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1. Einleitung 

Das Immunsystem höherer Vertebraten zeichnet sich durch die Fähigkeit aus, gegen 

Pathogene spezifische Abwehrreaktionen zu entwickeln, die durch hohe Antigenselektivität 

sowie die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses gekennzeichnet sind. Die 

zelluläre Basis dieser so genannten „adaptiven Immunität“, sind die B- und T-Lymphozyten. 

Jeder einzelne T- und B-Lymphozyt trägt Antigenrezeptoren einer einzigen Spezifität. Eine 

große Bandbreite verschiedener Spezifitäten wird dadurch erzeugt, dass die Gene der 

Antigenrezeptoren während der Lymphozytenentwicklung durch zufällige Zusammen-

lagerung verschiedener Gensegmente mittels somatischer Rekombination gebildet werden. 

Aufgrund der zufälligen Zusammensetzung der Rezeptorgene bilden sich häufig Rezeptoren, 

die körpereigene Strukturen, d.h. Autoantigene, erkennen und damit eine potentielle 

Gefährdung darstellen. Um Reaktionen gegen „Selbst“ zu verhindern, existieren aktive und 

passive Mechanismen, die autoreaktive Zellen eliminieren oder unter Kontrolle halten. Auch 

Immunreaktionen gegen harmlose Fremdantigene, wie Nahrungsmittel oder andere 

Substanzen, mit denen wir tagtäglich in Kontakt kommen, werden so verhindert. Ein 

Versagen dieser Toleranzmechanismen kann Ursache schwerer Autoimmunkrankheiten, wie 

Rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose oder Diabetes beziehungsweise von 

Hypersensibilitäten, wie Allergien gegen Nahrungsmittel oder Pflanzenpollen, sein.  

Aktive Toleranzmechanismen, die unerwünschte oder überschießende Immunreaktionen 

unterdrücken oder begrenzen können, sind von hohem therapeutischem Interesse. In der 

vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie und wo suppressorische Zellen in vivo induziert 

werden, welche Mechanismen für die Suppression bestimmter Immunreaktionen wichtig sind 

und wie die suppressive Funktion aktiviert werden kann.  

 

1.1 Suppressorische Zellen als Teil der peripheren Toleranzmechanismen 

Es können zwei Formen der Toleranzinduktion unterschieden werden. Die zentrale Toleranz 

wird durch Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten während ihrer Ontogenese in den 

primären lymphoiden Organen – Knochenmark (B-Zellen) und Thymus (T-Zellen) – erreicht.  

Autoreaktive Zellen, die der zentralen Toleranzinduktion entkommen sind, und Zellen, die 

harmlose Fremdantigene erkennen, können auch in der Peripherie ausgeschaltet werden. Bei 

dieser „peripheren“ Toleranzinduktion werden Lymphozyten, die mit ihrem Antigen in 

Kontakt kommen, eliminiert oder funktionell inaktiviert (anergisiert). Oder es wird ihre 

Differenzierung in so genannte regulatorische oder suppressorische Zellen induziert. 

Suppressorische Zellen sind in der Lage, Immunreaktionen aktiv zu unterdrücken und stellen 
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damit eine zusätzliche Ebene der Protektion gegen autoreaktive Zellen in der Peripherie dar. 

Periphere Toleranzmechanismen sind nicht auf Autoantigene beschränkt, sondern können 

prinzipiell bei allen Antigenen wirksam werden. Sie verhindern so unerwünschte 

Immunreaktionen gegen harmlose Antigene aus unserer Umwelt.  

Die Entscheidung darüber, ob bei Antigenkontakt in der Peripherie eine aktive 

Immunreaktion ausgelöst wird oder ob einer der verschiedenen Toleranzmechanismen aktiv 

wird, hängt von verschiedenen Faktoren ab. Hierzu gehören die Art und der 

Aktivierungszustand der Antigen-präsentierenden Zelle und der ko-stimulatorischen Signale 

sowie Zeitdauer und Stärke des Antigenkontakts. Die genauen Bedingungen, unter denen 

periphere Toleranz und insbesondere die Generierung suppressorischer Zellen erreicht wird, 

sind nicht eindeutig geklärt, obwohl dies bedeutendes therapeutisches Potential für 

verschiedenste Immunerkrankungen besitzt - etwa bei Autoimmunität, Allergien oder 

chronische Entzündungen.  

Es konnte vor Kurzem auch gezeigt werden, dass zusätzlich zu der Induktion in der Peripherie 

bereits im Thymus T-Zellen mit suppressorischer Aktivität als Teil der physiologischen CD4+ 

T-Helferzellpopulation entstehen. Diese so genannten regulatorischen T-Zellen (Treg) sind 

durch konstitutive Expression des IL-2-Rezeptors (CD25, IL-2-Rezeptor α-Kette) sowie des 

Transkriptionsfaktors Foxp3 gekennzeichnet. Treg spielen eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz sowie bei der Kontrolle verschiedener 

Immunreaktionen. Ob und wie sie auch außerhalb des Thymus in der Peripherie gebildet 

werden, ist nicht vollständig geklärt. 

 

CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen 

CD25+ Treg [Übersicht in (Sakaguchi, 2004)] bilden ca. 10% der physiologischen CD4+ T-

Zellen in der Peripherie. Die Bedeutung der CD25+ Treg für die Aufrechterhaltung der 

Selbsttoleranz wurde durch adoptiven Transfer von CD4+ T-Zellen in lymphopenische Mäuse 

gezeigt. Werden die CD25+ Zellen vor Transfer der CD4+ T-Zellen depletiert, kommt es zur 

Ausbildung verschiedenster Autoimmunkrankheiten, was durch Kotransfer von CD25+ Treg 

verhindert werden kann (Sakaguchi, 2004). Mittlerweile wurde die Rolle der CD25+ Treg 

sowohl für die Aufrechterhaltung der Toleranz als auch für die Kontrolle normaler 

Immunantworten, z.B. gegen Infektionen oder Tumore, in vielen verschiedenen 

Modellsystemen belegt. Mit Foxp3 konnte ein Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der 

die Bedingungen für einen Linien-spezifischen Differenzierungs-Kontrollfaktor erfüllt 

[Übersicht in (Kim and Rudensky, 2006)]. Ektopische Expression von Foxp3 in naiven T-
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Zellen induziert T-Zellen mit regulatorischem Phänotyp und Funktion (Fontenot et al., 2003; 

Fontenot et al., 2005; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003). Mäuse, bei denen der 

Transkriptionsfaktor Foxp3 in allen Körperzellen oder selektiv in CD4+ T-Zellen durch eine 

genetische Mutation inaktiviert ist, besitzen keine Treg und entwickeln verschiedene 

Autoimmunkrankheiten (Brunkow et al., 2001; Fontenot et al., 2003; Fontenot et al., 2005; 

Hori et al., 2003). Patienten mit IPEX-Syndrom, das durch die Entwicklung verschiedener 

Autoimmunkrankheiten gekennzeichnet ist, weisen ebenfalls eine Mutation im Foxp3-Gen 

auf (Bennett et al., 2001; Wildin et al., 2001). 

Unter welchen Bedingungen die Expression von Foxp3 im Thymus und eventuell auch in der 

Peripherie induziert werden kann, ist nicht genau definiert. Die Spezifität des T-Zellrezeptors 

scheint eine Rolle zu spielen, da es Hinweise darauf gibt, dass im Thymus generierte Foxp3+ 

Treg hohe Affinität für Autoantigene besitzen (Hsieh et al., 2004; Hsieh et al., 2006; Jordan et 

al., 2001). Derzeit ist unklar, ob dies die Folge einer T-Zellrezeptor-vermittelten Foxp3-

Induktion oder der Selektion von Foxp3+ Zellen ist (Hsieh et al., 2006; van Santen et al., 

2004). Hochaffine, autoreaktive CD25+ Treg könnten als eine Art Puffer dienen, die die 

Aktivierung von konventionellen autoreaktiven T-Zellen kontrollieren, die geringere Affinität 

für Selbstantigene besitzen. Es gibt Hinweise darauf, dass Treg auch gegen exogene Antigene 

reagieren (Suffia et al., 2006) und in der Peripherie auch aus naiven Foxp3-negativen T-

Zellen generiert werden können (Apostolou et al., 2002; Apostolou and von Boehmer, 2004; 

Knoechel et al., 2005; Kretschmer et al., 2005). Welche Rolle die Spezifität der Treg bei der 

Kontrolle pathologischer, aber auch protektiver Immunantworten spielt, ist noch nicht 

eindeutig geklärt. 

 

Mechanismen der Treg-vermittelten Immunsuppression 

CD25+ Treg besitzen große Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Toleranz sowie der 

Kontrolle verschiedener Immunreaktionen. Dennoch sind weder die Mechanismen noch die 

eigentlichen Zielzellen der Suppression bekannt [Übersicht in (von Boehmer, 2005)]. Die 

Suppression erfordert die Aktivierung der Treg über den T-Zellrezeptor (Thornton and 

Shevach, 1998; Thornton and Shevach, 2000). Zusätzlich kann die suppressive Aktivität 

durch Ko-Stimulation, beispielsweise über IL-2, stark erhöht werden (de la Rosa et al., 2004; 

Takahashi et al., 1998; Thornton et al., 2004). Derzeit besteht erhebliche Divergenz bei den 

postulierten Suppressionsmechansimen, da in verschiedenen Modellsystemen jeweils 

unterschiedliche Faktoren relevant werden. Prinzipiell können drei verschiedene 

Mechanismen unterschieden werden: Die Vermittlung eines negativen Signals an die Zielzelle 
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kann über einen löslichen Faktor oder in einem Zellkontakt-abhängigen Schritt über einen 

Membran-gebundenen Liganden erfolgen. Ein dritte Möglichkeit ist die Kompetition um 

Wachstums- oder Aktivierungssignale. 

In vitro Untersuchungen zeigten, dass Treg die Proliferation von CD25- Zielzellen inhibieren 

können (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998). Die Unterdrückung der 

Proliferation ist dabei wahrscheinlich das indirekte Resultat der Suppression der IL-2-

Produktion (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998). Bisher konnte kein 

suppressives Molekül definiert werden, das alle Treg-vermittelten Effekte erklären könnte. 

Kandidatenzytokine wie IL-10 oder TGF-β scheinen in vitro keine Rolle zu spielen 

[Übersicht in (Shevach, 2002)]. Durch räumliche Trennung von Treg und Zielzellen, wobei 

nur der Austausch löslicher Mediatoren ermöglicht wird, wird die Suppression aufgehoben. 

Dies zeigt, dass die in vitro Suppression durch lokale Zytokinwirkung oder möglicherweise 

auch über direkten Zell-Zell-Kontakt vermittelt wird.  

Wir haben die Möglichkeit einer Kompetition um den in vitro essentiellen T-

Zellwachstumsfaktor IL-2 untersucht [(de la Rosa et al., 2004; Scheffold et al., 2005) und 

Busse et al. Manuskript eingereicht]. Da Treg den hochaffinen IL-2-Rezeptor konstitutiv 

exprimieren, verfügen sie über einen kompetitiven Vorteil gegenüber den IL-2-Rezeptor-

negativen Zielzellen. Als zweite wichtige Voraussetzung für Kompetition produzieren Treg 

selbst kein IL-2. Beides wahrscheinlich aufgrund einer inversen transkriptionellen Regulation 

der IL-2 bzw. CD25 Expression durch den gleichen NFAT/Foxp3-Komplex (Wu et al., 2006). 

Unsere Arbeiten zeigen, dass Kompetition um IL-2 tatsächlich stattfindet und in vitro einen 

effektiven Suppressionsmechanismus darstellt (de la Rosa et al., 2004; Scheffold et al., 2005). 

 

Inwieweit die in vitro Ergebnisse einer direkten Suppression der IL-2-Produktion und 

Proliferation der CD25- T-Zellen auf die Situation in vivo übertragbar sind, ist derzeit unklar.  

In verschiedenen in vivo Modellen sind die immunsuppressiven Zytokine TGF-β und IL-10 

für den suppressiven Effekt erforderlich [Übersicht in (Suri-Payer and Fritzsching, 2006)]. 

Dabei ist nicht klar, ob die Suppression der T-Zellreaktion in vivo direkt oder indirekt erfolgt, 

z. B. über die Beeinflussung der Antigen-präsentierenden Zellen. 

Diese Diskrepanz ist wohl unter anderem durch die unterschiedliche Rolle von IL-2 für die T-

Zellproliferation in vitro und in vivo begründet [Übersicht in (Malek, 2003)]. IL-2 scheint in 

vivo kein essentieller Wachstumsfaktor für T-Zellen zu sein. Damit ist auszuschließen, dass 

die Abschaltung der IL-2-Produktion in den Zielzellen ein entscheidender 

Suppressionsparameter ist und dass Suppression durch Kompetition um IL-2 stattfindet. In 
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vivo scheint IL-2 hauptsächlich für das Überleben von Treg notwendig zu sein. Mäuse, bei 

denen IL-2, einzelne Ketten des IL-2-Rezeptors oder Teile der IL-2-

Rezeptorsignaltransduktionskette (STAT5) genetisch inaktivert wurden, haben keine Treg, 

oder ihre Frequenz ist reduziert (Almeida et al., 2002; Antov et al., 2003; Malek et al., 2002; 

Papiernik et al., 1998; Snow et al., 2003). Diese Mäuse weisen verschiedene Zeichen von 

Autoimmunität und Immunüberaktivierung auf (Sadlack et al., 1995; Sadlack et al., 1993; 

Suzuki et al., 1995; Willerford et al., 1995). Unsere Arbeiten zeigen, dass IL-2 nicht nur für 

die Treg-Homöostase verantwortlich ist, sondern auch die suppressorische Aktivität reguliert 

(de la Rosa et al., 2004; Scheffold et al., 2005). 

 

Weitere suppressive T-Zellpopulationen 

In verschiedenen Systemen wurden eine ganze Reihe von T-Zellen oder B-Zellen mit 

suppressiven Eigenschaften beschrieben, die zum Beispiel durch tolerogene 

Antigenapplikationsformen induziert wurden. Die prominentesten sind Tr1-Zellen, die durch 

Produktion von IL-10 und zum Teil TGF-β [Übersicht in (Roncarolo et al., 2006)] 

charakterisiert sind, sowie die TGF-β-produzierenden Th3-Zellen, die beispielsweise durch 

orale Antigenapplikation induziert werden [Übersicht in (Weiner, 1997), Details siehe unten]. 

Im Gegensatz zu den im Thymus generierten Foxp3+CD25+ Treg konnte bei diesen Zellen 

bislang kein distinkter linienspezifischer Transkriptionsfaktor oder ein anderer spezifischer 

Marker identifiziert werden. Daher sind die Definitionen unscharf, und es ist unklar, ob es 

sich um jeweils getrennte Linien und stabile Differenzierungszustände oder überlappende 

Populationen mit möglicherweise wechselnden Aktivierungsstufen handelt. Die 

Identifizierung erfolgt weitgehend über die Produktion suppressiver Faktoren wie IL-10 oder 

TGF-β. Oder über die funktionelle Charakterisierung in vitro oder in vivo. Aufgrund der 

unklaren Definition der Zellen sind auch die induktiven Signale sowie die Stabilität des 

Phänotyps unbekannt. Beides sind aber unabdingbare Voraussetzungen für gezielte 

therapeutische Anwendungen. Daher ist es notwendig, definierte Subpopulationen direkt 

anhand der relevanten Effektormoleküle zu isolieren und deren Funktion und 

Differenzierungszustand zu überprüfen. 

 

Spezialisierte Treg-Subpopulationen 

Da Foxp3+ Treg aber auch andere T-Zellen mit suppressivem Potential an die Kontrolle 

verschiedenster Immunreaktionen beteiligt sind, stellt sich die Frage, ob Subpopulationen mit 
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spezialisierten Eigenschaften definiert werden können. So besteht die Möglichkeit, dass Treg 

ähnlich wie konventionelle T-Zellen nach Verlassen des Thymus bei Antigenkontakt in der 

Peripherie weitere Differenzierungsschritte durchlaufen und dabei die Fähigkeit erwerben, 

zusätzliche Effektorfunktionen auszuüben. Solche Subpopulationen ließen sich am besten 

über die relevanten Effektormoleküle identifizieren, die für eine bestimmte Funktion 

erforderlich sind. Wir konnten zeigen, dass IL-2 in einem Teil der Treg die Produktion von 

IL-10 induziert (de la Rosa et al., 2004). Ob diese Subpopulation spezielles suppressives 

Potential hat, ist Gegenstand künftiger Untersuchungen. Treg lassen sich außerdem aufgrund 

weiterer phänotypischer Parameter in mehrere Subpopulationen untergliedern. Bei den 

meisten untersuchten Subpopulationen ergaben sich jedoch in vitro keine Unterschiede im 

suppressorischen Potential. Ob Treg, die bestimmte Zytokine produzieren, in vivo ein 

erhöhtes Suppressionspotential besitzen, ist nicht bekannt. Wir konnten in Kooperation mit 

den Arbeitsgruppen Hamann und Hühn, HU-Charité Berlin, neue Treg-Subpopulationen 

beschreiben, die durch die Expression des Integrins αEβ7 charakterisiert sind. Diese 

Populationen weisen sowohl phänotypische als auch funktionelle Unterschiede in vitro und in 

vivo auf (Huehn et al., 2004; Lehmann et al., 2002).  

Wie oben besprochen, existieren neben den CD25+ Treg andere T-Zellpopulationen, die 

suppressorische Eigenschaften aufweisen und die sowohl in vitro als auch in vivo aus naiven 

T-Zellen induziert werden können. Diese Zellen können derzeit nicht durch phänotypische 

Marker charakterisiert werden, sondern werden über die suppressorischen Effektormoleküle 

wie IL-10 oder TGF-β definiert. In Vorarbeiten haben wir mittels einer von uns entwickelten 

sensitiven Immunfluoreszenztechnik den Nachweis erbracht, dass IL-10-produzierende Zellen 

auch eine Oberflächen-gebundene Form dieses Zytokins exprimieren (Scheffold et al., 2000). 

Derzeit ist unklar, welche Funktion diese Oberflächenform hat. Mit der Membran-ständigen 

Form von IL-10 steht aber erstmals ein natürlicher Parameter für die Sortierung und 

funktionelle Analyse der IL-10-produzierenden Zellen zur Verfügung.  

 

1.2 Die Rolle des Notch-Signalweges für die Generierung suppressorischer T-Zellen 

Die unmittelbaren Signale, die zur Induktion suppressorischer T-Zellen in der Peripherie 

führen, sind noch nicht bekannt. Man geht derzeit davon aus, dass die Abwesenheit starker 

inflammatorischer und ko-stimulatorischer Signale eine Voraussetzung ist. So beruhen in vivo 

Toleranzprotokolle in der Regel auf Antigenapplikation ohne zusätzliche immunstimulierende 

Signale wie bakterielle Polysaccharide, DNA oder Lipopeptide. Diese induzieren neben einer 

Verstärkung der Antigenpräsentation und Ko-Stimulation die Expression von Zytokinen wie 
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IL-12 oder TGF-β/IL-6/IL-23. Diese induzieren Th1- (Hsieh et al., 1993; Manetti et al., 1993) 

beziehungsweise Th17- (Bettelli et al., 2006) Differenzierung, unter anderem durch Induktion 

der Transkriptionsfaktoren T-bet (Szabo et al., 2000) bzw. RORγt (Ivanov et al., 2006). In 

Abwesenheit von starken Th1- oder Th17-induzierenden Signalen können Th2- oder 

suppressorische T-Zellen induziert werden [Übersicht in (Weaver et al., 2006)]. Allerdings ist 

noch unklar, welche positiven Signale neben der Abwesenheit inflammatorischer Signale 

hierfür verantwortlich sind. Th2-Differenzierung benötigt zumindest in vitro IL-4, das 

wichtigste Th2-Zytokin, das unter anderem den Th2-spezifischen Transkriptionsfaktor Gata-3 

induziert (Zheng and Flavell, 1997). Für suppressorische T-Zellen gibt es verschiedene 

Berichte der Induktion durch die suppressorischen Zytokine IL-10 [Übersicht in (Roncarolo et 

al., 2006)] oder TGF-β  (Chen et al., 2003). Vor allem für die Generierung von Tr1- bzw. 

Th3-Zellen sind weder die spezifischen Transkriptionsfaktoren noch die molekularen 

Differenzierungssignale bekannt. Es ist hier auch unklar, ob IL-10 bzw. TGF-β direkt auf die 

T-Zellen einwirken oder indirekt durch die Modulation der APC. 

Neuere Studien zeigen, dass Notch-vermittelte Signale an der Differenzierung peripherer T-

Zellen beteiligt sind und möglicherweise eine Rolle bei der direkten Induktion 

suppressorischer T-Zellen spielen [Übersicht in (Dallman et al., 2005; Maillard et al., 2003)]. 

Der Notch-Signalweg ist zwischen verschiedenen Spezies stark konserviert und ist generell 

Teil unterschiedlichster Zelldifferenzierungsschritte [Übersicht in (Artavanis-Tsakonas et al., 

1999; Dallman et al., 2005; Maillard et al., 2005)]. In Säugern sind vier Isoformen des 

Membran-gebundenen Notchrezeptors (Notch1-4) bekannt. Sie interagieren mit den 

insgesamt fünf Mitgliedern der beiden ebenfalls konservierten Ligandengruppen Jagged 

(Jagged1, 2), sowie Delta-like (Dll1, Dll3 und Dll4) (Weinmaster, 1997). Der klassische 

Notch-Signalweg wird nach Bindung eines Liganden an den Rezeptor ausgelöst und 

beinhaltet zwei proteolytische Spaltungsschritte des Rezeptors. Zunächst wird die 

extrazelluläre Domäne des Rezeptors durch ein Mitglied der Familie der ADAM-

Metalloproteasen entfernt. Eine damit einhergehende Konformationsänderung setzt eine γ-

Sekretase-Schnittstelle frei, was nach erfolgter Spaltung zur Freisetzung der Notch-

intrazellulären-Domäne (NICD) führt. NICD verfügt über Kernlokalisierungssequenzen und 

wandert in den Zellkern ein. Dort bindet NICD, im Komplex mit anderen Faktoren, an den 

Transkriptionsinhibitor CSL (CBF1 - Suppressor of Hairless - Lag1; in Mäusen: RBP-J), 

wodurch ein Transkription-aktivierender Komplex entsteht. In der Folge kommt es zur 

Induktion verschiedener, bisher nicht vollständig charakterisierter Notch-Zielgene. Die am 

besten charakterisierten Zielgene gehören zu zwei verwandten Gruppen von 
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Transkriptionsfaktoren HES (Hairy and Enhancer of Split) und HEY (HES mit YRPW 

Motiv).  Es wurden vereinzelt alternative Notch-Signalwege beschrieben, deren molekulare 

Komponenten aber schlecht charakterisiert sind. 

Vielfältige Differenzierungsschritte während der Embryonalentwicklung, aber auch der 

Hämatopoese werden durch Notch-vermittelte Signale reguliert (Artavanis-Tsakonas et al., 

1999; Maillard et al., 2003; Milner and Bigas, 1999). Vor allem die Entwicklung von T-

Zellen im Thymus wird auf verschiedenen Ebenen durch Notch kontrolliert (Maillard et al., 

2003; Maillard et al., 2005; Radtke et al., 2004; Robey and Bluestone, 2004). Hingegen ist 

über die Rolle der Notch-Signale für die T-Zelldifferenzierung in der Peripherie weit weniger 

bekannt [Übersicht in (Dallman et al., 2005; Maillard et al., 2003; Osborne and Minter, 

2007)]. 

In einer ersten Studie konnten Hoyne et al. zeigen, dass Antigen-beladene dendritische Zellen, 

die den Notch-Liganden Jagged1 überexprimieren, in vivo Antigen-spezifische Suppression 

hervorrufen, die durch CD4+ T-Zellen transferiert werden kann (Hoyne et al., 2000). Es ist 

unklar, ob diese Induktion suppressorischer CD4+ T-Zellen durch direkte Jagged1/T-

Zellinteraktion induziert wurde oder beispielsweise durch Modifikation der dendritischen 

Zellen. Die Induktion von suppressorischen T-Zellen oder dem suppressorischen Zytokin IL-

10 konnte in weiteren in vitro Systemen prinzipiell bestätigt werden (Anastasi et al., 2003; 

Benson et al., 2005; Hoyne et al., 2000; Vigouroux et al., 2003; Wong et al., 2003; Yvon et 

al., 2003). Weiterhin wurde berichtet, dass der Notch-Ligand Dll1 durch Interaktion mit 

Notch3 eine Th1-Differenzierung über die direkte Induktion von T-bet bewirkt (Amsen et al., 

2004; Maekawa et al., 2003). Amsen et al. konnten schließlich zeigen, dass Antigen-

präsentierende Zellen generell den Notch-Signalweg nutzen, um Th1- oder Th2-

Differenzierung zu induzieren, wobei die verschiedenen Ligandenfamilien Delta-like und 

Jagged unterschiedliche Programme auslösen. Delta-like induzieren Th1-, während Jagged 

Th2-Differenzierung auslöst (Amsen et al., 2004). Die differentielle Expression der 

verschiedenen Liganden auf den APC wird wiederum durch Signale der natürlichen 

Immunität reguliert. Inflammatorische Komponenten wie LPS induzieren Delta-like-

Liganden, während das Th2-induzierende Adjuvanz Cholera-Toxin B Jagged1 induziert 

(Amsen et al., 2004; Napolitani et al., 2005). 

Weiterhin wurde berichtet, dass Notch die T-Zellaktivierung moduliert. Allerdings ist die 

hierzu vorhandene Datenlage ebenfalls inkonsistent. Es werden sowohl inhibitorische 

(Benson et al., 2005; Eagar et al., 2004; Izon et al., 2001; Maekawa et al., 2003) als auch 
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aktivierende Effekte beschrieben (Adler et al., 2003; Palaga et al., 2003; Tanigaki et al., 

2004).  

Diese unterschiedlichen Ergebnisse könnten durch verschiedene experimentelle Systeme 

sowie durch unterschiedliche Wirkung der verschiedenen Notch-Rezeptoren/Ligand-

Interaktionen hervorgerufen werden. Sowohl APC als auch T-Zellen exprimieren 

verschiedene Notch-Rezeptoren und Liganden (Adler et al., 2003; Amsen et al., 2004; Hoyne 

et al., 2000; Kuroda et al., 2003; Palaga et al., 2003; Yamaguchi et al., 2002). Prinzipiell 

können auch alle Liganden mit allen Notch-Rezeptoren interagieren. Es gibt zudem Hinweise, 

dass auch die Differenzierung und Aktivierung von APC durch den Notch-Signalweg 

moduliert wird (Cheng et al., 2003; Masuya et al., 2002; Ohishi et al., 2001; Weijzen et al., 

2002). 

Um die Rolle der verschiedenen Notch-Liganden für die T-Zelldifferenzierung besser zu 

verstehen und möglicherweise direkte Effekte auf die Differenzierung suppressorischer T-

Zellen zu definieren, haben wir den Einfluss rekombinanter Notch-Liganden auf die T-

Zelldifferenzierung in einem APC-freien in vitro System untersucht (Rutz et al., 2005). Wir 

konnten zeigen, dass verschiedene Liganden die T-Zellaktivierung unterschiedlich 

modifizieren. Während Jagged1 und Dll1 eine deutliche Inhibition unmittelbarer T-

Zellrezeptorsignale bewirken, verstärkt Dll4 die Aktivierung. Diese Effekte sind unabhängig 

von γ-Sekretase-Aktivität und werden daher vermutlich nicht über den klassischen Notch-

Signalweg übermittelt. Wir haben damit einen neuen Weg der Beeinflussung der T-

Zellaktivierung durch verschiedene Notch-Liganden beschrieben. Da die Stärke des T-

Zellrezeptorsignals auch nachfolgende Differenzierungsschritte beeinflusst, könnte damit eine 

zusätzliche Ebene der Regulation der peripheren T-Zelldifferenzierung gefunden sein. Unter 

welchen Bedingungen die Modulation des T-Zellrezeptorsignals gegenüber der Notch-

vermittelten Regulation der Transkription dominant ist, wird Bestandteil weiterer 

Untersuchungen sein. 

 

1.3 Induktion suppressorischer T-Zellen in der Peripherie 

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, spielen APC-vermittelte Signale eine wesentliche 

Rolle bei der peripheren Induktion suppressiver T-Zellen. Daher haben wir auch versucht, 

APC zu identifizieren, die in vivo an diesem Prozess beteiligt sind, um die zugrunde liegenden 

molekularen Interaktionen besser charakterisieren zu können. So kann die Bedeutung 

bekannter Interaktionspartner wie Notch/Notch-Liganden überprüft werden, und es können 

neue molekulare Schalter gefunden werden. 
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Als Modell hierfür dient die als „orale Toleranz“ beschriebene Induktion suppressiver T-

Zellen. Es ist seit langem bekannt, dass lösliche Proteine, die nach oraler Gabe über die 

Darmmukosa aufgenommen werden, zur Induktion von Antigen-spezifischen 

suppressorischen T-Zellen führen [Übersicht in (Garside and Mowat, 2001; Mowat, 2003; 

Strobel and Mowat, 1998)]. Diese Form der Toleranzinduktion ist wahrscheinlich ein 

wichtiger Teil der natürlichen Funktion der Darm-assoziierten lymphoiden Gewebe (GALT, 

gut-associated lymphoid tissues), denn hier findet eine kontinuierliche Konfrontation des 

Immunsystems mit einer großen Zahl harmloser Fremdantigene statt, z.B. mit 

Nahrungsmittelbestandteilen oder den Antigenen der natürlichen Darmflora. Welche Art 

suppressorischer T-Zellen generiert werden ist nicht eindeutig geklärt. Ursprünglich wurden 

T-Zellen beschrieben, die TGF-β und IL-10 produzieren (Chen et al., 1994). Vor kurzem 

wurde gezeigt, dass auch CD25+ Foxp3+ T-Zellen induziert werden, wobei unklar ist, ob 

diese Zellen äquivalent zu Thymus-induzierten Treg sind (Hauet-Broere et al., 2003; 

Hultkrantz et al., 2005; Siewert et al., 2007; Sun et al., 2006; Thorstenson and Khoruts, 2001). 

Aufgrund der oben beschriebenen Schwierigkeiten, die verschiedenen Subpopulationen zu 

identifizieren beziehungsweise zu definieren, sind die molekularen Details der Induktion oder 

der Wirkungsweise der suppressorischen Zellen noch unklar. Es ist auch unbekannt, 

inwieweit es zwischen den Populationen Überschneidungen gibt, da beispielsweise Foxp3+ 

Treg ebenfalls IL-10 produzieren können. Zumindest in vitro generierte Tr1-Zellen lassen 

sich aber von Foxp3+ Treg abgrenzen, da sie negativ für diesen Transkriptionsfaktor sind 

(Vieira et al., 2004). 

 

Die Rolle der Darmmukosa-assoziierten Lymphknoten für die orale Toleranzinduktion 

Eine wichtige Voraussetzung für die gezielte Generierung suppressorischer T-Zellen ist die 

Kenntnis der zugrundeliegenden molekularen und zellulären Prozesse. Welche Zellen nehmen 

oral applizierte Antigene auf, wo werden die Antigene den T-Zellen präsentiert und welche 

ko-stimulatorischen Signale sind involviert. Lange Zeit war eine direkte Identifizierung der 

beteiligten Zellen jedoch nicht möglich. Es gibt aber Hinweise darauf, dass die regionalen 

lymphoiden Organe [Peyersche Plaques (PP) und mesenteriale Lymphknoten (mLK)] bzw. 

die dort an der Präsentation intestinaler Antigene beteiligten APC für die Induktion oraler 

Toleranz oder Immunität notwendig sind. In Mäusen, die keine PP und mLK besitzen, ist die 

Induktion der oralen Toleranz inhibiert, während das selektive Fehlen der PP keine 

Auswirkungen hat (Spahn et al., 2001; Yamamoto et al., 2000). Zudem konnte durch selektive 

Rekonstitution von mLK in Lymphotoxin-α-k.o.-Mäusen, die keine PP, mLK und pLK 
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besitzen, die orale Toleranzinduktion wiederhergestellt werden (Spahn et al., 2002). In einer 

weiteren Studie wurde jedoch ein Fehlen der oralen Toleranz gegen Proteine in Abwesenheit 

von PP gefunden (Fujihashi et al., 2001). Die PP wurden außerdem als ein Ort der 

Antigenaufnahme aus dem Darmlumen angesehen, da das Follikel-assoziierte Epithel (FAE) 

der PP verstärkt Antigen-transportierende M-Zellen aufweist [Übersicht in (Neutra et al., 

1996)].  

Die Induktion Antigen-spezifischer suppressorischer T-Zellen erfordert die Präsentation des 

Antigens. Daher fällt den APC der regionalen lymphoiden Organe vermutlich eine 

entscheidende Rolle bei der Entstehung der oralen Toleranz zu. Von den professionellen APC 

werden DC als entscheidend sowohl für die Induktion einer Immunantwort als auch für die 

Toleranzinduktion angesehen [Übersicht in (Guermonprez et al., 2002)]. Eine Erhöhung der 

DC-Frequenz in lymphoiden Organen durch Flt-3Ligand-Gabe in vivo erhöht die Effizienz 

der oralen Toleranzinduktion (Viney et al., 1998). Es gibt Hinweise, dass DC der mukosalen 

Lymphorgane, wie PP, mLK oder bronchialen LK, funktionelle Unterschiede gegenüber DC 

der Milz oder der peripheren LK aufweisen. Nach Stimulation durch CD40-Ligand 

produzieren DC der Peyerschen Plaques das immunsuppressive Zytokin IL-10 und induzieren 

verstärkt die Th2-Differenzierung in vitro, während DC der Milz IL-12 sezernieren und Th1-

Zellen induzieren (Iwasaki and Kelsall, 1999). IL-10-produzierende DC, die in vitro 

regulatorische bzw. Th2-Zellen induzieren, wurden auch nach intranasaler Antigengabe aus 

bronchialen Lymphknoten isoliert (Akbari et al., 2002; Stumbles et al., 1998). DC aus mLK 

induzierten in T- und B-Zellen außerdem das für das Homing in intestinale Gewebe 

notwendige Integrin α4β7 (Mora et al., 2003; Mora et al., 2006; Stagg et al., 2002). Kürzlich 

konnte auch gezeigt werden, dass die DC der Lamina Propria oral applizierte Antigene in vivo 

aufnehmen und nach Transfer in naive Mäuse Toleranz induzieren können (Chirdo et al., 

2005). Die DC der verschiedenen lymphoiden Organe lassen sich außerdem in phänotypisch 

und funktionell unterschiedliche Subpopulationen unterteilen [Übersicht in (Shortman and 

Liu, 2002)]. Es konnte gezeigt werden, dass selektiv CD11b+ DC der PP nach Stimulation mit 

mikrobiellen Stimuli (und auch CD40-Ligand) IL-10 produzieren, während andere DC-

Subpopulationen auf die Stimulation mit mikrobiellen Stimuli IL-12 produzieren (Iwasaki and 

Kelsall, 2001). Vor kurzem wurde in Mäusen auch erstmals eine B220+ DC Subpopulation 

entdeckt, die die Charakteristika der plasmazytoiden DC (pDC) aufweist und über deren 

Anwesenheit und Funktion im GALT derzeit fast nichts bekannt ist (Nakano et al., 2001; 

Nikolic et al., 2002). Das zeigt, dass sowohl zwischen den verschiedenen lymphoiden 

Organen als auch innerhalb der Einzelorgane funktionell distinkte DC-Subpopulationen 
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vorliegen, die für die Induktion verschiedener Immunreaktionen verantwortlich sein können 

und deren Rolle in vivo weitgehend unverstanden ist. Es ist nicht eindeutig geklärt, ob es sich 

um unterschiedliche DC-Linien oder unterschiedliche Aktivierungszustände von DC handelt. 

Es ist außerdem unklar, welche APC-Populationen in vivo intestinale Antigene tatsächlich 

präsentieren. Es wird auch die Beteiligung anderer MHC II-exprimierender Zellen an der 

Induktion oraler Toleranz diskutiert, z.B. mukosale Epithelzellen [Übersicht in (Shao et al., 

2001)] oder sinusoidale Leberendothelzellen [Übersicht in (Knolle and Limmer, 2001)]. Es 

gibt allerdings auch Hinweise, dass aus dem Knochenmark stammende APC für die Induktion 

einer T-Zellreaktion nach oraler Antigengabe notwendig sind (Blanas et al., 2000), was die 

Rolle der nicht-klassischen APC in Frage stellt. Diese Problematik wird kontrovers diskutiert.  

 

Organe und APC-Populationen, die an der oralen Toleranzinduktion beteiligt sind  

Eine Möglichkeit, jene APC zu identifizieren und zu charakterisieren, die an der Induktion 

suppressorischer T-Zellen nach oraler Antigengabe beteiligt sind, ist der direkte Nachweis der 

entsprechenden antigenen MHC/Peptid-Komplexe auf der APC-Oberfläche mittels 

Immunfluoreszenztechniken. Um eine T-Zelle zu aktivieren, reichen allerdings bereits 

weniger als hundert spezifische MHC/Peptidkomplexe aus (Demotz et al., 1990; Harding and 

Unanue, 1990), während die Nachweisgrenze konventioneller Immunfluoreszenz bei einigen 

tausend Molekülen pro Zelle liegt (Scheffold et al., 2000). Aufgrund der großen Zahl von 

MHC-Molekülen (bis zu 105/Zelle), die mit vielen verschiedenen Peptiden beladen sind, 

weisen MHC/Peptid-spezifische Antikörper häufig Kreuzreaktivitäten auf, die den Nachweis 

weniger, spezifischer MHC/Peptid-Komplexe erschwert. Daher erfolgte der Nachweis der 

Antigenpräsentation bisher meist über funktionelle Analysen, d.h. in vitro Aktivierung 

spezifischer T-Zellen durch in vivo beladene APC (Kelsall and Strober, 1996; Liu and 

MacPherson, 1993; Richman et al., 1981) oder in vivo, nach Transfer spezifischer T-Zellen. In 

vereinzelten Studien konnte gezeigt werden, dass DC aus PP oder LP bzw. DC, die aus der 

den Darm drainierenden Lymphe gewonnen wurden, oral applizierte Antigene präsentieren 

(Chirdo et al., 2005; Liu and MacPherson, 1993). Die Untersuchung der in vivo T-

Zellaktivierung ergab, dass nach oraler Antigengabe innerhalb weniger Stunden eine 

Aktivierung und Proliferation der spezifischen T-Zellen vor allem in den PP und mLK 

stattfand, bei höheren Antigendosen zum Teil auch in der Milz [(Blanas et al., 2000; 

Gutgemann et al., 1998) und Übersicht in (Mintern et al., 1999)]. Durch Untersuchung der in 

vivo Aktivierung spezifischer T-Zellen konnte auch gezeigt werden, dass aus Knochenmark-

Vorläuferzellen entstandene APC vermutlich für die Induktion einer T-Zellreaktion nach 
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oraler Antigengabe verantwortlich sind (Blanas et al., 2000). Mit diesen Verfahren konnten 

allerdings keine Aussagen über die tatsächliche Frequenz, den Phänotyp, die Art der 

vorhandenen Ko-Stimulatoren oder die Antigenbeladung einzelner APC in den verschiedenen 

Geweben gemacht werden.  

Wir haben einen sensitiven Nachweis der Präsentation von MHC-Klasse-II-restringierten 

Peptiden mittels magnetofluoreszenter Liposomen entwickelt. Dessen Detektionslimit liegt im 

Bereich des T-Zellaktivierungslimits (<100 MHC/Peptid-Komplexe/Zelle) liegt. Diese 

Methode erlaubte die phänotypische Charakterisierung der APC, die oral applizierte Antigene 

in physiologisch relevanten Mengen präsentieren. So konnten wir untersuchen, welche 

Organe und welche APC präferentiell für die Präsentation oral applizierter Antigene 

verantwortlich sind. 
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2. Eigene Arbeiten 

Im Folgenden sind die wichtigsten Arbeiten eingebunden, die dieser Habilitationsschrift 

zugrunde liegen. Jedem Artikel ist eine Zusammenfassung vorangestellt. 

 

2.1  IL-2 induziert IL-10 in CD4+CD25+ Treg und aktiviert die suppressive Aktivität. 

2.2  Charakterisierung funktionell definierter Treg-Subpopulationen. 

2.3  Die Regulation der Aktivität CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen.  

2.4  Identifizierung von Membran-gebundenem IFN-γ und IL-10  

2.5  Beeinflussung der T-Zellaktivierung durch Notch-Liganden  

2.6  Sensitive Visualisierung der Peptid-Präsentation ex vivo und in vitro.  

2.7  Präsentation oral applizierter Antigene und die Rolle der Peyerschen Plaques für die 

Antigenaufnahme. 
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2.1 IL-2 induziert IL-10 in CD4+CD25+ Treg und aktiviert die suppressive Aktivität 

Foxp3+CD4+CD25+ Treg sind durch die konstitutive Expression von CD25, der α-Kette des 

IL-2-Rezeptors, gekennzeichnet. Die funktionelle Bedeutung des IL-2-Rezeptors für Treg war 

jedoch lange Zeit unklar, da CD25 auch von aktivierten Foxp3- T-Zellen exprimiert wird. 

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass IL-2 für die Homöostase von Treg essentiell ist, 

wohingegen die Rolle von CD25/IL-2 für ihre suppressive Effektorfunktion weniger gut 

untersucht war. Da außerdem bekannt ist, dass Treg selbst kein IL-2 produzieren, scheinen sie 

von der Aufnahme von exogenem IL-2 abhängig zu sein. Wir haben die Rolle der IL-2-

Aufnahme durch Treg in vitro näher charakterisiert, wobei sich Hinweise auf einen neuen 

Mechansimus der Suppression sowie der Regulation ihrer Aktivierung ergaben.  

Wir konnten zeigen, dass Treg IL-2 binden und bei Ko-Kultivierung mit den CD4+CD25- 

Zielzellen um IL-2 kompetitieren. Durch die spezifische Blockade der IL-2-Aufnahme durch 

Treg konnte die Suppression vollständig aufgehoben werden. Da IL-2 in vitro ein essentieller 

Wachstumsfaktor ist, deuten diese Ergebnisse auf IL-2-Kompetition als suppressiven 

Mechanismus hin. In Übereinstimmung damit hebt IL-2-Zugabe zur Ko-Kultur die 

Suppression auf. Gleichzeitig können Treg durch IL-2-neutralisierende Antikörper ersetzt 

werden. Wir konnten aber auch zeigen, dass IL-2 in den Treg IL-10 induziert, das in einigen 

in vivo Systemen für die Suppression notwendig ist. Insgesamt zeigt unsere Arbeit, dass die 

IL-2-Aufnahme für die Regulation der supressiven Aktivität von Treg wichtig ist. Die 

Tatsache, dass IL-2 im Allgemeinen von aktivierten T-Zellen oder auch dendritischen Zellen 

produziert wird, könnte auf einen IL-2-vermittelten Regulationsmechanismus hinweisen, der 

für eine ausreichende Gegenregulation bei Immunaktivierung sorgt. 
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2.2 Charakterisierung funktionell definierter Treg-Subpopulationen  

Es stellte sich die Frage, ob innerhalb der Population der CD25+ Treg Subgruppen mit 

definierten funktionellen Eigenschaften existieren. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 

Alf Hamann, Charité, konnten wir eine Unterteilung anhand der Expression des Integrins 

αEβ7 vornehmen und zeigen, dass αEβ7
+ Treg sowohl in vitro als auch in vivo höhere 

suppressorische Kapazität besitzen als αEβ7
- Treg. In einer weiteren gemeinsamen Studie 

konnten wir zeigen, dass αEβ7
+ Treg einen Gedächtnis-/Effektorzell-Phänotyp aufweisen, 

charakterisiert durch starke Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle (u.a. E/P-Selektin-

Liganden), die sie beispielsweise zur Einwanderung in entzündete Gewebe befähigen. Im 

Gegensatz dazu exprimieren αEβ7
- Treg verstärkt die Moleküle CCR7 sowie CD62L-Selektin, 

die für die Einwanderung in die Lymphknoten notwendig sind. In Übereinstimmung damit 

konnten wir zeigen, dass αEβ7
+ Treg eine verstärkte Migration in entzündete Gewebe 

aufwiesen. Die verbesserte Migration war gleichzeitig verbunden mit der verstärkten 

Suppression einer modellhaften in vivo Entzündungsreaktion, der Antigen-induzierten 

Arthritis. αEβ7
+ Treg weisen außerdem eine geringere Menge an T cell receptor excision 

circles (TRECs) auf, was auf erhöhte Proliferation nach Verlassen des Thymus hindeutet. 

Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass der Gedächtnis/Effektorzell-Phänotyp das Resultat 

einer peripheren Differenzierung ist, z.B nach Antigenkontakt. 

Damit ist es erstmals gelungen, zwei funktionelle Subpopulationen innerhalb der CD25+ Treg 

zu identifizieren, die vermutlich in vivo unterschiedliche Rollen ausüben. Weiterhin konnte so 

gezeigt werden, dass die Lokalisierung der Treg ein wichtiger Regulationsparameter für die in 

vivo suppressorische Wirkung ist. Weitere Untersuchungen sollen zeigen, inwieweit über 

suppressorische Effektorfunktionen wie die IL-10-Produktion ebenfalls funktionell definierte 

Populationen abgegrenzt werden können und wie diese Faktoren mit der αEβ7
+ Expression 

korrelieren. 
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2.3 Die Regulation der Aktivität CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen  

Trotz des großen Interesses an der Biologie der CD25+ Treg sind bis heute die molekularen 

Details ihrer suppressorischen Aktivität unklar. Dies betrifft sowohl die Identität der 

suppressiven Mechanismen als auch die Regulation ihrer Aktivierung. Insbesondere bei der 

Frage der suppressiven Effektorfunktionen gibt es erhebliche Diskrepanzen zwischen in vivo 

und in vitro erzielten Ergebnissen. Neuere Arbeiten, unter anderem auch die unserer 

Arbeitsgruppe, weisen auf eine wichtige Rolle der IL-2-Aufnahme für die suppressorische 

Treg-Aktivität hin und können möglicherweise zur Klärung einiger dieser Widersprüche 

beitragen. In dem hier vorliegenden Artikel haben wir die unterschiedlichen Auswirkungen 

der IL-2-Aufnahme durch Treg in vitro und in vivo diskutiert. Es werden auch Ergebnisse 

eines neuen mathematischen Modells vorgestellt, das zelluläre Kommunikation mittels IL-2 

simuliert. Die Modellierung zeigt unter anderem, dass die Effektivität der Kompetition um IL-

2 stark vom Abstand zwischen Treg und IL-2-produzierender Zielzelle abhängt. Dies führt zu 

einer Neubewertung von Daten, die mittels gängiger in vitro Treg-Testsysteme gewonnen 

wurden und bisher als Hinweis auf einen Kontakt-abhängigen Suppressionsmechanismus 

interpretiert wurden.  

Der Nachweis des Treg-aktivierenden Effektes von IL-2 hat auch zur Entwicklung eines 

neuen Modells der Regulation der Treg-Funktion in vivo geführt: Erst durch das im Verlauf 

der Immunantwort generierte IL-2 können Treg in einen aktiven suppressiven Zustand 

versetzt werden, der möglicherweise wichtig für die Begrenzung der Immunreaktion ist. Wir 

stellen außerdem Ergebnisse vor, die darauf hinweisen, dass dieser aktivierte Zustand nur 

transient und daher zeitlich auf die Dauer der Immunreaktion begrenzt ist. Dieses Modell 

führt zusätzlich zur Regulation der Treg-Aktivierung über Antigenspezifität und 

Lokalisierung eine weitere Kontrollebene ein, die eine genaue Anpassung an die 

physiologischen Erfordernisse ermöglicht. Zusätzlich bietet die gezielte Aktivierung von Treg 

durch IL-2 möglicherweise die Chance für gezieltere therapeutische Anwendungen. 
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2.4 Identifizierung von Membran-gebundenem IFN-γ und IL-10 

Viele T-Zelleffekte werden über die Sekretion von Zytokinen vermittelt. Daher ist die 

Fähigkeit, ganz bestimmte Zytokine zu produzieren, ein wesentliches Definitionskriterium für 

T-Zellpopulationen mit spezialisierten Funktionen. So stellt IL-10 eines der wichtigsten anti-

inflammatorischen Zytokine dar und kann daher zur Identifizierung suppressiver T-Zellen 

verwendet werden. IFN-γ, das prototypische Th1-Zytokin, weist hingegen hauptsächlich 

proinflammatorische Wirkungen auf. Allerdings kann die Zytokinproduktion einer 

bestimmten T-Zelle nicht durch konventionelle Oberflächenparameter bestimmt werden, 

sondern muss durch intrazelluläre Färbung des Zytokins nachgewiesen werden. Hierfür 

müssen die Zellen jedoch fixiert werden und stehen daher nicht für weitere funktionelle 

Analysen zur Verfügung. 

Wir haben mittels einer von uns entwickelten Immunfluoreszenztechnik, den so genannten 

magnetofluoreszenten Liposomen, die den Nachweis extrem geringer Mengen von 

Oberflächen-gebundenen Antigenen ermöglichen, eine neue Membran-gebundene Form der 

Zytokine IFN-γ und IL-10 entdeckt. Die Oberflächenexpression ist spezifisch für Zytokin-

produzierende Zellen. Sie ist unabhängig von der Expression der entsprechenden 

Zytokinrezeptoren, und nicht durch passive Adsorption der Zytokine aus dem Medium zu 

erklären. Mittels dieser Oberflächenzytokine war es möglich, Zytokin-sezernierende Zellen 

aus einem heterogenen Gemisch von T-Zellen zu isolieren. Damit stand erstmals ein 

spezifischer Oberflächenmarker zur Verfügung, mit dem potentiell suppressive IL-10-

produzierende T-Zellen isoliert und funktionell analysiert werden können. Welche Funktion 

diese Oberflächen-gebundenen Zytokine besitzen, ist derzeit noch unklar. Sie könnten 

gegebenenfalls in Zell-Zell-Kontakt-abhängigen Situationen eine Bedeutung besitzen, ähnlich 

dem als spezifisch für Treg beschriebenen Oberflächen-gebundenen TGF-β. 
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2.5 Beeinflussung der T-Zellaktivierung durch Notch-Liganden 

Der Notch-Signalweg stellt eine Möglichkeit dar, die Differenzierung von naiven T-Zellen in 

suppressorische aber auch Th1- oder Th2-Zellen zu induzieren. Allerdings sind die 

publizierten Ergebnisse zum Teil widersprüchlich, was unter anderem daran liegen kann, dass 

die molekularen Grundlagen dieser Notch-vermittelten Differenzierungsschritte sowie die 

Rolle der verschiedenen Notch-Liganden und Notch-Rezeptoren noch unklar ist. Wir haben 

daher den Einfluß der Notch-Liganden dll1, dll4 und jagged1 auf die T-Zellaktivierung 

untersucht. Die uns zur Verfügung stehenden rekombinanten Proteine erlaubten die Analyse 

ihrer spezifischen Effekte in einem APC-freien System. Wir konnten so erstmals zeigen, dass 

die verschiedenen Liganden direkt die T-Zellaktivierung modulieren, wobei jagged1 und dll1 

inhibierend und dll4 aktivierend wirkte. Alle Effekte waren unabhängig vom klassischen, γ-

Sekretase-abhängigen Notch-Signalweg. Die blockierende Wirkung beruht vermutlich auf 

einer unmittelbaren Inhibition proximaler T-Zellrezeptorsignale und führt zu einer 

verminderten Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB, AP1 und NF-AT. 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Notch außer über die Regulation der Transkripition 

bestimmter Zielgene auch über eine direkte Modulation der T-Zellrezeptorsignale die T-

Zelldifferenzierung beeinflussen kann. Unter welchen Bedingungen die verschiedenen 

Modulationsmechansimen aktiv oder dominant sind und welche Mechanismen entscheidend 

für die Induktion suppressorischer T-Zellen sind, ist noch unklar. Ein weiterer wichtiger 

Punkt hierfür ist die Analyse der Ligandenexpression auf APC und die daraus resultierende 

Modulation der T-Zelldifferenzierung. 
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2.6 Sensitive Visualisierung der Peptid-Präsentation ex vivo und in vitro  

Antigen-präsentierenden Zellen kommt eine zentrale Bedeutung für die Steuerung der 

Differenzierung von T-Zellen in der Peripherie zu. Sie induzieren nicht nur die T-

Zellaktivierung über die Präsentation spezifischer MHC/Peptidkomplexe, sondern vermitteln 

auch die für die Differenzierung zusätzlich notwendigen ko-stimulatorischen Signale. Die 

Qualität und Quantität dieser Ko-Stimulatoren wird durch die physiologische Umgebung und 

immunstimulierende Signale von Pathogenen reguliert. Um besser verstehen zu können, 

warum es in bestimmten Situationen in vivo zur Induktion suppressiver T-Zellen kommt und 

welche Signale dabei entscheidend sind, ist es notwendig, jene APC näher zu charakterisieren, 

die T-Zellaktivierung und Differenzierung in vivo steuern. Voraussetzung dafür ist der 

Nachweis derjenigen APC, die zum Beispiel nach tolerogener Antigenapplikation ein 

bestimmtes Peptid präsentieren. T-Zellen können bereits durch weniger als hundert 

spezifische MHC/Peptidkomplexe pro APC aktiviert werden. Konventionelle 

Immunfluoreszenztechniken erlauben den Nachweis einer positiven Zelle erst ab mehreren 

tausend Antigenen pro Zelle. Wir haben daher Hapten-markierte Peptide eingesetzt, die durch 

Färbung mit magnetofluoreszenten Liposomen mit hoher Sensitivität und Spezifität detektiert 

werden können. Nach in vitro und in vivo Applikation konnten die Peptide auf der Oberfläche 

von MHC-Klasse-II+ Zellen nachgewiesen werden und gestatteten die eindeutige 

Identifizierung Peptid-präsentierender APC. Parallele Peptid-Färbung und Stimulation Peptid-

spezifischer T-Zellen mit den Peptid-beladenen APC ergab eine vergleichbare Sensitivität 

beider Nachweismethoden. Damit steht eine Nachweismethode zur Verfügung, mit der sich 

jene APC identifizieren, und näher charakterisieren lassen, die physiologisch relevante 

Mengen an Peptiden in vivo präsentieren. 
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2.7 Präsentation oral applizierter Antigene und die Rolle der Peyerschen Plaques für die 

Antigenaufnahme 

Orale Antigenapplikation löslicher Proteine führt zur Induktion Antigen-spezifischer 

suppressorischer T-Zellen. Um die hierfür verantwortlichen APC zu identifizieren, haben wir 

die Peptid-präsentierenden Zellen nach oraler Applikation mittels der oben beschriebenen 

Technologie näher charakterisiert. Wir haben außerdem Mäuse verwendet, bei denen während 

der Embryogenese selektiv die Ausbildung der Peyerschen Plaques inhibiert wurde, um deren 

spezifischen Beitrag zu Antigenaufnahme und -präsentation zu bestimmen. 

Wenige Stunden nach Applikation konnten Peptid-präsentierende Zellen in den regionalen 

lymphoiden Organen (PP, mLK), bei steigender Dosis auch in peripheren Organen (Milz) 

nachgewiesen werden. Die Antigenpräsentation war dabei immer am stärksten auf den DC der 

PP (bis zu 65%), gefolgt von denen der mLK. Interessanterweise erfolgte die Aktivierung 

naiver Peptid-spezifischer T-Zellen bei limitierenden Antigenmengen ausschließlich in den 

mLK. Die Abwesenheit der PP hatte weder auf die Antigenpräsentation in den restlichen 

lymphoiden Organen noch auf die T-Zellaktivierung einen Einfluss. 

Diese Daten weisen darauf hin, dass nicht die PP für die orale Toleranzinduktion 

verantwortlich sind, sondern dass vor allem den mLK und den dort residenten oder dorthin 

eingewanderten DC eine besondere Rolle zukommt. Weitere Analysen sollen zeigen, welche 

DC-Populationen die Antigenpräsentation übernehmen, wo die Antigenbeladung stattfindet 

und welche Moleküle eventuell für die Induktion suppressorischer T-Zellen durch mLK-DC 

verantwortlich sind. 
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3.Diskussion 

 

3.1 Regulation der Effektorfunktion suppressorischer T-Zellpopulationen 

 

Die therapeutische Bedeutung suppressorischer T-Zellpopulationen 

Viele Immunpathologien werden durch überschießende Immunreaktionen verursacht, bei 

denen die körpereigenen Kontrollmechanismen zur Verhinderung oder Begrenzung einer 

Immunantwort versagen. Dies kann zu einer Reaktion gegen Autoantigene oder harmlose 

Fremdantigene führen oder zu chronischen Entzündungsreaktionen gegen Pathogene. Im 

Gegensatz zu herkömmlichen Therapien, die durch die Blockierung bestimmter 

Effektorfunktionen des Immunsystems eine mehr oder weniger generelle Immunsuppression 

mit entsprechenden Nebenwirkungen bewirken, stellen suppressorische T-Zellen einen 

physiologischen Kontrollmechanismus dar. Die Vorteile dieser physiologischen 

Immunsuppression sind die Antigenspezifität, die lokale Begrenzung sowie die gezielte 

Aktivierung der suppressiven Effektorfunktionen. Aufgrund dieser Eigenschaften können 

pathologische Prozesse unter Aufrechterhaltung des Immunschutzes kontrolliert werden. 

Ein Defekt der natürlichen suppressorischen Zellen kann ursächlich für die Entstehung von 

Immunpathologien sein. Alternativ kann die physiologische suppressorische Aktivität in 

bestimmten Situationen nicht ausreichend sein. In beiden Fällen ergeben sich therapeutische 

Ansatzpunkte durch die gezielte Stärkung des suppressorischen Arms des Immunsystems. 

Dies kann durch adoptiven Transfer geeigneter Zellen oder durch ihre gezielte Aktivierung 

oder Expansion in vivo erreicht werden. 

Wir haben untersucht, welche Eigenschaften für die Immunsuppression durch CD25+ Treg 

relevant sind, wie Subpopulationen mit speziellen Funktionen definiert und gegebenenfalls 

aufgereinigt werden können und wie die suppressiven Effektormechanismen aktiviert werden. 

Weiterhin ist wichtig, durch welche Signale suppressorische Zellen gegen bestimmte 

Antigene in vivo oder in vitro induziert werden können. Diese Arbeiten sollen dazu beitragen, 

den gezielten Einsatz suppressorischer T-Zellen für therapeutische Zwecke zu ermöglichen. 

 

IL-2 reguliert die Homöostase der CD25+ Treg  

Über die konstitutive Expression von CD25, der α-Kette des IL-2-Rezeptors, konnte die 

bisher am besten charakterisierte Population natürlicher suppressorischer T-Zellen, die 

Foxp3+CD4+CD25+ Treg, identifiziert werden. Die Rolle von CD25 und IL-2 für CD25+ 
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Treg war lange Zeit umstritten, da auch aktivierte T-Zellen CD25 exprimieren. In vitro hebt 

Zugabe eines IL-2-Überschusses die suppressorische Wirkung auf (Thornton and Shevach, 

1998). In vivo hingegen konnte gezeigt werden, dass IL-2 für die Homöostase der Treg 

Population in der Peripherie essentiell ist [Übersicht in (Malek, 2003)]. In vivo Blockade von 

IL-2 durch spezifische Antikörper reduziert die Treg-Frequenz und die Expressionsstärke von 

CD25 [(Murakami et al., 2002; Setoguchi et al., 2005) und eigene nicht veröffentlichte 

Ergebnisse]. Mäuse, die genetisch defizient für Teile des IL-2-Rezeptors oder der IL-2-

Signaltransduktionskette sind, haben ebenfalls verringerte Treg-Frequenzen (Almeida et al., 

2002; Antov et al., 2003; Malek et al., 2002; Papiernik et al., 1998; Snow et al., 2003). 

Gleichzeitig weisen diese Mäuse einen letalen Phänotyp auf, der durch Hyperproliferation 

und -aktivierung autoreaktiver T-Zellen gekennzeichnet ist (Sadlack et al., 1995; Sadlack et 

al., 1993; Suzuki et al., 1995; Willerford et al., 1995). Diese Immunpathologie ist vermutlich 

auf das Fehlen von Treg zurückzuführen, da neonataler Transfer von Treg in IL-2-Rezeptor-

defiziente Mäuse die Krankheitsentwicklung unterbindet (Almeida et al., 2002; Antov et al., 

2003; Malek et al., 2002; Wolf et al., 2001). Treg scheinen auch in Abwesenheit von IL-2 im 

Thymus generiert zu werden, benötigen aber IL-2 für die Expansion und/oder Aktivierung in 

der Peripherie. Dies konnte erstmals durch den Transfer von CD4+ T-Zellen in Mäuse mit 

experimenteller Autoimmun-Enzephalomyelitis gezeigt werden (Furtado et al., 2002). CD4+ 

T-Zellen aus IL-2-defizienten Mäusen waren in diesem System protektiv, während CD4+ T-

Zellen aus CD25-defizienten Mäusen keinen Einfluss ausüben. Fontenot et al. und D´Cruz et 

al. konnten zeigen, dass CD25-defiziente Mäuse im Thymus normale Frequenzen an Treg 

aufwiesen, während die Treg-Frequenz in der Peripherie reduziert war (D'Cruz and Klein, 

2005; Fontenot et al., 2005).  

Das Überleben der CD25+ Treg in der Peripherie scheint also von IL-2 abhängig zu sein, 

obwohl diese Zellen selbst kein IL-2 produzieren. Vermutlich ist Foxp3 über einen 

gemeinsam mit NFAT gebildeten negativen Transkriptions-Regulationskomplexes selbst für 

die Suppression der IL-2-Produktion in Treg verantwortlich (Wu et al., 2006). Treg müssen 

also IL-2 effizient aus der Umgebung aufnehmen können. Durch Verwendung eines IL-2-

IgG-Fusionsproteins, das nach Bindung an den Rezeptor auf der Zelloberfläche mittels 

Immunfluoreszenzfärbung nachweisbar ist, konnten wir zeigen, dass Treg tatsächlich 

konstitutiv die Fähigkeit besitzen, IL-2 zu binden (de la Rosa et al., 2004). Sie tragen 

vermutlich also nicht nur CD25, sondern den vollständigen hochaffinen IL-2-Rezeptor, 

bestehend aus α, β und γ-Kette. Die konstitutive Expression des hochaffinen IL-2-Rezeptors 
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könnte einen kompetitiven Vorteil und damit ein wichtiges Überlebenskriterium in vivo 

darstellen. 

 

Suppression in vitro: Kompetition um IL-2 oder alternative Mechanismen? 

Unter Bedingungen, bei denen IL-2 ein kritischer Überlebens-, Proliferations- oder 

Aktivierungsfaktor ist, könnte die effiziente Aufnahme von IL-2 aus der Umgebung 

gleichzeitig einen suppressiven Mechanismus darstellen. Wir konnten zeigen, dass Treg in 

vitro tatsächlich erfolgreich mit CD4+ T-Zellen um IL-2 konkurrieren (de la Rosa et al., 

2004). Durch selektive Blockade der IL-2-Aufnahme durch Treg konnten wir außerdem 

zeigen, dass die Suppression der T-Zellaktivierung in vitro von der IL-2-Aufnahme durch 

Treg abhängt. Alle suppressiven Treg-Effekte (Inhibition von IL-2-Produktion, Proliferation, 

CD25-Expression) werden durch Zugabe eines Überschusses von IL-2 aufgehoben. 

Umgekehrt können durch Neutralisierung von IL-2 mittels Antikörpern in der in vitro Kultur 

die gleichen Suppressionseffekte erreicht werden wie durch Treg. Diese Ergebnisse zeigen, 

dass Kompetition um IL-2 prinzipiell als Suppressionsmechanismus in vitro ausreichend 

wäre. Auch die Gruppe von Ethan Shevach konnte zeigen, dass die suppressorische Aktivität 

der Treg von der Aktivierung durch IL-2 abhängt (Thornton et al., 2004; Thornton et al., 

2004). Interessanterweise konnte die Treg-vermittelte Suppression der IL-2-mRNA-

Expression durch Zugabe von IL-2 nicht aufgehoben werden, obwohl unter diesen 

Bedingungen die Proliferation wieder voll hergestellt war [(Thornton et al., 2004) und eigene 

unveröffentlichte Ergebnisse]. Unsere Ergebnisse zeigen aber, dass die Suppression der IL-2-

Proteinproduktion durch exogenes IL-2 vollkommen aufgehoben wird (de la Rosa et al., 

2004). In einer neueren Arbeit wurde hingegen beschrieben, dass die Suppression der IL-2-

Proteinproduktion durch IL-2 ebenfalls nicht aufgehoben wird (Sojka et al., 2005), was im 

Gegensatz zu unseren eigenen Daten steht. Welche experimentellen Details diesen 

Unterschied hervorrufen, ist noch nicht klar. Die unterschiedliche Regulation von IL-2-

mRNA und -Protein könnte hingegen durch zwei unabhängig voneinander agierende 

Regulationsebenen erklärt werden: Die IL-2-Translation/Proteinproduktion in den Zielzellen 

erfordert IL-2-Signale (autokriner Feedback-loop) und wäre daher durch einfache 

Kompetition um IL-2 inhibierbar. Die IL-2-Transkription scheint dagegen unabhängig von 

direkten IL-2-Rezeptorsignalen zu sein, daher ist sie also nicht durch IL-2-Kompetition 

inhibierbar. Die Suppression würde in diesem Fall durch einen zweiten Mechanismus 

erfolgen, der in Treg durch IL-2 oder alternative Signale angeschaltet werden muss. Derzeit 
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liegen allerdings noch keine weiteren experimentellen Daten zu dieser differentiellen 

Regulation vor. 

Ein Hinweis auf alternative, von IL-2-Kompetition unabhängige Suppressionsmechanismen 

folgt aus der Beobachtung, dass Treg aus CD25-defizienten Mäusen in vitro ebenfalls 

suppressiv sind (D'Cruz and Klein, 2005; Fontenot et al., 2005), möglicherweise aber mit 

reduzierter Effizienz (D'Cruz and Klein, 2005). Der Unterschied zu Treg aus Wildtypmäusen 

könnte darin bestehen, dass CD25-defiziente Mäuse chronische Entzündungsreaktionen und 

T-Zellhyperproliferation aufweisen, was bereits zu einer in vivo Aktivierung der Treg führen 

könnte (Fontenot et al., 2005). Diese Ergebnisse zeigen aber, dass die IL-2-Aufnahme durch 

Treg nicht essentiell ist und dass zusätzlich zur IL-2-Kompetition alternative Mechanismen 

existieren müssen. Unterschiedliche suppressorische Mechanismen, die je nach Situation 

dominant sind, könnten eventuell auch die widersprüchlichen Ergebnisse hinsichtlich des 

suppressiven Mechanismus in vitro und in vivo erklären. Kompetition um IL-2 scheint in vitro 

relevant zu sein, aber nicht in vivo. Umgekehrt scheinen die immunsuppressiven Zytokine IL-

10 und TGF-β in vitro keine Rolle zu spielen, aber durchaus in verschiedenen in vivo 

Modellen [Übersicht in (Izcue et al., 2006; von Boehmer, 2005)]. Aussagekräftige in vitro 

Tests müssen also unter Bedingungen durchgeführt werden, die der in vivo Situation 

entsprechen, wo also z.B. IL-2-Kompetition keine Rolle spielt. Dies trifft vor allem für 

Untersuchungen menschlicher Treg zu, da hier entsprechende in vivo Systeme für 

Funtionstests fehlen. Die Suppression der IL-2-Transkription als experimenteller Parameter in 

Anwesenheit eines IL-2-Überschusses könnte hierfür ein erster Ansatzpunkt sein.  

 

Suppression durch Zell-Zell-Kontakt oder lokale Zytokineffekte 

Aus verschiedenen in vitro Analysen der suppressiven Funktion von Treg wurde der Schluss 

gezogen, dass der Austausch löslicher Mediatoren keine Rolle spielt [Übersicht in (Shevach, 

2002; von Boehmer, 2005)]. Zum einen waren suppressorische Kandidatenzytokine wie TGF-

β oder IL-10 für die in vitro Suppression nicht notwendig (Piccirillo et al., 2002; Takahashi et 

al., 1998; Thornton and Shevach, 1998). Zum anderen wird der suppressive Effekt 

aufgehoben, wenn Treg und Zielzellen durch eine Membran getrennt wurden, die zwar den 

Austausch löslicher Mediatoren, nicht aber direkten Zell-Zell-Kontakt gestattet („Transwell-

Assay“) (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998). Es wird daher in der Literatur 

häufig von einem Zell-Zell-Kontakt-abhängigen Suppressionsmechansimus gesprochen – ein 

Widerspruch zur IL-2-Kompetitionshypothese? 
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Bei sorgfältiger Betrachtung wird klar, dass die Kompetition um lösliche Mediatoren zwar 

nicht Zell-Zell-Kontakt-, wohl aber Distanz-abhängig ist. Wir konnten zeigen, dass durch IL-

2, das die Zielzellen nach Aktivierung produzieren, ein dynamischer autokriner 

Rückkopplungs-Mechanismus in Gang gesetzt wird, der IL-2-Produktion sowie IL-2-

Rezeptorexpression im Laufe der ersten 24 Stunden nach Aktivierung verstärkt (de la Rosa et 

al., 2004). Die Suppression der IL-2-Produktion durch Treg oder anti-IL-2-Antikörper 

erfordert, dass bereits zu einem frühen Zeitpunkt diese Rückkopplung blockiert wird. Hierzu 

müssen Treg in räumlicher Nähe zur Zielzelle sein, um IL-2 „abzufangen“, bevor es von den 

Zielzellen selbst aufgenommen werden kann. Da viele lokale Immunprozesse durch Zytokine 

reguliert werden, war es interessant, eine quantitative Beschreibung der Zytokinwirkung unter 

Einbeziehung topologischer (Zell-Zell-Abstand) und biophysikalischer Parameter 

(Sekretionsrate, Rezeptorexpression und -umsatzgeschwindigkeit sowie autokrine 

Rückkopplungsschleifen) zu versuchen. Dies wurde in Zusammenarbeit mit der 

Arbeitsgruppe von Thomas Höfer, Institut für Biologie, Theoretische Biophysik, HU-Berlin, 

durchgeführt [Busse D, Diplomarbeit HU-Berlin 2006, (Scheffold et al., 2005) und Busse et 

al. Manuskript in Vorbereitung]. 

Diese Analyse zeigte, dass über einen weiten Bereich verschiedener IL-2-Sekretionsraten 

Kompetition durch Treg sehr effektiv ist, vorausgesetzt der Zell-Zell-Abstand liegt im 

Bereich von maximal 1-2 Zelldurchmessern. Im Transwell-Assay liegt der Abstand hingegen 

im Bereich von ca. 100 Zelldurchmessern, was effektive Kompetition unmöglich macht. 

Interessanterweise ist die T-Zellaktivierung in diesem Modell kein kontinuierlicher Prozess. 

Unterschreitet die T-Zellrezeptorstimulation und damit die IL-2-Sekretion einen kritischen 

Wert, bleibt die Aktivierung vollständig aus, d.h. die autokrine Rückkopplungsschleife wird 

nicht in Gang gesetzt. Wird der kritische Wert überschritten, kommt es zu einem sprunghaften 

Anstieg der Aktivierung durch Anschalten der Rückkopplungsschleife. Die Einführung von 

Treg in das System verschiebt den kritischen Wert zu höheren IL-2-Sekretionsraten. Die 

Effektivität der Treg hängt außer vom Zell-Zell-Abstand vornehmlich vom initialen 

Unterschied in der IL-2-Rezeptorexpression ab. Dieses mathematische Modell unterstützt also 

die ursprüngliche Annahme, dass die konstitutive IL-2-Rezeptorexpression einen wichtigen 

physiologischen Parameter für das Überleben und die Aktivierung von Treg darstellt, über 

den eine ausreichende IL-2 Versorgung gewährleistet wird. Die sprunghafte Aktivierung 

wurde auch im experimentellen System beobachtet. Derzeit werden weitere Details der 

mathematischen Vorhersage experimentell überprüft. 
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Bedeutung der in vivo Kompetition um IL-2 für die Treg-Funktion? 

Bei in vitro Tests der suppressiven Aktivität, z.B. Suppression der IL-2-Produktion oder der 

Proliferation von mit anti-CD3 aktivierten T-Zellen, ist IL-2 limitiert und die IL-2-

Kompetition daher ein dominanter Faktor. Klein et al. konnten zeigen, dass Kompetition um 

IL-2 auch in vivo stattfindet (Klein et al., 2003). In vivo ist IL-2 für T-Zellen aber kein 

essentieller Proliferationsfaktor, und Treg sind in der Lage, IL-2-unabhängige Immunprozesse 

zu regulieren (Malek et al., 2002), was Kompetition als alleinigen Mechanismus ausschließt. 

Allerdings wurde die aktivierende Rolle von IL-2 für die T-Zellreaktion in vivo aufgrund des 

drastischen hyperproliferativen Phänotyps der IL-2/IL-2R-defizienten Mäuse nicht im Detail 

analysiert. Erst in jüngster Zeit wird versucht, in verfeinerten experimentellen Systemen wie 

Knochenmarks-Chimären oder durch adoptiven Transfer kleiner T-Zellpopulationen mit IL-

2/IL-2R-Defizienz die tatsächliche Funktion von IL-2 in einer spezifischen Immunreaktion 

genauer zu bestimmen. Erste Ergebnisse zeigen beispielsweise, dass IL-2 für die unmittelbare 

Expansion in der Primärantwort nicht unbedingt erforderlich ist. Jedoch scheint die 

Anwesenheit von IL-2 während der Primärantwort einen Expansionsvorteil für die sekundäre 

Stimulation zu bewirken, so dass IL-2 möglicherweise die Gedächtnisantwort positiv reguliert 

(Dooms et al., 2004; Williams et al., 2006). Außerdem scheint IL-2 auch für die Generierung 

von Treg aus konventionellen T-Zellen in der Peripherie notwendig zu sein (Knoechel et al., 

2005). Inwieweit Treg bei diesen Prozessen durch IL-2-Kompetition interferieren, ist noch 

unbeantwortet. 

Ebenfalls unklar ist, inwieweit IL-2 im normalen Immunsystem neben der Treg-Homöostase 

auch deren Aktivierung steuert und welche zusätzlichen Signale daran beteiligt sind. Es gibt 

jedoch vermehrt Hinweise darauf, dass IL-2-Gabe in vivo Treg aktiviert. Durch Injektion 

eines IL-2-IgG2b-Fusionsproteins wurden nicht nur zelluläre und humorale Immunantworten 

unterdrückt, sondern in zwei experimentellen Krankheitssystemen, Kolitis und 

Organtransplantation, auch die pathologische Immunreaktion verhindert (Kunzendorf et al., 

1996; Ruckert et al., 2002; Ruckert et al., 1998; Stallmach et al., 1999; Zhang et al., 1998). 

Diese suppressive Wirkung beruhte nicht auf der Depletion aktivierter Zellen, sondern es war 

vielmehr eine Zunahme der CD25+ T-Zellen zu beobachten. Im Falle der experimentellen 

Kolitis war auch eine erhöhte IL-10-Produktion feststellbar, und der suppressive Effekt 

konnte durch IL-10-Blockade aufgehoben werden (Stallmach et al., 1999). Wir und andere 

konnten zeigen, dass IL-2 in Treg die Fähigkeit zur IL-10-Produktion induziert (Barthlott et 

al., 2005; de la Rosa et al., 2004). Damit konnte ein erster von IL-2 induzierter 

immunsuppressiver Faktor identifiziert werden. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die in 
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vivo Applikation von IL-2-IgG2b zur Expansion von Foxp3+ Treg und zur verstärkten IL-10-

Produktion führt. Wir haben ebenso Hinweise darauf, dass DNA-Vakzinierung mit IL-2-

Plasmiden eine Treg-abhängige Suppression von Antigen-spezifischer T-Zellproliferation 

sowie von delayed-type hypersensitivity-Reaktionen hervorruft (Brandenburg et al. 

Manuskript in Vorbereitung). 

Wie erwähnt, scheint IL-2 aber nicht der einzige aktivierende Faktor zu sein, da Treg aus 

CD25-defizienten Mäusen in vitro suppressorische Aktivität (D'Cruz and Klein, 2005; 

Fontenot et al., 2005) besitzen und IL-2/IL-2-Rezeptor-defiziente Mäuse im Vergleich zu 

Foxp3-defizienten Mäusen, die keine Treg besitzen, einen schwächeren pathologischen 

Phänotyp aufweisen (Fontenot et al., 2005). So lange jedoch nicht geklärt ist, welche 

suppressorischen Effektormoleküle für eine bestimmte suppressorische Funktion erforderlich 

sind, lassen sich auch die entsprechenden Aktivierungssignale nicht eindeutig definieren. 

 

Zytokininduktion und Zytokingedächtnis in Treg versus konventionellen T-Zellen 

Der Vergleich mit konventionellen T-Zellen zeigte, dass die IL-10-Induktion in Treg anders 

reguliert wird. In naiven T-Zellen ist IL-4 hinreichend, um auch in Abwesenheit von IL-2 eine 

Th2-Differenzierung und damit IL-10 zu induzieren [Übersicht in (Ansel et al., 2006)]. Treg 

hingegen benötigen IL-2, wobei IL-4 einen starken synergistischen Effekt ausübt [(Barthlott 

et al., 2005; de la Rosa et al., 2004)]. Dieser Unterschied könnte möglicherweise ein Hinweis 

auf eine unterschiedliche Ebene der Regulation der Zytokinexpression sein. In Th2-Zellen ist 

die IL-10-Produktion wie die Produktion der meisten anderen Zytokine transkriptionell 

reguliert. Die IL-10-mRNA-Menge korreliert mit der IL-10-Proteinproduktion, was unter 

anderem auch durch die mRNA-Analyse sortierter IL-10-Produzenten aus Th2-Kulturen 

gezeigt wurde (A. Radbruch, H.-D. Chang, unveröffentlichte Ergebnisse). Es ist bekannt, dass 

Treg, insbesondere αEβ7
+ Treg (Jochen Hühn persönliche Mitteilung), bereits ex vivo ohne 

weitere Stimulation eine erhöhte IL-10-mRNA-Menge aufweisen (Fontenot et al., 2005; 

McHugh et al., 2002). Trotzdem ist auch nach Kurzzeitstimulation mit PMA/Ionomycin keine 

oder nur eine sehr geringe IL-10-Proteinproduktion nachweisbar. Dies könnte auf eine 

posttranskriptionelle Regulation der IL-10-Sekretion in Treg hinweisen, die durch IL-2 

gesteuert wird. Die IL-10-Induktion durch IL-2 scheint außerdem in vitro transient zu sein (S. 

Brandenburg, unveröffentlichte Ergebnisse). Auch αEβ7
+ Treg, die ansonsten einen 

„Gedächtniszell“-Phänotyp aufweisen, benötigen IL-2 für die Induktion von IL-10.  

Insgesamt hätte dies eine interessante Konsequenz für die Abrufung des 

Zytokingedächtnisses. Während in konventionellen Gedächtniszellen ein T-Zellrezeptorsignal 
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ausreicht, um die Produktion der bereits vorprogrammierten Zytokine zu induzieren, 

benötigen Treg auch nach wiederholter Antigenstimulation weiterhin Ko-Stimulation über IL-

2, die sie im Verlauf einer Immunantwort zum Beispiel von aktivierten DC oder T-Zellen 

erhalten. Dies könnte tatsächlich einen wichtigen zusätzlichen Kontrollmechanismus 

darstellen, da Treg hohe Affinität für Selbstantigene aufweisen (Hsieh et al., 2004; Hsieh et 

al., 2006; Jordan et al., 2001; Kawahata et al., 2002; Stephens and Ignatowicz, 2003) und in 

vivo daher einem kontinuierlichen T-Zellrezeptor-Signal ausgesetzt sind (Fisson et al., 2003). 

Wäre die suppressive Aktivität alleine durch T-Zellrezeptorsignale gesteuert, würde eine 

dauernde Immunsuppression resultieren. Die IL-2-abhängige Induktion von suppressiven 

Effektorfunktionen könnte eine zeitliche und lokale Kopplung der suppressiven Aktivität an 

eine aktive Immunreaktion bewirken. 

 

Zweistufenmodell der Regulation der Treg-Aktivierung durch IL-2 

IL-2 wird hauptsächlich von aktivierten T-Zellen produziert, vereinzelt gibt es auch Berichte, 

dass aktivierte DC IL-2 sezernieren (Granucci et al., 2001; Granucci et al., 2003). Beide 

Zelltypen stellen mögliche Zielzellen der Treg-vermittelten Suppression dar. Daraus haben 

wir ein neues Modell der Regulation der Treg-Aktivität durch die Zielzellen entwickelt. 

Im nicht-aktivierten Immunsystem werden konstant geringe Mengen an IL-2 produziert. 

Dieses IL-2 stammt vermutlich von einer Population von CD25intermediär CD4+ T-Zellen, die 

unter diesen Bedingungen die höchsten IL-2-mRNA-Level aufweist (Setoguchi et al., 2005) – 

eventuell induziert durch kontinuierliche, niedrigaffine T-Zellrezeptorstimulation, wie sie für 

die T-Zellhomöostase notwendig ist (Polic et al., 2001). Es gibt auch experimentelle Hinweise 

darauf, dass die Zahl der Treg durch die Zahl der IL-2+CD4+ T-Zellen reguliert wird (Almeida 

et al., 2006). Diese IL-2-Menge scheint jedoch nicht auszureichen, um IL-10-Produktion zu 

ermöglichen, da ex vivo Treg nach T-Zellrezeptorstimulation kein IL-10 sezernieren. Ob das 

„Wegfangen“ des im Grundzustand produzierten IL-2 durch Treg bereits dazu beiträgt, die 

Aktivierung von autoreaktiven Zellen zu verhindern, ist nicht bekannt.  

Im Zuge einer Immunreaktion gegen Pathogene werden T-Zellen oder DC aktiviert, die lokal 

große Mengen IL-2 ausschütten. Unter diesen Bedingungen spielt Kompetition vermutlich 

keine Rolle, aber den Treg steht genug IL-2 zur Verfügung, um die Fähigkeit zur IL-10-

Produktion anzuschalten. Die IL-10-Induktion erfordert neben IL-2 auch eine Aktivierung der 

Treg über den T-Zellrezeptor, die, wie oben besprochen, durch die erhöhte Autoreaktivität der 

Treg gewährleistet wird. In Übereinstimmung mit diesem Modell, sind Treg, die aus Geweben 

isoliert werden, in denen eine aktive Immunreaktion stattfindet, nach Kurzzeitstimulation in 
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der Lage, IL-10 zu produzieren (Belkaid et al., 2002; Hesse et al., 2004; Klein et al., 2003). 

Wie bereits erwähnt, bewirkt die transiente Fähigkeit zur IL-10-Produktion eine enge zeitliche 

und räumliche Kopplung der Treg-Aktivität an die Immunreaktion. Es ist derzeit nicht 

bekannt, welche weiteren suppressiven Mechanismen aktiviert werden bzw. welche weiteren 

Signale hierfür erforderlich sind. Es ist klar, dass IL-10 nicht als alleiniger suppressiver 

Faktor ausreicht. Im Vergleich zu Treg-defizienten Mäusen weisen IL-10-defiziente Mäuse 

nur eine begrenzte Immunpathologie auf (Kuhn et al., 1993). Möglicherweise verfügen Treg 

auch über die Fähigkeit, auf verschiedene Stimuli aus der Umgebung verschiedene 

Effektorfunktionen zu aktivieren und auf diese Weise eine an die jeweiligen Bedingungen 

adaptierte Kontrolle auszuüben.  

 

Implikationen für die Immuntherapie mit IL-2 

IL-2 wird in verschiedenen Bereichen (Tumorimmunologie, HIV-Infektionen, Vakzinierung, 

therapeutisch eingesetzt) in der Regel um eine Aktivierung des Immunsystems zu erreichen 

[Übersicht in (Antony and Restifo, 2005; Atkins, 2002; Gaffen and Liu, 2004)]. Die Erfolge 

sind jedoch schwankend, und es ergeben sich starke Nebenwirkungen aufgrund der 

pleiotropen Wirkung von IL-2. Wie oben diskutiert, wird IL-2 nach neuesten Erkenntnissen 

weniger als Aktivator der T-Zellreaktion gesehen, die Hauptfunktion scheint vielmehr die 

Regulation der Treg-Homöostase und die Aktivierung ihrer suppressorischen Funktion zu sein 

(Malek, 2003). In mit IL-2 behandelten Patienten lassen sich auch expandierte Treg-

Populationen nachweisen (Ahmadzadeh and Rosenberg, 2006; Cesana et al., 2006; Sereti et 

al., 2005; Sereti et al., 2002; Zhang et al., 2005). Zorn et al. zeigen, dass Foxp3 durch IL-2 in 

Abhängigkeit von STAT3 und STAT5 hochreguliert wird und die Expansion von Treg in IL-

2-behandelten Patienten induziert (Zorn et al., 2006). Zukünftige Strategien sollten also 

darauf abzielen, die Stärkung des suppressiven Arms des Immunsystems durch IL-2 zu 

unterbinden, z.B. durch Treg-Depletion, die Verwendung von alternativen Zytokinen wie IL-

15 oder die gezielte Aktivierung von Effektorzellen beispielsweise durch lokale Applikation 

und entsprechende Dosierung.  

Im Gegenzug bietet die gezielte Aktivierung von Treg durch IL-2 die Möglichkeit, die 

Immunsuppression zu stärken, z.B. in chronischen Entzündungsreaktionen oder 

Autoimmunität. Allerdings muss hier umgekehrt eine generelle Immunaktivierung durch IL-2 

verhindert werden. Dies könnte eventuell durch entsprechend niedrige Dosierung erreicht 

werden, da nur Treg konstitutiv den hochaffinen IL-2-Rezeptor exprimieren. Alternativ 

könnten gentechnisch modifizierte Treg eingesetzt werden, deren IL-2-Signalweg konstitutiv 
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aktiv ist. Zuletzt bleibt zu klären, ob weitere Signale definiert werden können, die zu einer 

selektiven Aktivierung der Treg-Funktion führen.  

 

Treg-Subpopulationen mit definierten funktionellen Charakteristika 

Für gezielte therapeutische Anwendungen stellt sich außerdem die Frage, ob die Population 

der CD4+CD25+ Treg in Subpopulationen unterteilt werden kann, die über spezialisierte 

Fähigkeiten verfügen. Dies ist vor allem für die therapeutische Nutzung interessant, um 

optimierte Treg oder Treg-Aktivierungsprotokolle einsetzen zu können. Über die Expression 

des Integrins αEβ7 konnten wir in Kooperation mit den AGs Hamann und Hühn, beide 

Charité, Berlin, erstmals funktionell distinkte Treg-Subpopulationen klassifizieren, die den 

Phänotyp naiver T-Zellen bzw. den von Gedächtniszellen widerspiegeln und zudem über ein 

spezifisches Migrationsverhalten in vivo verfügen (Huehn et al., 2004; Lehmann et al., 2002; 

Siegmund et al., 2005).  

Aber auch hinsichtlich der Zytokinproduktion sind Treg heterogen. Beispielsweise ist auch 

nach IL-2/IL-4-Stimulation nur ein Teil der Treg in der Lage, IL-10 zu produzieren. 

Allerdings konnten bisher Zytokin-produzierende Zellen nicht anhand spezifischer 

Oberflächenmarker aufgetrennt werden. Wir haben mit der Charakterisierung der 

Oberflächenexpression der Zytokine IL-10 und IFN-γ auf Zytokin-produzierenden Zellen 

zwei natürliche Identifikationsmarker beschrieben (Assenmacher et al., 1996; Scheffold et al., 

2000). Damit können Zytokin-produzierende T-Zellpopulationen direkt anhand eines 

physiologischen Markers aufgereinigt und funktionell analysiert werden. Zusätzlich besteht 

die Möglichkeit, dass diese Oberflächen-gebundenen Zytokine funktionelle Relevanz 

aufweisen, zum Beispiel bei Zell-Zell-Kontakt-abhängigen Prozessen. 

 

Identifizierung Zellmembran-gebundener Zytokine 

Die Entwicklung der hochsensitiven Immunfluoreszenz machte es durch Einsatz 

magnetofluoreszenter Liposomen möglich, Moleküle, die in weniger als hundert Kopien pro 

Zelle vorliegen, sicher zu detektieren und positive Zellen zu sortieren (Scheffold et al., 2000; 

Scheffold et al., 1995). Konventionelle Fluorochrom-markierte Antikörper haben dagegen ein 

Detektionslimit von mehreren Tausend Molekülen pro Zelle. Mit unserer Technologie 

konnten wir zeigen, dass die Zytokine IL-10 und IFN-γ auf der Zelloberfläche der Zellen 

exprimiert sind, die die Zytokine produzieren (Assenmacher et al., 1996; Scheffold et al., 

2000). Die Art der Verankerung in oder an der Membran ist derzeit unklar. Die Bindung an 
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den Zytokinrezeptor oder passive Adsorption konnten als Mechanismus ausgeschlossen 

werden. Außerdem wurde die Oberflächenexpression auch in verschiedensten transfizierten 

Zelllinien unterschiedlicher Spezies detektiert, was die Existenz eines unbekannten Rezeptors 

unwahrscheinlich macht. Die Oberflächenverankerung scheint eine spezifische Eigenschaft 

von IFN-γ und IL-10 zu sein, da zum Beispiel die Zytokine IL-2 und IL-4 nicht nachgewiesen 

werden konnten. Es gibt weitere Berichte über die Oberflächenexpression von Proteinen, die 

wie IL-10 und IFN-γ keine klassische Membrandomäne oder eine andere spezifische 

Verankerungsstelle besitzen (Kaplan et al., 1983; Kaul and Loos, 1995; Thorner et al., 1982). 

Wir haben vor kurzem in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Frank Buttgereit, Charité 

Berlin, ebenfalls mittels der hochsensitiven Immunfluoreszenz auch eine Membran-

gebundene Form des Glukokortikoid-Rezeptors nachgewiesen (Bartholome et al., 2004; 

Buttgereit and Scheffold, 2002; Spies et al., 2006; Tryc et al., 2006). In allen Fällen ist die 

Verankerungsweise in der Membran ungeklärt, und es gibt auch keine schlüssigen Hinweise 

auf Gemeinsamkeiten. In den meisten Fällen wird eine sehr geringe Menge an Membran-

gebundenen Molekülen exprimiert, während die intrazelluläre oder sezernierte Variante in 

sehr viel größerer Zahl pro Zelle vorliegt. Daher ist nicht auszuschließen, dass die 

nachgewiesenen Membran-gebundenen Moleküle ein Resultat der natürlichen Fehlerquote der 

zellulären Biosynthese sind. Beispielsweise könnte ein nicht abgetrenntes Signalpeptid bei 

sezernierten Proteinen für eine Verankerung in der Membran verantwortlich sein. 

 

Membran-gebundene Zytokine als spezifische Marker funktioneller Subpopulationen 

Unabhängig von der funktionellen Bedeutung sind die beschriebenen Membran-gebundenen 

Zytokine wichtige technische Hilfsmittel. Die direkte Korrelation der Oberflächenexpression 

mit der Zytokinsekretion machte es möglich, Zytokin-produzierende Zellen zu sortieren und 

getrennt funktionell zu analysieren (Assenmacher et al., 1998; Assenmacher et al., 1998; 

Austrup et al., 1997; Klugewitz et al., 2000; Scheffold et al., 1998). Innerhalb der meisten T-

Zellpopulationen, wie oben für Treg beschrieben, besteht eine deutliche Heterogenität 

hinsichtlich der Zytokinproduktion einzelner Zellen. Die Sortierung von IL-10-

produzierenden Treg ist daher eine Möglichkeit, um die Stabilität des Zytokingedächtnisses 

zu analysieren und gegebenenfalls spezifische Transkriptionsfaktoren oder andere 

Regulationsmechanismen der IL-10-Produktion zu identifizieren. Außerdem soll untersucht 

werden, ob IL-10-produzierende Treg möglicherweise über ein erhöhtes suppressives 

Potential in bestimmten Krankheitssituationen verfügen. 
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Bisher ebenfalls ungeklärt ist die Funktion Membran-gebundener Zytokine. Theoretisch 

sollten die Rezeptorbindungsstellen frei verfügbar sein, da die Bindung, wie beschrieben, 

nicht über den Rezeptor erfolgt. Ein weiterer Hinweis darauf ist, dass auch die verschiedenen 

zur Detektion verwendeten Antikörper innerhalb der Rezeptorbindungsstelle binden, diese 

also bei den Membranzytokinen frei zugänglich ist. Es gibt vereinzelte Hinweise, dass 

Membran-gebundenes IFN-γ funktionell ist (Chizzolini et al., 1997; Chizzolini et al., 1998; 

Rezzonico et al., 1998). Über die Wirkung von Membran-IL-10 auf T-Zellen ist derzeit nichts 

bekannt. Trotz der geringen Expression im Vergleich zur sezernierten Form, könnte die 

Membran-gebundene Variante aufgrund ihrer längeren Halbwertszeit (Scheffold et al., 1998) 

und bei Zellkontakt-vermittelten Prozessen eine Rolle spielen. Es gibt Hinweise darauf, dass 

Treg selektiv eine Oberflächenform des immunsuppressiven Zytokins TGF-β exprimieren, die 

möglicherweise in die suppressive Aktivität involviert ist (Nakamura et al., 2001). Eine 

vergleichende Analyse der TGF-β- und IL-10-Expression und eine mögliche Rolle für die 

Membran-gebundenen Zytokinvarianten wird ebenfalls Teil weiterer funktioneller 

Untersuchungen IL-10-sezernierender Treg sein. 

 

Identifizierung von Treg-Subpopulationen mit definiertem Phänotyp  

Ein weiterer Schritt zur Definition der Parameter, die für die Suppression relevant sind, war 

die Unterscheidung von Treg-Subpopulationen anhand der Expression des Integrins αEβ7 

(Huehn et al., 2004; Lehmann et al., 2002; Siegmund et al., 2005). Diese Untersuchungen 

wurden möglich durch die Kooperation mit den AGs Hamann und Hühn, die auf die Analyse 

der Migrationseigenschaften von Immunzellen spezialisiert sind. Neben den αEβ7
+/- CD25+ 

Treg wurde auch eine CD25-αEβ7
+ Population identifiziert. Alle drei Populationen 

exprimieren Foxp3. Eine Expressionsanalyse ergab deutliche Unterschiede zwischen den 

Subpopulationen, insbesondere im Bereich der Aktivierungsmarker sowie Migrations- und 

Adhäsions-relevanter Moleküle. αEβ7
- Treg weisen erhöhte Expression der für die Migration 

in die Lymphknoten notwendigen CCR7 und CD62L auf, die typisch für naive T-Zellen sind. 

Beide αEβ7
+ Treg hingegen exprimieren verstärkt Aktivierungsmarker (CD69, Ki67), ko-

stimulatorische und Adhäsionsmoleküle [ICOS, CD54, β1-Integrin, LFA-1 (β2-Integrin), E- 

und P-Selektin-Ligand] bzw. Chemokinrezeptoren (CXCR3, CXCR4), die unter anderem für 

die Migration in entzündete Gewebe notwendig und typisch für T-Zellen mit Gedächtnis- 

oder Effektortyp sind (Huehn et al., 2004; Lehmann et al., 2002).  
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Das Migrationspotential als ein kritischer Parameter der Suppression in vivo 

Wir konnten nicht nur phänotypische, sondern auch funktionelle Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Treg-Subpopulationen nachweisen. αEβ7
+ Treg zeigten erhöhte Migration in 

Reaktion auf die inflammatorischen Chemokine CXCL9 (Mig, CXCR3-Ligand), CCL17 

(TARC, CCR4-Ligand) und CCL20 (LARC, CCR6-Ligand), während αEβ7
- Treg verstärkte 

Migration auf den CCR7-Liganden CCL19 (ELC) aufwiesen, der für die Migration in die 

lymphoiden Gewebe notwendig ist (Huehn et al., 2004). Auch in vivo wurde ein 

entsprechendes Migrationsverhalten nachgewiesen: αEβ7
+ Treg wandern vornehmlich in 

entzündete Gewebe ein, während αEβ7
- Treg durch die Lymphknoten rezirkulieren. In einem 

Arthritismodell konnten wir außerdem zeigen, dass die verstärkte Migration in entzündete 

Gewebe tatsächlich auch mit erhöhtem suppressorischen Potential assoziiert ist. In weiteren 

Untersuchungen der AG Hühn mit Fucosyltransferase VII-/- Treg, die keinen funktionellen E- 

und P-Selektinliganden exprimieren, wurde gezeigt, dass die Migration in entzündete Gewebe 

tatsächlich die Voraussetzung für die Suppression in einem Hautentzündungsmodell ist 

(Siegmund et al., 2005). 

Umgekehrt wurde nachgewiesen, dass Immunreaktionen, die im Lymphknoten stattfinden, 

durch CD62L+ Treg verstärkt unterdrückt werden, die besser in die Lymphknoten einwandern 

können (Ermann et al., 2005; Siegmund et al., 2005; Szanya et al., 2002). Diese Daten weisen 

darauf hin, dass nicht die suppressive Aktivität an sich auf αEβ7
+ Treg beschränkt ist, sondern 

tatsächlich die Lokalisierung der Treg am jeweiligen Ort der Immunreaktion der bestimmende 

Faktor ist. 

 

Zusätzliche Parameter, die die in vivo Suppression durch αEβ7
+ Treg beeinflussen könnten 

Neben der Migration ist wahrscheinlich die Fähigkeit, bestimmte suppressorische 

Effektormoleküle zu generieren, sowie die Antigenspezifität für die Wirksamkeit der Treg in 

vivo relevant. Wie beschrieben, weisen αEβ7
+ Treg nach IL-2 Stimulation eine höhere 

Frequenz IL-10-produzierender Zellen auf. Da IL-10 nicht das einzige suppressorische 

Effektormolekül ist und die jeweils relevanten Moleküle derzeit noch nicht bekannt sind, kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass αEβ7
+ und αEβ7

- Treg diesbezüglich weitere Unterschiede 

aufweisen. Da verschiedene Subpopulationen, die über ihr Migrationspotential definiert 

wurden, unterschiedliche Immunreaktionen regulieren, besteht die Möglichkeit, dass auch 

jeweils verschiedene suppressive Effektorfunktionen von αEβ7
+ bzw. αEβ7

- Treg genutzt 
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werden. Für eine bestimmte Situation könnte also die Regulation aus einer optimierten 

Kombination von Lokalisierung und geeigneter suppressiver Effektorfunktion resultieren.  

Ein weiterer wichtiger Parameter könnte die Antigenspezifität der αEβ7
+ und αEβ7

- Treg sein. 

Durch die Verwendung T-Zellrezeptor-transgener Treg ist bekannt, dass Antigen-spezifische 

Treg prinzipiell höhere suppressive Aktivität besitzen als nicht-transgene Kontroll Treg 

[(Siegmund et al., 2005; Tang et al., 2004; Tarbell et al., 2004) und eigene nicht-

veröffentlichte Ergebnisse]. Da Treg hohe Affinität für Autoantigene besitzen (Hsieh et al., 

2004; Hsieh et al., 2006; Jordan et al., 2001; Kawahata et al., 2002; Stephens and Ignatowicz, 

2003) und daher in der Peripherie ständig aktiviert werden (Fisson et al., 2003), könnte die 

Differenzierung in Gedächtnis-/Effektor-Treg darüber erfolgen. Dafür spricht, dass αEβ7
+ 

Treg den frühen Aktivierungsmarker CD69 und den Proliferationsmarker Ki67 verstärkt 

exprimieren und außerdem eine geringe Zahl an so genannten TRECs aufweisen (Huehn et al., 

2004; Lehmann et al., 2002). Letzteres ist ein Indiz auf häufige Zellteilungen nach Verlassen 

des Thymus. Diese Antigen-abhängige Entstehung der αEβ7
+ Treg muss nicht auf 

Autoantigene beschränkt sein, sondern könnte zusätzlich auch durch externe Antigene 

induziert werden. Auf diese Weise wäre das Erreichen des αEβ7
+ Treg-Pools mit einer 

Antigenselektion verbunden, z.B. für Antigene, die besonders stark in der Peripherie 

präsentiert werden. Die daraus resultierenden Unterschiede in der Antigenspezifität zwischen 

αEβ7
+ und αEβ7

- Treg könnten ein weiterer Grund für das unterschiedliche suppressorische 

Potential in vivo sein. Inwieweit diese Selektion stattfindet, unter welchen Bedingungen αEβ7
+ 

Treg entstehen und ob die Antigenspezifität für die in vivo beobachteten Unterschiede 

relevant ist, wird derzeit untersucht.  

 

Die Regulation der Treg-Aktivität erfolgt auf verschiedenen Ebenen 

Aus den hier beschriebenen Untersuchungen lassen sich zwei Ebenen der Regulation der 

Treg-Aktivität ableiten. Eine Ebene ist die räumliche Verteilung innerhalb der verschiedenen 

Gewebe. Die spezifischen Migrationseigenschaften und eventuell weitere funktionelle 

Unterschiede, die mit dem Gedächtnis/Effektorzell-Phänotyp assoziiert sind, scheinen ein 

stabiler Differenzierungszustand zu sein, der möglicherweise durch wiederholten 

Antigenkontakt induziert wird. Die zweite Ebene hingegen ist transient und besteht in der 

Aktivierung der Suppressorfunktion durch Ko-Stimulation über IL-2, das lokal von 

aktivierten T-Zellen oder DC zur Verfügung gestellt wird. Von dieser Stimulation sind 

sowohl αEβ7
+ Treg als auch αEβ7

- Treg betroffen (nicht veröffentlichte Ergebnisse), das heißt 

beide Regulationsebenen sind unabhängig voneinander. Allerdings ist die Frequenz an IL-10-
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Produzenten nach IL-2-Stimulation höher innerhalb der αEβ7
+ Treg. Wie diese Art von 

„Gedächtnis“ für IL-10 molekular geprägt wird, ist unbekannt. Weitere Analysen müssen 

daher zeigen, ob zur in vivo Effizienz der αEβ7
+ Treg zusätzlich zum Migrationspotential auch 

die Fähigkeit beiträgt, verstärkt suppressive Moleküle oder distinkte Molekülgruppen zu 

exprimieren. In diesem Zusammenhang muss, wie oben besprochen, auch die Rolle der 

Antigenspezifität der verschiedenen Subpopulationen untersucht werden. 

Diese Untersuchungen haben das Ziel, diejenigen Effektorfunktionen zu identifizieren, die für 

eine Suppression einer bestimmten Pathologie erforderlich sind und ihre Induktionswege zu 

verstehen. So soll es möglich werden, funktionell speziell zugeschnittene Treg-Populationen 

für therapeutische Zwecke zu induzieren oder gezielt zu selektionieren. Mit der 

Identifizierung von spezifischem Migrationspotential und IL-2-vermittelter Aktivierung der 

suppressiven Effektorfunktion sind zwei wichtige Parameter identifiziert, die die Separation 

funktionell definierter Subpopulationen ermöglichen. 

 

 

3.2 Induktion suppressorischer T-Zellen in der Peripherie 

 

Neben der Charakterisierung von Treg-Aktivierungssignalen und Treg-Subpopulationen mit 

spezifischen Suppressionsfähigkeiten, wie in den vorigen Abschnitten beschrieben, haben wir 

auch versucht, die Signale zu charakterisieren, die möglicherweise die Differenzierung von 

suppressorischen T-Zellen in vivo steuern. Zum einen haben wir den Einfluss des Notch-

Signalwegs auf die periphere T-Zellaktivierung und -differenzierung untersucht, da es 

Hinweise gibt, dass Notch-Signale für die Entstehung suppressorischer T-Zellen von 

Bedeutung sein können (Anastasi et al., 2003; Hoyne et al., 2000; Vigouroux et al., 2003; 

Wong et al., 2003; Yvon et al., 2003). Die hierfür verantwortlichen Signale werden 

wahrscheinlich durch bestimmte Antigen-präsentierende Zellen vermittelt, die in vivo die 

Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen steuern. Daher war es ein weiterer 

Ansatzpunkt unserer Arbeit, diejenigen APC zu identifizieren, die nach tolerogenen 

Antigenapplikationsformen, z.B. oraler Antigengabe, die antigenen Peptide in vivo 

präsentieren. 

 

Die Modulation der T-Zellaktivierung durch Notch/Notch-Ligand-Interaktion 

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen waren Berichte über eine Notch-vermittelte 

Differenzierung peripherer T-Zellen in T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften 
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(Anastasi et al., 2003; Hoyne et al., 2000; Vigouroux et al., 2003; Wong et al., 2003; Yvon et 

al., 2003). In diesen experimentellen Systemen war nicht geklärt, ob die beobachtete 

Differenzierung durch ein direkt auf die T-Zellen wirkendes Notch-Signal, vermittelt durch 

einen bestimmten Liganden, induziert wurde, oder ob indirekte Effekte verantwortlich sind, 

z.B. die Notch-vermittelte Modulation der APC selbst. Daher haben wir in einem APC-freien 

System die Effekte der Notch-Liganden Jagged1, Dll1, Dll4 auf die CD4+ T-

Zelldifferenzierung/-aktivierung analysiert. Wir konnten zeigen, dass die Notch-Liganden 

unterschiedliche Bindungsaffinität an T-Zellen aufweisen, wobei die Bindungsstärke mit der 

Aktivierung des klassischen Notch-Signalweges korrelierte (Dll4 > Dll1 > Jagged1). Das 

eigentlich überraschende Ergebnis aber war, dass Notch-Liganden direkt frühe T-

Zellaktivierungsereignisse modulieren. Jagged1 und etwas weniger ausgeprägt Dll1 inhibieren 

die T-Zellaktivierung, während Dll4 ko-stimulierende Wirkung zeigte. Diese Notch-Ligand-

vermittelten Effekte waren unabhängig vom klassischen, über γ-Sekretase vermittelten Notch-

Signalweg. Dementsprechend spielt die transkriptionelle Regulation, beispielsweise eines T-

Zellrezeptorinhibitors, durch NICD vermutlich keine Rolle. Vielmehr beruht der Effekt 

vermutlich auf einer direkten Inhibition des frühen T-Zellrezeptorsignals. Dies wird nahe 

gelegt durch die schnelle Wirkung - erste Effekte waren bereits nach 30-45 Minuten 

detektierbar - sowie die Inhibition der wichtigsten, über den T-Zellrezeptor aktivierten 

Transkriptionsfaktoren, NF-κB, AP-1 und NF-AT. Für eine Membran-proximale Wirkung auf 

die T-Zellrezeptorsignalkette spricht außerdem, dass PMA-Stimulation, die unterhalb des T-

Zellrezeptors auf der Ebene der Proteinkinase C (theta) wirkt, nicht inhibiert wird. Die Notch-

Aktivierung muss zudem durch kreuzvernetzende Liganden und räumlich wie zeitlich 

gekoppelt an den T-Zellrezeptorstimulus erfolgen. In einer physiologischen T-Zell-APC-

Interaktion würde dies einer Rekrutierung von Notch in die immunologische Synapse 

entsprechen, was kürzlich für Notch-1 und den Notch-Inhibitor Numb gezeigt wurde 

(Anderson et al., 2005; Benson et al., 2005). 

Unsere Ergebnisse zeigen also erstmals, dass verschiedene Notch-Liganden die T-

Zellrezeptoraktivierung in unterschiedliche Richtung beeinflussen können, wobei dies in 

beiden Fällen unabhängig vom klassischen Notch-Signalweg stattfindet. 

 

Die Rolle von Notch für T-Zellaktivierung/Differenzierung 

Aus bisher veröffentlichten Daten ergibt sich für die Rolle von Notch bei der T-

Zellaktivierung und -differenzierung kein klares Bild [Übersicht in (Dallman et al., 2005)]. Es 

wurden sowohl T-Zell aktivierende (Adler et al., 2003; Palaga et al., 2003) als auch 
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deaktivierende Effekte beschrieben (Eagar et al., 2004). Weiterhin wurde die durch Notch 

induzierte Differenzierung von naiven T-Zellen in wahlweise Th1- (Amsen et al., 2004; 

Maekawa et al., 2003; Minter et al., 2005), Th2- (Amsen et al., 2004; Tanaka et al., 2006; 

Tanigaki et al., 2004; Tu et al., 2005) oder suppressorische Zellen beschrieben (Hoyne et al., 

2000; Vigouroux et al., 2003; Yvon et al., 2003). Ein wesentlicher Grund für diese zum Teil 

widersprüchlichen Resultate dürften die verschiedenen verwendeten experimentellen Systeme 

sein. Neben rekombinanten Liganden oder Liganden-überexprimierenden Zellen werden 

vielfach γ-Sekretase-Inhibitoren eingesetzt, die generell den klassischen Notch-Signalweg 

inhibieren, zum Teil aber auch andere γ-Sekretase-abhängige Prozesse mit entsprechenden 

Nebenwirkungen. Beispielweise bewirkt die durch γ-Sekretase-Inhibitoren induzierte 

Blockade der enzymatischen Spaltung des Amyloid Precursor Proteins (APP) eine Inhibition 

der T-Zellproliferation unabhängig von Notch (Benson et al., 2005). Gleichzeitig ist die 

Wirkung der Inhibitoren auch noch vom verwendeten Stimulationssystem abhängig, z.B. in 

An- oder Abwesenheit von APC (Eagar et al., 2004). Alternativ werden konstitutiv aktive 

Notch-Rezeptoren verwendet, die unabhängig von der Bindung eines Liganden sind, 

vermutlich aber ein unphysiologisch starkes, beziehungsweise lang andauerndes Signal 

vermitteln. Die Tatsache, dass diese Systeme jeweils unterschiedliche Signalstärke, -dauer 

und -qualität erzeugen, kann also die Ursache der zum Teil widersprüchlichen Resultate sein. 

Aufgrund der vielfältigen Interaktionsmöglichkeiten, hervorgerufen durch die Expression auf 

verschiedensten Zelltypen und die wechselseitigen Interaktionsmöglichkeiten der 

verschiedenen Liganden und Notch-Rezeptoren, lässt sich derzeit nur schwer bestimmen, 

welche Effekte bei physiologischen Interaktionen relevant sind. Zur eindeutigen Klärung der 

Rolle von Notch ist es daher erforderlich, die molekulare Grundlagen der induzierten 

Differenzierungszustände aufzuklären. 

Bezüglich des auch von uns untersuchten Einflusses von Notch auf die T-Zellaktivierung 

ergibt sich beim Vergleich der verschiedenen publizierten Ergebnisse eine gewisse 

Abhängigkeit vom experimentellen System. Untersuchungen mit konstitutiv aktiven Notch-

Molekülen, oder Notch-Inhibition durch γ-Sekretase-Inhibitoren (Adler et al., 2003; Palaga et 

al., 2003) bzw. durch genetische Inaktivierung (Tanigaki et al., 2004) weisen eher auf eine 

aktivierende Rolle von Notch hin. Studien, bei denen die Liganden-induzierte Notch-

Kreuzvernetzung eingesetzt wurden, fanden dagegen eher einen inhibitorischen Effekt (Eagar 

et al., 2004; Maekawa et al., 2003), den wir zumindest für die Liganden Jagged1 und Dll1 

bestätigen konnten (Rutz et al., 2005). Dies ist jedoch kein generelles Schema, da es auch von 

konstitutiv aktivem Notch-1 Berichte gibt, dass T-Zellsignale (Izon et al., 2001) 
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beziehungsweise die Proliferation nach T-Zellaktivierung inhibiert sind (Benson et al., 2005). 

Allerdings weisen Resultate aus Mäusen, bei denen Notch-1 selektiv in CD4+ T-Zellen 

ausgeschaltet wurde, darauf hin, dass Notch-1 zumindest keine essentielle Rolle bei der 

Kontrolle der T-Zellaktivierung sowie der Th1- und Th2-Differenzierung in vivo spielt 

(Tacchini-Cottier et al., 2004). Allerdings werden zumindest in aktivierten T-Zellen werden 

alle 4 Notch-Rezeptoren exprimiert, was den Verlust eines einzelnen Rezeptors kompensieren 

könnte (Adler et al., 2003; Palaga et al., 2003). 

 

Differentielle Beeinflussung der T-Zellaktivierung durch verschiedene Notch-Liganden 

Unsere Ergebnisse weisen erstmals darauf hin, dass verschiedene Liganden unterschiedlichen 

Einfluss auf die T-Zellaktivierung ausüben. Solche funktionellen Unterschiede verschiedener 

Notch-Liganden bei der Leukozytendifferenzierung wurden bereits in anderen Systemen 

gefunden (Amsen et al., 2004; Aranguren et al., 2006; Jaleco et al., 2001; Lehar et al., 2004). 

Das könnte zum einen auf eine Aktivierung unterschiedlicher Notch-Rezeptoren durch die 

verschiedenen Liganden hinweisen, wofür es derzeit allerdings keine direkte experimentelle 

Evidenz gibt. Bekannt ist lediglich, dass zum Beispiel durch posttranslationale Glykosilierung 

von Notch durch Fringe die Affinität der Liganden Jagged und Delta gegensätzlich beeinflusst 

werden kann [Übersicht in (Haines and Irvine, 2003)]. Interessanterweise konnten wir eine 

negative Korrelation zwischen der inhibitorischen Wirkung der Liganden auf die T-

Zellaktivierung und der Stärke der Aktivierung des klassischen Notch-Signalweges zeigen. 

Gleichzeitig ist die inhibitorische Wirkung der Liganden unabhängig vom klassischen Notch-

Signalweg. Berücksichtigt man die oben beschriebenen widersprüchlichen Ergebnisse 

bezüglich T-Zellaktivierung bei Liganden-basierten Systemen (supprimierend) versus 

Systemen, die ausschließlich den klassischen Notch-Signalweg adressieren (stimulierend), 

dann besteht die Möglichkeit, dass hier zwei gegenläufige Effekte miteinander konkurrieren. 

Der klassische Signalweg, der besonders durch Dll4 angeschaltet wird, verstärkt die T-

Zellaktivierung. Die Liganden Jagged-1 und Dll1 induzieren den klassischen Signalweg nur 

schwach, bewirken dafür aber über eine direkte Interaktion mit der T-Zellrezeptorsignalkette 

eine Abschwächung der T-Zellaktivierung. Die von Eager et al. gefundenen inhibitorischen 

Effekte von Dll1 sind zwar γ-Sekretase abhängig, blockieren aber auch direkt frühe T-

Zellrezeptorsignale (Eagar et al., 2004). Ob die von Maekawa et al. beschriebenen 

inhibitorischen Effekte von Dll1 über den klassischen Weg vermittelt sind, wurde hingegen 

nicht untersucht (Maekawa et al., 2003).  
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Es kann spekuliert werden, dass für die differentielle Aktivierung des alternativen Weges die 

jeweilige Fähigkeit zur Aktivierung des klassischen Weges ursächlich sein könnte. 

Voraussetzung für die Inhibition früher T-Zellrezeptorsignale ist die räumliche Nähe von 

Notch zum T-Zellrezeptor. Wie oben beschrieben geschieht dies vermutlich durch die 

Rekrutierung von Notch in die immunologische Synapse (Anderson et al., 2005; Benson et 

al., 2005). Die Aktivierung des klassischen Signalweges induziert sequentiell eine Spaltung 

der extrazellulären und intrazellulären Notch-Domänen, so dass die Verweildauer von Notch 

in der Nähe zum T-Zellrezeptor nur kurz ist. Ein schwach bindender Ligand hingegen könnte 

Notch in die Synapse rekrutieren, ohne die Notch-Spaltung zu induzieren, woraus eine 

längere Verweildauer von Notch resultieren würde. Für die Rekrutierung eines 

Rezeptor/Ligand-Paares in die immunologische Synapse sind schwache Affinititäten durchaus 

ausreichend, was das Beispiel der T-Zellrezeptor-MHC-Interaktion belegt. Allerdings sind 

bisher weder die Verweildauer oder die Rekrutierung unterschiedlicher Notch-Rezeptoren 

noch die Effekte unterschiedlicher Liganden hierauf näher charakterisiert worden.  

 

Alternative Notch-Signalwege 

Alternative, d.h. γ-Sekretase bzw. CSL-unabhängige, Notch-Signalwege wurden bisher 

hauptsächlich in Drosophila beschrieben [Übersicht in (Martinez et al., 2002)]. Über die 

molekularen Mechanismen ist allerdings wenig bekannt. Es wurde eine γ-Sekretase-

unabhängige Inhibition der „Jun N-terminal kinase“ (JNK) beschrieben (Ordentlich et al., 

1998; Zecchini et al., 1999). Deltex spielt möglicherweise eine Rolle als Mediator der CSL-

unabhängigen Notch-Signalvermittlung (Ramain et al., 2001). In Vertebraten gibt es über die 

molekularen Mechanismen dieser γ-Sekretase-unabhängigen Signalwege nur indirekte 

Hinweise. Beispielweise fanden Amsen et al., dass in T-Zellen die Dll1 induzierte Th1-

Differenzierung unabhängig von γ-Sekretase ist, während die Jagged-1-induzierte Th2-

Differenzierung auf klassischem Weg erfolgt (Amsen et al., 2004). Unsere Ergebnisse zeigen, 

dass zumindest die inhibitorischen Effekte der Liganden Jagged-1 und Dll1 ebenfalls über 

einen γ-Sekretase-unabhängigen Weg verlaufen müssen (Rutz et al., 2005). In 

Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen wurden bei der durch Dll1 oder durch Notch-1-

Antikörper induzierten Inhibition der T-Zellaktivierung ebenfalls sehr frühe 

Phosphorylierungsereignisse gehemmt. Eine so schnelle Wirkung macht eine transkriptionelle 

Regulation unwahrscheinlich und spricht daher ebenfalls für einen alternativen Signalweg 

(Eagar et al., 2004). Aufgrund der wenigen verfügbaren Daten können derzeit über die 
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physiologische Relevanz und den molekularen Mechanismus der Notch-vermittelten T-

Zellinhibition keine weitergehenden Aussagen getroffen werden.  

 

Von der Modulation des T-Zellrezeptorsignals zur Regulation der T-Zelldifferenzierung  

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen waren Berichte, dass Notch-vermittelte Signale in 

vivo und in vitro zur Induktion suppressorischer T-Zellen führen können. Dies wurde durch 

Expression der Liganden Jagged1 (Hoyne et al., 2000; Vigouroux et al., 2003; Yvon et al., 

2003) oder Dll1 (Wong et al., 2003) auf APC oder durch Expression von konstitutiv aktivem 

Notch-3 (Anastasi et al., 2003) in T-Zellen gezeigt. Benson et al. finden, dass auch in 

differenzierten T-Zellen die Produktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10, aber nicht 

die Produktion anderer Zytokine, wie IL-2, IL-4 oder IFN-γ, von Notch abhängt (Benson et 

al., 2005).  

Mittlerweile weisen weitere Untersuchungen jedoch darauf hin, dass Notch-Signale auch Th1- 

und Th2-Differenzierungsprozesse steuern können, wobei die Resultate auch hier zum Teil 

widersprüchlich sind. Maekawa et al. zeigen, dass Dll1 über die Aktivierung von Notch-3 

direkt und unabhängig von IL-12 T-bet und damit Th1-Differenzierung induziert und für 

effiziente Th1-Induktion notwendig ist (Maekawa et al., 2003). Amsen et al. beschreiben 

ebenfalls Th1-Induktion durch Dll1 und zeigen weiterhin, dass Jagged-1 den Th2-

Transkriptionsfaktor GATA-3 und damit Th2-Zellen induziert (Amsen et al., 2004). Dass 

Notch-Signale eine wichtige Rolle bei der Th2-Differenzierung spielen, wird außerdem durch 

genetische Inaktivierung von CSL oder Blockade von CSL-abhängigen Notch-Signalen in T-

Zellen durch transgene Expression eines dominant negativen „Mastermind-like“ (MML-DN) 

in CD4+ T-Zellen belegt. In beiden Fällen ist die Th2- aber nicht die Th1-Induktion in vivo 

und in vitro inhibiert (Amsen et al., 2004; Tanaka et al., 2006; Tanigaki et al., 2004; Tu et al., 

2005). Wir konnten im von uns verwendeten experimentellen System mit immobilisierten 

rekombinanten Notch-Liganden keinen Hinweis auf eine Modulation der T-

Zelldifferenzierung finden. Möglicherweise wird in diesem System die nicht-klassische 

Wirkung der Liganden begünstigt, so dass andere Effekte nicht sichtbar werden.  

Eine mögliche Erklärung für die Heterogenität der Befunde könnte sein, dass Notch die T-

Zelldifferenzierungsprozesse in Abhängigkeit von zusätzlichen Faktoren steuert, die in den 

verschiedenen Systemen möglicherweise variabel sind. In neueren Experimenten konnten wir 

beispielsweise zeigen, dass die zuvor beschriebene Induktion von IL-10 durch Notch-Signale 

strikt von zusätzlichen IL-12/STAT4-Signalen abhängt. Hierdurch wird eine Konversion von 

pro-inflammatorischen  Th1-Zellen zu suppressorischen T-Zellen induziert (Rutz et al., in 
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prep). Eine weitere Ursache für Variabilität ist, dass in physiologischen Reaktionen die naive 

T-Zelldifferenzierung auf mehreren Ebenen reguliert wird. Hierbei werden sowohl Qualität 

und Quantität des T-Zellrezeptorsignals als auch ko-stimulatorische Signale durch Membran-

gebundene oder lösliche Faktoren oder die Zugänglichkeit von relevanten DNA-Bereichen 

integriert [Übersicht in (Reinhardt et al., 2006)]. Vor allem auch die Stärke des T-

Zellrezeptorsignals beeinflusst die Th1/Th2-Differenzierung (Constant et al., 1995; Hirano et 

al., 1998; Rogers et al., 1998; Tao et al., 1997). Notch-Signale könnten daher sowohl durch 

die Modulation der T-Zellrezeptor-Signalstärke als auch durch transkriptionelle Regulation 

Einfluss nehmen. Weitere ko-stimulatorische Signale können die jeweilige Notch-Wirkung 

dabei ebenfalls beeinflussen.  

Durch die Komplexität des Notch-Systems und der verwendeten experimentellen Methoden 

bleiben in diesem Zusammenhang derzeit mehr Fragen als Antworten. Die Tatsache, dass die 

genetische Inaktivierung der einzelnen Notch-Liganden Dll1 oder Jagged-1 und der 

Rezeptoren Notch-1-3 embryonal letal verläuft, macht genauere Untersuchungen schwierig, 

weist aber gleichzeitig darauf hin, dass durchaus eine Spezialisierung der beteiligten 

Moleküle bei der Zelldifferenzierung vorhanden ist. Um die pleiotropen Effekte des Notch-

Systems zu umgehen, müssen Systeme etabliert werden, die die Rolle der einzelnen Liganden 

und Rezeptoren in physiologischen APC/T-Zell-Interaktionen bestimmbar machen. 

Diesbezüglich ist ein wichtiger erster Schritt zu klären, welche Liganden auf APC, die in vivo 

an tolerogenen oder immunogenen Immunantworten beteiligt sind, überhaupt exprimiert 

werden.  

 

 

3.3 Antigen-präsentierende Zellen bei der Induktion suppressiver T-Zellen in vivo 

 
Antigen-präsentierende Zellen bei der Induktion oraler Toleranz 

Als prototypische tolerogene Immunreaktion gilt die Toleranzentwicklung gegen oral 

aufgenommene Proteine in den Darm-assoziierten lymphoiden Geweben [Übersicht in 

(Mowat, 2003)]. Abhängig von der verabreichten Dosis kann diese zur Inaktivierung oder 

Deletion der spezifischen T-Zellen (hohe Dosis) führen oder die Induktion suppressorischer 

T-Zellen (niedrige Dosis) bewirken. Eine wesentliche Schwierigkeit bei der Aufklärung der 

molekularen Prozesse, die zur Induktion von Toleranz versus Immunität in vivo führen, sind 

technische Probleme bei der Identifizierung der Zellen, die in vivo an diesen 

Immunreaktionen beteiligt sind. Vermutlich spielen APC-vermittelte Signale eine 
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entscheidende Rolle. Aber gerade die Identität und Lokalisation der APC, die ein bestimmtes 

Antigen den T-Zellen präsentieren, war weitgehend unbekannt. Wir haben daher eine 

durchflusszytometrische Analysemethode etabliert, die es gestattet, diejenigen APC, die 

bestimmte antigene Peptide in vivo präsentieren, direkt zu identifizieren (Kunkel et al., 2003; 

Kunkel et al., 2003). Damit sollten APC, die an der Induktion oraler Toleranz beteiligt sind, 

charakterisiert werden. Hierüber sollten Hinweise auf relevante molekulare Signale der 

Toleranzinduktion erhalten werden. 

Da T-Zellen von nur wenigen 10-100 MHC/Peptid-Komplexen aktiviert werden können 

(Demotz et al., 1990; Harding and Unanue, 1990), war es wichtig, dass das von uns 

verwendete Nachweissystem entsprechende Sensitivität besitzt, um möglichst alle 

physiologisch relevanten APC entdecken zu können (Kunkel et al., 2003). In vivo Versuche 

mit oral applizierten Antigenen zeigten, dass es nur durch diese hohe Sensitivität überhaupt 

möglich war, positive APC nachzuweisen. Wir konnten zeigen, dass DC besonders effizient 

oral applizierte Peptide präsentieren. Als Hauptorte wurden die PP und mLK identifiziert 

(Kunkel et al., 2003). Antigenpräsentation in der Peripherie war nur bei extrem hohen 

Antigendosen detektierbar. Damit wird die Vermutung unterstützt, dass den APC in den 

regionalen lymphoiden Geweben eine entscheidende Rolle zufällt. 

Bisher wurden die PP als der Hauptort für den Eintritt von Antigenen aus dem Darm und die 

Induktion der gegen sie gerichteten Immunreaktion angesehen. Für Immunreaktionen gegen 

Pathogene scheint dies auch zuzutreffen [(Kwa et al., 2006) und eigene unveröffentlichte 

Ergebnisse]. Unsere Versuche mit PP-defizienten Mäusen zeigten jedoch, dass die 

Peptidaufnahme und wichtiger noch die Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen gegen 

lösliche Antigene nicht beeinträchtigt ist. Andere Studien zeigen, dass die orale 

Toleranzinduktion ebenfalls unabhängig von den PP ist (Alpan et al., 2001; Hashimoto et al., 

2001; Spahn et al., 2001; Spahn et al., 2002; Worbs et al., 2006). Interessanterweise fanden 

wir, dass auch in Wildtyp-Mäusen die mLK und nicht die PP der Hauptort für die Aktivierung 

naiver T-Zellen gegen Proteinantigene waren (Kunkel et al., 2003). Worbs et al. konnten 

schließlich demonstrieren, dass orale Toleranz vornehmlich in den mesenterialen 

Lymphknoten induziert wird. Zusammengenommen weisen diese Arbeiten darauf hin, dass 

DC aus den mLK für die Induktion von oraler Toleranz verantwortlich sind (Worbs et al., 

2006). Neuere Arbeiten zeigen außerdem, dass die mLK DC für die Induktion der Darm-

spezifischen Homing-Rezeptoren CCR9 und α4β7 verantwortlich sind (Johansson-Lindbom et 

al., 2005; Stagg et al., 2002). Außerdem wurden die verantwortliche DC auf eine 

Subpopulation von mLK DC eingegrenzt, die durch den Marker αEβ7 charakterisiert sind 
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(Annacker et al., 2005; Jang et al., 2006; Johansson-Lindbom et al., 2005). Diese wandern 

vermutlich aus der Lamina Propria, wo sie das Antigen aufnehmen, in die mLK ein. 

Tatsächlich fanden wir nach oraler Antigengabe in der Lamina Propria Peptid-beladene DC in 

ähnlicher hoher Frequenz wie in den PP (Kirchhoff D, Diplom Arbeit, HU-Berlin 2001). Die 

Gruppe um Allan Mowat konnte kürzlich zeigen, dass LP-DC oral appliziertes Ovalbumin 

aufnehmen und nach Transfer Toleranz erzeugen (Chirdo et al., 2005). 

Damit ergibt sich für die lokale Immunreaktion im Darm folgendes Modell: Antigene, 

zumindest lösliche Proteinantigene, scheinen direkt über die Darmmukosa in die LP und die 

PP zu gelangen, wo sie von lokalen DC aufgenommen werden. Aus der LP wandern αEβ7
+ 

DC wahrscheinlich kontinuierlich in die mLK, wo sie die zuvor aufgenommenen Antigene 

naiven T-Zellen präsentieren. Inwieweit DC aus den PP in die mLK einwandern und an der 

Initiation der T-Zellreaktion teilnehmen, ist nicht klar. Für die orale Toleranzinduktion scheint 

der Beitrag jedoch vernachlässigbar. Die Gesamtzahl von DC in der LP übersteigt auch die 

der DC aus den PP, wodurch sich bereits ein quantitatives Übergewicht dieses Weges ergibt.  

Die Aufnahme von Antigenen aus dem Darm und der Präsentation in den mLK scheint dabei 

ebenfalls räumlich begrenzt zu sein. Betrachtet man nämlich die Aktivierung von naiven T-

Zellen in einzelnen mLK, zeigt sich, dass nur in wenigen mLK eine Reaktion stattfindet 

(eigene nicht veröffentlichte Ergebnisse). Bei kleineren Proteinfragmenten und bei leerem 

Darm findet die Aufnahme verstärkt im proximalen Ileum statt, während sie sich für große 

Proteine und in gefütterten Mäusen distal verschiebt. Das heißt, Antigene werden tatsächlich 

nur in einem relativ engen Abschnitt des Darms aufgenommen und dann ausschließlich in den 

diesen Bereich drainierenden mLK präsentiert. In welchem Darmabschnitt dies geschieht, 

hängt eventuell von der Größe oder dem Verdauungsgrad des Proteins ab. Dies zeigt, dass die 

Immunreaktion gegen lösliche Proteine auch innerhalb der Darm-assoziierten lymphoiden 

Gewebe weiter unterteilt und die Antigenaufnahme auch auf bestimmte Darmabschnitte 

begrenzt sein kann. Für die Analyse der Immunreaktion im Darm müssen diese regionalen 

Aspekte berücksichtigt werden. Beispielsweise müssen die Auswirkungen lokaler 

pathologischer Veränderungen, z.B. durch Infektionen oder Entzündungsreaktionen im Darm, 

gezielt in den betroffenen Abschnitten der Mukosa bzw. in den drainierenden mLK untersucht 

werden, da andere Bereiche vollkommen unbeeinflusst bleiben können. 

 

Spezifische Eigenschaften der DC der mLK 

Nachdem nun klar zu sein scheint, dass die DC aus den mLK die Initiation der 

Immunreaktion gegen lösliche Proteine aus dem Darm verantworten, wird es in Zukunft 
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darum gehen, spezifische Mediatoren zu identifizieren, die Immunität versus Toleranz und 

insbesondere die Induktion suppressorischer T-Zellen steuern. 

Da, wie oben beschrieben, der Notch-Signalweg eine Rolle bei der Induktion von Toleranz 

spielen könnte, stellt sich die Frage, wo Notch-Liganden unter physiologischen Bedingungen 

exprimiert sind. Da nur wenige für die Immunfluoreszenz geeignete Antikörper erhältlich 

sind, ist über die Expression und Funktion von Notch-Liganden auf APC in vivo derzeit wenig 

bekannt. mRNA-Daten weisen darauf hin, dass DC verschiedene Notch-Liganden 

exprimieren. Die Expression der verschiedenen Notch-Liganden auf DC wird zum Beispiel 

auch über TLR Signale reguliert [(Amsen et al., 2004; Napolitani et al., 2005) und 

Vaddakadathu et al. in Vorbereitung]. Wir haben damit begonnen, die Expression von Notch-

Liganden auf verschiedenen DC-Subpopulationen und in verschiedenen Immunorganen zu 

analysieren. Durch Verwendung einer sensitiven Immunfluoreszenzmethode konnten wir 

zeigen, dass der Notch-Ligand Jagged1 auf αEβ7
+ DC im mLK selektiv exprimiert wird (nicht 

veröffentlichte Ergebnisse). DC der Milz hingegen weisen keinerlei Expression von Jagged1 

auf. Im Gegensatz hierzu wird durch TLR-Signale hauptsächlich der Ligand Dll4 de novo 

induziert (bis zu 1000fach).  

Mit der Charakterisierung der αEβ7
+ DC konnte also ein wichtiger Schritt getan werden, die 

Verantwortung für die Toleranzinduktion auf eine kleine APC-Population einzugrenzen. Mit 

der Entdeckung der differentiellen Expression von Notch-Liganden auf dieser DC-

Subpopulation und der Regulation der Ligandenexpression durch verschiedene TLR-Signale 

haben wir eine Gruppe von Kandidatenmolekülen identifiziert, die möglicherweise eine 

Verbindung zwischen der Toleranzinduktion durch Notch und der Antigenpräsentation im 

Darm herstellt. Welche Rolle Notch-Signale für die spezifische Immunreaktion im Darm 

spielen und wie die Expression der Liganden auf APC durch Entzündungen oder Infektionen 

im Darm verändert wird, ist Bestandteil aktueller Untersuchungen. 
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4. Zusammenfassung 

 

Aktive Toleranzmechanismen, zum Beispiel durch suppressorische T-Zellen, die 

unerwünschte Immunreaktionen unterdrücken oder abschalten, besitzen großes Potential für 

die Prävention oder die Therapie verschiedenster Immunpathologien, von Autoimmunität bis 

Allergie oder Transplantatabstoßung. In der hier vorgelegten Arbeit wurden wesentliche 

Aspekte der Funktion und der Induktion suppressorischer T-Zellen untersucht. 

CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen, Treg, stellen die derzeit am besten 

charakterisierte Population suppressorischer T-Zellen dar, deren essentielle physiologische 

Rolle bei der Aufrechterhaltung der Toleranz vielfach belegt ist. Wir haben uns hier mit der 

Frage beschäftigt, welche Parameter die Funktion der Zellen modulieren. Wir konnten 

nachweisen, dass Treg aufgrund der dauerhaften Expression des IL-2-Rezeptors effizient um 

IL-2 mit ihrer Umgebung konkurrieren können. Wir konnten auch zeigen, dass IL-2 in Treg 

die IL-10-Produktion und damit einen suppressorischen Effektormechanismus anschaltet. Wir 

haben daraus ein Modell entwickelt, bei dem der Fähigkeit der Treg, IL-2 aus der Umgebung 

aufzunehmen, eine entscheidende Rolle zufällt. Über die IL-2-Aufnahme ist sowohl die Treg-

Homöostase als auch ihre suppressorische Funktion an die Aktivität des Immunsystems 

gekoppelt. Wir untersuchen derzeit, welche Rolle IL-10-produzierende Treg in vivo 

beispielsweise in Entzündungssituationen spielen und welche zusätzlichen suppressorischen 

Mechanismen durch IL-2 reguliert werden. Mit der Entdeckung des Membran-gebundenen 

IL-10 haben wir einen Biomarker für IL-10-produzierende Zellen entdeckt, der für die 

Analyse von IL-10-Produzenten hilfreich sein wird. Ob die Membran-gebundene Form von 

IL-10 auch spezifische Funktionen besitzt, zum Beispiel verstärkte Wirksamkeit bei Zell-Zell-

Kontakt, ist noch unklar. 

In Kooperation mit den Arbeitsgruppen Hamann und Hühn konnten wir mit der 

Charakterisierung der αEβ7
+ „Gedächtnis-ähnlichen“ und αEβ7

- „naiv-ähnlichen“ Treg 

erstmals zwei funktionell distinkte Treg-Populationen definieren. Hierdurch konnten wir das 

Migrationspotential als zweiten wichtigen Parameter zur Regulation der suppressiven 

Aktivität in vivo identifizieren. 

Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der Identifizierung der APC und möglicher 

molekularer Schalter, die in vivo suppressorische T-Zellen induzieren. Wir haben eine 

Technologie entwickelt, die es ermöglicht, jene APC zu identifizieren, die in einer 

tolerogenen Immunantwort in vivo – hier orale Antigenapplikation – die entsprechenden 

Peptide präsentieren. Wir konnten zeigen, dass die T-Zellreaktion gegen oral applizierte 
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Proteine hauptsächlich im mesenterialen Lymphknoten und nicht in den Peyerschen Plaques 

stattfindet. Auch die Antigenaufnahme aus dem Darm erfolgt unabhängig von den Peyerschen 

Plaques. Die Präsentation der Antigene erfolgt vorzugsweise auf dendritischen Zellen, was 

auf ihre Rolle bei der Toleranzinduktion hinweist. Die Vermutung, dass dendritische Zellen 

der mesenterialen Lymphknoten für die Toleranzinduktion wichtig sind, wurde durch 

Arbeiten anderer Grupen bestätigt. Insbesondere spielt eine Subpopulation von αEβ7-positiven 

dendritischen Zellen, die aus der Lamina Propria stammen, eine entscheidende Rolle. 

Interessanterweise zeigen unsere noch unveröffentlichten Arbeiten, dass diese Subpopulation 

der dendritischen Zellen selektiv den Notch-Liganden Jagged1 exprimiert, der als molekularer 

Schalter für die Induktion von suppressorischen T-Zellen beschrieben wurden. 

Wir haben außerdem gezeigt, dass Notch-Liganden unabhängig vom klassischen Notch-

Signalweg direkt die T-Zellaktivierung und damit indirekt möglicherweise die 

Differenzierung modulieren. Jagged1 und etwas weniger ausgeprägt Dll1 waren 

supprimierend im Gegensatz zum aktivierenden Effekt von Dll4. Zusätzlich zeigen neueste 

Ergebnisse, dass Notch in Verbindung mit IL-12/STAT4 über den klassischen Signalweg 

Th1-Zellen in suppressorische T-Zellen konvertieren kann, die unter anderem das 

immunsuppressive Zytokin IL-10 produzieren. Welche Rolle Notch für die Toleranzinduktion 

in vivo spielt und welche Effekte der Notch-Liganden physiologisch relevant sind, ist 

Gegenstand aktueller Untersuchungen. 

Unsere Arbeiten zur Regulation der Effektorfunktion und zur Induktion von suppressorischen 

T-Zellen sollen dazu beitragen, diese physiologischen Mechanismen der Immunkontrolle 

gezielt für therapeutische Zwecke einsetzen zu können. 
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