon (IFN)-𝛾-Produktion	gibt	es	bei	

AD-Patienten	 widersprüchliche	 Angaben.	 Teilweise	 wird	 eine	 erhöhte,	 teilweise	

eine	erniedrigte	Zytokinproduktion	beschrieben	(36;	78). 

Trotz der vergleichbaren Zellfrequenzen im Blut von AD-Patienten und Gesunden könn-

ten diese Zellen in der Haut aufgrund ihrer IFN-𝛾 Produktion auch an der Beeinträchti-

gung der Hautbarriere beteiligt sein und so als Perpetuator wirken. Denn IFN-𝛾	scheint	

in	 der	 Haut	 die	 Aktivität	 von zwei Enzymen (Elongase of long chain fatty acid, 

ELOVL1; und Ceramide synthase 3, CerS3) herunter zu regulieren. Dadurch senken sie 

die für eine intakte Hautbarriere wichtigen Level der Ceramide mit langkettigen Fettsäu-

ren im Stratum Corneum der Haut. Veränderungen im Ceramid-Profil sind mit abnorma-

ler Permeabilität, wie z.B. bei AD, assoziiert (87). Folglich können Umweltallergene, 

Pathogene und Viren die Hautbarriere leichter penetrieren und weitere IFN-𝛾 Ausschüt-

tung bedingen. Im Mausmodell der AD wurde dieser Mechanismus untersucht und IFN-

𝛾 war mit Chronizität der Entzündung vergesellschaftet (88). Ob dies auch für den Men-

schen zutrifft, ergäbe eine Untersuchung der Zytokinproduktion der CD56bright NK-Zellen 

in der Haut. Bei Bestätigung könnte ein spezielles Ansprechen dieser Zellen eine Ver-

schlechterung der Hautbarriere verhindern. 

Auch die in der nicht-supervidierten (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin Berlin, 

Forschungslabor/AG Bioinformatik) und manuellen Analyse gefundenen erhöhten Fre-

quenzen von CD38 und CD69 exprimierenden CD56dim NK-Zellen geben einen Hinweis 

auf eine Beteiligung von NK-Zellsubpopulationen an der Krankheitsentstehung der AD. 

CD38 ist ein Oberflächenprotein, das zyklische ADP-Ribose synthetisiert, die dann die 

intrazelluläre Kalziummobilisierung induziert. Der Marker ist gleichzeitig ein Rezeptor 

für CD31, das auf Endothelzellen exprimiert ist. Ihre Interaktion ist wichtig in der Leu-

kozytenwanderung durch das Endothel (89). CD69 (auch very early activation antigen 

genannt) wird innerhalb weniger Stunden nach Aktivierung auf unterschiedlichen Im-

munzellen, einschließlich NK-Zellen, exprimiert (90). In neueren Untersuchungen wird 

CD69 als Marker für im Gewebe residierende T-Gedächtniszellen und auch NK-Zellen 

in der Leber diskutiert (91; 92).  

Bisher wurden CD38+CD69+ CD56dim NK-Zellen nicht bei AD beschrieben. Zur simul-

tanen Expression von CD38 und CD69 auf NK-Zellen gibt es eine Studie mit Patienten 

mit Dengue-Fieber im Vergleich zu Gesunden. Die Expression auf NK-Zellen ist bei den 
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Patienten in den ersten Tagen der Infektion signifikant gesteigert und lässt auf eine ver-

mehrte Aktivierung der NK-Zellen zur Virusbekämpfung schließen (93).  

Mit dieser massenzytometrischen Untersuchung wurde die Expression von CD38 und 

CD69 erstmalig auch auf NK-Zellen von AD-Patienten untersucht. Die bei ADs-Patien-

ten im Blut verbliebenen CD56dim NK-Zellen scheinen vermehrt aktiviert zu sein. Die 

höherfrequente Expression der CD38- und CD69-Marker auf CD56dim NK-Zellen von 

AD-Patienten führt zu der Hypothese, dass diese zum einen vermehrt aktiviert und zum 

anderen an Migrationsprozessen beteiligt sind und so ggf. Anteil an den Entzündungspro-

zessen in der Haut haben. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Untersuchung, dass im peripheren Blut von 

ADs-Patienten im Vergleich zu Gesunden eine geringere CD56dim NK-Zellfrequenz vor-

handen war und bestätigen so mit anderen Methoden durchgeführte Untersuchungen. In-

nerhalb dieser Population waren prozentual mehr aktivierte NK-Zellen zu finden. Die 

vermehrte Aktivierung dieser Zellen weist auf eine bislang unklare Rolle in der Pathoge-

nese der AD hin.  

5.3.3 Innate Lymphoid Cells 2 (ILC2s) 

Es gibt Hinweise darauf, dass ILC2s eine wichtige Rolle in der Haut bei AD-Patienten 

spielen (94). Die ILC2s können über ihre Zytokinproduktion (u.a. IL-5, IL-13 und in klei-

neren Mengen IL-4) Typ 2-Entzündungsprozesse fördern (20). Sie werden in läsionaler 

Haut von AD-Patienten vermehrt durch TSLP, das bei diesen ebenfalls höhere Konzent-

rationen aufweist, aktiviert. Eine Depletion der ILCs in einem Mausmodell zeigte eine 

deutliche Besserung der AD-Symptome. Beim Menschen wurde dies bisher nicht nach-

gewiesen (95).  

In dieser Untersuchung konnten bei der Auswertung der CyTOF-Daten Zellen identifi-

ziert werden, die den etablierten Phänotyp der ILC2s trugen (s. Kapitel 4.3.3).  

Die Daten bestätigen die sehr seltene ILC2-Frequenz im Blut (20). Sie sind nach derzei-

tigem Kenntnisstand Gewebe-residente Zellen und übernehmen immunologische Funkti-

onen an Barriereoberflächen wie Lunge, Darm und Haut (96). Innate lymphoid cells 

(ILCs) können sich lokal vermehren und werden erst bei chronischen Prozessen, d.h. nach 

Erschöpfung der Regenerationsfähigkeit in der Haut, aus Vorläuferzellen im Knochen-

mark gebildet und über die Blutbahn zu den Geweben transportiert (97). Diese 
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Eigenschaften der Zellen können ebenfalls die geringe Zahl im Blut und damit die er-

schwerte Messbarkeit erklären. Bei AD-Patienten sind ILC2s als vermehrt in der Haut 

beschrieben (20; 43).  

Die mit der Massenzytometrie gemessene Zellzahl (<20 Zellen pro Donor) schätzten wir 

als zu gering ein, um Aussagen zu quantitativen Unterschieden bei AD-Patienten im Ver-

gleich zu Gesunden treffen zu können. Allerdings scheinen die ILC2s bei AD-Patienten 

im Vergleich zu Gesunden nicht in höherer Frequenz vorzuliegen.  

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen zu ILC2s im Blut von AD-Patienten. Salimi 

et al. fanden bei der durchflusszytometrischen Untersuchung des Blutes von 15 Gesunden 

und 8 AD-Patienten keine Unterschiede in der Frequenz (43). Zur besseren Messung die-

ser Zellen könnten in weiteren Versuchen zunächst alle großen Zellpopulationen wie B- 

und T-Zellen depletiert werden und ILC2s somit relativ angereichert werden. Unter Be-

rücksichtigung der technisch begrenzten Messzeit, müssten insgesamt weniger Zellen 

aufgenommen werden und die Ergebnisse wären belastbarer.  

5.3.4 T-Zellen 

Die atopische Dermatitis ist eine multifaktorielle Krankheit mit einer gestörten Immun-

antwort, bei der auch die T-Zellen eine wichtige Rolle spielen, u.a. nachgewiesen durch 

Wirkung medikamentöser Therapien (TCR-Signaling-Ciclosporin A; IL4-Ra-Ak-

Dupilumab) sowie aus Vordaten (12; 44). 

In dieser Untersuchung wurden geringe, wenngleich signifikante Veränderungen der 

CD3+-, CD4+- und CD8+-Zellfrequenzen im Blut von ADs-Patienten im Vergleich zu 

Gesunden gefunden. Die gemessenen niedrigeren CD3+- und CD8+-Zellfrequenzen sowie 

die vergleichbare CD4+-Zellfrequenz stimmen mit Ergebnissen anderer Studien überein 

(98-101). Teilweise wiesen die Daten eine große Varianz auf, die durch die geringe Grup-

pengröße bedingt sein kann. Aber auch die Ergebnisse anderer Publikationen sind nicht 

homogen (98; 99). Deshalb ist anzunehmen, dass bei der AD weniger die Gesamtheit der 

T-Zellen als vielmehr das Auftreten und die Funktion spezifischer T-Zellpopulationen 

von Bedeutung sind. 

Die adaptive Immunantwort mit ihrer Fähigkeit ein immunologisches Gedächtnis zu bil-

den spielt bei der AD als chronische Krankheit eine zentrale Rolle. In dieser massenzy-

tometrischen Untersuchung waren die Frequenzen der CD4+- und CD8+- 
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Gedächtniszellen, charakterisiert durch CD3- und CD45RO-Expression, im peripheren 

Blut von ADs-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe niedriger. Dies ist 

gut vereinbar damit, dass Gedächtniszellen in die Haut rekrutiert worden sind. Entspre-

chend zeigten Untersuchungen von Hautläsionen bei AD-Patienten, dass allergen-spezi-

fische CD4+- und CD8+-T-Zellen vermehrt sind (5).  

In der nicht-supervidierten Analyse der Daten (T. Sörensen, Charité-Universitätsmedizin 

Berlin, Forschungslabor/AG Bioinformatik) wurden im Blut von Patienten im Vergleich 

zu Gesunden durch CD4+CD45RO+CD27+CCR7-CD127- charakterisierte Gedächtniszel-

len identifiziert, die eine erhöhte Expression des späten, da erst nach Wochen auftreten-

den Aktivierungsmarkers HLADR aufwiesen. Dieses Ergebnis wurde hier mit der manu-

ellen Auswertmethode bestätigt (ADm: P=0,011; ADs: P=0,010).  

CD45RO+CCR7- definieren Effektor-Gedächtniszellen (TEM), die zum entzündeten Ge-

webe migrieren, um dort sofortige Effektorfunktionen auszuüben (102). Mit der Zytokin-

produktion könnten sie den Entzündungsprozess aufrechterhalten bzw. verstärken. Die 

erhöhte Expressionsstärke des Aktivierungsmarkers HLADR unterstützt diese Annahme. 

Mithilfe der Expression von CD27 lassen sich die Zellen in Differenzierungsstufen ein-

teilen. Hierbei zeigt der Verlust der CD27-Expression die fortgeschrittene Differenzie-

rung an (49). CCR7-CD27+ repräsentiert eine frühe Reifungsstufe. Die Population besteht 

aus Zellen, die bereits unumkehrbar zu Th1-Zellen differenziert sind und solchen, die 

noch nicht endgültig differenziert sind und noch zu Th2-Zellen differenzieren könnten 

(49). Die hier identifizierte CD27+-T-Zellsubpopulation könnte im Zytokin-Gedächtnis 

flexibel sein. Eine folgende Untersuchung sortierter Zellen und anschließende Zellkultur 

mit unterschiedlichen Umgebungsbedingungen könnte dazu dienen, die Funktion dieser 

Zellart in der AD-Pathogenese aufzuklären. 

Die Subpopulation könnte in Lymphknoten oder in der Haut aktiviert worden sein und 

nun auch vermehrt ins Blut ausgeschwemmt werden. Interessant wäre eine Antigenbe-

stimmung zur Erkenntnis, ob diese Zellen spezifisch gegen ein Antigen oder heterogen 

gegen mehrere gerichtet sind. Ferner könnte die Bestimmung der Zytokinantwort im 

Th1/2-Milieu Aufschluss darüber geben, ob diese Zellen ein geeignetes Ziel in der AD-

Therapie darstellen. Bisher gibt es in der Literatur noch keine Untersuchungen zu diesen 

Phänotypen bei AD-Patienten, sodass weitere Untersuchungen zur Verteilung dieses Zell-

typs zur Klärung der Fragestellungen dienen. 
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5.3.5 Th2-Zellen 

In dieser Untersuchung wurden die Th2-Zellen erstmals massenzytometrisch identifiziert. 

Th2-Zellen spielen in der AD eine besondere Rolle, denn sie fördern mit ihrer Produktion 

der Zytokine IL-4 und IL-13 die Typ 2-Entzündung (1). Außerdem wurden in Hautläsio-

nen von AD-Patienten mehr Th2-Zellen nachgewiesen als in der Haut von Gesunden (22). 

Trotz dieser Kenntnis gibt es bisher wenig Daten zur Messung von Th2-Frequenzen im 

Blut von AD-Patienten. 

Bei den mit der Massenzytometrie identifizierten Th2-Zellen bei 21 Probanden (n=7 pro 

Untersuchungsgruppe) wurden vergleichbare Frequenzen zwischen den Gruppen gemes-

sen, allerdings mit ausgeprägter Streuung. Um Unterschiede in den Frequenzen sehen zu 

können, wäre nach einer Gruppengrößenberechnung eine Anzahl von 64 Probanden pro 

Gruppe bei ADs-Patienten und 507 Probanden pro Gruppe bei ADm-Patienten und je-

weils gleicher Zahl Gesunder erforderlich. Diese Berechnungen unterschieden sich von 

den von Cosmi et al. gefundenen höheren CD4+CRTH2+-Th2-Zellfrequenz im Blut be-

reits bei 10 AD-Patienten und 19 gesunden Kontrollen (53). Allerdings waren weder Fak-

toren wie das Alter der Probanden noch der SCORAD bzw. eine Schweregradeinteilung 

der AD angegeben. Zudem muss die Verwendung unterschiedlicher Messmethoden 

(Durchflusszytometrie vs. Massenzytometrie) beachtet werden. Zusätzlich wurde in die-

ser massenzytometrischen Untersuchung eine höhere Zahl an Zelllinienmarkern ausge-

schlossen, sodass andere CRTH2-exprimierende Zellpopulationen, die die Zellfrequen-

zen beeinflussen könnten (wie ILC2s), ausgeschlossen wurden. 

In anderen Untersuchungen wurden die Th2-Zellen nicht über CD4- und CRTH2-

Expression sondern als IL-13 exprimierende CD4+-Zellen definiert (103). Allerdings ex-

primieren etwa 20-25 % der CRTH2+ T-Zellen weder IL-4, IL-5 noch IL-13 (53). Die 

Expression könnte ebenfalls abhängig vom Messzeitpunkt sein. Es ist also fraglich, ob 

tatsächlich reine Th2-Zellen identifiziert wurden. CRTH2 ist daher bisher der zuverläs-

sigste Marker zur Identifikation der Th2-Zellen.  

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Untersuchung keine systematische Zu- oder Ab-

nahme der Th2-Zellfrequenzen, gemessen durch CD4+CRTH2+-Expression im periphe-

ren Blut von AD-Patienten und Gesunden. Gegebenenfalls könnten Subpopulationen der 

Th2-Zellen bedeutend sein, die durch weitere Marker charakterisiert werden müssten. 

Weiter könnte auch das Blut nicht der Hauptort der Th2-Zellen sein, sodass eine 
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Untersuchung in anderen Kompartimenten, wie bspw. der Haut, nähere Erkenntnisse 

bringen würde. 

5.3.6 Tregs 

In dieser Untersuchung war die Frequenz der regulatorischen T-Zellen, charakterisiert 

durch CD3+CD4+CD25+CD127-/low (72), innerhalb der CD4+-T-Zellen bei AD-Patienten 

erhöht. In Bezug auf die Leukozytenzahl waren die Treg-Frequenzen vergleichbar. 

Bisher gibt es in der Literatur widersprüchliche Ergebnisse zu Treg-Frequenzen im Blut 

von AD-Patienten und Gesunden. In einigen Studien wurden erhöhte Treg-Frequenzen 

bei AD-Patienten gefunden (56; 104; 105 ). Andere Untersuchungen fanden keinen Un-

terschied in Frequenzen von FoxP3+CD4+-Zellen (bezogen auf CD4+) (106).  

Bei dieser heterogenen Datenlage muss beachtet werden, dass die Tregs mit unterschied-

lichen Methoden als CD4+CD25+FoxP3+, CD4+CD25high oder CD4+CD25+CD127-/low 

identifiziert werden können. Einerseits erfolgt also eine Oberflächenfärbung (CD25 und 

CD127). Bei FoxP3 hingegen ist eine intrazelluläre Färbung mit Fixierung und anschlie-

ßender Perforation der Zellmembran obligat. In dieser massenzytometrischen Untersu-

chung wurden nur Oberflächenmarker gefärbt, sodass der Transkriptionsfaktor nicht un-

tersucht wurde. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Kombination von CD4+, CD25high 

und CD127-/low eine reine Treg-Population identifiziert (107). Die verschiedenen Unter-

suchungsmethoden könnten die unterschiedlichen Ergebnisse bedingen. Deshalb wäre 

eine einheitliche Definition zur Identifikation der Tregs sinnvoll. Ein Leitfaden mit einer 

Empfehlung zur Identifikation der Immunzellen bezogen auf die Durchflusszytometrie 

wurde von Cossarizza et al. nach Abschluss dieser Untersuchung erstellt (58). 

Bisher ist die Funktion der Tregs in der AD noch nicht geklärt, aber eine Beteiligung am 

Krankheitsmechanismus wahrscheinlich. Ein genetisch bedingtes Fehlen von Tregs führt 

zu einer Immundysregulation, die mit einer allergischen Hautinflammation assoziiert ist. 

Kürzlich wurde der RORa (retinoic-related orphan receptor a)-Rezeptor auf Tregs in 

Mensch und Maus identifiziert. Dieser ist, wie im Mausmodell gezeigt, ein Regulator für 

Treg-Gene, die für die Suppression der allergischen Hautentzündung verantwortlich sind. 

Die RORa-Expression auf murinen Tregs supprimiert eine ILC2-abhängige allergische 

Hautentzündung und vermindert die Th2-Zellrekrutierung in die Haut. Eine verringerte 

Expression kann daher eine verstärkte Hautentzündung zur Folge haben (94). 
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Interessanterweise wird RORa auf Tregs im humanen Blut seltener exprimiert als in der 

Haut (94), sodass hier zwischen Haut- und Blut-Tregs unterschieden werden muss. In der 

Haut könnten spezielle Faktoren die Expression regulieren. Diese könnten ein Ziel für 

mögliche Therapieansätze darstellen. 

Die Treg-Frequenzen innerhalb der CD4+-Zellen im Blut von Erkrankten im Vergleich 

zu Gesunden waren in dieser Untersuchung erhöht. Eine mögliche Erklärung dafür ist, 

dass die Tregs die reduzierte Suppression der pro-inflammatorischen Antwort durch er-

höhte Proliferation kompensieren können (108). Weiterhin könnten Tregs durch andere 

Effektorzellen wie CD4+CD45RO+-Zellen aus der Haut verdrängt worden sein, sodass 

deren Frequenz innerhalb der CD4+-Zellen zunimmt. Bei Annahme, dass die Treg-Pro-

duktion stets konstant ist, ist diese Zunahme also durch eine Umverteilung bedingt.  

Massenzytometrisch wurden in dieser Untersuchung weiterhin HLADR und CD38 auf 

den Tregs gemessen. In der nicht supervidierten Analyse (T. Sörensen, Charité-Universi-

tätsmedizin Berlin, Forschungslabor/AG Bioinformatik) zeigten sich erhöhte Frequenzen 

im Blut von HLADR+CD38+-Tregs. HLADR ist ein Aktivierungsmarker auf T-Zellen 

(109). CD38 übernimmt verschiedene Funktionen, ist u.a. an der Leukozytenwanderung 

durch das Endothel beteiligt und kann als Aktivierungsmarker genutzt werden (89). Die 

hier gefundene erhöhte Frequenz der aktivierten Zellen deutet ebenfalls auf eine Beteili-

gung der Tregs am Krankheitsprozess hin. Ihre suppressive Funktion könnte im Gewebe 

durch proinflammatorische Zytokine gehemmt werden, sodass sie ihre eigentliche 

Schutzfunktion verlieren (108).  

Zusammenfassend wurden in dieser Untersuchung Veränderungen in Treg-Frequenzen 

und Subpopulationen gefunden, die auf eine Rolle in der Pathogenese der AD hindeuten. 

Innerhalb der Tregs wurde ein erhöhter Anteil von aktivierten (HLADR+, CD38+) Tregs 

gemessen. Die Expression von CD38 könnte ebenfalls auf eine Beteiligung an der Mig-

ration der Zellen durch das Endothel hinweisen. Diese Zellen sollten in weiteren Studien 

bspw. in der Haut charakterisiert werden, um deren Verteilung und Funktion zu ermitteln.  

5.3.7 B-Zellen 

In Hautläsionen von AD-Patienten wurden auch B-Zellen neben CD4+- und CD8+-

Zellinfiltraten gefunden (65). Aktivierte B-Zellen präsentieren Antigene und produzieren 

Zytokine, die über spezifische Rezeptoren CD4+-T-Zellen an den Ort der Entzündung 
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locken können (65). Über diesen Mechanismus können die B-Zellen die Entzündung för-

dern und aufrechterhalten.  

Eine klinische Studie mit dem CD20-Antikörper Rituximab zeigte eine Verbesserung der 

Symptome von AD-Patienten. Dieser Antikörper depletierte alle B-Zellen im Blut und 

50 % der B-Zellen in der Haut. Weiterhin fanden sich bei Verringerung der B-Zellen we-

niger T-Zellinfiltrate in den Hautläsionen und eine verringerte T-Zellaktivierung im Blut 

(65). Möglicherweise war die Zerstörung der B-Zellen in der Haut sowie die Wirkung auf 

die T-Zellen für die Verbesserung der Symptomatik verantwortlich. Allerdings war die 

Fallzahl mit n=6 gering und Placebokontrollen fehlten (65). Zudem zeigte der Einsatz 

von Rituximab in einer weiteren Untersuchung bei drei Patienten keine Wirksamkeit 

(110). Um eine abschließende Aussage zur Wirkung von Rituximab bei AD-Patienten 

und zur Bedeutung der B-Zellen in der Pathogenese treffen zu können, müsste eine pla-

cebo-kontrollierte klinische Studie mit höherer Fallzahl durchgeführt werden. 

In dieser Untersuchung wurden vergleichbare B-Zellfrequenzen im peripheren Blut von 

AD-Patienten im Vergleich zu Gesunden gemessen. Dies steht im Einklang mit Ergeb-

nissen anderer Untersuchungen (63; 64).  

Innerhalb der B-Zellen konnten mit der CyTOF-Technologie Subpopulationen durch die 

unterschiedliche Expression des Immunglobulins D (IgD) und CD27 identifiziert werden. 

In allen bisher durchgeführten Untersuchungen zu B-Zellsubpopulationen konnten keine 

übereinstimmenden Ergebnisse gefunden werden (63; 64). In dieser Untersuchung wur-

den mittels CyTOF-Technologie in den naiven B-Zellen (IgD+, CD27-), den klassenge-

wechselten B-Gedächtniszellen (IgD-, CD27+) und den nicht-klassengewechselten B-Ge-

dächtniszellen (IgD+ und CD27+) keine Frequenzunterschiede zwischen Gesunden und 

AD-Patienten gemessen. 

Auch die spezifische Untersuchung von CD1c sowie von CD38 und CD69 als Aktivie-

rungsmarker auf B-Zellsubpopulationen zeigte keine Auffälligkeiten. CD1c wird als an 

der Antigenpräsentation der B-Zellen beiteiligter Faktor diskutiert (89; 111; 112). Nur 

auf klassengewechselten B-Zellen wurde ein Trend zu einer erhöhten Expressionsstärke 

von CD38 festgestellt (P=0,048). Allerdings ist dies aufgrund der geringen Fallzahl vor-

sichtig zu bewerten. 

Die derzeitige Studienlage lässt eher auf eine untergeordnete Rolle der B-Zellen in der 

Pathogenese der AD schließen. 
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5.4 Limitationen 

In diese Untersuchung wurden nur Patienten mit extrinsischer AD, der mit 80 % häufigs-

ten Form der AD, die durch erhöhte Gesamt-IgE-Serumspiegel und multiple Sensibilisie-

rungen charakterisiert ist, eingeschlossen (7). Die Ergebnisse können daher nicht unge-

prüft auf Patienten mit der intrinsischen Form übertragen werden. Durch diese Eingren-

zung konnte eine Fallzahlreduktion erreicht werden. 

Weiterhin wurden nur kaukasische Patienten eingeschlossen, um eine homogene Kohorte 

zu erhalten und ein mögliches Bias zu vermeiden (6).  

Die Einschätzung der Krankheitsaktivität erfolgte mithilfe des SCORADs. Zwischen den 

beiden Patientengruppen wurden in den Zellfrequenzen oftmals keine Unterschiede ge-

funden. Entweder gibt es keine schweregradabhängigen Veränderungen oder diese wären 

nur durch Bestimmung zusätzlicher Klassifizierungsmarker erfassbar. In folgenden Un-

tersuchungen könnten weitere Marker wie bspw. der EASI in Hinblick auf eine Korrela-

tion mit Zellfrequenzen untersucht werden. 

Dies war eine Untersuchung, bei der durch eine Fallzahlschätzung mit P=0,05 und einer 

Effektstärke von 80 % eine Größe von 20 Personen pro Gruppe als ausreichend angesehen 

wurde, um signifikante Unterschiede zu detektieren. In Zellpopulationen mit kleineren 

Frequenzen, wie den Th2-Zellen, wurde jedoch gezeigt, dass eine Untersuchung von min-

destens 64 Personen pro Gruppe notwendig wäre, um statistisch signifikante Unter-

schiede in Zellfrequenzen zu erkennen.  

Die Anzahl der messbaren Parameter war begrenzt. Es war daher nicht möglich sämtliche 

Untergruppen der Zellpopulationen zu charaktisieren. Die Untersuchung erlaubte jedoch 

einen Überblick über die Leukozytenpopulationen im Blut von AD-Patienten und Gesun-

den. In weiteren Untersuchungen könnten spezielle Antikörper für spezifische Subpopu-

lationen in einzelnen Panels zusammengestellt und gemessen werden.  

In dieser massenzytometrischen Untersuchung wurden die Blutproben am Tag der Ent-

nahme gemessen. Dies war aufwendig und begrenzte die Akquise. Für zukünftige Mes-

sungen kann eine Einlagerung von Blutproben, die zuvor mit einem für die Zellstabilisie-

rung geeigneten, nicht-Epitop-markierenden Reagenz fixiert wurden, in Erwägung gezo-

gen werden. Die Patientenproben können so über einen längeren Zeitraum gesammelt und 

kurz hintereinander gemessen werden (113). Durch Verwendung dieser Fixiertechnik 

würden auch technische Schwankungen des Gerätes begrenzt und die Stabilität der 
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Antikörper eher gewährleistet. Nachteil der Verwendung ist allerdings, dass einige Mar-

ker, u.a. Chemokinrezeptoren nicht mehr angefärbt werden könnten. Für eine bessere Sta-

bilität der gekoppelten Antikörper könnten in Zukunft fertige Antikörperansätze für alle 

Messungen einer Kohorte vorbereitet und bei - 80 °C gelagert werden (113).  

Trotz beschriebener geringer Einstrahlung in Nachbar-Massenkanäle bei der Massenzy-

tometrie (114) war auch nach Normalisierung ein Einstrahlen des CD16 (169 Thulium)- 

in den CD3 (170 Erbium)-Kanal auffällig. Dies kann in weiteren massenzytometrischen 

Untersuchungen mit mittlerweile verfügbaren Kompensationsbeads verhindert werden 

(115).  

Durch die Messung aller Leukozytenpopulationen, d.h. auch der Neutrophilen Gra-

nulozyten, wurde ein Bias durch Vorselektion, wie es bei der Analyse von PBMCs der 

Fall wäre, vermieden. Es wurden keine Auffälligkeiten in Neutrophilenfrequenzen gefun-

den. Aus diesen Erkenntnissen könnten die Neutrophilen in folgenden Untersuchungen 

vor den Messungen ausgeschlossen oder eine Zellanreicherung bestimmter seltener Po-

pulationen, z.B. ILC2s durchgeführt werden. Dies führt zu einer Messzeitverringerung 

und erhöht gleichzeitig die Belastbarkeit der Daten in Bezug auf seltene Populationen. 

Alternativ könnten zur näheren Charakterisierung der hier gefundenen Zellpopulationen 

ebenfalls Antikörperpanels für die Durchflusszytometrie entworfen werden. 

5.5 Ausblicke und Ansätze für mögliche weiterführende Studien 

In dieser massenzytometrischen Untersuchung wurden Auffälligkeiten in Zellfrequenzen 

im Blut von AD-Patienten gegenüber Gesunden gefunden. Zwar war die Zulassung des 

Antikörpers Dupilumab ein entscheidender Schritt in der Therapie der moderaten bis 

schweren AD (16), dennoch sind die Mechanismen der Krankheitsentstehung noch nicht 

bekannt und die Gruppe der AD-Patienten scheint heterogen. Es besteht Bedarf in der 

Grundlagenforschung, um eine kausale Therapie entwickeln zu können.  

Mit dieser Untersuchung konnten erstmals zahlreiche bekannte Immunzellpopulationen 

zeitgleich in einer Probe im Blut von AD-Patienten und Gesunden gemessen werden. 

Künftig könnte die CyTOF-Methode dazu eingesetzt werden, Zellen bei AD-Patienten 

nicht nur im Blut sondern auch in anderen Organen zu detektieren und damit krank-

heitsspezifische Zellverschiebungen aufzudecken. 
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Weiterhin stellen die hier gemessenen Veränderungen in antigenspezifischen und unspe-

zifischen Zellpopulationen, insbesondere der T- und NK-Zellsubpopulationen eine 

Grundlage für weitere Forschungsansätze dar. So könnten die identifizierten Zellpopula-

tionen mit modifizierten Antikörperpanels näher untersucht und charakterisiert werden 

und dadurch zum besseren Verständnis der Pathogenese der AD beitragen.  
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