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Caspase   Cysteinyl-Asparaginsäure-Protease 
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FACS    Flourescence activated cell sorting 
Fas    entspricht: CD95, APO-1 
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FSC    forward scatter 
GM-CSF    Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor 
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HLA    human leukocyte antigen 
I-CAM   intercellular cell adhesion molecule 
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IL    Interleukin 
MACS    Magnetic activated cell sorting 
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PHA    Phytohämagglutinin 
PS-SCL   Positional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries 
ROS    reactive oxygen species 
SCID    severe combined immunodeficiency 
SSC    side scatter 
TNF    Tumornekrosefaktor 
TZK    T-Zell-Klone 
TZL    T-Zell-Linien 
TZR    T-Zell-Rezeptor 
TZRB(V)   T-Zell-Rezeptor β-Kette (variable Region) 
V-CAM  vascular cell adhesion molecule  
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1 Einleitung 
 

1.1 Psoriasis  
 

Psoriasis ist eine multifaktorielle, chronisch inflammatorische Hauterkrankung, von der 

etwa 2.5% der kaukasischen Bevölkerung betroffen sind (159). An der Pathogenese beteiligt sind 

genetische, immunologische sowie Umweltfaktoren (26, 101, 138). Bei einem signifikanten 

Anteil der Patienten (5 - 15%) kommt es zusätzlich zu einer chronischen Arthritis (174). Die 

Psoriasis ist klinisch durch scharf, aber meist unregelmäßig begrenzte, streckseitenbetonte, 

erythematosquamöse Herde mit silberglänzender Schuppung gekennzeichnet. Neben der 

gesteigerten Keratinozytenproliferation führen die Ansammlung neutrophiler Granulozyten in 

den oberen Epidermisschichten, eine Vermehrung dendritischer Zellen und nicht zuletzt ein 

Infiltrat mit zahlreichen aktivierten T-Zellen zu den Hautveränderungen. Hinzu kommen 

entzündliche Gefäßveränderungen, die rein funktioneller Art sind und entweder spontan oder 

unter Therapie vollständig reversibel sind (121). Der aktuelle klinische Schweregrad eines 

Psoriasis-Schubes kann anhand des sog. „Psoriasis Area and Severity Index“ (PASI) quantifiziert 

werden, bei dem Rötung, Verdickung, sowie Schuppung der befallenen Haut an allen 

betroffenen Körperarealen in einen einzigen Zahlenwert transformiert werden. 

 Grundsätzlich kann sich die Schuppenflechte in jedem Alter manifestieren. Der 

Inzidenzgipfel der Erstmanifestation liegt in der zweiten und dritten Lebensdekade (132). 90% 

der Psoriatiker erkranken vor dem 50. Lebensjahr. Psoriasis tritt in zwei unterschiedlichen 

Verlaufsformen auf: Typ I- oder Typ II-Psoriasis. Typ I zeigt einen Krankheitsbeginn vor dem 

40. Lebensjahr, eine familiäre Häufung und ist von einem schwereren klinischen Verlauf geprägt 

als die Typ-II-Psoriasis. Es besteht eine genetische Assoziation insbesondere zu HLA-Cw 6. 

Hier beträgt die Kopplung bis zu 95%. Weniger deutliche Assoziationen bestehen mit HLA-B13, 

-B17 und -Bw 57, sowie anderen Loci (43). Typ-II-Psoriasis manifestiert sich zumeist zwischen 

dem 50. und 60. Lebensjahr, die Familienanamnese ist leer und eine Assoziation zu den 

genannten HLA-Varianten besteht nicht. Verlauf und klinisches Erscheinungsbild sind nicht 

vorhersehbar, chronisch-stabile Phasen können von eruptiven Krankheitsschüben unterbrochen 

sein und umgekehrt (105).  

 Trotz zahlreicher Einzelbefunde gibt es noch keine allgemein akzeptierte Theorie der 

Psoriasispathogenese.  Zu den wichtigen pathogenetischen Mechanismen zählen allerdings: die 

Aktivierung einer dermo-epidermalen  Zytokinkaskade (IL-1, IL-8, IL-15, IL-22, IFN-gamma 

u.a.), eine gesteigerte Adhäsivität dermaler Gefäße für Entzündungszellen, eine Steigerung der 
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epidermalen Zellproliferation und Ausdifferenzierung, die Infiltration von T-Lymphozyten, die 

Persistenz CD11c-positiver dendritischer Zellen, sowie das Eindringen von Granulozyten bis 

unter das Stratum corneum.  

 

1.2 Die Rolle der T-Lymphozyten bei Psoriasis 
 

Lange wurde die Psoriasis wegen der stark gesteigerten Regeneration der Epidermis als eine 

genuine Proliferationsstörung der Keratinozyten angesehen. Heutzutage wird die Rolle der T-

Lymphozyten für die Initiierung und Aufrechterhaltung der Psoriasis  durch mehrere 

experimentelle Hinweise gestützt (14, 108). Den stärksten Hinweis hierfür lieferten klinische 

Studien zum Einsatz selektiver Lymphozyten-Therapien, die immunsuppressive Medikamente 

beinhaltet (z.B. Cyclosporin A) (44), Knochenmarks-Transplantation (40) und Lymphozyten-

spezifische Medikamente wie z.B. anti-CD3- (169) anti-CD4-Antikörper (96, 117, 126) und das 

T-Zell-selektive Toxin DAB389 IL-2 (156). Die Behandlung mit IL-2 Toxin verbesserte nicht nur 

die T-Zell-, sondern auch andere epidermale Aberrationen, wie z.B. Keratinozyten-Hyperplasie 

und Epidermisverdickung (80). 

 Auch experimentelle Studien weisen auf die wichtige Rolle der T-Zellen in der 

Krankheitspathogenese hin. Injiziert man aktivierte T-Lymphozyten in menschliche Haut, die 

auf immundefiziente SCID-Mäuse transplantiert wurde, dann induzieren nur die T-Zellen von 

Psoriasispatienten, nicht aber von gesunden Probanden psoriasistypische Veränderungen in den 

Transplantaten (172). Im frühen Verlauf des Krankheitsgeschehens sind aktivierte T-

Lymphozyten vermehrt in der läsionalen Haut vertreten (21). Dabei werden die 

inflammatorischen Infiltrate in psoriatischen Läsionen dominiert von einem Influx an CD4+ und 

CD8+ T-Zellen, welche die Zell-Oberflächenmarker für Aktivierung (CD25 [Interleukin-2 

Rezeptor], CD27, CD69) und Gedächtnis-Zellen (CD45RO) exprimieren (22, 50, 93). Die 

Infiltration dieser T- Zellen ist eines der ersten mikroskopisch erkennbaren Ereignisse bei der 

Entwicklung psoriatischer Plaques (11, 27). 

 Auch dendritische Zellen, eine Population antigenpräsentierender Zellen, die in der Lage 

sind, ruhende T-Zellen sehr effizient zu stimulieren, treten in psoriatischen Plaques verstärkt auf 

und wandeln diese in den aktivierten Phänotyp um (132). Der T-Zell-Infiltration folgt die 

klinische Manifestation der Psoriasis, wobei die aktivierten Gedächtniszellen Zytokine wie IL-2 

(77), TNF-alpha (139) und IFN-gamma (46) freisetzen, welche die Rekrutierung weiterer 
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inflammatorischer Zellen und die charakteristischen epidermalen Veränderungen bei Psoriasis 

stimulieren (7, 15, 23, 50). 

Normalerweise geht einer Entzündungsreaktion die Freisetzung proinflammatorischer 

Zytokine wie IL-1, TNF-alpha und IFN-gamma (128) voraus. Durch Expression von 

interzellulären und vaskulären Adhäsionsmolekülen (I-CAM und V-CAM) werden noch 

zusätzlich inflammatotische Zellen rekrutiert. Bei psoriatischen Patienten ist diese 

Immunantwort auf ein Vielfaches der Norm verstärkt (128). Die stimulierten Keratinozyten 

treten in eine beschleunigte, aber unvollständige Differenzierung. Dabei exprimieren sie 

Rezeptoren, die sie für Entzündungssignale empfindlich machen und sezernieren selbst 

Entzündungsmediatoren. So wird die psoriatische Entzündung durch eine gegenseitige 

Stimulation zwischen Leukozyten und Keratinozyten unterhalten (105).  

 Mittlerweile ist gut belegt, dass T-Zellen das komplexe psoriatische Entzündungsbild 

vermitteln können. So wurde vielfach gezeigt, dass T-Zell-Klone in psoriatischen Plaques 

expandieren (31, 80, 164) und durch die Freisetzung bestimmter löslicher Faktoren, insbesondere 

IFN-gamma, die Keratinozytenproliferation stimulieren (118). Diese Botenstoffe können in der 

Summe ihrer biologischen  Eigenschaften alle psoriatischen Einzelaspekte vermitteln, wie die 

gesteigerte Keratinozytenproliferation durch IL-3, IL-6, IL-19, GM-CSF, IFN-gamma, die 

Produktion von β-Defensinen durch Keratinozyten (TNF-alpha), die Ansammlung neutrophiler 

Granulozyten in der Epidermis (IL-8) und von Mastzellen (IL-3, IL-5) in der Dermis (165). 

 

1.3 Klonale T-Zellexpansion bei Psoriasis 
 

Während sich bereits mehrere Studien mit der Etablierung von T-Zell-Linien (TZL) aus 

psoriatischen Plaques beschäftigt haben (28, 150), existieren nur wenige Daten über T-Zell-

Klone, die aus psoriatischen Plaques isoliert wurden. Diese Studien konzentrieren sich in erster 

Linie auf die IFN-gamma, IL-2, IL-4-Produktion, die Phänotyp-Verteilung und die Reaktion der 

Klone auf epidermale Extrakte und Streptokokken A-Antigene ( 69, 106, 118, 165).  

Bislang liegen keine Studien über die Effizienz einer T-Zell-Klonierung aus Zellen 

psoriatischer Plaques vor, welche verschiedene Bedingungen testet, die die T-Zellexpansion in 

vitro beeinflussen. 
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1.3.1 T-Zell-Rezeptor-Analyse 

 

Um Näheres über unbekannte T-Zell-Stimuli zu erfahren bietet es sich an, den T-Zell-Rezeptor 

der Lymphozyten in entzündlichen Infiltraten zu analysieren (121). Das Fehlen repetitiver TZR-

Rearrangements spricht für eine unspezifische T-Zell-Akkumulation oder eine polyklonale T-

Zell-Aktivierung durch ein Superantigen (30). Klonale T-Zellexpansion oder hochgradig 

repetitive läsionale TZR in chronischen Psoriasisplaques hingegen sprechen für eine 

antigenspezifische T-Zell-Antwort  (31, 91). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, 

dass das T-Zell-Infiltrat chronischer psoriatischer Plaques hochgradig repetitive TZR-

Rearrangements enthält und durch klonal expandierte T-Zellpopulationen charakterisiert ist (31, 

91). Mit Ausnahme zweier früherer Studien (78, 136) fand die Mehrheit der Untersucher 

bevorzugte T-Zell-Repertoires in erkrankter Haut. Bei der Analyse der läsionalen TZR wurden 

meist repetetive TZR-Rearrangements detektiert und enthüllten so die Präsenz oligoklonaler T-

Zell-Populationen (1, 31, 32, 79, 91, 120, 163), was für eine antigen-spezifische T-Zell-

Aktivierung spricht. 

 Es besteht allerdings eine beträchtliche Inkonsistenz zwischen diesen Untersuchungen  

hinsichtlich der bei der Expansion involvierten TZRBV-Familien, jedoch mit bevorzugter 

Expression von TZRBV-Regionen wie entweder BV 3, 13S1 oder 17 (31, 32), BV2 (78, 91, 163, 

79), BV6 (91, 163) oder BV19 und 22 (18). Bemerkenswert war die Identifikation von 

identischen TZRBV-Rearrangements in läsionaler, nicht jedoch in unbefallener Haut oder im 

peripheren Blut von Psoriatikern auch über einen Zeitraum von mehreren Jahren nach 

vollständiger Remission (164). Die Abwesenheit der dominanten TZR-Rearrangements in den 

nicht psoriatisch veränderten Hautpartien weist darauf hin, dass die T-Lymphozyten mit diesen 

klonalen TZR nicht bloß nur über mehrere Jahre in der Haut persistieren, sondern dass diese 

bestimmte T-Zell-Rekrutierung und klonale T-Zellexpansion tatsächlich mit der 

Krankheitsmanifestation in Beziehung steht. Das selektive Auftreten derselben TZR-

Rearrangements in den Läsionen könnte demnach eine kausale Assoziation mit der psoriatischen 

Inflammation besitzen (164). Die Identifizierung konservierter TZRB CDR3-Motive innerhalb 

läsionaler Haut von unterschiedlichen Patienten (122) sowie von identischen TZR-

Rearrangements in Läsionen und Synovia von Patienten mit Psoriasisarthritis (153) sind zudem 

Hinweise darauf, dass einige T-Lymphozyten, die in chronische Psoriasisplaques infiltrieren, 

auch bei unterschiedlichen Patienten und in unterschiedlichen, von Psoriasis betroffenen 

Geweben ein bestimmtes Epitop eines gemeinsamen Psoriasisantigens erkennen (122).  
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 Auch in verschiedenen anderen T-Zell-mediierten Erkrankungen wird eine chronische 

antigen-spezifische T-Zell-Antwort auf dominierende Antigene durch klonale TZR-

Rearrangements diskutiert (164). Dieselben dominanten TZR-Rearrangements wurden 

wiederholt in betroffenen Gelenken bei rheumatoider Arhritis (2) und juveniler rheumatoider 

Arhritis beobachtet (57). In Hirnläsionen bei multipler Sklerose wurden konservierte TZRB 

VDJ-Rearrangements homolog zu CDR3-Motiven gegen das myelin basic protein spezifischer 

T-Zellen  nachgewiesen (104, 173). Basierend auf der Analyse von TZR-Rearrangements, 

konnte beobachtet werden, dass in Hautläsionen von Patienten mit atopischer Dermatitis 

dieselben allergen-spezifischen T-Zell-Klone über mehrere Jahre enthalten waren (19). Die über 

längere Zeit persistierenden TZR in der Haut von Psoriasis-Patienten sprechen aus diesem 

Grunde ebenfalls für eine prädominante und stabile T-Zell-Antwort gegenüber einem 

bestimmten psoriatischen Antigen. Unabhängig davon, um welches Antigen es sich hierbei 

handeln könnte, kann Psoriasis demnach als eine antigenspezifische T-Zell-vermittelte 

Immunreaktion angesehen werden (121). Ob es sich bei diesem Antigen um ein körpereigenes 

oder fremdes Peptid handelt, ist bisher ungeklärt. 

 

1.3.2 Bedeutung von Superantigenen bei Psoriasis 

 

Einer Psoriasis-Erstmanifestation geht oft eine Infektion mit ß-hämolysierenden Streptokokken 

voraus (154). Die Assoziation zwischen Psoriasismanifestation und Streptokokken- bzw. 

Staphylokokkeninfektion (86) wirft mehrere Fragen auf. Die Verbindung zwischen 

immunkompetenten T-Zellen und deren Aktivierung durch Bakterienantigene wurde mit Hilfe 

der Beschreibung so genannter „Superantigene“ hergestellt (103). Superantigene sind 

mikrobielle Toxine, die T-Zellen antigenunabhängig aktivieren. Dabei vernetzen sich die 

TZRBV unspezifisch mit MHC-Klasse-II-Molekülen, wodurch die für die T-Zell-Aktivierung 

notwendigen Signale ausgelöst werden, was zu einer polyklonalen T-Zellexpansion führt (121). 

Die Annahme, dass Superantigene eine bedeutende Rolle als Trigger der Psoriasis spielen (78, 

79, 161), wird durch die oben bereits angeführten Studien in Frage gestellt, da es sich bei den 

psoriatischen Hautveränderungen vorwiegend um klonale T-Zell-Infiltrate zu handeln scheint. 

 Die sog. „molekucar mimikry“ postuliert alternativ, dass Infektionserreger und 

körpereigene Proteine Bereiche aufweisen, die in bestimmten Arealen identische Aminosäure-

Sequenzen besitzen (3, 116). Dabei kann es zu einer kreuzreagierenden T-Zell-Antwort zwischen 

Wirt und Pathogen kommen. Strukturhomologien zwischen dem Hauptvirulenzfaktor der 

Streptokokken, dem M-Protein, und verschiedenen organspezifischen Proteinen, wie z.B. 



               Einleitung 6 

Basalmembranproteinen, werden hier für die Auslösung einer T-Zell- oder Antikörper-

vermittelten Autoimmunantwort verantwortlich gemacht (129).  

Die Anwesenheit erhöhter Antikeratin-Antikörper im Serum während des aktiven 

Krankheitsgeschehens (4) deutet darauf hin, dass epidermales Keratin möglicherweise als 

Autoantigen bei Psoriasis eine Rolle spielen könnte. Diese These wird unterstützt durch die 

Tatsache, dass ein Streptokkokeninfekt Psoriasis guttata auslösen kann, Sequenzhomologien 

zwischen Keratin und dem Streptokokken M-Protein bestehen (47) und dass T-Zellen aus 

peripherem Blut von Psoriasis-Patienten in vitro durch synthetische Peptid-Fragmente des 

Streptokokken M-Proteins bzw. Keratin 6 oder 17 aktiviert werden konnten (59, 72).  

Die Determinierung der Antigenspezifität expandierter Klone aus psoriatischen Plaques wäre 

mithin von immensem Wert, sowohl für das Verständnis des Krankheitsprozesses als auch für 

die Entwicklung neuer effektiverer Therapiemöglichkeiten (52).  

 

1.4 Kombinatorische Peptidbibliotheken 
 

1.4.1 Identifizierung unbekannter T-Zell-Epitope 

 

Bisher wurden mehrere Verfahren entwickelt, um unbekannte T-Zell-Epitope zu determinieren 

(13, 81, 123). Diese Verfahren sind darauf ausgerichtet, natürliche Epitope zu identifizieren. In 

den meisten Fällen wird dabei zuerst das zum Epitop zugehörige Protein identifiziert. 

Anschließend können die Sequenzabschnitte, die mit dem T-Zell-Epitop korrespondieren, durch 

verschiedene Verfahren determiniert werden (60). Alternativ können auch Algorithmen 

verwendet werden, die für die Epitopbestimmung des jeweiligen Proteins bekannte MHC-

Bindungs-Muster verwenden, kombiniert mit einer anschließenden Peptid-Synthese und der 

Beurteilung ihrer Aktivität in T-Zell-Stimulations-Assays (20).  

All diese Methoden sind sehr zeitaufwendig, mühselig in ihrer Durchführbarkeit, kostspielig und 

benötigen meist eine große Menge biologischen Materials zur Extraktion und Identifikation 

natürlicher Epitope (60, 114).  

Die Verwendung kombinatorischer Peptidbibliotheken durch das sog. Positional Scanning 

Format (PS-SCL) wurde als eine alternative Methode zur Identifizierung relevanter T-Zell-

Epitope entwickelt (114, 130).  
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1.4.2 Kombinatorische Peptidbibliotheken allgemein 

 

Kombinatorische Peptidbibliotheken repräsentieren eine enorme Vielfalt individueller Peptide 

(70, 113). Sie vermögen die effektive Anzahl von Peptiden, die gescreent werden könnten, 

beträchtlich zu erhöhen (114). Anstatt individuelle Peptidanaloga zu testen, können nun 

Tausende bis Millionen von Peptiden in einem einzigen Assay geprüft werden, um anschließend 

die Spezifität einer bestimmten Interaktion definieren zu können.  

Es existieren verschiedene Varianten von PS-SCL. Diese können sich in der Peptidlänge 

unterscheiden, oder chemisch modifiziert sein (65). Rubio-Godoy et al. demonstrierten, dass die 

Adäquatheit der PS-SCL-Daten für die Identifizierung eines Peptid-Liganden variiert, abhängig 

davon, welche PS-SCL verwendet wird. 

 

1.4.2.1 Prinzip der PS-SCL 

PS-SCL bestehen aus hochkomplexen Peptidgemischen, die in Sub-Bibliotheken organisiert 

sind. Jede Verbindung in einem gegebenen Gemisch besitzt eine gemeinsame Aminosäure an 

einer definierten Position, während die restlichen Positionen aus randomisierten Gemischen aller 

L-natürlichen Aminosäuren (außer Cystein) bestehen.  

Die Sub-Bibliotheken unterscheiden sich nur durch die Lokalisation der definierten 

Aminosäuren voneinander (20, 63). Das Positional-Scanning-Verfahren erfasst simultan jede 

Position der Bibliothek. Das Screening einer kombinatorischen Peptidbibliothek bestimmt die 

aktivsten Aminosäuren an jeder Position des Moleküls. Die Kombinationen der ausgewählten 

Aminosäuren von jeder Position der kombinatorischen Peptidbibliothek werden dann in einem 

Folgeversuch synthetisiert und deren stimulatorische Aktivität determiniert. Der Vorteil der PS-

SCL besteht darin, dass nur eine einzige Synthese notwendig ist, um eine aktive individuelle 

Verbindung zu erhalten  (114). 

 Antigene MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe, welche die endogen gebildeten nachahmen, 

entstehen beim Screening mit kombinatorischen Peptidbibliotheken durch exogene Beladung 

freier  Klasse-I schwerer Ketten an der Zelloberfläche mit synthetischen Peptiden in Präsenz von 

β2-Mikroglobulin. Dies ermöglicht den Einsatz löslicher PS-SCL (131). Der wesentliche 

limitierende Faktor ist bei dieser Methode die Verfügbarkeit einer ausreichenden Anzahl von T-

Zell-Linien einer bestimmten Spezifität. Jede analysierte Probe enthält Billionen von Peptiden, 

die nur eine bestimmte Aminosäure in einer definierten Position gemeinsam haben. Die 

Konzentration der individuellen Peptide in jedem Gemisch reicht von 10-15 bis 10-16 Mol. Das 

Signal, wodurch eine T-Zell-Aktivierung noch wahrgenommen werden kann, wird in den 
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meisten Assays bereits bei einer Konzentration von 10-12 Mol nicht mehr erkannt. Demnach kann 

ein Antwortsignal nur detektiert werden, wenn simultan zahlreiche Peptide einer bestimmten 

Sub-Bibliothek erkannt werden.  

Die Fähigkeit von T-Zellen, mit einer einzigen TZR-Sequenz multiple Peptide wahrzunehmen, 

stellt in der Tat ein häufiges Phänomen dar, bekannt als „Degeneration der T-Zell-Erkennung“ 

(89). Während die Degeneration der T-Zell-Erkennung den Einsatz des PS-SCL-Ansatzes 

überhaupt erst ermöglicht, impliziert er auch eine Komplexitätsebene, die eine Herausforderung 

an die Dateninterpretation darstellt. Zusätzlich zu der nativen Aminosäure sind an einer 

festgelegten Position außerdem Aktivitäten durch alternative Aminosäuren zu erwarten, deren 

Präsenz an dieser Position sich entweder vorteilhaft auf die Peptidbindung zum MHC-Molekül 

und/oder auf die T-Zell-Erkennung auswirkt. Obwohl erwartet werden kann, dass die meisten 

kreuzreagierenden Peptide einer Probe biochemisch konservative Austausche der nativen 

Aminosäuren darstellen, wurden bereits Ausnahmen für diese Regel beschrieben (65, 76, 115, 

170).  

 

1.4.2.2 Screening der PS-SCL 

Das Screening der PS-SCL zur Identifizierung CD4+- bzw. CD8+-restringierter Peptid-Liganden 

kann mit unterschiedlichen Methoden durchgeführt werden. Das Ausmaß der T-Zell-Aktivierung 

für CD4+ T-Zell-Klone kann z.B. durch Proliferations-Assays beurteilt werden, die die 

Inkorporation von [3H]-Thymidin in neu synthetisierte DNA messen.  

Das Maß der CD8+T-Zell-Aktivierung erhält man entweder durch die Messung der [51Cr]-

Freisetzung, Fluoreszenz-basierte Assays, welche die Zytotoxizität messen, oder durch die 

quantitative Evaluierung von Zytokinproduktion und Freisetzung (z.B. INF-gamma), gemessen 

durch gebräuchliche „Sandwich“-ELISA (20).  

Der von uns eingesetzte BrdU-Assay stellt ebenfalls eine mögliche Methode dar, um die T-Zell-

Aktivität von sowohl CD4+- als auch CD8+T-Zellen zu bestimmen. 

 

1.4.2.3 Einsatz von PS-SCL 

Der Einsatz kombinatorischer Peptidbibliotheken stellte sich als extrem erfolgreich heraus bei 

der Identifizierung neuartiger biologisch aktiver Agonisten als auch Antagonisten von Opioid-

Rezeptoren (36), Inhibitoren mit enzymatischer Aktivität (41,166) und Verbindungen, die eine 

hohe Affinität zu Antikörpern besitzen (112, 113). Kürzlich wurde dieses Verfahren eingesetzt, 

um die Degeneration alloreaktiver CD8+-T-Zellen zu demonstrieren (60, 61) und um Liganden 

für MHC-Klasse I- und Klasse II-Moleküle (48, 160) zu identifizieren.  
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Eine Variation der Positional-Scanning-Methode wurde zur Identifizierung von Liganden für 

tumorspezifische, zytolytische T-Lymphozyten eingesetzt (17). Es konnte hierbei gezeigt 

werden, dass der Einsatz von PS-SCL eine schnelle Identifizierung von T-Zell-Epitopen bei 

Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankung und Tumoren erlaubt (20).  

Die Verwendung von kombinatorischen Peptidbibliotheken erlaubt insbesondere die 

Identifizierung von T-Zell-Liganden, die nicht unbedingt mit der Sequenz beschriebener Proteine 

korrespondieren, z.B. Superagonisten (170) und von solchen, die mit Proteinen korrespondieren, 

die in der Datenbank präsentiert sind. Die Identifizierung von T-Zell-Liganden, die mit Proteinen 

korrespondieren, die in Datenbanken präsentiert sind, wurde erreicht durch die Integration von 

Informationen durch das Screening mit kombinatorischen Peptidbibliotheken und biometrische 

Analysen. 
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2 Fragestellung 
 

Obwohl die wichtige Rolle der T-Zellen in der Pathogenese der Psoriasis weitgehend akzeptiert 

ist, sind wichtige Aspekte der genauen Funktion dieser Zellen im Krankheitsgeschehen noch 

weitgehend ungeklärt. Trotz der Erkenntnis, dass die intraepidermale T-Zell-Aktivierung eine 

Schlüsselrolle in der Krankheitspathogenese spielt, ist nach wie vor unbekannt, wodurch diese 

Aktivierung ausgelöst wird. Um Näheres über den unbekannten T-Zell-Stimulus zu erfahren, 

bietet es sich an, die T-Zell-Rezeptor-Spezifität der Lymphozyten in entzündlichen Infiltraten zu 

analysieren. Die vorliegende Arbeit sollte geeignete Verfahren zur Isolierung, Expansion und 

Klonierung von T-Zellen aus psoriatischen Plaques etablieren, sowie die Frage klären, ob 

kombinatorische Peptidbibliotheken dafür geeignet sind, die Spezifität von T-Zellen aus 

psoriatischen Plaques zu ermitteln. 
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3  Material und Methoden 
 
 
3.1 Chemikalien/Reagenzien  
3.1.1 Verwendete Reagenzien 

Die nachfolgende Auflistung enthält die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten  

Reagenzien und deren Hersteller: 

AIM-V Medium 500ml Invitrogen/GIBCOTM (Karlsruhe) 
Annexin V-PE 20 Tests  BenderMed System (Wien, Österreich) 
Anti-CD 28 Klon YTH 
913.12 

100 Tests/ml Biosource (Nivelles, Belgien) 

Anti-FasLigand(human) Klon 
5G51 

0,2mg Biocheck (Münster) 

Anti-FITC-Microbeads  2ml Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
Anti- human CD3 (HIT 3 A) 0,2ml BD- Pharmingen ( Heidelberg) 
Anti- human CD8-PE  0,5ml CALTAG (Hamburg) 
Anti-CD95-Ligand   BenderMed System (Wien, Österreich) 
BrdU Flow Kit  BD-Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 
Caspase-3-Inhibitor DEVD-
CHO 

1mg Calbiochem® (Schwalbach, Deutschland) 

CD25-FITC, anti-human  1ml Dako Cytomation (Hamburg, Deutschland) 
CD4-PerCp  BD- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 
Concavalin A  SIGMA-Aldrich (Deisenhofen) 
FastImmune Anti BrdU with 
DNAse 

50 Tests BD- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 

Fetal bovine Serum 500ml Invitrogen/ GIBCOTM (Karlsruhe) 
Ficoll PaqueTMPlus 500ml Amersham Biosciences (Freiburg) 
Humanserum converted 100ml PanBiotech (Aidenbach, Deutschland) 
Interleukin-2 (Proleukin® S)  Chiron Corporation (CA,USA) 
Interleukin-7-human 10µg Peprotech, TEBU (London, UK) 
Interleukin-15-human 10µg Peprotech, TEBU (London, UK) 
MnTBAP   Biomol (Hamburg, Germany) 
PBS Dublecco`s 500ml GIBCOInvitrogen Corporation (Karlsruhe) 
PHA-L 5mg Novagen ( Schwalbach, Deutschland) 
Peptidbibliotheken PCL 99-1( Deka-Peptide-
Library)    PCL 97-3(Nona-Peptide-Library)    
TPI 921(Nona-Peptide-Library,carboxyfree)     

Torrey Pines Institute (CA, USA) 

 

3.1.2 Zusammensetzungen häufig verwendeter Reagenzien: 

hitzeinaktiviertes und filtriertes FCS DMSO-Medium 
10% DMSO 
90% AIM-V 
5% hitzeinaktiviertes und filtriertes FCS 
5% hitzeinaktiviertes Humanserum 

AIMV+-Medium 

1,75 microl Mercapto-Ethanol 
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AIM-V+-Medium 100er-Medium 
100 units/ml IL-2 
AIM-V+-Medium 40er-Medium 
40 units/ml IL-2 

heterologes Humanserum gepoolte Patientenseren, hitzeinaktiviert 
40 units/ml IL-2 
100mg/ml IL-7 
10ng/ml IL-15 
95% AIM-V 

TZL-Medium 

5% gepooltes heterologes Humanserum 
500 ml PBS 
0,05%iges Na-Azid 
0,1%iges BSA 

FACS-Puffer 

5mM Na-EDTA 
2,5ml autologes Serum 
47,5 ml AIM-V 

Klonierungsmedium 

100 units/ml IL-2 
4ml AIM-V 
40 units/ml IL-2 

Stimulationsmedium 

1 ng/ml IL-15 
 

3.1.3 Verbrauchsmaterialien und verwendete Geräte  
Vortex Scientific Industries (NY,USA) 
FACS-Calibur Becton Dickinson Labware 

(Heidelberg,Deutschland) 
sterile Abzugshaube Hera safe Heraeus Instruments (Berlin) 
Zentrifuge 5417C Eppendorf (Hamburg) 
Zentrifuge Avanti J-25 Beckmann (München) 
Zentrifuge GS-6 Beckmann (München) 
Inkubator IG 150 Cotech(Berlin) 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss(Jena) 
Microtest Zellkultur-Platten 96-well, U-
Bottom 

Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 

Microtest Zellkultur-Platten 96-well, Flat 
Bottom  

Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 

24-well-Plastic Cell Culture Plates Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 
48-well Plastic Cell Culture Plates  Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 
Zählkammer Marienfeld (Lauda-Königshofen) 
FACS-Röhrchen (Polystyrol mit 
Rundboden) 

Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 

Mini MACS-Separation-Columns Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
Gewebekultur Petrischale Becton Dickinson Labware (Heidelberg) 
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3.2 Methoden 
 

3.2.1 Hautbiopsien 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hautbiopsien stammen von Patienten mit klinisch 

manifester Psoriasis vulgaris oder guttata ohne externe Therapie mindestens 2 Wochen vor der 

Probenentnahme und ohne systemische Psoriasis-Therapie mindestens 8 Wochen vor der 

Probenentnahme. Anhand des PASI-Scores werden die psoriatischen Effloreszenzen zum 

Zeitpunkt der Entnahme festgehalten. Die Biopsien werden steril aus inflammatorischen  Plaques 

entnommen und anschließend noch am selben Tag weiter aufbereitet. Alle Patienten gaben vor 

der Biopsie und der Blutentnahme (s.u.) ihr Einverständnis mittels einer von der Charité-

Ethikkommission genehmigten Patienteninformation und -aufklärung. 

 

3.2.2 Isolierung von autologem Serum und PBMC 

 

Jedem  Patienten wurden 50 ml heparinisiertes Venenblut entnommen. Nachdem man zwei 50 

ml Röhrchen mit je 18 ml 37°C warmen Ficoll auffüllt, überschichtet man vorsichtig das 

entnommene Blut und zentrifugiert es 15 Minuten bei 2200 Umdrehungen / Minute ohne 

Bremse. Nach der Zentrifugation sind insgesamt vier Schichten zu erkennen: Die oberste Schicht 

stellt das Serum dar. Zwischen Serum und Ficoll befinden sich die PBMC (der sog. „buffy 

coat“). Darunter folgt das Ficoll und schließlich am Boden Erythrozyten, Granulozyten, sowie 

Thrombozyten. Das Serum wird nun abgenommen, 45 Minuten bei 55°C hitze-inaktiviert und 

anschließend bei 3000 Umdrehungen/Minute 15 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Den 

Überstand (autologes Serum) bewahrt man bei -20°C auf. Der buffy coat wird ebenfalls 

vorsichtig abpipettiert und mit PBS ausverdünnt, bei 1500 Umdrehungen/Minute 5 Minuten 

zentrifugiert und anschließend 5-6 mal gewaschen, um die PBMC möglichst von den 

Erythrozyten und Thrombozyten zu reinigen. Daraufhin werden die PBMC mit der Zählkammer 

unter dem Mikroskop gezählt, mit 30 Gray bestrahlt und in Kryoröhrchen, welche je 1 ml 

Einfrier-Medium enthalten, nach folgendem Schema gefroren: eine Stunde auf Eis, anschließend 

24 Stunden bei -80°C und dann bei -140°C gelagert. 
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3.2.3 Aufbereitung der Hautbiopsien 

 

In einer sterilen Petrischale befindet sich auf 37°C angewärmtes PBS. In diese wird die von den 

Patienten entnommene Hautspindel gegeben und anschließend  mittels eines Skalpells und einer 

Pinzette so klein wie möglich geschnitten. Dabei wird versucht, die Haut so weit wie möglich 

von Erythrozyten zu reinigen. Die zerkleinerte Haut wird dann auf 3-4 wells einer 24-well-Platte 

verteilt, in denen sich je 2 ml AIMV+-Medium mit 100 units/ml IL-2 befinden. Die Platte wird 

dann für eine Woche in den Inkubator gestellt und das Medium alle 2-3 Tage ausgewechselt. 

 

3.2.4 Klonierung von CD25+ Zellen aus psoriatischer Haut 

 

3.2.4.1 Identifizierung der ausgewanderten Zellen 

Der gesamte Versuch wird unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Nachdem die Platte mit der 

Hautbiopsie und dem Medium eine Woche inkubiert wurde, wird das Medium von der Haut 

abgenommen und bei 1500 Umdrehungen/Minute 5 Minuten zentrifugiert, der Überstand 

abgesaugt und das Pellet in 250 μl AIMV+-Medium mit 100 units/ml IL-2 aufgenommen und 

resuspendiert. 25 μl werden davon zur FACS Analyse abgenommen, die restlichen 225 μl  auf 

Eis gelagert. Die zur FACS-Analyse verwendeten Zellen werden mit einem Antikörper-Cocktail 

(CD3-APC, CD4-PerCp, CD8-PE und CD25-FITC) 10 Minuten im Dunkeln inkubiert, in 2 ml 

FACS-Puffer aufgenommen und bei 1500 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Der Überstand 

wird verworfen, das Pellet in 500 μl FACS-Puffer aufgenommen und im FACS-Calibur 

gemessen. 

 

3.2.4.2 Markierung von CD25+ Zellen 

Stellt sich bei der FACS-Analyse heraus, dass eine genügende Anzahl der Zellen aktiviert ist, 

d.h. CD 25+ ist, werden die restlichen Zellen für die Sortierung (s. nächster Abschnitt) mit 22,5μl 

anti-CD25-FITC markiert, resuspendiert und 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend wird 

die Zellsuspension auf 2 ml aufgefüllt, zentrifugiert und das Pellet in 80μl Medium 

aufgenommen. Mit der Pipettenschraube wird nun noch mal das genaue Volumen bestimmt und 

pro 80 μl Medium 20 μl anti-FITC-micro-beads hinzugefügt. Nach 15-minütiger Inkubation bei 

4°C werden 2 ml Medium dazugegeben, zentrifugiert  und die Zellen in 500 μl Medium 

resuspendiert. 
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3.2.4.3 Zellsortierung 

Um aus den heterogenen Zellpopulationen T-Zell-Klone zu erhalten, erstellten wir als nächstes 

ein Protokoll zur T-Zellsortierung. Dabei werden, um eine effiziente Klonierung zu 

gewährleisten, die T-Zellen zuvor sortiert, um einen möglichst hohen Anteil an CD25+T-Zellen 

zu erhalten. Hierfür bietet sich das MACS-System an, das eine schonende Methode der 

Zellsortierung darstellt und auf Magnetismus beruht, indem Zellen mit magnetischen micro-

beads markiert werden. Die anti-FITC-micro-beads sind kleinste Magnetkügelchen,  die an anti-

CD25-FITC binden, wodurch man mit Hilfe einer Magnetsäule die CD25+ Zellen isolieren kann, 

da nur die CD25+ Lymphozyten (s.o.), mit anti-FITC-micro-beads markiert werden und in der 

Magnetsäule hängen bleiben, wohingegen die unmarkierten CD25- Lymphozyten ungehindert 

die Magnetsäule passieren können.  

  

3.2.4.3.1 Sortierung der CD25- Zellen 

Eine Mini-MACS-Separation Säule wird zunächst in den Magneten plaziert und mit 500 μl  

Medium äquilibriert. Die 500 μl Zellsuspension wird von oben in die Magnetsäule pipettiert. Der 

Durchlauf wird als “NEGATIV“ Fraktion in einer 15ml-tube gesammelt. Nun wird ein 

Dreiwegehahn steril an die Magnetsäule gesteckt und zum Waschen mit einer Spritze 1500 μl 

100er-Medium so von unten nach oben gedrückt, dass die Flußrate in etwa der Schwerkraft-

getriebenen Flußrate der vorangegangenen Adsorption entspricht (retrograder Waschschritt). Der 

solcherart oberhalb der Säule sich sammelnde Überstand wird ebenfalls in die Negativ-Fraktion 

überführt. Dieser Vorgang wird noch einmal wiederholt. Zuletzt wäscht man von oben 1 ml 

Medium durch die Magnetsäule, wartet bis alles in die 15ml-tube gelaufen ist (anterograder 

Waschschritt) und entnimmt 300 μl für die FACS Analyse. Die Zellsuspension, die nun nur noch 

CD25- T-Lymphozyten enthalten sollte, wird zentrifugiert, der Überstand vorsichtig mit einer 

Spritze abgenommen und das verbleibende Volumen bestimmt, welches ca. 100 μl betragen 

sollte. 10μl werden zum Zählen abgenommen und der Rest auf Eis gelagert. 

 

3.2.4.3.2 Sortierung der CD25+ Zellen 

Die zuvor mit den anti-FITC micro-beads markierten CD25+ Zellen befinden sich nach den o.g. 

Waschschritten noch in der Magnetsäule. Aus diesem Grund, werden nun mit einer Spritze, die 

an den Dreiwegehahn gesteckt wird, 200 μl 100er-Medium mit Druck kurz und schnell von 

unten durch die Magnetsäule geschossen (retrograde Elution). Die 200 μl werden oben 

abgenommen und nun in das, mit POSTIV-FRAKTION gekennzeichnete, 15ml-tube pipettiert. 
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Daraufhin wird die Magnetsäule aus dem Magneten genommen, noch mal 1ml 100er-Medium 

oben hinein pipettiert und mit zu Hilfenahme eines Stempels mit Druck von oben durch die 

Säule in die POSITIV-FRAKTION geschossen (anterograde Elution). 100 μl werden zum 

FACSen abgenommen, der Rest ebenfalls zentrifugiert, der Überstand abgenommen, das 

Volumen bestimmt, gezählt und auf Eis gelagert. 

 

3.2.4.4 FACS-Analyse 

Um die Effizienz der Sortierung beurteilen zu können, werden die Zellen ge-FACSt. Dafür 

werden die Zellen mit CD3-APC, CD8-PE, CD25-FITC und Propium-Iodid gefärbt. Der 

Prozentanteil der CD3-positiven Zellen von allen in Lösung befindlichen Zellen wird dann 

errechnet. 

 

3.2.4.5 Klonierung der T-Lymphozyten durch sog. „limited-dilution“ 

3.2.4.5.1 Ausplattierung der T-Lymphozyten 

Die Zellen in der POSITIV-Fraktion werden in der Zählkammer unter dem Mikroskop gezählt 

und die genaue Anzahl der CD3+ Zellen mit Hilfe der FACS-Analyse berechnet.  Man plattiert 

die Zellen auf insgesamt 384 wells aus. Dafür verwendet man vier 96-well U-Bottom-Platten 

(Rundboden-Platten). Die Hälfte der Platten wird statistisch gesehen mit je 1 Zelle/well 

ausplattiert. Die andere Hälfte wird mit weniger Zellen ausplattiert (statistisch 0,3 Zellen/well), 

um eine möglichst hohe Wahrscheinlichkeit zu gewährleisten, dass sich tatsächlich nur ein Klon 

in einem well befindet (s. Abbildung 1). In jedes well werden 10 μl Klonierungsmedium 

gegeben, in welchem die Zellen vorher gelöst wurden. 

 

3.2.4.5.2 Ausplattierung der peptid-gepulsten PBMC 

Pro well werden 5x104 bestrahlte PBMC als Stimulator- und „feeder“-Zellen benötigt, bei 

insgesamt ca. 400 wells beträgt die Anzahl der verwendeten PBMC pro Experiment demnach 2 x 

107. Nachdem die PBMC aufgetaut und zentrifugiert wurden, wird das Pellet in insgesamt 6 ml 

Klonierungsmedium aufgenommen und auf vier Eppendorfgefäße aufgeteilt, so das sich in 

jedem nun ein Volumen von 1,5 ml befindet. Jetzt werden die PBMC mit Peptiden gepulst. 

Dadurch soll die Klonierungseffizienz verbessert werden. Getestet werden Peptide, die aus 9 

bzw. 19 Aminosäureketten mit zufälliger Anordung bestehen, sowie Glycin, bzw. Lysinresten an 

den C-terminalen Enden besitzen, um später feststellen zu können, durch welche die Zellen am 

besten zur Proliferation stimuliert wurden. Verwendet werden X19-, XgGK- und XgGKK-
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Peptidbanken. Diese werden jeweils zu 25 μl zu den 1,5 ml hinzugegeben (in ein 

Eppendorfgefäß nur 25 μl 100er-Medium als Negativkontrolle), 45 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und anschließend wieder auf je zwei Eppendorfgefäße aufgeteilt, so daß man insgesamt 

acht Eppendorfgefäße mit dem jeweiligen Peptid und PBMC besitzt, die nun auf die acht 

unterschiedlichen Bedingungen (s.unten) verteilt werden können. In jedes well werden 15 μl 

peptidgepulste PBMC pipettiert und über Nacht in den Zellinkubator gestellt. Am nächsten Tag 

gibt man nun auf die insgesamt 25μl/well zusätzlich jeweils 150 μl, wickelt die Platten in 

Aluminium-Folie zur Minimierung der Evaporation und wartet mindestens eine Woche, bis man 

die Anzahl der proliferierten Klone bestimmt. Sind nach drei Wochen keine Klone gewachsen, 

verwirft man die Platten. Veranschaulichend ist die Verteilung der unterschiedlichen 

Bedingungen auf die vier Mikrotiterplatten nachfolgend nochmal schematisch dargestellt: 

 

                           0,3 Zellen/well                    1 Zelle/well                                    
1. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             A             
B             B             
C             C             
D             D             
E             E             
F             F             
G             G             
H             H             
 X19 X9GK  X19 X9GK 
2.             4.             
A             A             
B             B             
C             C             
D             D             
E             E             
F             F             
G             G             
H             H             
 X9GKK Negativkontrolle  X9GKK Negativkontrolle 

 
Abbildung 1:  Schema der Ausplattierung von T-Lymphozyten mit peptidgepulsten PBMC, mit jeweils drei 
unterschiedlichen Peptidbanken und jeweils einer Negativkontrolle zur T-Zell-Klonierung. 
 
Die CD25- Zellen werden in 1ml Einfriermedium eine Stunde auf Eis gelagert, anschließend 24 

Stunden bei -80°C und dann bei -140°C gefroren. 

Die verbleibenden T Zellen, die nicht ausplattiert worden sind, werden ebenfalls mit Peptiden 

gepuffert, in ein Rundboden-well einer 96-well-Platte gegeben in den Inkubator gestellt und als 

polyklonale Zellkultur propagiert.  

 

3.2.4.6 Expansion der T-Zell-Klone 

Zweimal pro Woche werden die Lymphozyten mit Stimulationsmedium versorgt. Erkennt man 

unter dem Mikroskop, dass ein Klon stark proliferiert ist, setzt man ihn zunächst auf zwei 96- U-
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well, anschließend auf ein 96-Flachboden-well um. Ist diese well konfluierend, d.h. es liegt eine 

hohe Klondichte vor, so wird der Klon gezählt und mit AnnexinV-PE, CD25-FITC, CD4-PerCp 

und CD3-APC ge-FACSt. Wenn drei 96-Flachboden wells eines Klones konfluent sind, werden 

die Klone auf eine 24-well-Platte übertragen bzw. vereinigt und weggefroren. Ähnlich geht man 

mit den polyklonalen Zellen vor. Diese werden jedoch erst ge-FACSt, wenn eine 24-well-Platte 

voll ist, gezählt und ab einer Anzahl von etwa 106 Zellen weggefroren. Die polyklonalen Zellen 

können auch zur nochmaligen Klonierung verwendet werden. 

 
3.2.5 Klonierung drei Tage nach Sortierung 
 
Zunächst wird wie unter Punkt 3.2.4.1.-3.2.4.4. beschrieben vorgegangen. Die CD 25+ Zellen 

werden nun jedoch in einem 96-U-well zusammengefasst und zwei Tage lang in 25 μl AIMV-

Medium (5% autologes Plasma, 40 units/ml IL-2 und 1ng/ml IL-15) inkubiert, um nach der 

MACS-Sortierung eine Regenerationsphase vor der nachfolgenden Ausverdünnung einzubauen. 

Am dritten Tag nach der Sortierung werden die Zellen ausplattiert. Man bereitet hierzu als erstes 

das Medium vor. Dieses besteht aus je 16 ml AIM-V, 5% (v/v) autologem Plasma, 40 units/ml 

IL-2 und 1ng/ml IL-15. Insgesamt werden vier Bedingungen getestet: 0,1μg/ml anti-CD3 (der 

stimulierende Klon HIT 3A); 0,1 μg/ml anti-CD3 + 1 ng/ml anti-CD28; 1 ng/ml PHA, sowie 

eine Negativkontrolle. Die Verteilung der unterschiedlichen Bedingungen auf die vier 

Mikrotiterplatten ist nachfolgend nocheinmal schematisch dargestellt: 

 

       1 Zelle/well                                    
1. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             A             
B             B             
C             C             
D             D             
E             E             
F             F             
G             G             
H             H             
 anti-CD3(0,1µg/ml)  PHA(1µg/ml) 
2.             4.             
A             A             
B             B             
C             C             
D             D             
E             E             
F             F             
G             G             
H             H             
 anti- CD-3(0,1µg/ml)+anti-CD28(1ng/ml)  Negativkontrolle 

 
Abbildung 2: Schema der Ausplattierung von Lymphozyten drei Tage nach MACS-Sortierung unter insgesamt vier 
verschiedenen Bedingungen mit rein statistisch gesehen je einer Zelle/well. 
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Für die „limiting dilution“ werden die T-Zellen, die zwei Tage in Medium gehalten wurden, 

gezählt, dann in PBS und 5mM EDTA gewaschen und 1 Zelle/well ausplattiert. In jedes well 

gibt man außerdem 3 x 104 PBMC. Ist nach maximal drei Wochen ein Klon stark proliferiert, 

bestimmt man dessen Zellzahl. Beträgt diese ≥ 105 /well, werden 10% der Zellen abgenommen, 

mit CD3-APC, CD4-Per-Cp, CD8-PE und Annexin ge-FACSt und die restlichen 90% auf 96-

well U-bottom-plates ausplattiert. 

Die nun getesten Bedingungen sind folgende: Jeweils 2 x 103 klonale T-Zellen und 3 x 104 

PBMC pro well plus PHA, PHA und anti-CD95-Ligand, PHA und DEVD-CHO, anti-CD3, anti-

CD3 und anti-CD95-Ligand, anti-CD3 und DEVD-CHO, anti-CD3 und anti-CD28, anti-CD3 

und anti-CD28 und anti-CD95-Ligand, anti-CD3 und anti-CD28 und DEVD-CHO, sowie eine 

Negativkontrolle. Zur Verdeutlichung ist dies nachfolgend in Abbildung 3 dargestellt: 

 

Abbildung 3:  Monoklonale T-Zellen mit PBMC enweder mit oder ohne einem Apoptoseinhibitor in Kombination 

mit stimulatorischen PHA, anti-CD3 oder  anti-CD28.   

 

Nach einer Woche werden die Zellen mit den jeweiligen Reagenzien restimuliert, gezählt und 

wieder ge-FACSt. Als Antikörper verwendet man CD 3-APC, CD4-PerCp, CD25-FITC und 

Annexin. Stellt sich beim Zählen der Zellen heraus, das die Zellzahl ≥ 104 pro well ist, splittet 

man die wells im Verhältnis 1:2 auf. Nach einer weiteren Woche werden die klonalen 

Lymphozyten ein weiteres Mal gezählt, wie oben beschrieben ge-FACSt und gegebenenfalls auf 

48-well Platten übertragen. 

 

3.2.6 Klonierung von polyklonalen Zellen 

 

Die Zellen, die nicht zur Klonierung verwendet wurden, werden ebenfalls ausplattiert und wie in 

Abbildung 4 dargestellt unter den verschiedenen Bedingungen getestet. Anschließend wird mit 

ihnen, wie mit den klonalen T-Zellen in (s.o. 3.2.5) verfahren. Nach drei-wöchiger Testung mit 

den genannten Reagenzien nahmen wir ein weiteres Reagenz (MnTBAP) in einer Konzentration 

von 50µM mit in die Versuchsreihe auf. 

Negativkontrolle  PHA (1µg/ml) anti-CD3 (0,1µg/ml) anti-CD3 (0,1µg/ml) anti-
CD28 (1µg/ml) 

Kein Apoptosehemmer 
 

    

anti-CD95-Ligand  
 

   

DEVD-CHO   
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 PHA (1µg/ml) anti- CD3 (0,5µg/ml) anti-CD3 (0,5µg/ml) anti-
CD28(1µg/ml) 

Negativkontrolle   
 

  

anti-CD95-Ligand 
 

   

DEVD-CHO   
 

  

MnTBAP  
 

  

Abbildung 4: Polyklonale T-Zellen mit PBMC entweder mit oder ohne einem Apoptoseinhibitor in Kombination mit 

stimulatorischen PHA, anti-CD3 oder anti-CD28.   

 

Das Ziel der Klonierung war, herauszufinden, unter welchen Bedingungen die Klone am besten 

proliferieren, was sich als eine sehr schwierigere Aufgabe herausstellte. Aus diesem Grunde 

mußte die genaue Handhabung der Klonexpansion z.T. flexibel gehandhabt werden, da die 

Ausbeute der Klonierung oft nicht der Zellzahl entsprach, die für die Testung mit den 

Apoptosehemmern benötigt wurde. Daraus ergab sich, dass wir nur die Bedingungen testeten, 

von denen wir ausgehen konnten, dass sie dazu in der Lage waren, die Zellen am effektivsten zu 

einer Proliferation zu stimulieren.  Als sich etwa nach einem halben Jahr herausstellte, dass die 

für den Versuch mit den Peptidbibliotheken benötigte Zellzahl von 107 pro Klon nicht generiert 

werden konnte, wurden alternativ polyklonale T-Zell-Linien, wie nachfolgend beschrieben, 

expandiert. 

 

3.2.7 Expansion polyklonaler T-Zell-Linien 

 

Die Aufbereitung der Hautbiopsie erfolgt wie unter Punkt 3.2.2. beschrieben. Aufgenommen 

wird die Haut jedoch in TZL-Medium. Die Zellen wandern drei Tage aus der Haut aus. 

Anschließend wird das Medium von der Haut abgenommen, zentrifugiert und das Zellpellet in 

200 µl TZL-Medium aufgenommen. Diese 200 µl Zellsuspension wird in ein well einer 96-well 

U-bottom-Platte pipettiert und zusätzlich mit 1 µg/ml PHA stimuliert. Alle zwei Tage wird das 

Medium gewechselt und einmal pro Woche mit 1 µg/ml PHA restimuliert. Die Expansion der 

polyklonalen T-Zellen wird engmaschig unter dem Mikroskop kontrolliert und dabei darauf 

geachtet, dass die Zellen subkonfluent sind. Bei Konfluenz teilt man die Zellen folgendermaßen: 

Sind zwei 96-well U-bottom-plates voll, werden sie auf ein 96-Flachboden-well 

zusammengeführt. Ist dieses konfluent, wird es 1:2 gesplittet, bis 4 Flachboden-wells konfluent 

sind. Diese werden auf ein 48-well-Platte vereinigt, bis von diesen ebenfalls vier konfluent sind, 

welche dann wiederum auf ein 24-well Platten well vereinigt werden. Die Zellen werden dann 
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bei Konfluenz im Verhältnis 1:2 gesplittet, bis die Zellzahl schließlich mindestens 107 beträgt 

oder die Zellen sich nicht mehr vermehren. Erst dann werden sie in DMSO-Medium 

weggefroren. 

 

3.2.8 BrdU-Assay 

 

Dieser Assay misst die intrazelluläre Inkorporation von Bromdesoxyuridin (BrdU) in Zellen, die 

sich in der S-Phase befinden und somit die G0-Phase verlassen haben. Anschließend wird die 

Proliferation durch eine FACS-Analyse bestimmt. Es handelt sich um ein Experiment, welches 

an drei Versuchstagen durchgeführt wird: 

1. Tag  

Folgende Reagenzien bzw. Zellen werden am ersten Tag verwendet: 

- PHA-L     - TZL-Medium     

- Peptidbibliotheken (4. und 5. Position) - 2,5x104 polyklonale T-Lymphozyten pro well   

Versuchsaufbau : 

Spalte 1 A-F =   6 wells als Negativkontrolle (PBMC + TZL) 

Spalte 2 u. Spalte 1 G u. H =  10 wells als Positivkontrolle (PHA, PBMC, TZL) 

Spalte 3-7 =  40 wells mit Peptidbibliotheken (Peptidbibliotheken, PBMC, TZL) 

Spalte 8-12 =  40 wells mit Peptidbibliotheken als Duplikat    

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A  10 A4 K4 T4 F5 P5 A4 K4 T4 F5 P5 

B  3 C4 L4 V4 G5 Q5 C4 L4 V4 G5 Q5 

C  1 D4 M4 W4 H5 R5 D4 M4 W4 H5 R5 

D  0,3 E4 N4 Y4 I5 S5 E4 N4 Y4 I5 S5 

E  0,1 F4 P4 A5 K5 T5 F4 P4 A5 K5 T5 

F  10 G4 Q4 C5 L5 V5 G4 Q4 C5 L5 V5 

G 0,3 3 H4 R4 D5 M5 W5 H4 R4 D5 M5 W5 

H 0,1 1 I4 S4 E5 N5 Y5 I4 S4 E5 N5 Y5 
Negativ -und Positivkontrolle Peptidbibliothek +TZL +PBMC Peptidbibliothek +TZL +PBMC (Kontrolle) 

 

In diesem Versuch werden eine Deca-Peptid-Bibliothek (PCL 99-1) und zwei Nona-Peptid-

Biblitotheken (PCL 97-3 und TPI-921) eingesetzt. Zwanzig Aminosäuren, die jeweils auf der 

vierten oder fünften Position eines Deca- bzw. Nona- Peptides festgelegt sind, werden auf ihre 

Affinität zu den Rezeptoren der T-Zellen hin getestet. Der Einsatz der Peptidbibliotheken erfolgt 

nach folgendem Prinzip: Jedes well testet eine bestimmte Peptidsequenz, wobei eine bekannte 

Aminosäure auf der vierten oder fünften Position definiert ist und die anderen neun, bzw. acht 

Aminosäuren randomisiert sind. Die Peptide werden in einem Volumen von  20 µl zu den TZL 
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und PBMC in die jeweils vorgesehenen wells gegeben. Es werden immer Duplikate angefertigt. 

Dies gilt ebenfalls für die Positiv -und Negativkontrollen. Die polyklonalen T-Lymphozyten 

werden entweder einen Tag vorher (sofern sie sie bei -140°C weggefroren waren) aufgetaut, über 

Nacht inkubiert um dann am folgendenTag ausplattiert, oder direkt am Versuchstag aus der 

polyklonalen T-Zellkultur entnommen. 2,5 x 104/well polyklonale T-Lymphozyten werden pro 

Versuch in TZL-Medium aufgenommen und zu je 100 µl in jedes well einer 96-well 

Flachbodenplatte pipettiert. Nach dem Auftauen werden die autologen PBMC mit 30 Gy 

bestrahlt. Benötigt werden insgesamt 105/well. Diese werden in TZL-Medium aufgenommen und 

zu je 80 µl/well ausplattiert. Als Positivkontrolle verwendet man PHA-L in finalen 

Konzentrationen  von 0,1 - 10 µg/ml pro well. Nach dieser Versuchsdurchführung, werden die 

Zellen mit den Peptidbibliotheken 48 Stunden inkubiert. 

3. Tag 

Folgende Reagenzien werden verwendet: BrdU-Lösung, PBS. Ein Aliquot mit BrdU-Lösung 

wird aufgetaut, das benötigte Volumen entnommen und im Verhältnis 1:31 mit PBS verdünnt. 

Davon werden jeweils 2µl/well zu den Peptidbibliotheken mit den TZL und PBMC zugegeben. 

Die Zellen werden weitere 24 Stunden inkubiert. 

4. Tag 

verwendete Reagenzien: 

- anti-BrdU   - CD8-PE  -  Cytoperm Plus buffer     

- CD3-APC   -  DNase  - Perm/Wash    

- CD4-PerCp   -  FACS-Puffer - Cytofix/Cytoperm 

 

Nach insgesamt 72 Stunden Inkubation werden die Zellen auf eine 96-well Rundbodenplatte 

übertragen, auf der Platte zentrifugiert und anschließend mit CD3-APC, CD4-PerCp und CD8-

PE in einem Verhältnis (Antikörper zu Medium) von 1:25 für die spätere FACS-Analyse gefärbt. 

Dabei werden in jedes well 20 µl Antikörperlösung gegeben, diese für 15 Minuten auf Eis 

inkubiert und im nächsten Schritt wieder abzentrifugiert. Um eine bessere Penetration von anti-

BrdU in die Zelle zu gewährleisten, wird mit Hilfe von Cytofix/Cytoperm die Zellwand 

permeabilisiert, indem die Zellen mit jeweils 70µl/well Cytofix/Cytoperm (gebrauchsfertig) 

behandelt werden. Nach 20-minütiger Einwirkzeit wird wieder abzentrifugiert und anschließend 

25µl/well Cytoperm Plus buffer (ebenfalls gebrauchsfertig) in die einzelnen wells pipettiert. 

Nachdem 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend wieder abzentrifugiert wurde, werden 

die Zellen noch ein weiteres Mal mit 25 µl Cytofix inkubiert. Anschließend erfolgt die FACS- 

Analyse auf dem FACS-Calibur. 
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4 Resultate 
 

Insgesamt wurden von 27 Patienten Hautbiopsien in Form von 6 mm Stanzbiopsien entnommen. 

Bei 14 der 27 Patienten konnte eine Klonierung von T-Zellen (s.u.) durchgeführt werden. Die 

übrigen 13 Proben zeigten unter dem Mikroskop keine Emigration von T-Lymphozyten aus der 

entnommenen Haut, so dass angenommen werden muss, dass die Anzahl der aktivierten T-

Zellen zu gering war, um eine CD25-basierte Zell-Sortierung mit anschließender Klonierung 

durchführen zu können. Bei 11 der 14 Patienten konnten T-Zell-Klone etabliert werden. 

 

4.1  Effekte von in vitro Kultivierung auf die Phänotyp-Verteilung von T-Zell-

Linien  
 

Humane T-Zell-Linien sind in vitro leichter zu expandieren als Klone und repräsentieren aus 

diesem Grund eine attraktive Quelle für T-Zell-Klone, wenn sie für die Krankheits-Pathogenese 

als relevant erachtet werden. Um einschätzen zu können, ob die phänotypische Verteilung von T-

Zellen nach längerer in vitro-Proliferation stabil bleibt, verglichen wir die phänotypische 

Verteilung von T-Zellen sieben Tage nach der Emigration aus psoriatischen Haut-Biopsien mit 

TZL, die über mehrere Wochen expandiert worden waren (Abbildung. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 5: Phänotyp-Verteilung, von aus psoriatischen Plaques emigrierten T-Zellen. Schwarze Balken: FACS-

Analyse von CD3+ Zellen, emigriert aus psoriatischen Plaques, sieben Tage nach in vitro-Kultivierung; graue 

Balken: TZL expandiert aus Plaques nach einem Median von 34 Tagen (Bereich: 21-85) in Kultur. DP= CD4/CD8 

doppelt positiv; DN= doppelt negativ. Die gezeigten Daten repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung für T-

Zellen von vierzehn (emigrierte Zellen), beziehungsweise zehn (expandierte Zellen) individuellen Patienten. 

 

Zwei hauptsächliche Unterschiede ließen sich dabei beobachten. Erstens konnte man eine 

Umkehr der CD4+/CD8+-Ratio feststellen. T-Zellen, die nach nur einer Woche aus psoriatischen 
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Plaques emigriert waren, enthielten nahezu doppelt so viele CD4+T-Zellen im Vergleich zu 

CD8+ T-Zellen. Zweitens zeigte sich eine beträchtliche Akkumulation von CD3+CD4-CD8- 

(doppelt negative, DN) T-Zellen ausschließlich in den über längere Zeit expandierten TZL. 

Diese Daten lassen erkennen, dass die Klonierung von T-Zellen aus vorher expandierten TZL zu 

einer Population von T-Zell-Klonen führen kann, die eine unnatürliche phänotypische Verteilung 

repräsentiert.  Daraus ergibt sich, dass die Zellen nur so kurz wie möglich vor Klonierung in 

Kultur gehalten werden sollten, da man die Zellen später möglichst unverändert für die Versuche 

mit den kombinatorischen Peptidbibliotheken einsetzen möchte. Das Ziel dabei ist es, eine 

repräsentative Aussage über die ursprüngliche Population von T-Lymphozyten in den 

psoriatischen Plaques treffen zu können. 

 

4.2 Beziehung zwischen Krankheitsstatus und T-Zell Phänotyp-Verteilung 
 

Als nächsten Schritt charakterisierten wir die Verteilung der T-Zell-Sub-Populationen von 

Zellen, die aus psoriatischen Plaques emigriert waren. Die klinischen Merkmale der Patienten, 

von denen eine Biopsie entnommen wurde, und die phänotypische Verteilung der T-Zellen, die 

aus den psoriatischen Plaques emigriert sind, sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

 
Tabelle 1* 
Patient Klinische Merkmale     T Zell Phänotyp-Verteilung (%) 
 

PASI 
Alter bei 

Krankheitsausbruch 
Erkrankte 
Verwandte CD4+ CD8+ DP+ DN+ 

1 10,5 73 - 57 18 0,7 8,5 
2 17,1 49 - 56 28 2 8,2 
3 30,0 45 - 23 44 n.d. 20 
4 14,4 37 - 68 14 0,8 68 
5 6,5 30 - 69 0,3 4,6 26 
6 25,0 28 - 50 42 n.d. n.d. 
7 34,3 23 - 31 62 n.d. 5,6 
8 11,9 20 - 78 12 n.d. 8,3 
9 16,2 55 + 74 12 1,2 12,7 
10 24,7 41 + 36 26 n.d. 11,8 
11 27,2 32 + 66 24 3,3 6 
12 20,8 22 + 3 63 4 3 
13 11,4 22 + 60,6 31,5 2,2 5,6 
14 6,2 16 + 60 13 1,6 25 

* klinische Merkmale der Patienten, von denen eine Biopsie entnommen wurde, sowie phänotypische Verteilung 

der aus den psoriatischen Plaques emigrierten T-Zellen.                                    

DP = CD4+CD8+; DN = CD4-CD8- 
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Der Mittelwert der Häufigkeitsverteilung CD3+CD25+T-Zellen betrug 46.1 ± 21.3 %. Es fand 

sich eine Korrelation zwischen dem PASI-Index und der CD3+CD25+T-Zell-Population 

(Abbildg. 6a, r = 0.62) und bemerkenswerterweise eine noch stärkere Korrelation zwischen 

PASI-Index und der CD8+CD25+Population (Abbildg. 6b, r = 0.76), trotz der insgesamt höheren 

Frequenz CD4+ T-Zellen (Abbildg.1). 

 
Abbildung 6a:      Abbildung 6b: 

 

 
 
Abbildung 6: Verteilung aktivierter T-Zellen in psoriatischen Plaques. T-Zellen, emigriert aus psoriatischen Plaques 

wurden nach sieben Tagen Kultivierung mittels FACS wie unter Material und Methoden beschrieben analysiert. Die 

FACS-Analyse wurde dabei auf CD3+ Zellen limitiert; der PASI-Score bei Biopsieentnahme bestimmt.  Abbildg.6a: 

Korrelation zwischen CD3+CD25+ T-Zellen und PASI-Index (r = 0.62). Abbildg.6b: Korrelation zwischen 

CD8+CD25+ T-Zellen und PASI-Index (r = 0.76) 

 

Wie erwartet konnte eine starke Korrelation zwischen den CD25-exprimierenden CD4+T-Zellen 

und der Anzahl von CD4+ Lymphozyten, die insgesamt nach einer Woche aus der Haut 

ausgewandert waren, festgestellt werden (r = 0.94). Befinden sich also viele CD4+T-Zellen in 

Kultur, kann man davon ausgehen, dass die meisten von ihnen auch CD25+, also aktiviert, sind. 

Diese Beobachtung lässt sich ebenfalls auf das Verhältnis zwischen CD25-exprimierenden CD8+ 

T-Zellen und CD8+ T-Zellen insgesamt übertragen (r = 0.90). Zusammengefasst sprechen unsere 

Daten dafür, dass die Isolation CD25+Zellen aus psoriatischen Plaques eine funktionell relevante 

Population für die Herstellung von T-Zell-Klonen darstellen können. Was weitere klinische 

Merkmale betrifft, wie Alter bei Erstmanifestation und Familiengeschichte, so konnte in Bezug 

auf die CD25-Expression CD3+ T-Zellen, keine Korrelation festgestellt werden. 
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4.2.1  MACS-Sortierung aktivierter T-Zellen 

 

Um aus den heterogenen Zellpopulationen T-Zell-Klone zu erhalten, erstellten wir als nächstes 

ein Protokoll zur T-Zell-Sortierung. Vorversuche hatten gezeigt, dass durch die Sortierung 

„unberührter“ T-Zellen über Negativ-Selektion nur Fraktionen von geringer Reinheit generiert 

werden konnten, wohingegen durch die Sortierung via CD3-Antigen, T-Zellen erhalten wurden, 

die unfähig zur in vitro-Proliferation waren, möglicherweise durch eine TZR-Blockade durch 

den zur Sortierung benutzten Antikörper. Die oben zusammengefassten Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass die CD25+-Fraktion tatsächlich aktivierte T-Zellen enthält, was sich in der 

Gesamtverteilung der CD4+/CD8+-Sub-Populationen widerspiegelt. Aus diesem Grund 

unterzogen wir die aus den inflammatorischen Biopsien emigrierten T-Zellen einer positiven 

MACS-Sortierung via CD25. Da durch die Sortierung von Zellen unmittelbar nach Biopsie-

Entnahme durch mechanische Zerstörung oder enzymatische Zersetzung nur eine sehr geringe 

Anzahl an Zellen oder eine nur unbefriedigende Proliferation der Klone beobachtet werden 

konnte, ließen wir die Zellen zunächst für sieben Tage aus den Hautproben emigrieren, bevor sie 

sortiert wurden. 

Um eine Aussage über die Effizienz des Reinigungseffektes der CD25+ Zellen von den CD25- 

Zellen treffen zu können, wurde der Anteil der CD25+T-Zellen von den CD3+Zellen vor und 

nach Sortierung verglichen. Wenngleich die Ausbeute nach Sortierung sehr gering war und der 

prozentuale Anteil an CD25+T-Zellen von allen CD3+Zellen vor der Sortierung zwischen den 

einzelnen Patienten stark schwankte, erhielt man dennoch durch diese Prozedur eine mittlere 

Anreicherung der CD25+ T-Zellen auf nahezu 86% bei vierzehn Patienten (Tabelle 2). Aufgrund 

des hohen Reinheitsgrades nach Sortierung läßt sich mithin festhalten, dass die CD25-Sortierung 

via MACS eine Isolierung aktivierter T-Zellen aus Plaques psoriatisch veränderter Haut ohne 

mechanische Belastung erlaubt und eine schnelle und reproduzierbare Methode darstellt, um 

aktivierte T-Zellen zu isolieren.  

 
  Tabelle 2* 

Vor Sortierung % CD25+ Zellen  46.1 ± 21.3 

Nach Sortierung % CD25+ Zellen  86.1 ± 8.8 

Anreicherungsfaktor    2.2 ± 0.8 

Ausbeute (absol. Zellzahl) 4823 (337 – 22753) 
 

*Reinigung von CD25+ Zellen emigriert aus psoriatischen Plaques via MACS. Die aufgeführten Daten stellen den 

Mittelwert ± Standardabweichung aus Zellen von 14 Patienten dar. Die Ausbeute an absoluten Zellzahlen 

(Mittelwert und Variationsbereich) ist angegeben für den Ertrag an CD25+ Zellen nach Sortierung. 
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 4.2.2 Klonierungseffizienz CD25+ sortierter Zellen 

 

Als nächsten Schritt untersuchten wir die Effizienz der Klonierung MACS-sortierter T-Zellen 

unter verschiedenen Bedingungen. Nach der Sortierung wurden die CD25+ Zellen bei einer 

Dichte von 1 Zelle/well in der Gegenwart bestrahlter PBMC, sowie in der Präsenz einer der 

folgenden stimulierenden Zusätze ausplattiert: PHA-L, stimulatorisches αCD3, αCD3 und 

αCD28, randomisierte Peptidbanken, die das Wachstum von T-Zell-Klonen unterstützen (90). 

Die Resultate dieser Experimente, durchgeführt mit Zellen von insgesamt zehn Patienten, sind in 

Tabelle 3 zusammengefasst 

Tabelle 3* 
Stimulatorische Bedingung Anzahl der Responder Klonierungseffizienz1 

none 5 / 6 3.6 
PHA 3 / 5 2.7 
αCD3 3 / 5 6.0 
αCD3 + αCD28 1 / 5 3 
X19 2 / 6 3 
X9GK 2 / 6 6 
X9GKK 2 / 6 7 
 
*CD25+ MACS- sortierte Zellen wurden geklont mittels sog. „limitierender Verdünnung“ (limiting dilution; s. 

Material und Methoden für Details der Prozedur). 1Ausgedrückt als mittlere Anzahl der Klone pro 96-well Platte bei 

einer Ausgangszellzahl von einer Zelle pro well. „Responder“ = Patienten, deren T-Zellen Wachstum von klonalen 

T-Zellen ergab. 

 

Von den anfangs zur Stimulation eingesetzten Peptidbanken aktivierte keine die Zellen so stark, 

dass man von einem deutlichen stimulatorischen Effekt hätte sprechen können, den eine 

bestimmte Bank auf die Proliferation der Zellen ausübt. Wird keine Peptidbank zur Stimulation  

eingesetzt, ist zwar die Klonierungseffizienz nicht so hoch wie mit Bank, dafür zeigte sich 

allerdings bei fast allen Patienten, deren Zellen bei einer Ausgangszellzahl von einer Zelle pro 

well kloniert wurden, ein Wachstum von Klonen. Bei der ebenfalls getesteten, hier aber nicht 

dargestellten, Ausgangszellzahl von 0,3 Zellen/well ließen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen dem Einsatz einer Peptidbank oder der Negativkontrolle nachweisen. Hier war die 

Ausbeute an Klonen insgesamt so gering, dass sie keine Interpretation über die Höhe des 

stimulatorischen Effektes einer bestimmten Bank  zulässt.  

Die aus diesem Grund von uns eingesetzten anderen Stimulatoren, welche die Proliferation von 

T-Zell-Klonen aus psoriarischen Plaques optimieren sollten, waren ebenfalls nicht dazu in der 

Lage, die Klonierungseffizienz beträchtlich zu erhöhen. Bemerkenswerterweise erhöhte auch der 
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Zusatz starker exogener TZR-Aktivatoren (αCD3 oder PHA-L) nicht die Klonierungseffizienz. 

Dies zeigt, dass das klonale Wachstum der CD25+ sortierten Zellen nicht durch eine suboptimale 

TZR-Aktivierung limitiert ist. Die Klonierungseffizienz schwankte insgesamt zwischen 2.7 und 

7 Klonen pro 100 wells. Keine einzige Bedingung unterstützte das Wachstum aller getesteten 

Zellen. 

 

4.3 Expansion von T-Zell-Klonen aus psoriatische Plaques 
 

Nachdem T-Zell-Klone durch ‚limiting dilution’ unter verschiedenen Bedingungen generiert 

werden konnten, versuchten wir, diese Klone zu expandieren. Ziel dabei war es, mindestens eine 

Anzahl von 107 Zellen pro Klon zu erhalten, da diese für die Testung der Rezeptorspezifität der 

Klone durch die Peptidbibliotheken benötigt wird. Die genaue Vorgehensweise der 

Expandierung der T-Zell Klone wurde bereits unter 3.2.6. ausführlich erläutert. 

Zunächst untersuchten wir die klonale Proliferation CD25+ sortierter T-Zellen von fünf Klonen 

vier unterschiedlicher Patienten in der Präsenz von entweder stimulatorischem αCD3, αCD28 

(nicht dargestellt) oder PHA-L in Gegenwart oder Abwesenheit der Apoptoseinhibitoren 

αCD95L oder dem Caspase 8-Inhibitor DEVD-CHO (s. Abbildung 7). Der Zusatz von αCD3 

und αCD28 in Kombination zeigte eine so geringe Proliferation von Zellen, dass sie nach einiger  

Zeit nicht mehr von uns getesteten wurden. Die resultierende Klon-Expansion unter den übrigen 

getesteten Bedingungen betrug sieben Tage nach Kultivierung das zwei- bzw. dreifache der 

Ausgangszellzahl und war unter allen getesteten Bedingungen in etwa vergleichbar, so dass auch 

hier von keinem Vorteil durch den Einsatz einer bestimmten stimulatorischen Substanz in 

Kombination oder alleine gesprochen werden konnte. Das zur Verbesserung der 

Expansionsfähigkeit ebenfalls aufgrund in der Literatur beschriebener antiapoptotischer 

Eigenschaften eingesetzte Anti-Oxidans MnTBAP (67) zeigte sowohl in Kombination mit PHA, 

αCD3 und αCD3+αCD28 keinen oder einen eher nachteiligen Effekt auf die Expansion der 

Klone, so dass es keine Aussage hinsichtlich der Expansionseffizienz zuließ. 
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Abbildung 7: Proliferation von T-Zell-Klonen aus psoriatischen Plaques in vitro. T-Zell Klone (n=5) wurden auf 96-

well Rundbodenplatten bei einer Ausgangszellzahl von etwa 104 Zellen/well auf die unterschiedlichen Bedingungen 

PHA-L (dunkel-graue Säulen), bzw. anti-CD3 (hell-graue Säulen) aufgeteilt (siehe Abschnitt 3.6.2.). Diese wurden 

für sieben Tage in der Gegenwart oder Abwesenheit (erste Balken) der Apoptoseinhibitoren DEVD (zweite Balken) 

oder anti-CD95 (dritte Balken) expandiert. Danach wurde die Zunahme der Zellzahl determiniert. Die dargestellten 

Säulen repräsentieren den Mittelwert ± Standartabweichung von fünf Klonen vier unterschiedlicher Patienten. 

  

Nachdem durch die Kombination von PHA-L, anti-CD3 und anti-CD3 + anti-CD28 mit einem 

Apoptosehemmer alleine keine Verbesserung der Expansion erreicht werden konnte, 

unternahmen wir noch den Versuch, die Apoptosehemmer und MnTBAP zusätzlich miteinander 

zu kombinieren (s. Abschnitt 3.2.6.).  

Da die Apoptose klonaler T-Zellen von besonderer Relevanz bei der Vermittlung des sog. 

aktivierungsinduzierten Zelltodes (activation-induced cell death, AICD) sein könnte, 

untersuchten wir die Effekte anti-apoptotischer Reagenzien genauer an T-Zellen eines Patienten, 

dessen T-Zellen stark proliferierten. Schon vor der CD25+-Sortierung zeichneten sich die CD3+ 

Zellen dieses Patienten durch einen besonders hohen Anteil an CD25+ Zellen (84%) aus. Nach 

der CD25+-Sortierung ließ sich dieser Anteil sogar auf 93,5% steigern. Wir kultivierten 

Populationen, die zwei bis fünf Klone enthielten, in der Gegenwart oder Abwesenheit von 

stimulatorischem anti-CD3 mit oder ohne DEVD oder anti-CD95 für sieben Tage. Die Zellen 

wurden anschließend gezählt und der Aktivierungs-Status sowie die Präsenz apoptotischer 

Zellen durch FACS-Analyse über CD25-und Annexin-V-Färbung ermittelt. Die Resultate sind in 

Abildung 8 dargestellt.  
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    1  ohne anti-CD3       2   mit anti-CD3   3  anti-CD3 + anti-CD95        4  anti-CD3 + DEVD 

 
 

Abbildung 8: Effekt anti-apoptotischer Reagenzien auf die Expansion von T-Zell-Klonen. Oligoklonale T-Zellen 

wurden auf 96-well Rundbodenplatten bei einer Zelldichte von ca. 1,5x104 Zellen pro well auf die unterschiedlichen 

Bedingungen aufgeteilt (siehe Punkt 3.2.6. im Material- und Methoden-Teil). Nach sieben Tagen Kultivierung 

wurden die Zellen gefacst und gezählt. Abildung 8a: Die FACS-Analyse zeigt den Status der Aktivierung (CD25-

Färbung) und die Häufigkeitsverteilung apoptoptischer Zellen (Annexin-V-Färbung) von klonalen T-Zellen, die in 

der Abwesenheit (1. Graph) oder in Gegenwart von entweder stimulierendem anti-CD3 alleine (2.) oder zusätzlich 

mit anti-CD95 (= αCD95) (3.) oder dem Caspase-Inhibitor DEVD (4.) expandiert worden waren.  Abbildung 8b: 

Häufigkeitsverteilung apoptotischer Zellen (gemessen als Annexin-positive Zellen) in klonalen T-Zell-Populationen, 

die in der Abwesenheit (erste Säule) oder Gegenwart von anti-CD3 (zweite Säule) +/- der dargestellten anti-

apoptotischen Reagenzien expandiert wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung von fünf 

verschiedenen Klon-Populationen dar, die durch FACS-Analyse (siehe 8a) ermittelt worden waren. Abbildung 8c: 

Proliferation von klonalen T-Zell-Populationen, die sieben Tage unter den dargestellten Bedingungen expandiert 

wurden. Die gezeigten Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von fünf separaten klonalen 

Populationen. * = p < 0.05 (T-Test). 

 

Insgesamt ergab die Auswertung, dass die Kombination von anti-CD3 mit Zugabe der beiden 

Apoptoseinhibitoren anti-CD95 und DEVD den stärksten Effekt auf die Proliferation der Zellen 

zu besitzten scheint (vgl. Abbildung 8c). Unter diesen Bedingungen wuchs die anfänglich 
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ausplattierte Zellzahl auf das 9-fache. Die getesteten Bedingungen anti-CD3+ und anti-CD95 und 

anti-CD3+ DEVD scheinen eine gleichermaßen hohe stimulatorische Potenz auf die 

Vervielfältigung der Ausgangszellzahl zu besitzen. Die Gegenwart Annexin-V-positiver Zellen 

war in der Abwesenheit spezifischer TZR-Stimulation, bzw. der Gegenwart von anti-CD3 alleine 

detektierbar, wobei ihre Frequenz dezimiert werden konnte durch die Zugabe von anti-CD95, 

DEVD, oder durch Kombination der beiden Anti-Apoptose-Reagenzien (vgl. Abbildung 8b). 

Auch das Verhältnis zwischen großen aktivierten Blasten und kleineren T- Zellen ist bei Zugabe 

von anti-CD3 + anti-CD95 + DEVD am größten, d.h. zugunsten der großen Zellen verschoben. 

(Daten nicht dargestellt). Betrachtet man die CD25-Expression der proliferierenden T-Zellen 

insgesamt, so wird deutlich, dass nahezu unter allen Bedingungen der Anteil der CD25+ Zellen 

bei ca. 80 Prozent liegt. Bei der Negativkontrolle ist er etwas geringer und beträgt etwa 50 

Prozent. Alle Zellen zeigen also eine hohe Aktivität, ausgedrückt durch den Anteil an CD25 

exprimierenden Zellen (Daten nicht dargestellt). Zusammengefasst deuten die Resultate darauf 

hin, dass die Blockierung der Apoptose unterschiedliche Effekte auf T-Zellen von verschiedenen 

Spendern ausübt. Besonders auf stark proliferierende Zellen übt die Blockierung einen starken 

Effekt aus. Hierbei wird durch die Kombination von anti-CD3 + anti-CD95 + DEVD 

anscheinend die stärkste Stimulation auf die Proliferation klonaler T-Zellen erreicht.  

 

4.4 Peptidbibliotheken bei polyklonalen T-Zell-Linien   
 

4.4.1 Expansion polyklonaler T-Zell-Linien 

 

Da trotz des Einsatzes verschiedener stimulierender Konditionen keine ausreichende Zellzahl, 

von mindestens 107 Zellen, an Klonen generiert werden konnte, die für den Einsatz der 

Peptidbibliotheken notwendig ist, gingen wir dazu über, polyklonale T-Zell-Linien (TZL) zu 

expandieren, um diese anschließend auf ihre Rezeptorspezifität zu testen. Mit der Kultivierung 

polyklonaler TZL ließen sich die T-Zellen insgesamt besser und schneller expandieren. Dennoch 

stellt auch bei der Verwendung von nun polyklonalen TZL die zu geringe Ausbeute an 

expandierten Zellen den hauptsächlich limitierenden Faktor für die Durchführung eines 

Experimentes mit den Peptidbibliotheken dar. Von sieben Patienten, deren polyklonale T-Zellen 

expandiert werden sollten, proliferierten nur die TZL von zwei Patienten (Patient A und Patient 

B) so stark, dass wir den Versuch mit den Peptidbibliotheken erfolgreich an ihnen durchführen 

konnten. Von Patient A konnten innerhalb von 28 Tagen 3,6·107 T-Zellen expandiert werden und 

von Patient B innerhalb von 18 Tagen 1,5·107 Zellen. Ein weiterer limitierender Faktor war dabei 
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nicht nur die Anzahl der polyklonalen TZL, sondern auch der mitunter beeinträchtigte 

Aktivierungszustand dieser Zellen. Zeigten die Zellen von vornherein keine starke Proliferation, 

so erübrigte sich eine Testung dieser Zellen durch den Einsatz der Peptidbibliotheken auf ihre 

Rezeptorspezifität. Es konnte dann keine Reaktion mehr auf die Bibliotheken weder hinsichtlich 

Inhibition noch Stimulation erreicht werden. Die Zellen mussten sich also in einem mittleren 

aktivierten Zustand befinden, um optimal für den Versuch eingesetzt werden zu können. 

 

4.4.2 Stimulation von T-Zell-Linien mit kombinatorischen Peptid-Bibliotheken in vitro  

 

Nachdem wir die polyklonalen TZL von Patient A und B expandiert hatten, setzten wir diese für 

die Testung mit den unterschiedlichen Peptidbibliotheken ein. Wie in Material und Methoden 

dargestellt, handelt es sich bei diesen um sog. kombinatorische Bibliotheken, bei denen jeweils 

Nonapeptide (zur präferentiellen Stimulation von CD8+Zellen) oder Decapeptide (zur 

präferentiellen Stimulation von CD4+ Zellen) randomisiert synthetisiert sind, so daß jeweils eine 

Sub-Bibliothek an einer einzigen Position eine bekannte Aminosäure enthält. Für eine Peptid-

Position werden also 20 Sub-Bibliotheken synthetisiert. Die zu untersuchenden T-Zellen werden 

dann jeweils mit den einzelnen Peptidbibliotheken inkubiert, um stimulatorische bzw. 

inhibitorische Effekte einzelner Aminosäuren an definierten Positionen zu bestimmen.  

Insgesamt wurden mit den expandierten T-Zell-Linien drei Experimente erfolgreich 

durchgeführt, deren Ergebnisse im Folgenden einzeln aufgeführt werden sollen. Zur Verfügung 

standen uns eine Deca-Bibliothek (PCL 99-1) und zwei Nona-Peptidbibliotheken (PCL 97-3 und 

TPI-921). Die Daten wurden, wie unter Material und Methoden bereits beschrieben, anhand der 

BrdU+-FACS-Analyse (Zellproliferation) und der FSC/SSC-FACS-Analyse (Anteil großzelliger 

aktivierter T-Zell-Blasten) ausgewertet. Die BrdU+-Analyse beantwortet die Frage, wie viele 

Zellen der großen Lymphoblasten-Population in den letzten 24 Stunden die S-Phase des 

Zellzyklus durchgemacht haben. Durch die FSC/SSC-Analyse hingegen erfährt man, wie viele 

Zellen sich im aktivierten Zustand befinden. Dabei wird angenommen, dass es sich bei der 

großen Lymphoblasten-Population um die aktivierten T-Lymphozyten handelt. 
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4.4.2.1 Experiment 1 

Da die hier beschriebenen Versuche ersteinmal klären sollten, ob bzw. inwieweit polyklonale T-

Zell-Linien mit diesem Verfahren charakterisiert werden können, wurden nur 2 Positionen 

(Position 4 und 5) der Nona- bzw. Dekapeptid-Banken exemplarisch charakterisiert. Für die TZL 

von Patient A wurden zwei Peptidbibliotheken eingesetzt: Die Nona- Peptidbibliothek TPI- 921 

und die Deka-Peptidbibliothek PCL 99-1. Durch die Auswertung der BrdU+-Analyse erkennt 

man, dass in der Negativkontrolle annähernd 20% der Zellen BrdU+ sind. PHA (Positivkontrolle) 

vermag den Anteil an BrdU+ Zellen auf 40% zu erhöhen. Die optimale PHA-Konzentration liegt 

dabei bei 3 µg/ml. Beträgt die PHA-Konzentration 10 µg/ml, fällt der Anteil an BrdU+ Zellen 

wieder ab. Obwohl hier also eine Stimulation von PHA beobachtet werden kann, zeigen die 

Peptide selbst durchgehend eine inhibitorische Wirkung auf die BrdU+ Population (siehe 

Abbildung 9A). Aus der FSC/SSC- Analyse wird ersichtlich, dass in den Negativkontrollen 

annähernd 30% große CD3+ Zellen existieren, die durch den Einsatz von PHA bis auf 50% 

gesteigert werden können. Hier können demnach durch die Peptidgemische sowohl Inhibition, 

als auch Stimulation erreicht werden. Es besteht weiterhin erwartungsgemäß eine Korrelation 

zwischen dem prozentualen Anteil großer Blasten und dem prozentualen Anteil an BrdU+ T-

Zellen (siehe Abbildung 9B, Graph 2). 

Vergleicht man jedoch die Effekte der Peptid-Sub-Bibliotheken auf die Anzahl von 

Blasten sowie der BrdU+-Population (s. u. Tabelle 4), so zeigt sich keine einheitlich auf beide 

Parameter negativ bzw. positiv nachweisbare Wirkung einzelner Peptide. Weiterhin besteht nur 

eine geringe Übereinstimmung hinsichtlich stimulatorischer bzw. inhibitorischer Wirkung der 

einzelnen Peptidgemische in den beiden Bibliotheken TPI-021 und PCL 99-1. Nur bei vier der 

auf Position vier und fünf getesteten Peptid-Mixturen besteht eine leichte Übereinstimmung in 

der Fähigkeit, die T-Zellen zu inhibieren bzw, zu stimulieren. Insgesamt betrachtet reagieren 

mehr T- Zellen auf die Nona- Bibliothek TPI-921 als auf die Deka-Bibliothek PCL 99-1 (Tabelle 

4). 
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Abbildung 9A: Von Patient A wurden T-Zellen expandiert und anschließend deren TZR auf ihre Spezifität anhand 

der Peptidbibliotheken TPI-921 und PCL 99-1 getestet (Experiment 1). Die bekannten Aminosäuren befanden sich 

entweder an vierter (links) oder fünfter (rechts) Position der Peptidketten. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an 

BrdU+ Zellen von allen CD3+ T-Zellen, aufgetragen gegen die einzelnen definierten Aminosäuren (9A 2.-5.), bzw 

der getesteten Konzentrationen von PHA (9 A1.). Die durchgezogene Linie gibt die prozentuale BrdU-

Konzentration des Negativkontrollwertes an (=20%). Die gestrichelte Linie gibt die vorher als für einen 

inhibitorischen Effekt (-10%) als signifikant definierte Grenze an. Con = Negativkontrollwert. 
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Abbildung 9B. Experiment 1. Auswertung der FSC/SSC FACS-Analyse. Dargestellt ist der prozentuale Anteil großer 

Lymphoblasten in Gegenwart der einzelnen Aminosäuren (Graphen 3-6.), bzw. der eingesetzten Konzentration von PHA 

(Graph 1.), bzw. des prozentualen Anteils an BrdU+ T-Zellen (Graph 2.). Die gestrichelte horizontale Linie gibt an, 

wieviel Prozent der Lymphozyten ohne Zugabe von PHA oder Peptidgemisch aktiviert war. Die durchgezogenen Linien 

zeigen die Grenzen (entsprechend dem Negativkontrollwert ± 10%), deren Über- bzw. Unterschreitung als eine 

signifikante Stimulation bzw. Inhibition der TZL aufgrund der eingesetzten Peptidbibliothek bewertet wurde.  
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Tabelle 4*     

  Position 4:    Position 5: 
 TPI 921 PCL 99-1 TPI 921 PCL 99-1 
 BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC 
a     x    
c     n.d. n.d.   
d x    n.d. n.d.   
e     x    
f x  x s   x  
g n.d.        
h x      x  
I       x  
k x   s     
l x    x  x  
m     x    
n x        
p x        
q         
r n.d. x x      
s n.d. x       
t         
v         
w n.d. n.d.   x    
y n.d. n.d.    s   

 

* Effekte randomisierter Peptid-Bibliotheken mit definierten Aminosäuren in Position 4 bzw. 5  von Nonapeptiden 

(TPI 921) bzw. Decapeptiden (PCL 99-1) auf die TZL von Patient A (Experiment 1). Ausgewertet wurde nach 

BrdU+ bzw. FSC/SSC-Analyse. x = Inhibition von 10 % verglichen zur Negativkontrolle;  s = Stimulation von 10 % 

verglichen zur Negativkontrolle. n.d. = nicht determiniert (Rohdaten, die entweder aufgrund einer zu geringer 

Zellzahl oder aufgrund einer Inkonsistenz zwischen den Duplikaten nicht auswertbar waren.) 

 

4.4.2.2 Experiment 2 

Die verwendeten Bibliotheken waren auch hier wieder TPI-921 und PCL 99-1. Die verwendeten 

TZL stammten dieses Mal von Patient B. Betrachtet man die Analyse der BrdU+ FACS-

Auswertung, sind bei den Negativ-Kontrollen (TZL plus PBMC, aber ohne PHA oder Peptide) 

ca. 30% der Zellen BrdU+, d.h. die Zellen dieses Patienten sind bereits basal stärker proliferativ. 

Nur durch eine PHA- Konzentration von 3 µg/ml kann der Anteil an BrdU+ Zellen noch erhöht 

werden, wenngleich auch nur um 10 Prozent (siehe Abbildung 10A 1.). Da BrdU+ anzeigt, dass 

dieser Anteil der Zellen die S-Phase während der 24-stündigen BrdU-Pulsation durchlaufen hat 

und eine S-Phase pro Zellzyklus (ca. 18 Stunden), 5-8 Stunden beträgt, sind alle noch 

zirkulierenden Zellen mit BrdU metabolisch markiert. Die Peptidbibliotheken zeigen bei diesem 

Patienten ein variables Inhibitionsmuster, welches dadurch charakterisiert ist, dass die 

Inhibitionseffekte im Wesentlichen auf die Peptid-Mixturen zurückzuführen sind, da in deren 

Abwesenheit keine solchen Effekte beobachtet werden (siehe Abbildung 10A 2.-5.). Teilweise 

besteht bei diesem Patienten eine Konsistenz zwischen TPI-921 und PCL 99-1. Der größte 
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Anteil der Zellen, der auf die Zugabe der Peptidgemische mit einem Rückgang der DNA-

Replikationsrate reagiert, besteht aus CD4+ Zellen. 

Die FSC/SSC-Analyse zeigt in Übereinstimmung mit den BrdU-Daten, dass sich in den 

Kontrollen bereits 60% große T-Lymphoblasten befinden (siehe Abbildung 10B 1.). Durch 

Zugabe von PHA läßt sich entsprechend keine wesentliche Zunahme an großen (aktivierten) 

Lymphozyten mehr erreichen. Wie bereits in der BrdU+- Analyse beobachtet, zeigen die 

Peptidbibliotheken hauptsächlich einen inhibitorischen Effekt auf die TZL (siehe Abbildung 10B 

2.-5.). 
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1. 

 
 

Abbildung 10A. Experiment 2. Von Patient B wurden TZL expandiert und anschließend deren TZR auf ihre 

Spezifität anhand der Peptidbibliotheken TPI-921 und PCL 99-1 getestet. Die bekannten Aminosäuren befanden 

sich entweder an vierter (links) oder fünfter (rechts) Position der Peptidketten. Dargestellt ist der prozentuale Anteil 

an BrdU+ Zellen von allen CD3+ T-Zellen aufgetragen gegen die einzelnen definierten Aminosäuren (10A 2.-5.), 

bzw der getesteten Konzentrationen von PHA (10A 1.). Die durchgezogene horizontale Linie markiert eine 

Reduktion von 10 % des in Gegenwart von PHA gemessenen Wertes, dessen Unterschreitung als signifikant 

gewertet wurde. 

1. 

% BrdU 
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Abbildung 10B. Auswertung der FSC/SSC-Analyse. Dargestellt ist der prozentuale Anteil großer Lymphoblasten in 

Gegenwart der einzelnen Aminosäuren (10A 2-5) bzw. eingesetzten Konzentration von PHA (10A 1). Die 

durchgezogene horizontale Linie gibt an, wieviel Prozent der Lymphozyten bereits ohne Zugabe von PHA oder 

Peptidgemisch aktiviert sind. Die gestrichelten Linien zeigen die von uns definierten Grenzen (Negativkontrollwert 

± 15%), deren Über- bzw. Unterschreitung als eine Stimulation bzw. Inhibition der TZL aufgrund der eingesetzten 

Peptidbibliotheken bewertet wurde. 
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4.4.2.3 Experiment 3 

Bei diesem Experiment wurde die carboxylierte Nona-Peptidbibliothek PCL 97-3 eingesetzt. Die 

verwendeten TZL stammen von demselben Patienten, dessen TZL bereits für Experiment 2 

eingesetzt wurden (Patient B). Experiment 3 wurde 30 Tage nach Experiment 2 durchgeführt, 

d.h. die TZL befanden sich einen Monat länger in Kultur. Aus der Beurteilung der BrdU+- 

Analyse (s. Abbildung 11A. 1) ergibt sich, dass bereits 100 % der großen Lymphoblasten ohne 

Zugabe von PHA oder Peptiden aktiviert sind (die letzte PHA-Stimulation fand sieben Tage vor 

Versuchsbeginn statt). Folglich ist durch den zusätzlichen Einsatz von PHA auch keine weitere 

Stimulation sondern ausschließlich eine Inhibition zu erwarten, was durch unsere 

Untersuchungen auch bestätigt wurde. Die maximal erreichte relative Inhibition der CD3+ Zellen 

durch die Bibliothek PCL 97-3 liegt bei ca. 40 Prozent. Betrachtet man davon die Population an 

CD4+ Zellen, gelangt man zu ähnlichen Werten. Bei der Population der CD8+ Zellen wurden 

hingegen maximale  Inhibitionswerte von annähernd 60 Prozent erreicht (nicht dargestellt). 

In der FSC/SSC-Analyse liegt der prozentuale Anteil der großen Zellen in den 

Negativkontrollen bei durchschnittlich ca. 45 Prozent. Durch PHA erreicht man eine leichte 

Stimulation bis auf 60 Prozent. Durch Zugabe von Peptidgemisch lassen sich die TZL auf einen 

relativen Maximalwert von 75 Prozent stimulieren. Inhibitorische Effekte werden nicht 

beobachtet. Die Erklärung für diese Beobachtung könnte sein, dass sich nach weiteren 30 Tagen 

in Kultur und insgesamt zwei Monaten Kultivierung alle großen T- Zellen, nach denen die 

BrdU+- FACS-Analyse gegated wurde, im Zellzyklus befinden und der Rest sich gar nicht mehr 

im großen Lymphozytengate befindet, die Lymphoblastenpopulation als Ganzes jedoch 

abgenommen hat und nun wieder restimulierbar ist. Vergleicht man nämlich den 

durchschnittlichen prozentualen Anteil an Lymphoblasten der Negativkontrollen dieses 

Experimentes, mit dem Anteil an Lymphoblasten vor der in vitro-Kultivierung über 30 Tage, so 

wird deutlich, dass dieser von 60 Prozent auf ca. 45 Prozent abgenommen hat ( siehe Abbildung 

11B). 

 

Vergleicht man die Aktivität der Bibliotheken untereinander, erkennt man eine geringe 

Übereinstimmung hinsichtlich stimulatorischer bzw. inhibitorischer Wirkung der einzelnen 

Peptidgemische.  Insgesamt betrachtet reagieren mehr T-Zellen im Sinne einer Einschränkung 

der DNA-Syntheseleistung auf die Nona- Bibliothek TPI-921, als auf die Banken PCL 99-1 oder 

PCL 97-3. Weiterhin wird nur bei Einsatz der Bibliothek PCL 97-3 durch die Peptidgemische 

eine Stimulation der Lymphozyten bei der FSC/SSC-Auswertung beobachtet (s. Tabelle 5).  
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Abbildung 11A. Experiment 3. BrdU-Analyse. Die von Patient B expandierten TZL wurden anhand der carboxylierten 

Nona-Peptidbibliothek PCL 97-3 auf ihre Rezeptorspezifität getestet. Definierte Aminosäuren befinden sich jeweils an 

Position vier und fünf des Nona-Peptides. Bei den restlichen acht handelt es sich um randomisierte Aminosäuren. 

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an BrdU+ Zellen von den CD3+ T-Zellen insgesamt auf der Ordinate, aufgetragen 

gegen die einzelnen an ihrer bestimmten Position definierten Aminosäuren (11A 2.u.3.), bzw der getesteten 

Konzentrationen von PHA (11A 1.). Die gestrichelte Linie gibt die von uns definierte Grenze an (Negativkontrollwert 

-15%), deren Unterschreitung eine signifikante Inhibition durch die Peptidgemische darstellt. Con = 

Negativkontrollwert 
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Abbildung 11B. Experiment 3: Auswertung der FSC/SSC-Analyse. Dargestellt ist der prozentuale Anteil großer 

Lymphoblasten in Gegenwart der einzelnen Aminosäuren (11A 2. u. 3) bzw. von PHA (11A 1.). Die gestrichelte 

Linie gibt die Grenze an (+ 15% des Negativkontrollwertes), deren Überschreitung als signifikante Stimulation der 

TZL durch die Peptidbibliothek definiert wurde. 
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Tabelle 5 :* 

Position 4:      Position 5 : 
  

 
TPI 921 

 
 
PCL 99-1 
 

 
 
PCL 97-3 

 
 
TPI 921 

 
 
PCL 99-1 

 
 
PCL 97-3 

 BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC BrdU FSC/SSC
a    x      x  s 
c x     s n.d. n.d.    s 
d  x    s n.d. n.d.    s 
e x      x   x   
f x  x       x   
g            s 
h            s 
I       x      
k x     s x      
l x     s x      
m      s x      
n x            
p      s x   x   
q           x s 
r x     s x     s 
s x x           
t x        x   s 
v  x x  x s  x    s 
w n.d. n.d.   x s       
y n.d. n.d.           
 

* Experiment 3. Effekte der Peptidgemische von Deca-Bank PCL 99-1 und der Nona-Banken PCL 97-3 und TPI-

921 auf die TZL des Patienten B, aufgrund der bekannten Aminosäure und der Position an der sich diese in dem 

Nona- bzw. Deca-Peptid befindet. 

Auswertung durch BrdU+ bzw. FSC/SSC-Analyse. 

x = Inhibition von 15 % verglichen zur Negativkontrolle 

s = Stimulation von 15  % verglichen zur Negativkontrolle 

n.d. = nicht determiniert ( z.B. Rohdaten, die bei der Auswertung entweder aufgrund einer zu geringer Zellzahl oder 

aufgrund einer Inkonsistenz zwischen den Duplikaten aussortiert  wurden) 

 

4.4.3 Zusammenfassung der Experimente mit kombinatorischen Peptidbibliotheken 

 

Die Peptidgemische der drei getesteten Bibliotheken scheinen Aminosäure-spezifische Effekte 

auf die polygene Population der T-Zellen auszuüben. Die einzelnen Peptidgemische zeigten 

dabei ein variables Inhibitions- bzw. Stimulationsmuster, welches im Wesentlichen spezifisch 

auf die jeweiligen Mixturen zurückzuführen ist, da in ihrer Abwesenheit keine solchen Effekte 

beobachtet wurden. Teilweise konnte außerdem eine Übereinstimmung zwischen den  einzelnen 

Bibliotheken untereinander beobachtet werden, wobei die Deca-Bibliothek PCL 99-1 die 

geringste Wirkung auf die polyklonalen TZL ausübte. Auffällig war außerdem, dass durch die 

FACS-Analysen der BrdU+ Zellen durchweg inhibitorische Effekte der Peptidgemische zu 
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verzeichnen waren, wohingegen bei der FSC/SSC-Analyse auch stimulierende Effekte 

festgestellt wurden. Es lassen sich also, im Gegensatz zu der isoliert betrachteten 

Lymphoblastenpopulation, in der Gesamt-T-Zell-Population noch Zellen aktivieren. Weiterhin 

besteht eine Korrelation zwischen der FSC/SSC-Analyse und der BrdU-Analyse  (siehe Plot 2 in 

Abbildung 9B).  

Wie erwartet sind die Effekte, welche die einzelnen Aminosäuren, die sich an definierter 

Position der Peptide der unterschiedlichen Peptidbibliotheken befinden, auf die polyklonalen 

TZL nicht so ausgeprägt, wie bei der Verwendung klonaler T-Zell-Populationen.  Wir konnten 

jedoch zeigen, dass die Peptidbibliotheken auch messbare Effekte auf T-Zell-Linien zu besitzen 

scheinen, was zu dem Schluss führt, dass kombinatorische Peptidbibliotheken prinzipiell dafür 

geeignet sind, die Spezifität von T-Zellen aus psoriatischen Plaques zu ermitteln.  Um die 

biologische Relevanz der beschriebenen Ergebnisse beurteilen zu können, bedarf es allerdings 

noch weiterer experimenteller Studien.  
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5 Diskussion 
 
 
5.1 Identifizierung pathogenetisch relevanter T-Zellen  
 

 Eine Möglichkeit zur Identifizierung pathogenetisch relevanter Antigene bei der 

Psoriasis-Pathogenese, ist die Determinierung der TZR-Spezifität durch den Einsatz 

kombinatorischer Peptidbibliotheken (114). Die Validität dieser Herangehensweise beruht dabei 

im Wesentlichen auf der  Möglichkeit T-Zell-Klone zu isolieren, die pathogenetisch relevant 

sind. Es konnte diesbezüglich gezeigt werden, dass Patienten mit aktiver Psoriasis eine erhöhte 

Anzahl von T-Zellen innerhalb der läsionalen Plaques besitzen, welche die α-Kette des IL-2-

Rezeptors exprimieren (CD25), einen Marker für aktivierte Zellen (45, 75).  Für die Bedeutung 

CD25+ T-Zellen bei der Psoriasis-Pathogenese sprechen des Weiteren, dass erstens eine 

systemische Therapie mit IL-2 Diphterie-Toxin, welches selektiv CD25 exprimierende T-Zellen 

beseitigt, bei etwa 40% der Patienten mit schwerer Psoriasis therapeutisch sehr effektiv 

eingesetzt werden konnte (54), dass zweitens, verglichen mit T-Zellen aus peripherem Blut, ein 

höherer Anteil läsionärer T-Zellen aus den Plaques CD25 exprimiert (50), drittens die primäre 

Veränderung psoriatischen Blutes in einer Zunahme des prozentualen Anteiles von CD25 und 

CD3 exprimierenden T-Zellen besteht (34,77) und zuletzt, dass das IL-2- Rezeptor Level im 

peripherem Blut mit der Aktivität der Erkrankung korreliert (35). Hinzufügen lassen sich zu 

diesen Beobachtungen nun die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten, welche eine hohe 

Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung, ausgedrückt als PASI-Index, und der 

Häufigkeit von CD25+CD3+ T-Zellen in psoriatischen Plaques aufweist. Unsere zusätzliche 

Feststellung, dass erwartungsgemäß eine starke Korrelation zwischen der CD4+ und CD4+ 

CD25+-Subpopulation, als auch zwischen der CD8+ und CD8+ CD25+-Subpopulation besteht, 

unterstützt weiterhin die Annahme, dass die Subpopulation, welche am meisten expandiert ist, 

auch die Mehrheit der CD25+-Fraktion in einem psoriatischem Plaque darstellt. 

Zusammengefasst unterstützen die verfügbaren Daten die Hypothese einer persistierenden T-

Zell-Aktivierung bei der Psoriasis. Offensichtlich sind aktivierte (CD25+) T-Zellen in der 

Psoriasis-Pathogenese involviert. Daher liegt die Vermutung  nahe, dass CD25+ T-Zellen als 

pathogenetisch relevante Klone bei Psoriasis auftreten und damit zur Determinierung der 

Rezeptor-Spezifität geeignet sind. 
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5.2  T-Zell-Subpopulationen bei der Psoriasis 
 

Obwohl eine zentrale Rolle der T-Lymphozyten in der Pathogenese der Psoriasis allgemein 

akzeptiert ist, bestehen Unstimmigkeiten darüber, ob es sich bei den T-Zellen, welche die 

Krankheit verursachen, um CD8+ oder CD4+T-Zell-Untereinheiten handelt (7, 98, 120). 

Weiterhin werden die potentiellen Funktionen der läsionalen CD8+ und CD4+T-Zellen in 

psoriatischen Plaques kontrovers diskutiert. So wird teilweise davon ausgegangen, dass CD4+T-

Zellen die pathogenetisch relevanten Effektoren darstellen, alleine schon wegen der 

erfolgreichen systemischen Behandlung auch schwerer Psoriasisfälle, mit monoklonalen CD4-

Antikörpern (54, 96), wohingegen CD8+T-Zellen eher als Krankheitssuppressoren zu fungieren 

scheinen (23). Nach anderer Auffassung wiederum wird eher den CD8+T-Zellen eine wichtige 

Effekor-Rolle in der Krankheitspathogenese der Psoriasis zugeschrieben (53). Die Prädominanz 

von T1-Zytokinen, deren Produktion sowohl durch die CD4+ als auch durch die CD8+ 

Untereinheiten der epidermalen T-Zellen ausgelöst werden kann (8), spricht für eine Rolle von 

CD8+ und CD4+T-Zellen als T1 –Effektoren.  

 

5.2.1 Immunophänotypische Studien  

 

Immunodermatologen richten ihr Augenmerk auch deswegen auf CD8+T-Zellen, da diese 

Peptide erkennen können, die durch antigen-präsentierende Zellen (APC) im Kontext von Klasse 

I MHC Zell-Oberflächenmolekülen präsentiert werden (151) und die Psoriasis mit dem HLA-

Klasse I Antigen Cw6 assoziiert ist (71, 158). Eine Reihe immunophänotypischer Studien 

stellten eine Präsenz CD8+T-Zellen in der Epidermis fest, wohingegen CD4+ T-Zellen in der 

Dermis zu prädominieren scheinen (45). Bereits in nur drei Tage alten psoriatischen Läsionen 

beginnen CD8+T-Zellen in der Epidermis zu akkumulieren (62). Weiterhin sprechen folgende 

Beobachtungen für einen aktiven Beitrag von CD8+ T- Zellen bei der Pathogenese der Psoriasis:  

1. Die Prädominanz von CD8+ T- Zellen und die Assoziation mit primär Klasse I-Allelen in 

psoriatischer Arthritis (33). 

2. Die heftige Exazerbation von Psoriasis im Rahmen einer fortgeschrittenen HIV-Infektion, 

trotz der Depletion CD4+ T-Zellen (85). 

3. Der schnellere und selektive Rückgang CD8+ T-Zellen bei erfolgreicher UVB-Therapie (75) 

4. Die statistisch signifikante Reduktion der intraepidermalen CD8+ T-Zell-Populationen nach 

erfolgreicher immunspezifischer Therapie (54). 
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Vor dem Hintergrund dieser vielfältigen Beobachtungen ist es erstaunlich, dass in 

vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte, dass von T-Zell-Kulturen, die aus peripherem 

Blut gewonnen wurden, nur die CD4+T-Zell-Linien, nicht aber CD8+ T-Zell-Linien in der Lage 

waren, symptomlose Haut unter Verwendung des SCID-Maus-Modells in psoriatische Plaques 

umzuwandeln (97).  

 

5.2.2 Funktionelle Interaktion zwischen CD4 und CD8 T- Zellen 

 

Experimentell ermittelte Daten deuten zusammengenommen darauf hin, dass sowohl CD4+, als 

auch CD8+ T-Zellen zu einer Manifestation und/ oder Aufrechterhaltung psoriatischer Plaques 

beitragen können (107). Es wurde beobachtet, dass Koebner-Phänomen-initiierte psoriatische 

Läsionen, sowie die spontane Eruption neuer psoriatischer Läsionen mit der Migration von CD4+ 

T-Zellen in die Epidermis assoziiert sind. Diese Migration geht allerdings mit einer progressiven 

Reduktion dieser T-Zell-Untereinheiten bei der Entwicklung von Plaques einher (12), 

wohingegen die Rekrutierung aktivierter CD8+ T-Zellen mit der Zunahme der psoriatischen 

Hautveränderungen ansteigt (11).  Eine mögliche Interpretation dafür wäre, auch unter dem 

Gesichtspunkt der Beobachtungen aus den Versuchen mit den SCID-Mäusen, dass CD4+ T-

Zellen den Krankheitsprozess einleiten (99). Dies geschieht wahrscheinlich, indem die prä-

aktivierten CD4+ T-Zellen die notwendigen Signale bereitstellen für die ‚Präkonditionierung’ der 

dendritischen Zellen, welche dann wiederum die Effektor-Funktion der zytotoxischen T-Zellen 

erhöhen (137). Aus diesem Grund könnte die primäre Aufgabe der CD4+ T-Zellen bei der 

Entwicklung psoriatischer Plaques darin bestehen, diese Effektor-Funktion der zytotoxischen T-

Lymphozyten zu verstärken.  

Da gegenwärtig davon ausgegangen wird, dass eine gesteigerte Funktion zytotoxischer T-

Lymphozyten durch CD4+ T-Zellen induziert wird, die durch dendritische Zellen vermittelt wird 

(16), ist es wahrscheinlich, dass die CD8+ T-Zellen damit als eigentliche Effektorzellen 

fungieren (53). Dies geschieht vermutlich über eine Interaktion mit CD4+ T-Zellen und/ oder 

Keratinozyten durch Zell-zu-Zell Kontakte oder über lösliche Faktoren (107). Eine funktionelle 

Interaktion zwischen beiden T-Zell-Untereinheiten mit einer Abhängigkeit der CD8+ T-Zellen 

von CD4+ T- Zellen erscheint somit als wahrscheinlich. 
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5.3 Beziehung zwischen Krankheitsstatus und T-Zell Phänotyp-Verteilung bei 

Psoriasis 
 

Vorangegangene Studien beobachteten die Präsenz CD25+CD8+ Zellen in der Epidermis 

unbehandelter psoriatischer Plaques (7). Weiterhin wurde kürzlich von einer Studie berichtet, die 

eine Korrelation zwischen der Häufigkeitsverteilung zirkulierender CD25+CD8+ T-Zellen und 

dem PASI-Score von Patienten mit verhältnismäßig schwerer Psoriasis (PASI > 10) feststellten. 

Eine Korrelation zwischen PASI-Score und der Frequenz CD25+CD4+ T-Zellen wurde hingegen 

nicht beobachtet (140). Die im Rahmen unserer Arbeit ermittelten Ergebnisse unterstützen diese 

Ergebnisse. Sie weisen zusätzlich zu der beobachteten Korrelation von Krankheitsaktivität und 

CD3+CD25+ T-Zellen eine starke Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und 

der Häufigkeitsverteilung der CD25+CD8+ T-Zellen auf, die aus psoriatischen Plaques emigriert 

sind, und zwar trotz der insgesamt höheren Anzahl CD4+ T-Zellen. Hierbei wurden allerdings 

nicht nur die Patienten mit einem PASI-Score > 10 beurteilt, sondern alle Patienten von denen 

eine Hautprobe entnommen wurde (PASI 6-34). Diese Beobachtungen lassen sich gut mit der 

Vorstellung vereinbaren, dass die CD8+ T-Zellen eine wichtige Rolle in Bezug auf die 

Krankheitsaktivität spielen könnten. CD25+CD4+ T-Zellen und Krankheitsaktivität korrelierten 

negativ miteinander.  

In kürzlich durchgeführten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass murine CD25+CD4+ T-

Zellen als Schlüssel-Regulatoren im Sinne einer Suppression autoreaktiver Immunantworten 

fungieren (6). Dabei liess sich durch Thymektomie am dritten Tag postpartal eine multiorgane 

Autoimmunerkrankung (Gastritis, Thyroiditis, Insulitis) auslösen, die assoziiert war mit dem 

Verlust CD25+CD4+ T-Zellen (73). Auch andere Studien beobachteten die immunregulatorisch 

bedeutsame Potenz  derartiger T-Zellen in Ratten (89), was für eine Spezies-übergreifende Rolle 

CD25+CD4+ T-Zellen spricht. Eine weitere Studie berichtet über CD25+CD4+ Populationen 

regulatorischer T-Zellen im menschlichen Kreislauf, die funktionell praktische identische 

Charakteristika besitzen, wie die aus der Maus isolierten regulatorischen CD25+CD4+ T-Zellen 

(9). Diese Beobachtungen könnten erklären, weshalb die bei unseren Ergebnissen festgestellte 

Negativkorrelation zwischen CD25+CD4+ T-Zellen aus psoriatischen Plaques und dem 

Schweregrad der Erkrankung besteht. Es könnte demnach sein, dass CD25+CD4+ T-Zellen eine 

regulatorische Rolle in einem möglichen Autoimmungeschehen der Psoriasis einnehmen. 
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5.4 Effekte der in vitro-Kultivierung auf T-Zellen aus psoriatischen Plaques 
 

Dass die Kultivierung von T-Zellen in vitro im Vergleich zur in vivo Situation potentiell 

artifizielle Effekte beinhaltet, ist ein grosser Nachteil dieser Studien. Dennoch tragen sie, bei 

kritischer Würdigung dieser Einschränkung, viel für das Verständnis gewisser in vivo Prozesse 

bei. In vivo Studien zeigen, dass die normale Dermis in etwa die gleiche Anzahl an CD4+ und 

CD8+T-Zellen enthält, wohingegen die normale Epidermis zum größten Teil aus CD3+/CD8+T-

Zellen besteht (24). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu in vitro-Experimenten, in denen 

dermale T-Zell-Linien hauptsächlich aus CD3+/CD8+T-Zellen bestehen und, die auf exakt die 

gleiche Weise expandierten epidermalen T-Zell-Linien, zu 60% aus CD3+/CD4+T-Zellen 

bestehen (146). Der Grund für diese Diskrepanz ist nicht bekannt. 

 Wir konnten beobachten, dass die Menge der T-Zellen, die während einer Woche aus 

psoriatischen Plaques emigriert waren, nahezu doppelt so viele CD4+T-Zellen, im Vergleich zu 

CD8+T-Zellen enthielten, diese Verteilung sich aber nach längerer Kultivierung und 

Expandierung der T-Zellen in vitro umkehrte.  Ob die Umkehr der CD4+/CD8+-Ratio an unseren 

Kulturbedingungen oder an anderen Parametern lag, welche die Proliferation von bevorzugt 

CD8+ T-Zellen unter längeren Kulturbedingungen stimulieren, bzw, die der CD4+ T-Zellen 

inhibieren,  konnte bisher nicht geklärt werden, stellt aber eine interessante Beobachtung dar, die 

in weiteren Studien genauer untersucht werden müsste.  

 In normaler Haut besteht eine geringe Subpopulation humaner αβ+ epidermaler T-Zellen 

aus CD3+CD4-CD8- (sog. „doppelt negative“, DN) T-Zellen (55). Der γδ TZR wird von 1% bis 

15% der epidermalen T-Zellen exprimiert (56), wobei davon die meisten aus DN T-Zellen 

bestehen (38). Wir stellten eine beträchtliche Akkumulation in den über längere Zeit 

expandierten TZL fest. Zukünftige Studien sind notwendig, um die Natur dieser Population 

aufzuklären. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Klonierung von T-Zellen aus 

vorher expandierten TZL zu einer Population von T-Zell-Klonen führen kann, die eine 

unnatürliche phänotypische Verteilung aufweisen und dass die Fokussierung auf CD8+ T-Zell-

Klone eine gerechtfertigte Herangehensweise zur Determinierung der TZR-Spezifität in 

zukünftigen Studien darstellt. 
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5.5 Klonierung und Expansion von T- Zellen aus psoriatischen Plaques 
 

Techniken zur Generierung und Kultivierung humaner T-Zell-Klone wurden bereits vor über 

zwanzig Jahren vorgestellt (110). Allerdings musste man schnell feststellen, dass diese Zellen 

sich in vitro nicht uneingeschränkt vermehren. Auch wenn T-Zellen sich in Gewebekulturen über 

einen längeren Zeitraum kultivieren lassen, zeigten diese in den meisten Studien eine sehr 

begrenzte Lebenserwartung (39, 58). Quantitative Studien über Klonierungseffizienzen wurden 

bisher kaum durchgeführt (109). Da T-Zell-Klone aus psoriatischen Plaques bereits in der 

Vergangenheit isoliert wurden, evaluierten wir Faktoren, welche die Klonierung und Expansion 

der T-Zellen beeinflussen, um Genaueres über pathogenetisch relevante T-Zellen bei Psoriasis zu 

erfahren. Da gezeigt worden war, dass in SCID-Maus-Modellen psoriatische Läsionen durch 

Injektion von T-Zellen aus psoriatischer Haut induziert werden konnten, wenn ein Antigen-

Cocktail diese aktivierte, nicht aber durch T-Zellen aus dem Blut von Psoriatikern (141), 

beschränkten wir uns ausschliesslich auf die Klonierung von T-Zellen aus inflammatorischen 

psoriatischen Plaques, um eine möglichst repräsentative Population von pathogenetisch 

relevanten T-Zell-Klonen zu erhalten. 

 Nachdem wir eine Umkehr der CD4+/CD8+ Phänotyp-Verteilung der TZL beobachten 

konnten, welche über einen längeren Zeitraum vor der Klonierung expandiert wurden und sich 

eine forcierte Isolation von T- Zellen sofort nach Biopsieentnahme als schädlich für die Zellen 

herausstellte, etablierten wir ein Protokoll, in dem die Zellen nach Biopsieentnahme nur für 

kurze Zeit emigrieren sollten, um dann via CD25+-Selektion sortiert zu werden. Diese 

Vorgehensweise stellte sich als ein sehr verlässliches Verfahren heraus. Von allen getesteten 

Patienten wurden hoch gereinigte CD25+ T-Zell-Fraktionen gewonnen, welche anschließend für 

die Klonierung eingesetzt werden konnten. Die Experimente, welche dann anschließend mittels 

´limiting dilution´ durchgeführt wurden, zeigten, dass ein Wachstum von Klonen auch in der 

Abwesenheit von spezifischen Stimulatoren wie αCD3, PHA oder der Peptidbanken zu 

verzeichnen war, was die Vermutung nahe legt, dass ein klonales Wachstum in diesem Fall nicht 

nur von der TZR- Aktivierung der sortierten CD25+-Population abhängig ist. 

 Die Etablierung von TZL und Klonen, die mit einem Selbst-Antigen reagieren, ist nicht 

so problemlos durchführbar, wie die Etablierung von denjenigen, die auf ein Fremd-Antigen 

ansprechen (152). Da wir in unserem Fall nicht davon ausgehen können, dass es sich um ein 

Fremd-Antigen handelt, könnte dieser Fakt dafür sprechen, dass die Schwierigkeiten im 

Zusammenhang mit der Klonierung und Expandierung unserer T-Zellen eventuell dadurch 

bedingt sind, dass es sich um eine Reaktion mit (einem) Auto- Antigen(en) handelt. Dies wäre 
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möglicherweise dadurch zu erklären, dass die Immun-Toleranz gegenüber einem Auto-Antigen 

hauptsächlich bestimmt wird durch die klonale Deletion autoreaktiver T-Zellen im Thymus in 

einem frühem Stadium der Entwicklung der T-Lymphozyten, indem die meisten T-Zellen, die 

ein Selbst-Peptid erkennen, den TZR-Liganden nicht unbedingt mit einer hohen Affinität binden 

(68) und diese T-Zellen einem aktivierungsinduziertem Zelltod in vivo unterliegen (147) 

 

5.5.1 Verwendung von Apoptoseinhibitoren zur in vitro-Expansion von T-Zell-Klonen  

 

Der sog. aktivierungsinduzierte Zelltod (AICD) stellt eine apoptotische Signalkaskade zur 

Kontrolle der T-Zell-Homöostase dar, indem das uneingeschränkte Wachstum aktivierter T- 

Zellen in vivo via Apoptose limitiert wird (95, 124, 162). Die zahlenmäßige Limitierung massiv 

expandierter aktivierter T-Zellen ist wichtig für die Wiederherstellung einer angemessenen 

Anzahl von T-Zellen im Organismus um Zellen zu beseitigen, die ansonsten die Sekretion 

zytotoxischer Zytokine fortsetzen würden und um das Potential kreuz-reagierender 

Autoimmunschäden zu reduzieren (87). Die Proliferation von CD25+ T-Zell-Klonen könnte 

durch AICD beeinträchtigt sein. Die große Mehrheit von Lymphozyten, die durch antigen-

spezifische Aktivierung generiert wurden, werden auf diese Weise wieder eliminiert (124). IL-2- 

und IL-2-Rezeptor-α-Kette (IL-2Rα chain, CD25)- defiziente Mäuse entwickeln 

Lymphadenopathien und Autoimmunerkrankungen aufgrund eines Mangels von AICD in vivo 

(133), was dafür spricht, das diese Art des Zelltodes bei aktivierten T-Zellen von Bedeutung ist.  

 Da durch viele Studien gezeigt werden konnte, dass eine Fas/FasL-Interaktion der 

Auslösung des apoptotischen Zelltodes aktivierter T-Zellen zugrunde liegt (142) und aufgrund 

der Annahme, dass Apoptose bei der Proliferationsfähigkeit unserer CD25+ T-Zellen eine Rolle 

spielen könnte, untersuchten wir den Effekt einer Blockierung der Fas/FasL-Interaktion und/ 

oder die Wirkung des Caspase-3 Inhibitors DEVD-CHO auf das klonale Wachstum der T-Zellen. 

Während bei Klonen geringer proliferativer Aktivität kein Effekt durch die Apoptosehemmer 

beobachtet werden konnte, zeigten die T- Zellen mit hoher proliferativer Aktivität hingegen, 

sowohl bei dem Einsatz von nur einem Apoptosehemmer als auch synergistisch in Kombination, 

eine verminderte Apoptoserate, die anhand der Annexin-V-Oberflächenexpression gemessen 

wurde. Es kann also davon ausgegangen werden, dass Apoptose bevorzugt die Expansion von 

psoriatischen Zellen mit einer hohen Proliferationsrate limitiert. Diese Beobachtung wird 

unterstützt durch den Befund, dass Fas zwar auch in ruhenden T-Zellen exprimiert wird, eine 

Aktivierung aber die Fas-Expression erhöht und die Zellen so sensitiviert werden für einen 

Zelltod via Fas (124). Stark oder wiederholt stimulierte T-Zellen regulieren FasL hoch und 
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begehen Selbstmord oder lösen sich via Fas auf (74). AICD durch erhöhte Fas-Expression kann 

bei T-Zellen durch Behandlung mit IL-2 zusätzlich gesteigert werden (125). Andererseits sind 

nicht alle Zellen, welche den Fas-Rezeptor exprimieren, empfänglich für einen Fas-mediierten 

Tod. Die Konversion einer T-Zelle von einem resistenten Phänotyp hin zu einem sensitiven 

Phänotyp benötigt mindestens zwei Faktoren: IL-2-Vorbehandlung und einen bestimmten 

Aktivierungs-Stimulus, wie z.B. αCD3-Antikörper (95).  

 Auch der Metabolismus reaktiver Sauerstoff-Radikale vermag es einen programmierten 

Zelltod auszulösen (29, 67). Dieser Weg könnte eine mögliche Erklärung liefern, für die in 

vielen Studien gezeigte und auch von uns gemachte Beobachtung, dass eine Caspase-Inhibition 

nicht immer zu einer Blockierung des Zelltodes führt (148). In diesem Fall stellt die Caspase-

Aktivierung nur ein sekundäres Ereignis dar, welches von ROS kontrolliert und zwar für die 

DNA-Degradierung benötigt wird, aber nicht den eigentlichen Zelltod auslöst. Dabei wird jedoch 

durch ROS zusätzlich der Verlust des mitochondrialen transmembranen Potentials (Δψm) und der 

apoptotische Zelltod kontrolliert (67). Das aus diesem Grund von uns eingesetzte Anti-Oxidans 

MnTBAP (manganese [III] tetrakis [5,10, 15, 20-benzoic acid] porphyrin), welches den Verlust 

des Δψm  und die DNA-Degradierung verhindern soll (67), zeigte allerdings in unseren 

Experimenten keine vorteilhaften Effekte in Bezug auf die T-Zellexpansion. 

 Die Etablierung und Expandierung der T-Zell-Klone aus psoriatischen Plaques stellte 

sich insgesamt als sehr schwierig heraus. T-Zell-Klone reagieren deutlich empfindlicher auf 

Änderungen der Kulturbedingungen (109), was die Schwierigkeiten erklären könnte, die wir und 

auch andere Labore, bei dem Versuch T-Zell-Klone für eine längere Zeit am Leben zu halten, 

erfahren mussten. Ob nun suboptimale Kulturbedingungen für die Komplikationen der 

Etablierung und Expandierung der T-Zellen verantwortlich sind oder andere Faktoren, wie zum 

Beispiel ein Verlust der Lymphozyten an DNA-Telomeren in vitro (168), ist bisher nicht bekannt 

und muß in zukünftigen Studien geklärt werden.  

 

5.6 Einsatz kombinatorischer Peptidbibliotheken an poplyklonalen T-Zell-

Linien 
 

Die Identifizierung spezifischer T-Zell-Antigene ist von großer Wichtigkeit für das Verständnis 

und die Therapie infektiöser Erkrankungen und Autoimmunstörungen (143). Auch bei der 

Psoriasis stellt sich die Frage nach dem Mechanismus, der zu einer Aktivierung der T-Zellen in 

der Haut von Psoriatikern führt. Die Analyse der TZR-Spezifität in entzündlichen Infiltraten 

würde dabei einen näheren Aufschluss über den auslösenden Stimulus erlauben. Die 
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Entwicklung kombinatorischer Peptidbibliotheken, stellte sich als eine sehr überzeugende 

Methode für die Determinierung von T-Zell-Epitopen und der Analyse der TZR-Spezifität und 

Flexibilität heraus (114). Kürzlich durchgeführte Studien mit T-Zell-Klonen zeigten die 

Effektivität von PS-SCL für die Identifizierung von Ziel-Antigenen und hoch aktiven Peptid-

Imitatoren (60, 61, 65, 160, 170). Die Identifizierung der Epitope von klonalen TZR bekannter 

oder unbekannter Spezifität wird dadurch möglich, indem man eine Strategie verwendet, welche 

die aus der PS-SCL erhaltenen Daten und die Analysen aus einer quantitativen Scoring-Matrix 

miteinander kombiniert (63, 175). Unseres Wissens ist diese Strategie die effizienteste 

Herangehensweise um stimulatorische Peptide für individuelle TZR zu identifizieren und ihre 

aktuelle stimulatorische Potenz mit relativ hoher Genauigkeit vorherzusagen (175). Außerdem 

bietet sie sich aufgrund der Unklarheit über den auslösenden T-Zell-Stimulus bei Psoriasis als 

eine besonders attraktive Methode an, um die TZR-Spezifität von T-Zellen aus psoriatischen 

Plaques zu analysieren.   

 

5.6.1 Messung der peptid-stimulierten Proliferation polyklonaler T-Zellen 

 

Bei dem bisherigen Einsatz von PS-SCL bestand der hauptsächliche Unterschied zwischen dem 

Studium von CD4+T-Zellen und CD8+T-Zellen in dem Assay, der für das Screening der PS-SCL 

auf die biologische Aktivität der Zellen verwendet wurde. Das Ausmaß der CD8+T-Zell-

Aktivierung wird über die Freisetzung von 51Cr (51Chrom) oder anderen fluoreszenzbasierten 

Assays beurteilt, welche die Zytotoxizität messen. Die Aktivierung der CD4+T-Zellen hingegen 

wird durch einen Proliferationsassay bestimmt, der den Einbau von [3H]Thymidin (3H-TdR) in 

neu synthetisierte DNA über Szintillations-Zählung misst (143, 20).  

Die Quantifizierung der Zellaktivität ist von besonderer Wichtigkeit, um die proliferative 

Antwort der Zellen auf die einzelnen Peptidgemische beurteilen zu können. Bei der Testung 

solch komplexer Gemische, die sich aus PS-SCL zusammensetzen, ist es essentiell, die 

Bedingungen des zum Screening verwendeten Assays zu optimieren, um das höchste Niveau der 

Sensitivität und Reproduzierbarkeit zu erlangen und um erfolgreich die am stärksten aktiven 

Gemische auszuwählen. Der verwendete Proliferationsassay muß zuverlässig, reproduzierbar, 

sowie zeit- und arbeitssparend sein.  

Die Proliferation von Zellen auf die Reaktion verschiedener Stimuli wurde bisher üblicherweise 

über die Aufnahme radioaktiv markierter Nukleotide, wie 3H-TdR (84) oder Uridin 

Desoxyriboside (3H-UdR) beurteilt (49). Diese radiomarkierten Methoden haben mehrere 

Nachteile. Dazu zählt die Verwendung von Radioisotopen, der Bedarf an spezialisierter und 
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teurer Laborausstattung wie Szintillatonszähler und das damit assoziierte Risiko durch die 

toxische Szintillationsflüssigkeit (83). Außerdem gibt eine Messung durch den 3H-TdR-Assay 

nur Auskunft darüber, wieviele Zellen insgesamt proliferiert sind. Unklar bleibt, welche 

phänotypischen T-Zell-Untereinheiten aufgrund des in vitro Stimulus proliferiert sind. Eine 

Alternative zu 3H-TdR stellt die Bestimmung des Einbaus von 5-Bromo-2´-Desoxyuridin (BrdU) 

in neu synthetisierte DNA dar (88). Bei Mäusen wurde die Markierung von Zellen mit BrdU für 

die Studie von B- und T-Lymphozyten eingesetzt  (134). In einer Studie an Ratten stellte sich 

heraus, dass der BrdU-ELISA, verglichen mit anderen nicht-radiomarkierten Proliferations-

Assays, bei der Proliferations-Bestimmung von CD4+ Zellen die höchste Sensitivität besitzt und 

der bevorzugte Assay ist, wenn nur wenig Veränderungen im Zellwachstum erwartet werden 

(83).  

Die Immunfluoreszenz-Färbung von inkorporiertem BrdU mit anschließender FACS-Analyse 

stellt eine hohe Auflösungs-Technik dar, um die Häufigkeitsverteilung und die Natur 

individueller DNA-synthetisierender Zellen zu bestimmen. Bei dieser Methode wird BrdU, ein 

Pyrimidinanalogon, anstelle von Thymidin in neu synthetisierte DNA von Zellen eingebaut, die 

in die S-Phase (DNA-Synthese-Phase) des Zell-Zykus eintreten bzw. im Teilungszyklus weiter 

fortschreiten (92). Das inkorporierte BrdU wird mit spezifischen anti-BrdU Fluoreszenz-

Antikörpern gefärbt und der Anteil des Zell-assoziierten BrdU durch FACS-Analyse bestimmt 

(siehe Material und Methoden). 

Durch den erstmaligen Einsatz dieser Methode zum Screening der kombinatorischen 

Peptidbibliotheken ergaben sich für uns eine Reihe von Vorteilen. Die Kombination von BrdU-

Inkorporation und anschließender FACS-Analyse ermöglichte uns in einem unkomplizierten und 

präzisen Verfahren, die simultane Determinierung der Expression bestimmter 

Oberflächenmarker und des Aktivierungszustands der polyklonalen Zell-Linien ohne zusätzliche 

Versuchsdurchgänge. Wir konnten zeigen, dass es mit dieser Methode möglich ist, den Effekt 

der Peptidbibliotheken auf die polyklonalen T-Zell-Linien miteinander zu vergleichen. 

Insbesondere eröffnete es die zusätzliche Möglichkeit, die phänotypische Verteilung der T-Zell-

Populationen zu beurteilen und daduch eine Aussage darüber treffen zu können, welche Zellen 

besonders stark auf die einzelnen Peptidgemische reagiert haben. Möglicherweise wäre dies also 

ein wichtiger  Schritt zu einem besseren Verständnis in der Psoriasis-Pathogenese.  Sollte sich 

der Einsatz des CD25-Assays als eine zuverlässige und valide Methode herausstellen, würde dies 

eine sogar noch stärkere Vereinfachung der Versuchsdurchführung bedeuten, da der zeitliche 

Aufwand dieses Assays im Vergleich zu dem BrdU-Assay erheblich geringer ist. 
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5.6.2 Expandierung polyklonaler T-Zell-Linien  

 

Die Entschlüsselung der Spezifität von T-Zellen wurde durch die Einführung der T-Zell-

Klonierung durch sog. ‚limiting dilution’ und andere Techniken stark vereinfacht. Weiterhin 

ergab sich durch die kontinuierliche Expansion von T-Zell-Klonen durch wiederholte Antigen-

Stimulation und lösliche Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise IL-2 eine weitere 

Vereinfachung. Wenn die Zellen klonal vorhanden sind und zu einer ausreichenden Anzahl 

expandiert werden können, ist es möglich, deren TZR auf ihre Spezifität mit PS-SCL oder 

anderen Methoden zu testen. Allerdings sind T-Zellen unbekannter Spezifität weder leicht zu 

klonieren noch leicht zu expandieren (90). 

 Die Effizienz der Klonierung und Expandierung von monoklonalen T-Zellen aus 

psoriatischen Plaques, stellte sich auch bei unseren Experimenten als der limitierende Faktor 

heraus. Aufgrund dieser Problematik expandierten wir polyklonale T-Zell-Linien aus 

psoriatischen Plaques was sich als eine erheblich einfachere und effektivere Methode 

herausstellte. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass das T-Zell-Infiltrat 

chronischer psoriatischer Plaques hochgradig repetitive Vβ-TZR-Rearrangements enthält und 

durch klonal expandierte T-Zell-Populationen charakterisiert ist (31, 91). Diese lassen sich noch 

in späteren Biopsien nach mehreren Jahren und von unterschiedlich entnommenen 

Lokalisationen nachweisen (164). Die klonale Dominanz eindeutig läsionaler TZR-

Rearrangements innerhalb einer deutlich erhöhten Anzahl von T-Zellen in inflammatorischen 

psoriatischen Plaques legt die Vermutung nahe, dass eine Testung der TZR-Spezifität 

polyklonaler TZL aus diesen Plaques ähnlich aufschlussreich und aussagekräftig sein könnte wie 

die Testung von T-Zell-Klonen. 

 

5.6.3 Effekte der Peptidbibliotheken auf polyklonale T-Zell-Linien  

 

Bisher war der Einsatz kombinatorischer Peptidbibliotheken im positional scanning Format auf 

die Testung von TZR-Spezifitäten klonaler T-Zellen beschränkt. Erstmalig versuchten wir, 

polyklonale T-Zell-Linien in Kombination mit PS-SCL einzusetzen. Dabei konnten wir zeigen, 

dass die Peptidgemische überhaupt einen messbaren Effekt auf die polyklonale Population 

besitzen. Die einzelnen Peptidgemische zeigten ein variables Inhibitions-, bzw. 

Stimulationsmuster, welches spezifisch auf die jeweiligen Sub-Bibliotheken zurückzuführen ist, 

da in ihrer Abwesenheit keine solchen Effekte beobachtet wurden. Teilweise konnte außerdem 

eine Übereinstimmung zwischen den einzelnen Bibliotheken untereinander beobachtet werden, 
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wobei die Deca-Bibliothek PCL 99-1 insgesamt die geringste Wirkung auf die polyklonalen TZL 

ausübte. CD4+T-Zellen erkennen längere Peptide in Assoziation mit MHC-Klasse II, 

wohingegen CD8+T-Zellen typischerweise nur 8-10 Aminosäure-lange Peptide im Kontext von 

MHC-Klasse I-Molekülen wahrnehmen, und längere Peptide durch die geschlossene 

Bindungsgrube an einer Bindung gehindert werden (20, 114, 143). Aus diesem Grund werden 

weniger komplexe Peptidbibliotheken bei der Determinierung MHC-Klasse I beschränkter 

Spezifität, also CD8+T-Zellen, eingesetzt (114) und Deca-Bibliotheken eher für die 

Identifizierung der TZR-Spezifität von CD4+T-Zellen. Die stärkeren Effekte der Nona-

Bibliotheken in unserem Fall könnten demnach dafür sprechen, dass es sich bei den Zellen, die 

am stärksten auf die Peptidgemische reagieren, hauptsächlich um CD8+T-Zellen handelt. 

Betrachtet man allerdings die FACS-Analysen der drei einzelnen Experimente, ist dies allerdings 

nicht zwingend der Fall, da die Effekte unter anderem auch stärker auf die Population der 

CD4+T-Zellen sind. Auffällig war zudem, dass in der BrdU+ Analyse durchweg inhibitorische 

Effekte der Peptidgemische zu verzeichnen waren, wohingegen bei der FSC/SSC-Analyse auch 

stimulierende Effekte festgestellt wurden. Im Gegensatz zu der isoliert betrachteten 

Lymphoblastenpopulation, lassen sich also von allen T-Zellen insgesamt noch Zellen aktivieren,

  

 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass wir eine starke Korrelation zwischen dem 

Schweregrad der Psoriasis und der Häufigkeit von CD3+CD25+ T-Zellen in psoriatischen 

Plaques aufdecken konnten und eine noch stärkere zwischen CD25+CD8+ T-Zellen und der 

Krankheitsaktivität. Weiterhin stellte sich heraus, dass prolongierte in vitro-Kultivierung die 

phänotypische Verteilung von T-Zell-Linien verändert und dass durch eine Sortierung von 

CD25+T-Zellen, die nur kurze Zeit aus psoriatischen Plaques emigriert sind, hochgereinigte 

CD25+-Fraktionen isoliert werden können. Wir entwickelten eine Methode, die es ermöglicht, 

CD25+ T- Zellklone ohne eine vorherige Expansion von T- Zell- Linien in vitro zu isolieren und 

zu expandieren. Außerdem konnten wir zeigen, dass eine Blockierung der Apoptose die 

Proliferation aktivierter T-Zell-Klone in vitro verbessern kann. 
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6 Zusammenfassung 
 

Die Bedeutung von T-Zellen bei der Pathogenese der Psoriasis ist allgemein anerkannt. Trotz der 

Erkenntnis, dass die T-Zell-Aktivierung eine Schlüsselrolle in der Krankheitspathogenese spielt, 

ist nicht bekannt, wodurch diese Aktivierung ausgelöst wird. Um Näheres über den unbekannten 

T-Zell-Stimulus zu erfahren, bietet es sich an, die T-Zell-Rezeptor-Spezifität der Lymphozyten 

in entzündlichen Infiltraten zu analysieren. Die Determinierung der TZR-Spezifität von T-Zell-

Klonen durch den Einsatz kombinatorischer Peptid-Bibliotheken wäre hierfür ein möglicher 

experimenteller Zugang. Die Valididät dieser Herangehensweise setzt allerdings die Möglichkeit 

voraus, pathogenetisch relevante T-Zellen in vitro zu expandieren.  Die vorliegende Arbeit soll 

für diesen Versuch die methodische Grundlage liefern. Es konnte dokumentiert werden, dass 

prolongierte in vitro-Kultivierung die phänotypische Verteilung von T-Zell-Linien aus 

psoriatischer Haut verändert. Funktionell wurde eine starke Korrelation zwischen der 

Krankheitsaktivität und der Frequenz von CD3+CD8+CD25+ Zellen in läsionaler Haut 

festgestellt, was auf eine prominente Rolle der CD8+CD25+ T-Zell-Populationen bei der 

Krankheitspathogenese hinweist. Es wurde eine Methode zur Sortierung CD25+ T-Zellen aus 

betroffener Haut nach siebentägiger Kurzzeit-Kultur entwickelt sowie ein Protokoll zur 

Klonierung der isolierten T-Zellen mittels „limitierender Verdünnung“ etabliert. Weiterhin 

wurde gezeigt, dass eine gezielte Blockierung der Apoptose die Expansion der generierten T-Zell 

Klone verbessern kann. Schließlich wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die Analyse 

polyklonaler T-Zell-Linien anstelle von T-Zell-Klonen mittels kombinatorischer 

Peptidbibliotheken im sog. „positional scanning“ Format evaluiert. Als Meßvariable für die T-

Zell-Stimulation mit den Peptidbibliotheken wurde erstmals die intrazelluläre FACS-basierte 

Messung des BrdU-Einbaus angewendet. Es wurde festgestellt, daß sich in der Tat positions- und 

aminosäurespezifische Effekte der Peptidbibliotheken auf primäre polyklonale T-Zell-

Populationen nachweisen lassen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen die methodische 

Grundlage zur genaueren Analyse von T-Zell-Spezifitäten bei der Psoriasis aber auch bei 

anderen Dermatosen mit T-Zell-Beteiligung dar. 

 

 

Teile der hier vorgelegten Arbeit wurden in folgendem Fachaufsatz publiziert: 
Kohlmann WM, Urban W, Sterry W, Foerster J: Correlation of psoriasis activity with 
abundance of CD25+CD8+ T cells: Conditions for cloning T cells from psoriatic plaques. Exp 
Dermat, Oct 2004, 13 p 607-612 
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