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gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer 

graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 78 

Tabelle 37: Statistische Kennzahlen der IFN-γ-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von 

gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer 

graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 79 

Tabelle 38: Statistische Kennzahlen der IL-10-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von 

gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer 

graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 80 
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1. Einleitung und Zielsetzung 

 

T-Helferzellen Typ 17 (Th17-Zellen) stellen neben den klassischen T-Helferzellen Typ 

1 / Typ 2 (Th1-/Th2-Zellen) einen weiteren Subtyp der cluster of differentiation (CD) 4 

positiven T-Effektorzellen dar (1). Neben protektiven Funktionen im Rahmen der 

Infektionsabwehr werden Th17-Zellen in Zusammenhang mit chronisch 

inflammatorischen Prozessen und der Genese von Autoimmunerkrankungen gebracht 

(2-4). Weiterhin weisen Befunde auf eine potenzielle Rolle der Th17-Zellen bei der 

Kanzerogenese hin (5).  

Die chronische graft-versus-host disease (cGVHD) ist eine unerwünschte 

Nebenwirkung nach der allogenen hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

(HSCT), die mit einer beträchtlichen Morbidität und Mortalität einhergeht (6). Hierbei 

richtet sich das Spenderimmunsystem gegen gesundes Patientengewebe. Die 

potenziell bei einer cGVHD auftretenden Abstoßungssyndrome ähneln bestimmten 

Autoimmunerkrankungen. Bisherige Studien zur Bedeutung von Th17-Zellen bei der 

cGVHD ergaben kontroverse Resultate (7, 8).  

Ziel des vorliegenden Forschungsprojektes ist es, die Bedeutung von Th17-Zellen für 

die Pathogenese der cGVHD der Mundschleimhaut zu analysieren und diese Rolle mit 

der in phänotypisch ähnlichen Krankheitsbildern (Leukoplakie, Lichen ruber planus) 

und beim oralen Plattenepithelkarzinom (engl. squamous cell carcinoma, SCC) zu 

vergleichen. Das Fernziel ist es, Interleukin-(IL)-17A als potenziellen Biomarker oder 

therapeutisches Target für die cGVHD der Mundschleimhaut zu etablieren.  

Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit spezifische Oberflächenmarker von T-

Zellpopulationen sowie IL-17A- bzw. Interferon-gamma-(IFN-γ)-positive 

Zellpopulationen in den Erkrankungsgruppen und bei gesunden Kontrollen mittels 

Durchflusszytometrie verglichen. Für die IL-17A- und IFN-γ-Expressionsanalyse 

wurden Zellen im Vorfeld mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert und 

anschließend mit den nicht-stimulierten Zellen verglichen.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Zytokin-Messungen im Blutserum der 

Patientengruppen und der gesunden Kontrollen durchgeführt. Hierbei sollten 

potenzielle Unterschiede in den Serumkonzentrationen und im Besonderen des 

Schlüsselzytokins IL-17A evaluiert werden. 
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2. Theoretische Grundlagen  

2.1. Allogene Stammzelltransplantation 

2.1.1. Definition, Wirkmechanismus und Ziele 

 

Die allogene HSCT stellt für viele hämatologische Neoplasien die einzige kurative 

Therapieoption dar. Seit 1990 steigen nach Angaben der European Society of Blood 

and Marrow Transplantation (EBMT) in Europa die Transplantationsraten für die 

allogene und die autologe HSCT. In ihrem Aktivitätssurvey für das Jahr 2018 

veröffentlichte die EBMT aktuelle Transplantationszahlen für 50 europäische Länder 

und Mitgliedsstaaten. Demnach wurden 47.468 HSCT an knapp 43.000 Patienten 

durchgeführt, davon 27.838 autolog und 19.630 allogen. Besonders die Zahl der 

allogenen HSCT war im Vergleich zu den Vorjahren gestiegen (9). 

Bei der allogenen HSCT werden Blutstammzellen eines gesunden Spenders in einen 

Empfängerorganismus übertragen, dessen Immunsystem zuvor durch eine 

Konditionierung vollständig oder teilweise depletiert wurde. Für die Gewinnung von 

hämatopoietsichen Stammzellen stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung. 

Durch Punktion des Beckenkamms können Stammzellen aus dem Knochenmark 

entnommen werden (Knochenmark-Stammzellen). Zudem ist eine Gewinnung aus 

dem peripheren Blut mittels Leukapherese nach Stammzellmobilisation durch die 

Vorbehandlung mit granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) möglich 

(Blutstammzellen) (10). Als alternative Stammzellquelle kann auch Nabelschnurblut 

genutzt werden (11, 12). Das Ziel der allogenen HSCT ist immer potenziell kurativ. Mit 

dem Anwachsen (engraftment) der infundierten Spenderstammzellen im 

Knochenmark des Empfängers bildet sich ein neues blutbildendes System aus, 

dessen Immunzellen potenziell in der Lage sind, maligne entartete Zellen im 

Empfängerorganismus zu erkennen und zu bekämpfen. Dieser graft-versus-

malignancy (GvM) Effekt gleicht einer lebenslangen Immuntherapie (13). 

 

 

2.1.2. Konditionierung 

 

Konditionierungsregime werden vor der Durchführung der HSCT eingesetzt, um die 

Tumorlast zu reduzieren, das Immunsystem des Empfängers teilweise oder vollständig 

zu depletieren und somit den Empfänger auf die Transplantation vorzubereiten. Diese 
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Maßnahme soll eine Abstoßung der Spenderzellen verhindern und das Anwachsen 

der neuen Stammzellen (engraftment) im Empfängerorganismus ermöglichen. 

Unterschieden werden eine konventionelle (myeloablative) Konditionierung und 

dosisreduzierte (reduced intensity conditioning = RIC) Regime, die sich durch eine 

deutlich geringere Dosisintensität bei der Chemo- und Strahlentherapie auszeichnen. 

Grundlage für die Entwicklung solcher dosisreduzierten Regime waren Versuche an 

Hunden, in denen Storb et al. 1997 zeigen konnten, dass für das Anwachsen des 

Transplantats keine vollständige Depletion der Hämatopoese erforderlich war. Bereits 

eine Ganzkörperbestrahlung von 2 Gray gefolgt von einer medikamentösen 

Immunsuppression erwies sich als ausreichend (14). Besonders ältere und komorbide 

Patienten profitieren von dosisreduzierten Konditionierungsregimen (15). Im Vergleich 

zur konventionellen Konditionierung zeichnen sie sich durch eine geringere 

Akuttoxizität und Bakteriämiehäufigkeit aus, die auf eine erhaltene 

Schleimhautintegrität und kürzere Neutropeniedauer zurückzuführen sind. 

Anwendungslimitierend sind erhöhte Rezidivraten, die bei Erkrankungen mit hoher 

Proliferationsrate, wie der akut lymphatischen Leukämie (ALL) oder aggressiven 

Lymphomen, auftreten. In diesen Fällen scheint das geringere zytotoxische Potenzial 

der dosisreduzierten Regime in Kombination mit der erforderlichen Zeitdauer, bis ein 

ausreichender graft-versus-malignancy (GvM) Effekt ausgebildet ist, der hohen 

Proliferationsdynamik der malignen Grunderkrankung nicht gerecht zu werden (16). 

Die vollständig myeloablativ wirkende konventionelle Konditionierung besteht aus 

einem hochdosierten Chemotherapeutikum, wie Cyclophosphamid, in Kombination mit 

einer Ganzkörperbestrahlung (total body irradiation) oder Busulfan. Zudem können 

weitere Chemotherapeutika und zusätzlich T-Zell-depletierende Antikörper (z.B. 

Antithymozytenglobulin (ATG)) zum Einsatz kommen. Myeloablative Regime weisen 

im Vergleich zu dosisreduzierten Regimen ein geringeres Rezidivrisiko bei erhöhter 

Toxizität auf (17). Die Wahl des passenden Konditionierungsregimes ist eine 

individuelle Entscheidung auf der Basis der Art und des Stadiums der Erkrankung, des 

Alters und des Rezidivrisikos des Patienten sowie der zumutbaren Toxizität (10).  

 

 

2.1.3. Indikationen 

 

Für die allogene HSCT besteht ein breites Indikationsspektrum. Sie ist immer dann 

eine therapeutische Option, wenn sie mit einer potenziell besseren Prognose 
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einhergeht als alternative Behandlungsmethoden, keine andere kurative 

Behandlungsstrategie zur Verfügung steht oder alternative Therapieoptionen 

ausgeschöpft sind (18). Im EBMT-Aktivitätssurvey sind die 

Transplantationsindikationen in Europa für das Jahr 2018 gelistet (s. Abb. 1). 

Myeloische Leukämien (akute myeloische Leukämie (AML), chronisch myeloische 

Leukämie (CML)) sowie deren Vorläuferformen (myelodysplastisches Syndrom 

(MDS)) stellten die Hauptindikationen dar. Daneben profitierten auch Patienten mit 

lymphatischen Neoplasien und Patienten mit Knochenmarksinsuffizienz nicht-maligner 

Genese von einer allogenen HSCT (9). 

 

Abbildung 1: Indikationen zur allogenen HSCT in Europa 2018 (9) 
AML: akute myeloische Leukämie; CML: chronische myeloische Leukämie; MDS: myelodysplastisches 

Syndrom; MPN: myeloproliferative Neoplasie; ALL: akute lymphatische Leukämie; CLL: chronische 

lymphatische Leukämie; PCD: Plasmazellerkrankungen; HL: Hodgkin-Lymphom; NHL: Non-Hodgkin-

Lymphom; BMF: Knochenmarksversagen; HG: Sichelzellanämie; PID: Primärer Immundefekt; IDM: 

vererbbare Stoffwechselerkrankungen; AID: Autoimmunerkrankungen  

(Mit freundlicher Genehmigung von nature journal und Herrn J.R. Passweg. Abbildung übernommen 

aus https://www.nature.com/articles/s41409-020-0826-4/figures/1 (Datum: 10.04.2020) 

 

 

2.2. Graft-versus-Host Disease (GVHD) 

 

Die GVHD stellt eine der Hauptkomplikationen nach allogener HSCT dar und geht mit 

einer hohen Morbidität und Mortalität einher. Die auftretende Abstoßungsreaktion 

gegenüber gesunden Zellen des Empfängers wird durch immunkompetente T-

Lymphozyten aus dem Transplantat verursacht. Je nach klinischem Erscheinungsbild 

und dem zeitlichen Auftreten der Symptome nach der allogenen HSCT werden akute 

und chronische Formen unterschieden (19). Obwohl die akute GVHD (aGVHD) nicht 

Gegenstand dieser Forschungsarbeit ist, soll sie im Folgenden kurz Erwähnung finden. 

https://www.nature.com/articles/s41409-020-0826-4/figures/1
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2.2.1. Akute GVHD 

 

Die aGVHD tritt mit einer Inzidenz von 30–60 % nach einer allogenen HSCT auf und 

manifestiert sich vorwiegend in der Haut, der Leber und dem Darm. Die 

Pathophysiologie folgt dem erstmals von Ferrara et al. postulierten 3-Phasen-Modell. 

Hiernach verursacht die Chemo- und Strahlentherapie im Rahmen der Konditionierung 

einen Gewebeschaden im Empfängerorganismus, der die Freisetzung pro-

inflammatorischer Zytokine und die Aktivierung von Antigen-präsentierenden Zellen 

zur Folge hat. In der zweiten Phase kommt es zur Aktivierung und Expansion von 

Spender-T-Zellen, die Moleküle auf den Antigen-präsentierenden Zellen erkennen. Die 

Folge ist eine komplexe Aktivierung weiterer Entzündungszellen und Mediatoren, die 

schließlich zur Apoptose der Zielgewebe führt (6). 

Die strenge Trennung der aGVHD und der cGVHD nach dem zeitlichen Auftreten vor 

bzw. nach Tag 100 post transplantationem wurde inzwischen verlassen. Nach der 

neuen National Institute of Health-(NIH)-Consensus-Klassifikation kann eine 

persistierende, rekurrierende oder spät beginnende aGVHD auch nach Tag 100 

vorliegen. Umgekehrt ist bei typischer Klinik die Diagnose einer cGVHD unabhängig 

vom zeitlichen Auftreten möglich (20). Zudem wird zwischen der klassischen cGVHD, 

bei der ausschließlich Zeichen der cGVHD vorliegen, und dem overlap-Syndrom, bei 

dem Manifestationen der aGVHD und der cGVHD parallel auftreten, unterschieden. 

Das overlap-Syndrom ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (21). 

 

 

2.2.2. Chronische GVHD 

 

Die cGVHD stellt den Transplanteur vor eine große Herausforderung, da sie für den 

Patienten oftmals mit großen Einschränkungen der Lebensqualität, der Notwendigkeit 

einer längerfristigen immunsuppressiven Therapie und nicht selten mit einem letalen 

Ausgang einhergeht (22, 23). Die cGVHD kann sich de novo ohne vorangegangene 

aGVHD ausbilden, sich progressiv aus einer aGVHD entwickeln oder nach 

erfolgreicher Therapie einer aGVHD (quiescent) entstehen. Bis zu 70 % aller Patienten 

entwickeln nach einer allogenen HSCT eine cGVHD (24), wobei die Inzidenz 

moderater und schwerer Verlaufsformen in den vergangenen Jahren deutlich 

zugenommen hat (25). Ein Grund hierfür ist die zunehmende Nutzung von mit 

granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) mobilisierten peripheren 
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Blutstammzellen, da hier ein schnelleres engraftment und geringere Abstoßungsraten 

zu beobachten sind (26, 27). Zudem werden, infolge der Einführung der 

dosisreduzierten Konditionierung, ältere Patienten transplantiert, wodurch das Risiko 

für eine cGVHD ansteigt. Als weitere Risikofaktoren sind eine vorausgehende aGVHD, 

ein human-leucocyte-antigen-(HLA)-mismatch, ein nicht verwandter Spender, ein 

weiblicher Spender für einen männlichen Empfänger und die Konditionierung ohne 

Antithymozytenglobulin (ATG) in der Literatur beschrieben (28, 29). 

Im Vergleich zur Pathophysiologie der aGVHD, die primär durch alloreaktive T-Zellen 

des Transplantats ausgelöst wird, ist die Entstehung der cGVHD weitaus schlechter 

verstanden. Nach aktuellem Kenntnisstand stehen Beeinträchtigungen der zentralen 

und peripheren Toleranzmechanismen sowie eine chronische Entzündung und 

Fibrose im Vordergrund (6, 30). Neben alloreaktiven Immunzellen sind auch 

autoreaktive T- und B-Lymphozyten involviert (31, 32). 

Die potenziellen klinischen Zeichen der cGVHD sind vielfältig, da prinzipiell jedes 

Organ betroffen sein kann (s. Tab. 1). Häufig präsentiert sich das Bild einer 

Autoimmunerkrankung ähnlich einer Sklerodermie, eines systemischen Lupus 

erythematodes, eines Sjögren-Syndroms oder eines Lichen ruber planus (20, 33). 

Erste klinische Zeichen der cGVHD manifestieren sich meist an der Haut und der 

Mundschleimhaut (6). Weiter sind häufig die Genitalien, der Gastrointestinaltrakt 

(Schluckstörungen, Erbrechen, Durchfälle), die Leber, die Lunge sowie Muskeln und 

Gelenke (Fasziitis, Sklerose, Kontrakturen) betroffen.  

 

Tabelle 1: Diagnostische Symptome der chronischen graft-versus-host disease (cGVHD) nach den 
Konsensus-Kriterien des National Institute of Health (20) 

Organ Diagnostische klinische Zeichen 

Haut Poikilodermie 

Lichen planus-artige Veränderungen 

Sklerotische/Morphea-artige Veränderungen 

Lichen sclerosus-artige Veränderungen 

Mundschleimhaut Lichen planus-artige Veränderungen 

Genitalien Lichen planus / Lichen sclerosus-artige Veränderungen  

Frauen: vaginale Vernarbungen  

Männer: Phimose, Uretherstenose 

Gastrointestinaltrakt Stenosen und Strikturen im oberen und mittleren Drittel des Ösophagus 

Lunge Bronchiolitis obliterans 

Muskeln, Faszien und 

Gelenke 

Fasziitis 

Gelenksteifigkeit und -kontrakturen infolge der Fasziitis oder Sklerose  
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2.2.3. cGVHD an der Mundschleimhaut  

 

Die Mundschleimhaut gehört mit einer Prävalenz von bis zu 80 % zu den am 

häufigsten betroffenen Organen bei einer cGVHD (32). Charakteristisch sind 

Veränderungen im Sinne eines oralen Lichen ruber planus (OLP) mit weißlich 

retikulären Zeichnungen der oralen Mukosa. Prädilektionsstellen sind die 

Wangenschleimhaut und die Zunge. Weiter treten hyperkeratotische Plaques ähnlich 

der Leukoplakie und Pseudomembranen bis hin zur mukosalen Atrophie auf. 

Erythematöse und ulzeröse Veränderungen können starke Schmerzen hervorrufen 

und die Nahrungsaufnahme des Patienten erheblich einschränken (34). Zusätzlich 

steigt die Gefahr für orale Infektionen. Bei Befall der Speicheldrüsen kann sich eine 

Sicca-Symptomatik ausbilden (35). Die Patienten leiden unter 

Geschmacksveränderungen und haben Probleme beim Kauen, Schlucken sowie 

Sprechen. Durch ausgeprägte sklerotische Veränderungen kann zudem die 

Mundöffnung beeinträchtigt sein. Eine langandauernde cGVHD der Mundschleimhaut 

kann zu Karies und Parodontose führen sowie das Risiko für Sekundärmalignome der 

Mundschleimhaut erhöhen (36, 37). Das SCC stellt hierbei eine der häufigsten 

Tumorentitäten dar (38, 39). Neben diesen negativen Effekten ist das Auftreten der 

cGVHD aber mit einer geringeren Rezidivrate der malignen Grunderkrankung 

assoziiert (40). 

 

 

2.2.4. Diagnostik der cGVHD 

 

Die Diagnosestellung erfolgt in erster Linie anhand der Anamnese und der klinischen 

Symptome (s. Tab. 1), ggf. abgesichert durch histologische oder radiologische 

Befunde entsprechend der NIH-Konsensus-Kriterien. Der Gesamtschweregrad („mild“, 

„moderat“, „schwer“) lässt sich nach den NIH-Konsensus-Kriterien von 2005 und 2014 

aus der Anzahl der betroffenen Organe sowie der Schwere des jeweiligen 

Organbefalls bestimmen (20, 41) (s. Tab. 2). 
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Tabelle 2: Gesamtschweregrad der chronischen graft-versus-host disease (cGVHD) nach den 
Konsensus-Kriterien des National Institute of Health (42) 

Gesamt-
Schweregrad 

mild moderat schwer 

Zahl der 
betroffenen Organe 

1–2 > 2 > 2 

Schweregrad der 
Organmanifestation 

mild 
(außer 
Lunge) 

mild-
moderat 
Lunge: nur 
mild 

schwer 
Lunge: 
moderat-
schwer 

 

 

2.2.5. Prophylaxe und Therapie der cGVHD 

 

Um dem Auftreten einer GVHD vorzubeugen, erhalten Patienten im Rahmen der 

Konditionierung eine immunsuppressive Behandlung. Zum Einsatz kommen 

Calcineurin-Inhibitoren wie Tacrolimus oder Cyclosporin A in Kombination mit dem 

Folsäure-Antagonisten Methotrexat oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) (43-46). 

Weiterhin können mammalian target of rapamycin (mTOR) Inhibitoren, wie Sirolimus, 

prophylaktisch verabreicht werden. Welche Medikamente miteinander kombiniert 

werden, hängt von verschiedenen Faktoren, wie dem human-leucocyte antigen-(HLA)-

Mismatch zwischen Spender und Empfänger und der Art des Stammzellproduktes 

(verwandter oder nicht verwandter Spender), ab (47-49).  

Neben der medikamentösen Immunsuppression werden zur Prophylaxe der GVHD T-

Zell-depletierende Verfahren eingesetzt, bei denen Spender-T-Lymphozyten in vitro 

oder in vivo inaktiviert werden. Zur Anwendung kommen der monoklonale CD52-

Antikörper Alemtuzumab und Anti-T-Lymphozyten-Globuline (am vorliegenden 

Transplantationszentrum: Antithymozytenglobulin (ATG) Fresenius). Laut Studien 

lässt sich hierdurch das Risiko insbesondere für die Entstehung einer schweren 

cGVHD deutlich verringern (50-53). 

Entwickelt sich trotz der prophylaktischen Maßnahmen eine cGVHD, richtet sich die 

Therapie nach dem Schweregrad. Sind die Kriterien der moderaten cGVHD erfüllt (> 2 

Organe betroffen oder Organschweregrad ≥ 2), ist eine systemische 

immunsuppressive Therapie indiziert. In erster Linie werden Corticosteroide 

(Prednison/Methylprednisolon) eingesetzt, die je nach Manifestationsort mit topisch 

wirksamen Immunsuppressiva (topische Steroide, Calcineurin-Inhibitoren) kombiniert 

werden können (54). Kommt es unter dieser Therapie zu keiner Besserung der 

Symptomatik oder zu einer Progression, spricht man von einer Steroid-refraktären 

cGVHD (55). Etwa 50 % der Patienten sprechen nur unzureichend auf die initiale 
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Behandlung mit Corticosteroiden an. Für die Zweitlinientherapie fehlt bislang ein 

allgemeingültiger Standard. Häufig werden Immunsuppressiva wie Mycophenolat-

Mofetil, Sirolimus oder eine extrakorporale Photopherese eingesetzt (56). Mögliche 

neue Therapiestrategien, die auf die Modulation des Zytokin-Netzwerks im Rahmen 

der GVHD abzielen, sind Gegenstand der aktuellen Forschung (57). 

 

 

2.3. Lichen ruber planus  

2.3.1. Definition  

 

Der Lichen ruber planus beschreibt eine nicht-infektiöse, chronisch-entzündliche 

Erkrankung, die die Haut und die Schleimhäute befällt (58). Während die 

Manifestationen an der Haut meist selbstlimitierend sind, verläuft der orale Lichen 

ruber planus (OLP) in der Regel chronisch und ist für Betroffene mit Einschränkungen 

der Lebensqualität assoziiert. Mit einer Prävalenz von 0,5–2 % handelt es sich um eine 

eher seltene Erkrankung, die bevorzugt Frauen im Alter zwischen 30–60 Jahren betrifft 

(59-61). Obwohl manche Autoren dem OLP eine durch T-Lymphozyten vermittelte 

autoimmune Genese zuschreiben, ist die genaue Ursache bisher nicht geklärt. 

Verschiedene prädisponierende Faktoren wie Polymorphismen in Genen für Zytokine 

(IFN-γ; Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α)), Systemerkrankungen wie Hepatitis C 

oder Medikamente wie Antihypertensiva werden diskutiert (62-64). 

 

 

2.3.2. Klinische Zeichen des oralen Lichen ruber planus (OLP)  

 

Typischerweise zeigt sich der OLP an der Wangenschleimhaut und imponiert durch 

sein meist bilaterales, symmetrisches Erscheinungsbild (65). Daneben sind die Zunge, 

das Zahnfleisch oder die lippennahe Schleimhaut betroffen. Klinisch werden sechs 

morphologische Subtypen, die auch kombiniert auftreten können, unterschieden: die 

retikuläre, die Plaque-artige, die atrophe, die erosive, die papulöse und die bullöse 

Form (66). Die häufigste, retikuläre Form ist durch multiple Papeln, die zu einem 

typischen netzartigen grau-weißlichen Muster (Wickham-Streifung) konfluieren, 

gekennzeichnet (67). Während die Patienten bei der retikulären Form oft 

beschwerdefrei sind, geht die erosive Form durch ihre Ulzera und Pseudomembranen 
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mit starken Schmerzen einher (68). Die Plaque-artige Form des OLP ist klinisch nicht 

von der Leukoplakie zu differenzieren. Hier zeigen sich homogene, weiße, leicht 

erhabene und multifokal auftretende Läsionen der Mundschleimhaut (66). Papulöse 

und bullöse Formen des OLP sind eher selten.  

 

 

2.3.3. Diagnostik und Therapie  

 

Nach den modifizierten diagnostischen Kriterien der world health organization (WHO) 

von 2003 erfolgt die Diagnosestellung des OLP in der Regel auf der Basis klinischer 

und histopathologischer (bandförmiges lymphozytäres Infiltrat, Degeneration basaler 

Keratinozyten) Befunde (69). Differenzialdiagnostisch ist eine Vielzahl von 

Erkrankungen zu berücksichtigen, die mit lichenoiden Läsionen vergesellschaftet sein 

können. Dazu zählen systemische Autoimmunerkrankungen wie der Lupus 

erythematodes oder auch lichenoide Schleimhautläsionen im Rahmen der cGVHD. 

Klinische und histopathologische Gemeinsamkeiten (z. B. bandförmige T-Zell-

Infiltrate, Apoptose basaler Keratinozyten, Zerstörung der epithelialen Basalmembran) 

lassen ähnliche immunologische Effektormechanismen vermuten (70). 

Sofern die oralen Läsionen keine Beschwerden verursachen, ist keine Therapie 

notwendig und eine regelmäßige Kontrolle auf eine maligne Transformation 

ausreichend. Ulzeröse und atrophe Formen können mit topisch wirksamen 

Corticosteroiden (Triamcinolon, Fluocinolon) oder topischen Calcineurin-Inhibitoren, 

wie Tacrolimus oder Cyclosporin A, behandelt werden (71-73). Bei schweren 

Verläufen werden systemische Steroide oder andere Immunsuppressiva eingesetzt. 

Obwohl maligne Veränderungen infolge eines OLP dokumentiert wurden, ist die Frage 

nach dem Entartungsrisiko weiterhin umstritten. Die Angaben variieren zwischen 0–

5 % (74, 75). Im Falle einer Tumorentwicklung trat das SCC am häufigsten auf (76, 

77). 
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2.4. Leukoplakie  

2.4.1. Definition und Risikofaktoren 

 

Gemäß der WHO-Definition von 1978 beschreibt die Leukoplakie einen weißen, nicht 

abwischbaren Fleck der Mundschleimhaut, der weder klinisch noch histopathologisch 

einer anderen Erkrankung zugeordnet werden kann (78). Somit ist die Leukoplakie 

eine Ausschlussdiagnose. Die Leukoplakie gilt als die häufigste epitheliale 

Vorläuferläsion eines oralen SCC. 16–60 % aller SCC der Mundschleimhaut entstehen 

auf dem Boden einer Leukoplakie.  

Bei einer Gesamtprävalenz von 0,5–4 % betrifft die Leukoplakie öfter Männer als 

Frauen (79). Zu den bedeutenden Risikofaktoren zählen Rauchen und Alkoholkonsum. 

Raucher zeigen im Vergleich zu Nichtrauchern ein 6-fach höheres Risiko und 

Personen, die zusätzlich Alkohol konsumieren ein bis zu 15-fach höheres Risiko (80). 

Daneben sind humane Papillomaviren (HPV) vom high-risk Typ, eine mangelnde 

Mundhygiene und eine mechanische Reizung durch Zahnprothesen als Risikofaktoren 

beschrieben (81). 

 

 

2.4.2. Einteilung  

 

Morphologisch werden zwei Hauptformen unterschieden: die homogene Leukoplakie 

(Leukoplakia simplex), gekennzeichnet durch ein flaches, dünnes und einheitlich 

weißes Erscheinungsbild und die inhomogene Leukoplakie, die eher unregelmäßig, 

nodulär oder als gemischt weiß-rote Plaques (Erythroleukoplakie) imponiert (82, 83). 

Verglichen mit der homogenen Leukoplakie ist die inhomogene Form mit einem 

höheren Entartungsrisiko assoziiert (0,6–5 % vs. 25 %). Die multifokal auftretende 

proliferative verruköse Leukoplakie (PVL) gilt mit einer Transformationsrate von bis zu 

100 % als aggressivster Subtyp der inhomogenen Leukoplakie (84, 85). 

 

 

2.4.3. Diagnostik und Therapie 

 

Die Ausschlussdiagnose einer Leukoplakie wird in Zusammenschau der 

Patientenanamnese, dem klinischen Erscheinungsbild und der histopathologischen 
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Befunde gestellt. Histologisch zeigt sich eine Hyperkeratose oder Parakeratose mit 

möglicherweise vorliegenden dysplastischen oder karzinomatösen Veränderungen. 

Nicht selten wird infolge der histopathologischen Untersuchung die klinische Diagnose 

revidiert, da weiße Schleimhautflecken im Rahmen zahlreicher anderer Erkrankungen 

der Mundschleimhaut (z. B. OLP) vorkommen können (85). 

Die Therapie der Leukoplakie stellt aufgrund der ausgeprägten Rezidivneigung eine 

Herausforderung dar. Derzeitige Behandlungsstrategien umfassen die Ausschaltung 

potenzieller Risikofaktoren (Alkohol-, Nikotinkarenz), beobachtendes Abwarten 

(watchful waiting) und chirurgische Interventionen (85, 86). Zur Verringerung des 

Rezidivrisikos wurden in den vergangenen Jahren verschiedene topische 

Therapeutika getestet. Die Ansprechraten lagen bei 32 % für Retinoide und 40 % für 

Bleomycin. Allerdings kam es auch unter dieser Therapie zu Rezidiven (87). 

 

 

2.5. Orales Plattenepithelkarzinom (SCC)  

2.5.1. Definition und Risikofaktoren 

 

Das SCC ist die häufigste Tumorentität im Kopf-Hals-Bereich und steht bei malignen 

Tumoren weltweit an sechster Stelle (88). Der epitheliale Tumor entwickelt sich im 

Bereich der Mundschleimhaut häufig aus Vorläuferläsionen wie der Leukoplakie, 

Erythroplakie oder dem OLP (89). Als Prädilektionsstellen gelten der Mundboden, der 

Alveolarfortsatz und der Zungenrand. Ebenso können Pharynx, Larynx und 

Speicheldrüsen betroffen sein. Trotz multimodaler Therapieansätze (s. Kap. 2.5.3) 

geht das orale SCC mit einer schlechten Prognose einher (5-Jahres Überleben ca. 

50 %) (90). Gründe hierfür sind eine meist späte Diagnosestellung, ein schnelles und 

aggressives Tumorwachstum, eine frühzeitige Metastasierung in die zervikalen 

Lymphknoten-Regionen und eine hohe lokoregionäre Rezidivrate (91, 92).  

Die Genese des oralen SCC ist multifaktoriell. Neben genetischen Faktoren und dem 

Alter des Patienten zählen exogene Noxen wie Alkohol-, Tabak- und Betelnuss-

Konsum zu den Hauptrisikofaktoren (93-95). Oropharyngeale SCC bei jüngeren 

Patienten sind oft auf eine Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) Typ 16 und 18 

zurückzuführen (96).  
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2.5.2. Einteilung 

 

Die Einteilung der oralen SCC erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der Union for 

International Cancer Control (UICC). Hierbei wird die Ausdehnung des Primärtumors 

(T), das Vorliegen von Lymphknoten-Metastasen (N) sowie eine Fernmetastasierung 

(M) erfasst (s. Tab. 3, 4) (97). Dieses Tumorstaging dient als Grundlage für die 

Therapieplanung (90). Daneben ist der Resektionsstatus (R-Klassifikation) und der 

Differenzierungsgrad (Grading) für die Behandlung und die Prognose relevant (98).  

 

Tabelle 3: Klinische TNM-Klassifikation für Karzinome der Mundhöhle (97) 

Ausdehnung des Primärtumors (T) 

T0 kein Anhalt für Primärtumor 

Tis Carcinoma in situ  

T1  Tumorausdehnung ≤ 2 cm und Invasionstiefe ≤ 5 mm 

T2  • Tumorausdehnung ≤ 2 cm und Invasionstiefe > 5 mm bis maximal 10 mm 

• Tumorausdehnung > 2 cm bis maximal 4 cm und Invasionstiefe ≤ 10 mm  

T3 Tumorausdehnung > 4 cm oder Invasionstiefe > 10 mm  

T4a  Infiltration durch kortikalen Knochen der Maxilla oder Mandibula, Kieferhöhle oder 

Gesichtshaut 

T4b  Infiltration des Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder Schädelbasis oder 

Umschließen der Arteria carotis interna  

Lymphknoten-(LK)-Metastasen 

N0  keine regionären LK-Metastasen  

N1  Metastasen in solitärem ipsilateralen LK, Ausdehnung ≤ 3 cm ohne extranodale Ausbreitung 

N2a wie N1 aber Ausdehnung > 3 cm bis maximal 6 cm  

N2b  Metastasen in multiplen ipsilateralen LK, Ausdehnung jeweils max. 6 cm, ohne extranodale 

Ausbreitung 

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen LK, Ausdehnung jeweils max. 6 cm, ohne 

extranodale Ausbreitung 

N3a LK-Metastase(n), Ausdehnung > 6 cm, ohne extranodale Ausbreitung 

N3b Metastase(n) in einem einzelnen oder mehreren LK, klinisch extranodale Ausbreitung  

Fernmetastasen (M) 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 
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Tabelle 4: Union for International Cancer Control (UICC) Stadien für Karzinome der Mundhöhle (97) 

Stadium 0 Tis  N0 M0 

Stadium I T1 N0 M0 

Stadium II T2 N0 M0 

Stadium III T3 
T1, T2, T3 

N0 
N1 

M0 

Stadium IVA T4a  
T1, T2, T3, T4a 

N0 oder N1 
N2 

M0 

Stadium IVB Jedes T 
T4b  

N3 
Jedes N 

M0 

Stadium IVC Jedes T Jedes N M1 

 

 

2.5.3. Diagnostik und Therapie 

 

Diagnostischer Goldstandard ist die Biopsie suspekter Schleimhautbefunde 

(exophytisches Wachstum, Ulzerationen, Indurationen mit erhabenem Rand) und die 

histopathologische Beurteilung. Zum Ausschluss synchroner Zweittumoren empfiehlt 

die aktuelle Leitlinie zudem eine Hals-Nasen-Ohren-ärztliche Abklärung im Rahmen 

der Primärdiagnostik. Bildgebende Verfahren (Sonografie, Computertomografie, 

Magnetresonanztomografie) finden insbesondere im Rahmen der 

Tumorausbreitungsdiagnostik Anwendung (99). 

Die Therapieplanung erfolgt in der Regel interdisziplinär im Rahmen eines 

Tumorboards. Die Therapieform richtet sich nach der Lage und dem Stadium des SCC 

sowie nach dem Allgemeinzustand des Patienten. In kurativer Absicht kann eine 

chirurgische Entfernung mit oder ohne (neo-)adjuvante Radiochemotherapie erfolgen 

(100). Aufgrund einer okkulten Metastasierung in die zervikalen Lymphknoten in 20–

40 % der Fälle geht die chirurgische Exzision des Primärtumors oft mit einer selektiven 

oder radikalen Neck-Dissection einher (100). Bei Inoperabilität oder 

Fernmetastasierung wird in der Regel eine palliative (Radio-)Chemotherapie eventuell 

kombiniert mit Cetuximab, einem Antikörper gegen den epidermal growth factor 

receptor (EGFR-Antikörper), eingeleitet (99). Trotz der multimodalen Therapieansätze 

sind die häufigen Rezidive und die Metastasierung mit einer hohen Mortalität 

assoziiert. Diese Situation verdeutlicht die Notwendigkeit der Identifizierung 

prognostischer Biomarker und der Etablierung neuer Therapiestrategien.  
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2.6. T-Lymphozyten 

 

T-Lymphozyten sind Bestandteil der adaptiven Immunabwehr. Ihr gemeinsames 

Kennzeichen ist der Oberflächenmarker CD3, der gemeinsam mit dem T-Zellrezeptor 

der Antigen-Erkennung dient. In Abhängigkeit von der Expression weiterer 

Oberflächenmarker werden sie in zytotoxische T-Zellen (CD8-positiv) und T-

Helferzellen (CD4-positiv) unterteilt (101). 

Ein in den menschlichen Körper eindringendes Pathogen wird von Immunzellen der 

unspezifischen Abwehr erkannt, phagozytiert, prozessiert und gebunden an major 

histocompatibility complex (MHC) Moleküle auf der Zelloberfläche der Zellen den 

Immunzellen des adaptiven Immunsystems präsentiert. Zytotoxische, CD8-positive T-

Zellen erkennen an MHC-I-Moleküle gebundene Antigenfragmente, beispielsweise 

virale Proteine, und sind in der Lage bei den infizierten Zellen die Apoptose einzuleiten. 

Naive CD4-positive T-Zellen interagieren hingegen mit an MHC-II-Molekülen 

gebundenen Antigenen und differenzieren in verschiedene T-Effektorzelltypen. Für 

diese Differenzierung benötigen die naiven CD4-positiven T-Zellen neben der 

Aktivierung des T-Zellrezeptors durch die Bindung an den MHC-II/Antigen-Komplex 

ein kostimulatorisches Signal. Das durch die Zellen des angeborenen Immunsystems 

generierte Zytokin-Milieu entscheidet über die Richtung der Differenzierung. In 

Gegenwart von IFN-γ und IL-12 entstehen Th1-Zellen, die selbst IFN-γ, TNF-α und IL-

2 exprimieren. In Anwesenheit von IL-4 bilden sich hingegen Th2-Zellen aus, die IL-4, 

IL-5 und IL-13 sezernieren. Th1-Zellen bekämpfen intrazelluläre Erreger und aktivieren 

über die von ihnen gebildeten Zytokine Makrophagen und zytotoxische T-Zellen. Th2-

Zellen spielen eine Rolle bei der Immunabwehr extrazellulärer Erreger (Bakterien, 

Parasiten) und regen B-Zellen zur Antikörper-Produktion an (101). 

 

 

2.6.1. T-Helferzellen Typ 17 (Th17-Zellen) 

 

Laut zwischen 2003 und 2005 erschienener Studien existiert neben den klassischen 

Th1/Th2-Zellen eine weitere Subpopulation an CD4-positiven T-Effektorzellen. Diese 

Th17-Zellen (1, 102-104) sind nach ihrem Effektorzytokin IL-17A benannt. Das 1993 

entdeckte pro-inflammatorische Zytokin wurde bei chronisch entzündlichen Prozessen 

bei Patienten mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen (105-108). Th17-Zellen 

sezernieren darüber hinaus weitere Botenstoffe wie IL-17F, IL-21, IL-22, granulocyte 
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macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) sowie die Chemokine C-X-C-Motiv-

Chemokin-Ligand (CXCL)1, 2 und 8 (109). Th17-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei 

der Abwehr extrazellulärer Bakterien und Pilze, werden aber auch mit chronisch-

inflammatorischen Prozessen sowie der Entstehung von Autoimmunerkrankungen in 

Verbindung gebracht.  

 

Differenzierung von Th17-Zellen 

Die Differenzierung naiver CD4-positiver T-Zellen in Th17-Zellen erfolgt in Gegenwart 

von transforming growth factor beta (TGF-β) und IL-6 bzw. TGF-β und IL-21. Durch 

diese Zytokin-Kombination wird die Expression des linienspezifischen 

Transkriptionsfaktors ROR-c (humane Variante des Transkriptionsfaktors RORγt = 

retinoic acid receptor-related orphan receptor-gamma) induziert (110). Die Expansion 

der Th17-Zellen wird durch IL-1β und IL-6 gesteuert, während für die Stabilisierung 

des Th17-Phänotyps IL-23 eine wesentliche Rolle spielt. Laut Studien ist IL-23 für die 

Pathogenität von Th17-Zellen von Bedeutung. Genetische Polymorphismen des IL-23-

Rezeptors sind mit Autoimmunerkrankungen (z. B. Psoriasis, ankylosierende 

Spondylitis, chronisch entzündliche Darmerkrankungen) assoziiert (111, 112). IL-23-

Rezeptor-defiziente Mäuse sind resistent gegenüber Autoimmunerkrankungen, was 

auf die eingeschränkte GM-CSF-Produktion der Th17-Zellen zurückzuführen ist (113-

115).  

 

Effektorfunktionen der Th17-Zellen  

Th17-Zellen gelten als Hauptproduzenten von IL-17A. Die IL-17-Zytokinfamilie 

umfasst neben IL-17A fünf weitere Zytokine (IL-17B–F) (116). IL-17F wird ebenfalls 

von Th17-Zellen sezerniert und weist homologe Sequenzen zu IL-17A auf (116). Beide 

Zytokine vermitteln ihre Signale über einen heterodimeren Oberflächenrezeptor (IL-

17R), der von einer Vielzahl von Immunzellen (z. B. neutrophile Granulozyten, 

Makrophagen, dendritischen Zellen), aber auch von nicht-hämatopoetischen Zellen (z. 

B. Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten) exprimiert wird (116-

118). Bei Bindung der Liganden an den Rezeptor werden pro-inflammatorische 

Zytokine (z. B. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α), Chemokine und antimikrobielle Peptide (B-

Defensin, S100 Protein) freigesetzt (119, 120). IL-17A stimuliert zudem die 

Granulopoese im Knochenmark, vermittelt die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten 

und erhält die Integrität von Epithel- und Schleimhautbarrieren (2).  
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Studien belegen, dass Th17-Zellen über ihre Effektormechanismen entscheidend an 

der Immunabwehr spezifischer Krankheitserreger an mukosalen und epithelialen 

Grenzflächen (z. B. Haut, Lunge, Darm, Mundschleimhaut) beteiligt sind (2). Laut Kolls 

et al. ist IL-17A für die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten im Rahmen der Abwehr 

des extrazellulären Erregers Klebsiella pneumoniae essenziell (121). Andere Studien 

bestätigen die protektive Funktion bei Pathogenen wie Streptococcus pneumoniae 

bzw. Mycoplasma pneumoniae (122, 123). 

Die Bedeutung der Th17-Antwort wird auch bei Patienten mit Hyper-IgE-Syndrom 

(HIES, Job’s Syndrom) deutlich. Aufgrund einer inaktivierenden Mutation im IL-17-

Signalweg sind diese Patienten nicht in der Lage, eine adäquate Th17-Antwort zu 

generieren. Die Patienten leiden an rekurrierenden bakteriellen Infektionen der Haut, 

vor allem mit Staphylococcus aureus, und an mukokutanen Mykosen (124, 125). 

 

Rolle von Th17-Zellen bei chronischen Entzündungen und der Autoimmunität  

Verschiedene Studien thematisieren die Rolle von Th17-Zellen und IL-17A bei 

chronischen Entzündungen und für die Pathogenese diverser 

Autoimmunerkrankungen. Eine dysregulierte IL-17A-Aktivität führt zu einer verstärkten 

Expression pro-inflammatorischer Mediatoren und daraus resultierend zur 

Gewebedestruktion. Patienten mit systemischem Lupus erythematodes, 

Rheumatoider Arthritis, Diabetes mellitus Typ 1, chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen, Multipler Sklerose und Psoriasis zeigen erhöhte Th17-Zellzahlen 

bzw. erhöhte IL-17A-Konzentrationen im peripheren Blut (3, 4, 126-129).  

 

Th17-Zellen und solide Tumoren 

Bereits im 19. Jahrhundert beschrieb Rudolph Virchow den Zusammenhang zwischen 

chronischen Entzündungen und der Tumorpathogenese (109). Zahlreiche 

Tumorentitäten sind mit chronisch entzündlichen Erkrankungen, chronischen 

Infektionen oder Autoimmunerkrankungen assoziiert (130). Das kolorektale Karzinom 

entwickelt sich auf dem Boden chronisch entzündlicher Darmerkrankungen (z. B. 

Colitis ulcerosa). Zigarettenrauch induziert durch die Freisetzung freier Radikale und 

pro-inflammatorischer Mediatoren eine chronische Inflammation und gilt als wichtiger 

Risikofaktor für Lungenkrebs, Kehlkopfkrebs, Mundbodenkrebs und andere 

Tumorformen. Chronische Infektionen mit Helicobacter pylori oder dem Hepatitis-B-

Virus verursachen Magenkrebs bzw. hepatozelluläre Karzinome. Daher finden sich in 
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der Umgebung solider Tumoren zahlreiche Entzündungszellen und pro-

inflammatorische Botenstoffe, wie IL-1, IL-6, IL-21, IL-23 (130, 131) .  

Auch Th17-Zellen wurden in präkanzerösen Läsionen und im Gewebe solider 

Tumoren (colorektales Karzinom, Ovarialkarzinom, Melanom) nachgewiesen (5). Die 

Rolle von Th17-Zellen in der Pathogenese solider Tumoren ist aber umstritten. Laut 

einiger Studien induzieren Th17-Zellen über ihr Effektorzytokin IL-17A die 

Angiogenese sowie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus rekrutierten 

Immunzellen und fördern so das Wachstum und die Metastasierung von Tumoren 

(132-134). Andere Studien sprechen Th17-Zellen hingegen aufgrund ihrer IFN-γ-

Sekretion (135) bzw. Stimulation zytotoxischer CD8-positiver T-Zellen und 

Rekrutierung dendritischer Zellen ins Tumorgewebe (136) eine tumorsuppressive 

Funktion zu. Die Bedeutung von Th17-Zellen scheint somit von der Tumorart und dem 

Kontext abzuhängen. 

 

 

2.6.2. Th17/Treg-Ratio – Gleichgewicht zwischen Immuntoleranz und 

Entzündung  

 

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind eine weitere Subpopulation der CD4-positiven T-

Lymphozyten. Es handelt sich um CD25-positive und CD127-negative Zellen. Der 

Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (Foxp3) ist der spezifischste Marker für 

Treg (137). Für die Differenzierung naiver CD4-positiver T-Zellen in Th17-Zellen 

werden TGF-β und IL-6 benötigt, in Gegenwart von TGF-β allein entstehen Treg-Zellen 

(138, 139).  

Th17- und Treg-Zellen besitzen entgegengesetzte Funktionen im adaptiven 

Immunsystem. Th17-Zellen lösen Entzündungen und Gewebedestruktionen aus. 

Dagegen inhibieren Treg-Zellen über die Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine, 

wie IL-10 und TGF-β, Immunreaktionen und halten die Immuntoleranz aufrecht (140, 

141). Die Balance zwischen den beiden Zellpopulation (Th17/Treg-Ratio) ist für die 

Entwicklung bzw. Prävention chronisch entzündlicher und autoimmuner Prozesse 

bedeutsam (142). Laut Niu et al. zeigen Patienten mit Rheumatoider Arthritis ein 

dysreguliertes Th17/Treg-Verhältnis im peripheren Blut (143). Die Rheumatoide 

Arthritis kennzeichnet sich durch eine chronische Synovitis mit der Folge der 

Zerstörung von umgebendem Knorpel und Knochen. Die Dominanz der Th17-Antwort 

trägt dabei durch die Aktivierung und Rekrutierung zahlreicher Entzündungszellen zur 
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Pathogenese bei (143). Eine erhöhte Th17/Treg-Ratio kommt auch bei Patienten mit 

Multipler Sklerose, Psoriasis oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen vor 

(144). Therapieversuche mit dem Ziel der Wiederherstellung des Th17/Treg-

Gleichgewichts wurden bereits erfolgreich bei diesen Erkrankungen erprobt (145).  
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3. Material und Methoden 

3.1. Materialien  

 

Tabelle 5 listet die verwendeten Puffer, Lösungen und Medien. 

 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Puffer, Lösungen und Medien 

Einfrier-Medium X-Vivo-15 

20 % HSA 

Heparin  

150 ml 

100 ml 

2500 U 

FACS-Puffer PBS 

BSA 0,1 % 

EDTA 2 mM 

1000 ml 

5 ml 

2 ml 

FACS-Fix PBS 

1 % Formaldehyd 

EDTA 2 mM 

242 ml 

6,8 ml 

1 ml 

Trypanblau (Stammlösung) Trypanblau  

H2O  

2,0 g  

ad 1000 ml 

Trypanblau (Gebrauchslösung) Trypanblau Stammlösung  

150 mM NaCl   

75 ml 

25 ml 

BSA: Rinderserumalbumin; EDTA: Ethylendiamin-Tetraacetat; HSA: Humanes Serumalbumin; PBS: 

phosphate-buffered saline 

 

Tabelle 6 listet die verwendeten Chemikalien und Reagenzien. 

 
Tabelle 6: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien 

Aqua B. Braun  Braun (Melsungen) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck (Darmstadt) 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma (Taufkirchen) 

Essigsäure 6 % Merck (Darmstadt) 

Ficoll-Medium (Histopaque 1077) Sigma-Aldrich 

Normal Rat Serum  eBioscience (Frankfurt am Main) 

PBS (phosphate-buffered saline) Gibco BRL (Karlsruhe) 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) „Cell Activation 

Cocktail” 

BioLegend (Koblenz) 

Trypanblau Merck (Darmstadt) 

Trypsin-EDTA Invitrogen (Schwerte) 

X-VIVO-15 Lonza (Basel) 

 

Tabelle 7 listet die verwendeten Geräte. 
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Tabelle 7: Liste der verwendeten Geräte 

Brutschrank Typ Heracell 150 Thermo (Schwerte) 

Durchflusszytometer 

 

FACS Canto/AriaTM mit Software FACS 

DivaTM, BD Biosciences (Heidelberg) 

Kühl- und Gefrierkombinationen 4 °C, -20 °C Liebherr (Kirchdorf an der Iller) 

Lichtmikroskop Axiovert 25, Zeiss (Jena) 

Mikroliterpipetten Transferpipette 

0,5–10 µl, 10–100 µl, 100–1000 µl  

Brand (Wertheim) 

Pipettiergerät PipetBoy, IBS Integra Biosciences, VWR 

(Darmstadt) 

Pipette 1–10 μl Eppendorf (Hamburg) 

Sterile Werkbank HERAsafe Typ HS 18, Kendro (Hanau) 

Stickstoff-Kryo-Bank XLC 1370,  

Air liquide Espace 331 

MVE Europe (Solingen) 

Tec Lab (Königstein) 

Stickstoff-Tank Taylor-Wharton XL-180, 

Tec Lab (Taunusstein) 

Schüttler Typ KS250 basic IKA Labortechnik (Staufen) 

Tiefkühlschrank, -80°C Hera freeze Kendro Laboratory Products (Hanau) 

Tiefkühlschrank, -30°C Kirsch (Offenburg) 

Vortex MS2   Minishaker IKA®, IKA (Staufen) 

Wasserbad GFL (Burgwedel) 

Zentrifugen Hettich (Tuttlingen) 

Kendro-Heraeus (Hanau) 

 

In Tabelle 8 sind die Gebrauchswaren gelistet. 
 
Tabelle 8: Liste der verwendeten Gebrauchswaren 

Bechergläser 200, 500, 1000, 2000 ml Schott (Mainz) 

Deckgläser 24 x 32 mm Menzel (Braunschweig) 

Einfrierboxen Nalge Nunc (Wiesbaden) 

Einfrier-Röhrchen, Cryotube 1,8 ml Nunc (Wiesbaden) 

Einfrier-Röhrchenständer Roth (Karlsruhe) 

Einmalpipetten, steril 1, 2, 5, 10, 25 und 50 ml Greiner (Nürtingen) 

FACS-Röhrchen BD Falcon, BD Biosciences Europe 

(Erembodegem, B) 

Falcon konische Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml  ThermoFisher (Schwerte) 

Handschuhe   Semperid (Österreich) 

Objektträger, geputzt, 25 x 75 mm Diagonal (Münster) 

Pipettenspitzen 0,5–10 µl, 10–200 µl, 100–1000 µl Starlab (Ahrensburg) 

Reaktionsgefäße (Eppis) 500, 1500 und 2000 μl Eppendorf (Hamburg) 

Einmalspritzen 10, 20 und 50 ml  Braun (Kronberg/ Taunus) 

Zählkammern Fuchs-Rosenthal Schreck (Hofheim) 
Zellkulturplatten 

12-Well (U-Form), 96-Well (V-Boden, Polypropylen) 

Greiner (Frickenhausen) 

 

In Tabelle 9 sind die verwendeten Kits aufgeführt. 
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Tabelle 9: Liste der verwendeten Kits 

BD Cytofix/Cytoperm™ Kit                         eBioscience (Frankfurt am 

                       Main) 

Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set                        ThermoFisher (Schwerte) 

LEGENDplex Human Th-Cytokine Panel (13-Plex)                        Biolegend (Koblenz) 

 

In Tabelle 10 ist die genutzte Software gelistet. 

 

Tabelle 10: Liste der verwendeten Software 

BD FACS Diva Software BD (Heidelberg) 

FlowJo_V10_CL BD (Heidelberg) 

GraphPadPrism Version 5 GraphPadPrism 

Legendplex Software Version 8.0 Biolegend (Koblenz) 

 

 

3.2. Humane Proben 

3.2.1. Patientenblut 

 

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurden 25 Vollblutproben von 

Patienten mit cGVHD an der Mundschleimhaut nach allogener HSCT in der 

Universitätsmedizin Mainz analysiert. Pro Patient wurden 40 ml Vollblut und 10 ml 

Serum gewonnen. Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen des stationären Aufenthaltes 

der Patienten in der III. medizinischen Klinik der Universitätsmedizin Mainz oder bei 

ambulanten Nachsorgeterminen in der Stammzelltransplantation- Ambulanz.  

Über eine Kooperation mit der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie (MKG) der 

Universitätsmedizin Mainz wurden Blutproben (25 ml Vollblut und 10 ml Serum) von 

nicht-stammzelltransplantierten Patienten mit OLP (n=30) oder Leukoplakie (n=9) der 

Mundschleimhaut akquiriert. Weiter wurden Blutproben (25 ml Vollblut und 10 ml 

Serum) von nicht-stammzelltransplantierten Patienten mit SCC der Mundschleimhaut 

(n=6) über die Ambulanz des Universitären Zentrums für Tumorerkrankungen (UCT) 

der Universitätsmedizin Mainz in das Promotionsvorhaben eingeschlossen. Dabei 

handelte es sich um Patienten mit einem histologisch gesicherten SCC-Progress oder 

Rezidiv, die noch nicht operativ versorgt wurden und chemotherapeutisch entweder 

nicht oder nur für wenige Tage anbehandelt waren. 

Alle Patienten gaben vor der Blutentnahme und nach schriftlicher und mündlicher 

Aufklärung durch die Ärzte der III. medizinischen Klinik bzw. der Mund-Kiefer-

Gesichtschirurgie der Universitätsmedizin Mainz ihr Einverständnis für die Analyse 

ihres Blutes im Rahmen dieses Promotionsvorhabens. Der Studienplan wurde der 
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zuständigen Ethikkommission vorgelegt und bewilligt. Die folgenden Tabellen 11–14 

listen die Daten der Patienten, wobei jedem Patienten eine interne Kennzeichnung 

zugeordnet ist.  

 
Tabelle 11: Patientenliste von Patienten mit chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) an der 
Mundschleimhaut (MSH) 

Patient Alter 

(Jahre) 

Erkrankung Tag nach Tx Kondi-

tionierung 

cGVHD: 

betroffene 

Organe 

1 40 AML 4430 Bu/Cy MSH, Haut, 

Augen, 

Genitalien 

2 30 AML 1017 FLAMSA-

Bu/Cy/ATG 

MSH, Haut, 

vaginal, 

Gelenke 

3 68 CLL 797 Campath/Flu/ 

Mel 

MSH, Haut 

4 31 extranodales 

NK/T-Zell 

Lymphom 

220 Flu/Mel/Campa

th 

MSH, Haut 

5 34 AML 182 Bu/Cy MSH, Haut, 

Augen, 

Genitalien, 

Leber 

6 66 AML 456 Campath/Flu/

Mel 

MSH, Haut, 

Augen 

7 22 AML 702 TBI/Cy MSH, Augen, 

Leber, Haut 

8 69 BPDCN 563 Flud/Bu/ATG MSH, Haut, 

Augen 

9 69 sekundäre MF 427 Campath/Flu/

Mel 

MSH, Haut, 

Leber, Augen, 

beginnende 

Obstruktion der 

Lunge 

10 50 MDS RAEB 203 Flu/BCNU/Mel MSH, Haut, 

Genitalien, 

Muskeln, 

Gelenke, 

Leber, evtl. 

Augen 

11 68 AML 205 Flu/Bu/ATG MSH, Haut  

12 74 MDS RAEB 210 Flu/Bu/ATG MSH 

13 45 Pro T-ALL 209 Flu/Bu/ATG MSH, 

Bindehaut, 

Haut 

14 55 NHL 223 Flu/Campath/

Mel 

MSH, Haut 

15 49 Multiples 

Myelom 

1010 Campath/Flu/

Mel 

MSH, Haut, 

Augen 
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16 30 AML 203 Bu/Cy MSH, Augen, 

Haut 

17 59 AML 2261 TBI/Cy MSH, Gelenke 

18 39 AML 485 TBI/Cy MSH, GIT 

19 42 AML 223 Treosulfan/Flu/ 

Thiotepa/ATG 

MSH, Haut, 

Leber, Augen 

20 24 Prä B-ALL 201 Bu/Flu/ATG 

dosisreduziert 

MSH, Haut, 

Gelenke 

21 62 Common B-

ALL 

127 Flu/Bu/ATG MSH, Haut, 

Augen 

22 59 AML 196 Flu/Bu/ATG MSH, Haut, 

Augen, Lunge, 

GIT 

23 61 AML 201 Flu/BCNU/Mel/ 

ATG 

MSH 

24 55 AML 196 Flu/Treo/ATG MSH 

25 50 Common B-

ALL 

257 Flu/Bu/ATG overlap-

Syndrom: 

MSH, Haut, 

Lunge 

AML: akute myeloische Leukämie; ALL: akute lymphatische Leukämie; ATG: Antithymozytenglobulin; 

BCNU: Bis- Chlorethyl- Nitroso- Urea; Bu: Busulfan; BPDCN: blastische plasmozytoide dendritische 

Zellneoplasie; Campath: Alemtuzumab; CLL: chronische lymphatische Leukämie; Cy: Cytarabin; 

FLAMSA: Fludarabin, Cytosin-Arabinosid, Amsacrin; Flu: Fludarabin; GIT: Gastrointestinaltrakt; MDS: 

Myelodysplastisches Syndrom; Mel: Melphalan; MF: Myelofibrose; MSH: Mundschleimhaut; NHL: Non-

Hodgkin-Lymphom; NK: Natürliche Killerzellen; RAEB: Refraktäre Anämie mit Blastenüberschuss; TBI: 

total body irradiation; Treo: Treosulfan; Tx = Transplantation  
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Tabelle 12: Patientenliste von Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom (SCC) 

Patient  Alter Erkrankung  Stadium Risikofaktoren 

UCT-001 65 supraglottisches Larynx-

Ca, Progress  

ycT4a cN3b cM1 Nikotin 

UCT-002 52 CUP, histologisch mäßig 

differenziertes, 

verhornendes PE-Ca  

unbekannt Alkohol, Nikotin 

UCT-003 52 Rezidiv Hypopharynx-Ca 

cervikal + Gehörgang  

cT4a cN3b cM0 

 

Alkohol, Nikotin  

UCT-004 79 PE-Ca der Parotis, LK-

Rezidiv cervikal 

pT4a pN3b cM1  unbekannt 

UCT-005 53 PE-Ca anteriorer 

Mundboden  

cT4a cN2c cM0 Alkohol, Nikotin  

UCT-006 77 Lokalrezidiv eines Larynx-

Ca 

T4 N2 M0 Nikotin 

Ca: Karzinom, CUP: cancer of unknown primary; LK: Lymphknoten; PE: Plattenepithel 

 

 

Tabelle 13: Patientenliste der Patienten mit Lichen ruber planus an der Mundschleimhaut 

Patient Alter (Jahre) Patient Alter (Jahre) Patient Alter (Jahre) 

Li-025 63 Li-020 39 Li-035 61 

Li-010 44 Li-016 72 Li-036 68 

Li-011 63 Li-017 66 Li-019 59 

Li-012 44 Li-037 60 Li-021 51 

Li-027 77 Li-026 62 Li-032 24 

Li-018 50 Li-022 71 Li-029 72 

Li-038 79 Li-024 73 Li-030 75 

Li-031 67 Li-028 81 Li-040 62 

Li-023 59 Li-034 52 Li-013 54 

Li-039 59 Li-015 49 Li-014 38 

 

 
Tabelle 14: Patientenliste der Patienten mit Leukoplakie 

Patient Alter 

(Jahre) 

Patient Alter 

(Jahre) 

Patient Alter 

(Jahre) 

Leu-

004 

75 Leu-

009 

62 Leu-

010 

77 

Leu-

003 

58 Leu-

011 

42 Leu-

007 

67 

Leu-

001 

79 Leu-

006 

66 Leu-

012 

56 

 

 

3.2.2. Gesunde Kontrollen 

 

Als Buffy-coat wird der Leukozytenfilm bezeichnet, der sich nach der Sedimentation 

oder Zentrifugation von antikoaguliertem Vollblut als Grenzschicht zwischen den 

sedimentierten Erythrozyten und dem Blutplasma ausbildet. Zur Etablierung des 
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methodischen Vorgehens und als gesunde Vergleichsgruppe wurden insgesamt zwölf 

Buffy-Coats von gesunden Blutspendern verwendet. Sieben gesunde Blutproben 

stammten von der Transfusionszentrale der Universitätsmedizin Mainz, die übrigen 

von gesunden Mitarbeitern der Arbeitsgruppe (s. Tab. 15). Die gesunden Kontrollen 

wiesen keine chronisch entzündlichen, infektiösen oder Autoimmunerkrankungen bzw. 

malignen Neoplasien in ihrer Vorgeschichte auf. 

 

Tabelle 15: Verwendete Buffy-Coats (BC) mit interner Kennzeichnung 

BC 1700384 BC 1825699 

BC 1732536  BC B 

BC 1703938 BC E 

BC 1530828 BC D 

BC 1501194 BC S 

BC 1825524 BC Y 

 

 

3.3. Materialgewinnung und Aufbewahrung 

3.3.1. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

 

PBMCs sind mononukleäre Blutzellen des peripheren Blutes mit einem runden 

Zellkern. Erythrozyten und Thrombozyten besitzen keinen Zellkern und Granulozyten 

multilobulierte Kerne. Zu den PBMCs zählen somit Lymphozyten und Monozyten. 

Mithilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation können PBMCs aus Vollblut separiert 

werden (146). 

Dazu wurden 50 ml Leucosep-Röhrchen mit 15 ml Ficoll-Separationsmedium befüllt. 

Die Blutproben wurden in phosphate-buffered saline PBS / 2 mM Ethylendiamin-

Tetraacetat (EDTA) suspendiert. Anschließend wurden die Ficoll-Röhrchen mit bis zu 

35 ml dieser Zellsuspension überschichtet, ohne dass sich die beiden Phasen 

vermischten. Die Zellpopulationen wurden durch eine 20-minütige Zentrifugation bei 

2300 Runden pro Minute (rpm) ohne Bremse und ohne Beschleunigung bei 

Raumtemperatur aufgetrennt. Während der Zentrifugation passieren Erythrozyten und 

Granulozyten das Separationsmedium und sammeln sich am Boden des Röhrchens 

an, während die PBMCs als Interphase zwischen dem Ficoll-Medium und dem 

Blutplasma verbleiben. Diese Interphase wurde mit einer Pipette in ein neues 

Leucosep-Röhrchen überführt und anschließend dreimal mit PBS / 2 mM EDTA 

gewaschen (s. Protokoll im Anhang: Ficoll-Separationen). Abschließend wurden die 

PBMCs in PBS / 2 mM EDTA resuspendiert und gezählt.  
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Bestimmung der Zellzahl  

Die Zellzählung erfolgte mithilfe der Fuchs-Rosenthal-Kammer. Hierzu wurden die 

Zellen mit Trypanblau im Verhältnis 1:2 gemischt. Unter dem Lichtmikroskop war so 

eine Differenzierung zwischen vitalen und toten Zellen möglich, da sich nur tote Zellen 

aufgrund ihrer erhöhten Membranpermeabilität blau einfärben. Die farblosen vitalen 

Zellen wurden gezählt (s. Protokoll und Formel zur Berechnung der Zellzahl im 

Anhang: Zellzählung). 

 

Kryokonservierung von PBMCs 

Um die isolierten PBMCs bis zur Weiterverarbeitung aufzubewahren, wurden sie nach 

den Waschschritten in Portionen von bis zu 50 Millionen Zellen eingefroren. Hierzu 

wurden die Zellen in 1 ml Einfriermedium (60 % X-Vivo, 40 % ml Humanes 

Serumalbumin (HSA), 2500 U Heparin, 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) aufgenommen 

und in 2 ml Nunc-Röhrchen überführt. DMSO wirkt über die Verhinderung der Bildung 

von Eiskristallen kryoprotektiv. Die Nunc-Röhrchen wurden ohne Zeitverzögerung in 

vorgekühlte Isopropylbecher gestellt, die anschließend im Kühlschrank bei -80 °C für 

3 Tage gelagert wurden. Danach wurden die Nunc-Röhrchen in den Stickstoff-Tank 

bei -196 °C überführt.  

 

Auftauen von PBMCs 

Zunächst wurde für jedes aufzutauende Kryoröhrchen ein Leucosep-Röhrchen mit 

10 ml PBS / 2 mM EDTA vorbereitet. Zudem wurde ein Wasserbad bei 37°C 

bereitgestellt, in dem die Kryoröhrchen mit den tiefgefrorenen PBMCs platziert wurden. 

Nach dem Auftauen der Hälfte der Zellsuspension wurden die Zellen in die Leucosep-

Röhrchen überführt, dort verflüssigt und bei 1500 rpm für 5 min zentrifugiert. Nach 

Abnahme einer kleinen Menge der Zellsuspension für die Zellzählung erfolgte eine 

weitere Zentrifugation der übrigen Zellen (1500 rpm, 5 min) (s. Anhang: Protokoll zur 

Zellzählung, Auftauen kryokonservierter Zellen). Da DMSO zytotoxische 

Eigenschaften aufweist, mussten der Auftauvorgang und die Waschschritte schnell 

durchgeführt werden. 
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3.3.2. Blutserum 

 

Als Blutserum wird der flüssige Anteil des Blutes nach abgeschlossener Blutgerinnung 

bezeichnet. Das Serum enthält demnach kein Fibrinogen und grenzt sich hierdurch 

vom Blutplasma ab. Hauptbestandteile des Blutserums sind Wasser und Proteine, 

insbesondere Albumin. Einen kleinen Anteil machen Elektrolyte, Hormone und weitere 

niedermolekulare Substanzen aus. Zur Gewinnung des Blutserums wurde Vollblut in 

Serumröhrchen abgenommen und anschließend bei 3500 rpm und 20°C für 10 min 

zentrifugiert. Der gelbliche Überstand entspricht dem Blutserum. Dieser wurde zur 

Aufbewahrung in 1 ml Portionen eingefroren oder unmittelbar weiterverarbeitet (s. 

Protokoll im Anhang: Gewinnung von Blutserum). 

 

Einfrieren von Blutserum 

Zur längerfristigen Aufbewahrung wurde das abzentrifugierte Blutserum in 1 ml 

Portionen in Nunc-Röhrchen pipettiert und anschließend im Gefrierschrank bei -80°C 

gelagert.  

 

Auftauen von Blutserum 

Zum Auftauen wurden die Serumproben aus dem -80 °C- Gefrierschrank geholt und 

bei Raumtemperatur für einige Minuten stehen gelassen.  

 

 

3.4. Durchflusszytometrie  

3.4.1. Prinzip  

 

Die Ende der 1960er Jahre in Stanford entwickelte Methode der Durchflusszytometrie 

(fluorescence activated cell sorting, FACS) (147) dient der Quantifizierung und Analyse 

von Zellen. Bei dem Verfahren werden die Zellen in einem Flüssigkeitsstrom einzeln 

durch einen Messzylinder geschleust und passieren Laser unterschiedlicher 

Wellenlänge. Die Lichtstreuung ermöglicht Rückschlüsse auf die morphologischen 

Eigenschaften der Zellen. Das Streulicht entlang des einfallenden Lichtstrahls (forward 

scatter, FSC) ist ein Maß für die Größe der Zelle; das Streulicht im rechten Winkel zum 

einfallenden Lichtstrahl (sideward scatter, SSC) kennzeichnet die Granularität der 

Zelle. Zum Nachweis von Oberflächenmolekülen wird die Zellsuspension mit 

Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern gegen das gesuchte Antigen versehen. 
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Beim Nachweis intrazellulärer Antigene werden die Zellen im Vorfeld permeabilisiert, 

damit der Antikörper in die Zelle gelangen kann. Durch die Verwendung von 

Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Emissionsspektren können mehrere 

Zielantigene in einer Zellsuspension erfasst werden. Das Streulicht und die 

Fluoreszenz werden mithilfe von Detektoren erfasst und über eine Software 

ausgewertet (148, 149). 

Für die FACS-Analysen wurde das Durchflusszytometer BD FACS Canto II mit der BD 

FACS Diva Software verwendet. Das anschließende Gating der Zellpopulationen und 

die Datenauswertung erfolgte mithilfe der Flowjo Software.  

 

 

3.4.2. Antikörper  

 

In der folgenden Übersichtstabelle (s. Tab. 16) sind die Kenndaten der für die FACS-

Analysen dieser Dissertation verwendeten Antikörper aufgeführt. Für die 

Oberflächenfärbungen wurden Antikörper gegen Immunglobulin (Ig) G, CD3, CD4, 

CD25 und CD127 eingesetzt, für die intrazellulären Färbungen Antikörper gegen 

Foxp3, IFN-γ und IL-17A. Tabelle 17 listet die Ansätze für die 

Immunfluoreszenzmarkierung. 

 
Tabelle 16: Antikörper mit Spezies, Fluorochrom, Klon und Firma 

Antikörper Spezies Fluorochrom Klon Firma 

IgG mouse PE SK7 BD 
IgG mouse FITC 679.1 Mc  Beckmann Coulter 
IgG mouse APC 679.1 Mc 7 Beckmann Coulter 
IgG mouse V450 MOPC-21 BD 
CD3 mouse FITC UCHT 1 Beckmann Coulter 
CD3 mouse PE UCHT 1 Beckmann Coulter 
CD3 mouse APC UCHT 1 Beckmann Coulter 
CD4 mouse FITC 13 B 8.2 Beckmann Coulter 
CD4 mouse PE 13 B 8.2 Beckmann Coulter 
CD127 mouse FITC eBio RDR 5 eBioscience 
Foxp3 mouse FITC PCH 101 eBioscience 
CD25 mouse V450 M-A 251 BD 
IFN-γ mouse PE B 27 BD 
IL-17A mouse V450 BL 168 BioLegend 

APC: Allophycocyanin; CD: cluster of differentiation; FITC: Fluoresceinisothiocyanat; Foxp3: Forkhead-

Box-Protein P3; IFN-γ: Interferon-gamma; Ig: Immunglobulin, IL: Interleukin PE: Phycoerythrin 
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Tabelle 17: Antikörperpanel für die durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten-Populationen 

Tube/ Fluorochrom FITC PE APC V450 

IgG  IgG IgG IgG IgG 

CD3 FITC CD3 - - - 

CD3 PE - CD3 - - 

IL-17A unstimuliert/ PMA 

stimuliert 

CD4 IFN-γ CD3 IL-17A 

Treg CD127 CD127 CD4 CD3 CD25 

Treg Foxp3 Foxp3 CD4 CD3 CD25 

APC: Allophycocyanin; CD: cluster of differentiation; FITC: Fluoresceinisothiocyanat; Foxp3: Forkhead-

Box-Protein P3; Ig: Immunglobulin; IL: Interleukin; PE: Phycoerythrin; PMA: Phorbol-12-myristat-13-

acetat; Treg: regulatorische T-Zellen  

 

3.4.3. Oberflächenfärbungen  

 

Die FACS-Färbung von Oberflächenmolekülen der PBMCs erfolgte nach einem 

standardisierten Protokoll (s. Anhang: FACS-Färbung). Hierzu wurden 

fluoreszenzmarkierte Antikörper für IgG, CD3, CD4, CD127 und CD25 verwendet. 

Zunächst wurden acht Röhrchen pro Patient beschriftet. Anschließend wurden die 

PBMCs in FACS-Puffer aufgenommen und in entsprechender Zellzahl auf die 

Röhrchen verteilt. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 1500 rpm und Entfernung des 

Überstands wurden die Oberflächenantikörper zu den Zellen gegeben. Die Inkubation 

der Antikörper erfolgte im Kühlschrank bei 4°C für 15 min. Zur Entfernung der 

ungebundenen Antikörper wurden die Röhrchen danach mit 1 ml FACS-Puffer befüllt 

und bei 1500 rpm für 5 min zentrifugiert. Für die durchflusszytometrische Messung 

wurden die Zellen in FACS-Fix aufgenommen.  

 

 

3.4.4. Foxp3-Färbung 

 

Zur Identifikation von Treg-Zellen wurde neben den Oberflächenfärbungen (CD3, CD4, 

CD25, CD127) die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 mit dem Foxp3-

Färbeset (Invitrogen™ eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set) 

analysiert. Das Zellpellet aus 7,5 x 105 Zellen wurde nach der Oberflächenfärbung 

direkt in Fixations-Permeabilisierungs-Medium resuspendiert und bei Raumtemperatur 

für 30 min inkubiert. Danach schlossen sich zwei Waschschritte mit einem 

Permeabilisierungspuffer an. Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurden 

die Proben nach der Permeabilisierung bei Raumtemperatur für 15 min mit 
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Rattenserum inkubiert. Die Inkubation mit dem Foxp3-Antikörper erfolgte 

lichtgeschützt bei Raumtemperatur für 30 min. Anschließend wurden die Zellen 

zweimal mit je 1 ml Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 0,5 ml FACS-Fix fixiert 

und im Durchflusszytometer analysiert (s. Anhang: Foxp3-FACS-Färbung). 

 

 

3.4.5. Zellstimulation und intrazelluläre Zytokin-Färbung  

 

Über eine intrazelluläre Zytokin-Färbung können Zytokin-produzierende Zellen 

durchflusszytometrisch erfasst werden. In dem vorliegenden Projekt wurden IL-17A- 

und IFN-γ-bildende Zellen analysiert. Zur Stimulation der Zytokin-Produktion wurden 

die Zellen nach dem Auftau- und Zählvorgang in das Nährmedium X-Vivo 

aufgenommen und in einer Anzahl von bis zu 4 x 106 Zellen in eine Well-Platte 

pipettiert. Die Stimulation erfolgte mit PMA bei 37°C und 95% O2 / 5% CO2 für 

4 Stunden. PMA führt, unabhängig vom T-Zell-Rezeptor, über die Aktivierung der 

Proteinkinase C zu einer T-Zell-Aktivierung und folglich zur IL-17A- und IFN-γ-

Produktion (150, 151). Zur Beurteilung der Zunahme der Zytokin-Produktion durch 

Stimulation wurde eine Kontrollprobe ohne PMA-Stimulation analysiert.  

Zunächst erfolgte die Oberflächenfärbung für die Marker CD3 und CD4 nach Protokoll 

(s. Anhang: FACS-Färbung). Für die intrazelluläre Zytokin-Färbung wurde das 

zentrifugierte Zellpellet mit Cytofix/Cytoperm BD fixiert und permeabilisiert. Nach 20-

minütiger Inkubation bei 4°C und zwei Waschschritten mit dem BD Perm/Wash Puffer 

wurden die Zellen mit den IL-17A- und IFN-γ-Antikörpern im Kühlschrank bei 4°C für 

30 min inkubiert. Die ungebundenen Antikörper wurden in zwei Waschschritten 

entfernt. Die Proben wurden mit 0,75 ml FACS-Fix pro Röhrchen fixiert und 

durchflusszytometrisch analysiert.  

 

 

3.5. Multiplex Zytokinanalyse im Blutserum  

 

Zur Untersuchung der Zytokin-Konzentration in den Serumproben wurde ein 

partikelbasiertes Immunoassay-Verfahren verwendet, das die Zytokinquantifizierung 

auf durchflusszytometrischer Basis ermöglicht. Das Grundprinzip des Verfahrens 

gleicht dem eines Sandwich-Immunoassays. Die gesuchten Zytokine binden dabei an 

Kunststoffkügelchen (capture beads), die spezifische fluoreszenzmarkierte Antikörper 
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auf ihrer Oberfläche tragen. Die beads können durchflusszytometrisch im FSC/SSC 

nach ihrer Größe und im Fluoreszenzkanal (hier Allophycocyanin) nach der Intensität 

ihrer Eigenfluoreszenz differenziert werden. Dies erlaubt die simultane Messung 

verschiedener Zytokine. Zu den partikelgebundenen Zytokinen werden biotinylierte 

Zytokin-spezifische Antikörper zugefügt. Zuletzt erfolgt die Zugabe von Streptavidin-

Phycoerythrin (SA-PE), das an das Biotin-Konjugat bindet und ein Fluoreszenzsignal 

generiert. Über die Intensität des Phycoerythrin-Signals (MFI = mean fluorescence 

intensity) und einem Vergleich mit Standardkurven mit bekannten Zytokin-

Konzentrationen lässt sich der Zytokin-Gehalt der Proben bestimmen. In dem 

vorliegenden Forschungsprojekt wurde das LEGENDplex human Th-Cytokine-Panel 

(13-plex) der Firma BioLegend verwendet, das 13 Zytokine (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-α) simultan erfasst. Das 

Verfahren wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Auf jeder V-Bottom-Platte 

wurde neben den Serumproben eine Verdünnungsreihe eines externen Standards 

mitgeführt (jeweils Doppelwerte) (s. Anhang: LEGENDplex human Th-Cytokine Panel 

(13-plex)).  

Die durchflusszytometrische Messung der Serumproben erfolgte mithilfe des 

Durchflusszytometers BD FACS Canto II, die Auswertung der Daten mithilfe der 

Legendplex Software Version 8.0. Es wurde ein Variationskoeffizient von ± 20 % 

zwischen den Doppelwerten der Patientenproben toleriert.  

 

 

3.6. Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung und die grafische Darstellung der Daten erfolgte mit der 

Software GraphPadPrism (Version 5).  

Die Daten waren laut Histogrammen, Boxplots und D’Agostino & Pearson omnibus 

normality test nicht normalverteilt. Daher wurden zur statistischen Analyse der Daten 

nicht-parametrische Tests verwendet. Für den Vergleich der Variablen (z. B. % CD4-

positive / IL-17-positive Zellen) in mehreren unverbundenen Stichproben (5 Gruppen: 

cGVHD, OLP, Leukoplakie, SCC, gesunde Kontrollen) wurde der Kruskal-Wallis-Test 

durchgeführt. Bei statistisch signifikanten Ergebnissen wurden zur 

Subgruppenanalyse post-hoc-Tests angeschlossen. 

Aufgrund der explorativen Analyse der Daten wurde bei einem p<0,05 von einem 

„statistisch auffälligen“ Ergebnis gesprochen. Im Rahmen der post-hoc-Tests erfolgte 
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die automatische Anpassung der Signifikanz entsprechend der Anzahl der 

durchgeführten paarweisen Vergleiche.  

Zudem wurden die Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD), Mediane sowie 

25%- und 75%-Quartile ermittelt. Bei den Zytokin-Konzentrationen im Blutserum 

wurden zusätzlich die Maxima und Minima bestimmt. Die grafische Darstellung der 

Daten erfolgte über Boxplots.  

 

 

3.7. Eigenständigkeitserklärung 

Die in dieser Promotionsschrift abgebildeten Patientendaten, Ergebnisse und 

Diskussionsbeiträge basieren ausschließlich auf Patientenproben und -daten, die 

durch die Promovendin untersucht und generiert wurden.  
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4. Ergebnisse 

4.1. T-Zellpopulationen in den Erkrankungsgruppen und bei 

gesunden Probanden 

4.1.1. Anteil an CD4-positiven T-Effektorzellen 

 

Zur Identifizierung des Anteils CD3- und CD4-positiver T-Zellen an der Gesamt– 

Lymphozytenpopulation wurde, wie in Abbildung 2 beispielhaft dargestellt, gegatet.  

 

 

Abbildung 2: Repräsentatives Beispiel des Gatings der CD3- und CD4-positiven T-Effektorzellen aus 
der Gesamtlymphozytenpopulation.  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach CD3 / CD4 

 

 

Der relative Anteil an CD3- und CD4-positiven T-Zellen war bei Patienten mit 

Leukoplakie und OLP vergleichbar und lag im Vergleich zu SCC- und cGVHD-

Patienten sowie zur gesunden Kontrollgruppe (BC) höher. Patienten mit SCC bzw. 

cGVHD wiesen hingegen niedrigere Anteile auf als gesunde Probanden. Patienten mit 

cGVHD zeigten die niedrigsten Werte (s. Abb. 3 und Tab. 18). Statistisch auffällig 

waren die Unterschiede zwischen Patienten mit cGVHD und Leukoplakie (p<0,01) 

bzw. OLP (p<0,001).  
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Abbildung 3: Anteil (%) an CD3- und CD4-positiven T-Zellen an allen Lymphozyten bei Patienten mit 
Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

 

Tabelle 18: Statistische Kennzahlen des Anteils (%) an CD3- und CD4-positiven T-Zellen an allen 
Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus 
(OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

 
Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 
25 % Perzentile 20,7 7,56 18,2 12,2 5,32 
Median 22,7 12,6 24,6 19,5 11,4 
75 % Perzentile 29,8 20,0 33,2 30,3 18,0 
Mittelwert 25,5 13,6 25,5 20,7 12,7 
Standardabweichung 7,03 7,05 8,50 8,93 8,01 

 

4.1.2. Anteil an CD4-negativen T-Effektorzellen (CD8-positive T-Zellen) 

 

Zur Identifizierung des Anteils CD3-positiver und CD4-negativer T-Zellen an der 

Gesamt– Lymphozytenpopulation wurde, wie in Abbildung 4 beispielhaft dargestellt, 

gegatet.  
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Abbildung 4: Repräsentatives Beispiel des Gatings der CD3- positiven und CD4-negativen T-
Effektorzellen aus der Gesamtlymphozytenpopulation.  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach CD3 / CD4 

 

Bei Patienten mit cGVHD war der Anteil der CD4-negativen T-Zellpopulation im 

Vergleich zu den anderen Patientengruppen größer. Damit lag der Anteil in dieser 

Gruppe als einzige Patientengruppe über dem Zellanteil bei gesunden Probanden. Bei 

Patienten mit OLP bzw. Leukoplakie waren die Anteile der CD4-negativen T-Zellen 

vergleichbar. SCC-Patienten wiesen die geringsten Anteile auf (s. Abb. 5 und Tab. 19). 

Die Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten keine statistischen Auffälligkeiten 

(p=0,1113). 

 

 

Abbildung 5: Anteil (%) an CD3-positiven und CD4-negativen T-Zellen an allen Lymphozyten bei 
Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-
versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
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Tabelle 19: Statistische Kennzahlen des Anteils (%) an CD3-positiven und CD4-negativen T-Zellen an 
allen Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus 
(OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 
Anzahl 9 6 30 12 25 
25 % Perzentile 13,5 6,67 11,4 15,6 13,7 
Median 15,9 12,1 18,2 21,5 26,5 
75% Perzentile 21,9 22,9 25,0 25,4 42,3 
Mittelwert 18,7 15,1 19,2 22,6 30,5 
Standardabweichung 6,85 11,3 9,82 7,98 21,6 
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4.1.3. CD4/CD8-T-Zell-Ratio  

Beim Vergleich des Verhältnisses von CD4-positiven zu CD4-negativen (CD8-

positiven) T-Zellen in den Gruppen zeigte sich, dass Patienten mit cGVHD (MW ± SD: 

0,66 ± 0,55 %) aufgrund der höheren Anteile CD8-positiver Zellen eine geringere Ratio 

aufwiesen als gesunde Probanden (1,0 ± 0,55 %) und Patienten der anderen 

Erkrankungsgruppen. Die CD4/CD8-T-Zell-Ratio bei SCC-Patienten (1,2 ± 0,62 %) 

unterschied sich kaum von der Ratio der gesunden Kontrollen. Dagegen zeigten 

Patienten mit Leukoplakie (1,5 ± 0,52 %) bzw. OLP (1,7 ± 1,1 %) eine höhere Ratio 

als gesunde Kontrollen und die übrigen Erkrankungsgruppen (s. Abb. 6). Die 

Unterschiede zwischen Patienten mit cGVHD und OLP (p<0,001) bzw. Leukoplakie 

(p<0,05) waren statistisch auffällig. 

 

 

Abbildung 6: CD4/CD8-T-Zell-Ratio bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinom (SCC), 
Lichen ruber planus, chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
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4.1.4. Anteil regulatorischer T-Zellen (Treg) 

 

Das Gating der Treg-Zellen ist beispielhaft in Abbildung 7 dargestellt.  

 

 

Abbildung 7: Repräsentatives Beispiel des Gatings der regulatorischen T-Zellen (Treg)                
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) und sideward scatter (SSC);       

Teilbild 2: Gating der Lymphozyten nach cluster of differentiation (CD) 3 und SSC; Teilbild 3: Gating 

der CD3-positiven Lymphozyten nach CD3 und CD4; Teilbild 4: Gating der CD3/CD4-positiven T-

Zellen nach forkhead-box protein 3 (Foxp3) und CD25 

 

Der relative Anteil an Treg-Zellen lag bei den Patienten aller Erkrankungsgruppen im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen höher. Patienten mit cGVHD zeigten die höchsten 

Treg-Anteile, gefolgt von Patienten mit SCC. Bei Patienten mit OLP und Leukoplakie 

war der Treg-Anteil vergleichbar (s. Abb. 8 und Tab. 20). Statistisch auffällig waren die 

Unterschiede zwischen den Gruppen nicht (p=0,0987).  
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Abbildung 8: Anteil (%) an Treg-Zellen (CD25-positiv / Foxp3-positiv) an CD3- und CD4-positiven 
Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, 
chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

 

 

Tabelle 20: Statistische Kennzahlen des Anteils (%) an Treg-Zellen (CD25-positiv / Foxp3-positiv) an 
CD3- und CD4-positiven Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), 
Lichen ruber planus (OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen 
(BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 
Anzahl 9 6 30 12 25 
25 % Perzentile 1,43 1,58 1,63 1,32 1,77 
Median 1,89 2,46 2,48 1,70 3,06 
75 % Perzentile 3,44 5,52 3,30 2,72 8,11 
Mittelwert 2,25 3,16 2,53 1,93 6,46 
Standardabweichung 1,19 1,94 1,06 0,910 7,97 
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4.2. IL-17A-exprimierende Zellpopulationen 

 

Zur Analyse der IL-17A-exprimierenden Lymphozyten-Subpopulationen erfolgte eine 

Stimulation der Zellen mit PMA (s. Kap. 3.4.5). Im Folgenden wird die Anzahl IL-17A-

exprimierender Zellen unter Basal- und Stimulationsbedingungen in den 

Patientengruppen sowie bei gesunden Kontrollen gegenübergestellt.  

 

 

4.2.1. Anteil IL-17A-exprimierender Zellen an den Lymphozyten 

 

Zunächst wurde die intrazelluläre IL-17A-Expression in der Lymphozyten-

Gesamtpopulation untersucht. Abbildung 9 zeigt ein Beispiel des Gatings zur 

Identifizierung IL-17A-produzierender Lymphozyten mit und ohne PMA-Stimulation. 

Unter PMA-Stimulation ist eine deutliche Zunahme des Anteils IL-17A-exprimierender 

Zellen erkennbar. 

 

 

Abbildung 9: Repräsentatives Beispiel des Gatings der Gesamtlymphozyten und deren intrazelluläre IL-
17A Expression ohne (links) und mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation (rechts).  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach SSC / Interleukin (IL) -17A 
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Ohne PMA-Stimulation zeigten die Patienten aller Erkrankungsgruppen eine geringe 

Anzahl IL-17A-produzierender Zellen. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe 

wiesen die Patienten der Erkrankungsgruppen aber einen geringfügig höheren Anteil 

an IL-17A-exprimierenden Lymphozyten auf (s. Abb. 10A und Tab. 21). Die 

Unterschiede zwischen den Gruppen waren im paarweisen Vergleich nicht statistisch 

auffällig (p>0,05).  

Unter PMA-Stimulation kam es zu einer deutlichen Zunahme IL-17A-exprimierender 

Zellen in allen Gruppen. Alle Patientengruppen zeigten im Vergleich zur gesunden 

Kontrollgruppe höhere Werte. Besonders auffällig war die Zunahme bei den SCC-

Patienten, die nach Stimulation die höchsten Anteile IL-17A-positiver Lymphozyten 

zeigten. Bei Patienten mit Leukoplakie, OLP und cGVHD war der Anteil an IL-17A-

produzierenden Lymphozyten vergleichbar (s. Abb. 10B und 10C und Tab. 21).  

Statistisch auffällig waren unter PMA-Stimulation die Unterschiede zwischen SCC-

Patienten und gesunden Kontrollen (p<0,01) bzw. cGVHD-Patienten (p<0,05). Bei der 

Zunahme IL-17A-exprimierender Zellen bestanden ebenfalls statistisch auffällige 

Unterschiede zwischen den fünf Gruppen (p=0,0091). Bei den paarweisen 

Subgruppenanalysen waren die Unterschiede zwischen SCC-Patienten und OLP-

Patienten (p<0,05), gesunden Kontrollen (p<0,01) bzw. cGVHD-Patienten (p<0,05) 

statistisch auffällig.  
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A       B 

 
C 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

Abbildung 10: Anteil IL-17A-exprimierender Zellen an der Lymphozyten-Gesamtpopulation bei 
Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-
versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
A: ohne Stimulation; B: mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation C: Zunahme unter PMA-
Stimulation 
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Tabelle 21: Statistische Kennzahlen des Anteils (%) IL-17A-exprimierender Zellen an der Lymphozyten-
Gesamtpopulation bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus 
(OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunde Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 
Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen ohne Stimulation 

25 % Perzentile 2,70 0,723 2,13 1,28 1,17 
Median 3,18 1,38 2,86 1,65 2,36 
75 % Perzentile 3,79 4,03 3,75 2,25 3,21 
Mittelwert 3,19 2,62 2,94 1,84 2,17 
Standardabweichung 0,670 3,42 1,21 1,22 1,13 

Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen nach PMA-Stimulation 
25 % Perzentile 6,05 13,4 5,53 3,34 3,60 
Median 8,38 23,5 8,56 5,59 7,08 
75 % Perzentile 10,5 37,7 12,5 7,73 12,5 
Mittelwert 9,36 24,8 9,48 6,03 9,32 
Standardabweichung 5,73 12,1 5,13 3,33 7,99 

Zunahme des Anteils (%) IL-17A-exprimierender Zellen 
25 % Perzentile 2,97 12,2 3,22 1,29 1,69 
Median 5,25 18,5 5,16 3,44 4,44 
75 % Perzentile 7,19 36,5 9,22 6,11 10,4 
Mittelwert 6,18 22,2 6,53 4,18 7,16 
Standardabweichung 5,84 12,7 4,90 3,13 8,16 
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4.2.2. Anteil IL-17A-exprimierender Zellen an CD3-positiven Lymphozyten 

 

Im nächsten Schritt wurde der Anteil IL-17A-exprimierender Zellen an CD3-positiven 

Lymphozyten analysiert (s. Abb. 11). Unter PMA-Stimulation kam es zu einer Zunahme 

des Anteils IL-17A-exprimierender Zellen. 

 

 

Abbildung 11: Repräsentatives Beispiel des Gatings der CD3-positiven Lymphozyten und deren 
intrazelluläre IL-17A Expression ohne (links) und mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation 
(rechts)  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach SSC / cluster of differentiation (CD) 3: Teilbild 3: Gating der CD3 positiven 
Lymphozyten nach SSC/ Interleukin (IL) -17A 

 

Ohne Stimulation zeigten SCC-Patienten einen geringeren Anteil IL-17A-

exprimierender Zellen verglichen mit den übrigen Patientengruppen und den gesunden 

Kontrollen. Patienten mit Leukoplakie, OLP bzw. cGVHD wiesen einen leicht erhöhten 

Anteil IL-17A-exprimierender Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen auf, wobei 

der Unterschied bei der cGVHD-Gruppe nur sehr gering war. Patienten mit 

Leukoplakie zeigten den höchsten basalen Anteil IL-17A-exprimierender Zellen (s. 

Abb. 12A und Tab. 22). Im paarweisen Vergleich ergaben sich statistisch auffällige 
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Unterschiede zwischen Patienten mit SCC und Leukoplakie (p<0,01) bzw. OLP 

(p<0,01).  

Unter PMA-Stimulation zeigten alle Patientengruppen einen deutlich höheren Anteil IL-

17A-exprimierender Zellen als die gesunde Kontrollgruppe. Patienten mit SCC wiesen 

den höchsten Anteil auf, gefolgt von Patienten mit Leukoplakie, cGVHD und zuletzt 

OLP (s. Abb. 12B und Tab. 22).  

Statistisch auffällige Unterschiede im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe 

bestanden für Patienten mit Leukoplakie (p< 0,01), mit OLP (p<0,05) sowie mit cGVHD 

(p<0,05). Statistisch auffällige Unterschiede zwischen den Patientengruppen traten 

nicht auf. 

Bei der Zunahme des Anteils IL-17A-exprimierender Zellen zeigten Patienten mit SCC 

den größten Zuwachs. Patienten mit Leukoplakie und cGVHD zeigten eine 

vergleichbare Zunahme. In der Gruppe mit OLP war die Zunahme am geringsten. Alle 

Patientengruppen zeigten einen stärkeren Anstieg IL-17A-exprimierende Zellen als die 

gesunde Kontrollgruppe (s. Abb. 12C und Tab. 22).  

Statistisch auffällige Unterschiede im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe 

bestanden für Patienten mit Leukoplakie (p<0,05), mit SCC (p<0,01) sowie mit cGVHD 

(p<0,05). 
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A       B 

 

C 

 

Abbildung 12: Anteil IL-17A-exprimierender Zellen an den CD3-positiven Lymphozyten bei Patienten 
mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
A: ohne Stimulation; B: mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation C: Zunahme unter PMA-
Stimulation 
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Tabelle 22: Statistische Kennzahlen des Anteils IL-17A-exprimierender Zellen an den CD3-positiven 
Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus 
(OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 
Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen ohne Stimulation 

25 % Perzentile 1,81 0,633 1,18 0,823 0,920 
Median 2,30 0,775 1,93 1,17 1,63 
75 % Perzentile 3,43 0,798 3,19 1,80 2,39 

Mittelwert 2,99 0,738 2,36 1,58 1,71 
Standardabweichung 2,17 0,0928 1,44 1,23 1,02 

Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen nach PMA-Stimulation 
25 % Perzentile 7,04 5,37 5,66 2,49 4,98 
Median 9,18 9,07 6,94 3,09 6,42 
75 % Perzentile 13,4 15,0 8,62 5,94 10,6 
Mittelwert 9,53 10,5 7,89 4,18 8,03 
Standardabweichung 3,88 6,52 3,82 3,34 3,92 

Zunahme des Anteils (%) IL-17A-exprimierender Zellen 
25 % Perzentile 4,59 4,58 3,22 1,04 3,51 

Median 6,82 8,36 4,67 1,82 5,53 
75 % Perzentile 8,63 14,4 7,20 4,00 8,67 
Mittelwert 6,54 9,80 5,53 2,59 6,32 
Standardabweichung 3,18 6,54 3,49 2,23 3,83 

 

 

 

 

4.2.3. Anteil von Th17-Zellen an CD3-/CD4-positiven Lymphozyten 

 

Zur Identifizierung der Th17-Zellen (CD4-positiv / IL-17A-positiv / IFN--negativ) 

wurden die Lymphozyten, wie in Abbildung 13 dargestellt, gegatet. Die Th17-Zellen 

definieren sich durch ihre intrazelluläre IL-17A-Expression bei fehlender IFN-γ-

Produktion. Unter PMA-Stimulation kam es zu einer Zunahme des Anteils IL-17A-

produzierender Zellen. 
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Abbildung 13: Repräsentatives Beispiel des Gatings der Th17-Zellen und deren intrazelluläre IL-17A 
Expression ohne (links) und mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation (rechts)  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach cluster of differentiation (CD) 3 / CD 4; Teilbild 3: Gating der CD3 /CD4- 
positiven Lymphozyten nach Interleukin (IL) -17A / Interferon (IFN) -γ 

 

Ohne PMA-Stimulation zeigten Patienten mit cGVHD, OLP und Leukoplakie einen 

höheren Anteil an Th-17 Zellen als gesunde Probanden und SCC-Patienten. Bei 

Patienten mit SCC lag der Anteil sogar unter dem gesunder Kontrollen (s. Abb. 14A 

und Tab. 23). Statistisch auffällig waren die Unterschiede zwischen SCC-Patienten 

und Leukoplakie-Patienten (p<0,05), OLP-Patienten (p<0,01) bzw. cGVHD-Patienten 

(p<0,01).  

Nach PMA-Stimulation stieg der Anteil an Th17-Zellen in allen Untersuchungsgruppen 

an. Dabei lag der Anteil bei den Patienten mit Leukoplakie, OLP und cGVHD weiterhin 

über den Anteilen bei gesunden Kontrollen. Leukoplakie-Patienten zeigten die größten 

Anteile an Th17-Zellen, gefolgt von Patienten mit OLP und cGVHD. Der geringste 

Anteil an Th17-Zellen wurde bei den SCC-Patienten detektiert. Dieser lag auch 

deutlich unter dem Anteil bei gesunden Kontrollen (s. Abb. 14B und Tab. 23). Im 
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paarweisen Vergleich zeigten sich statistisch auffällige Unterschiede zwischen SCC-

Patienten und Leukoplakie-Patienten (p<0,01) bzw. OLP-Patienten (p<0,01). 

A       B  

 

Abbildung 14: Anteil von Th17-Zellen (CD4-positiv / IL-17A-positiv / IFN--negativ) an CD3- und CD4-
positiven Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber 
planus, chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC)  
A: ohne Stimulation; B: mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation  

 

 

Tabelle 23: Statistische Kennzahlen des Anteils von Th17-Zellen (CD4-positiv / IL-17A-positiv / IFN--
negativ) an CD3- und CD4-positiven Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, 
Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus (OLP), chronischer graft-versus-host disease 
(cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 
Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen ohne Stimulation 

25 % Perzentile 2,36 0,235 1,54 0,840 1,46 
Median 2,65 0,415 2,85 1,33 2,51 
75 % Perzentile 4,08 1,12 4,28 2,19 5,26 
Mittelwert 3,03 0,703 3,27 2,00 3,32 
Standardabweichung 1,22 0,770 2,38 2,15 2,29 

Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen nach PMA-Stimulation 
25 % Perzentile 14,0 1,28 9,81 2,50 6,81 
Median 17,8 3,69 15,0 6,82 11,3 
75 % Perzentile 22,0 8,05 20,0 13,4 15,4 
Mittelwert 17,1 4,58 15,1 9,44 13,5 
Standardabweichung 6,11 3,74 6,58 8,11 9,99 

 

 

4.2.4. Anteil von Th17/Th1-Zellen an CD3-/CD4-positiven Lymphozyten 

 

Da in der Literatur eine Subpopulation von Th17-Zellen beschrieben wird, die neben 

IL-17A auch IFN-γ exprimiert (152), wurde das Vorkommen dieser Th17/Th1-Zellen 
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(CD4-positiv/IL-17A-positiv/IFN--positiv) in den Erkrankungsgruppen und den 

gesunden Kontrollen untersucht. Abbildung 15 zeigt exemplarisch das Gating dieser 

Zellpopulation. Nach PMA-Stimulation kam es zu einer Zunahme des Anteils IL-

17A/IFN-γ-produzierender Zellen. 

 

 

Abbildung 15: Repräsentatives Beispiel des Gatings der Th17/Th1-Zellen ohne (links) und mit Phorbol-
12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation (rechts)  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach cluster of differentiation (CD) 3 / CD4; Teilbild 3: Gating der CD3/CD4 
positiven Lymphozyten nach Interferon (IFN) – γ / Interleukin (IL) – 17A 

 

Unter Basalbedingungen zeigten alle Gruppen sehr niedrige prozentuale Anteile von 

IL-17A/IFN-γ-doppelt-positiven Zellen an den CD3- und CD4-positiven Lymphozyten. 

SCC- und cGVHD-Patienten wiesen minimal höhere Anteile im Vergleich zu gesunden 

Probanden auf. Bei Patienten mit OLP oder Leukoplakie waren die Anteile im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen dagegen marginal geringer (s. Abb. 16A und Tab. 24). 

Statistisch auffällig waren die Gruppenunterschiede nicht (p=0,0896).  

Unter PMA-Stimulation verstärkten sich die Gruppenunterschiede bezüglich des 

Anteils der IL-17A/IFN-γ-exprimierenden Zellen. SCC-Patienten wiesen mit Abstand 
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die größten Anteile auf, gefolgt von cGVHD-Patienten. Die Anteile beider 

Erkrankungsgruppen lagen damit über dem bei gesunden Kontrollen. Leukoplakie- 

und OLP-Patienten wiesen geringere Anteile an Th17/Th1-exprimierenden Zellen auf 

als Gesunde, wobei der Anteil bei OLP-Patienten am geringsten war (s. Abb. 16B und 

Tab. 24). Statistisch auffällig waren die Unterschiede zwischen OLP-Patienten und 

SCC- (p<0,001) bzw. cGVHD-Patienten (p<0,001). 

 

A       B  

 

Abbildung 16: Anteil von Th17/Th1-Zellen (CD4-positiv/IL-17A-positiv/IFN--positiv) an CD3- und CD4-
positiven Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber 
planus, chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC)  
A: ohne Stimulation; B: mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation  
 

 

Tabelle 24: Statistische Kennzahlen des Anteils von Th17/Th1-Zellen (CD4-positiv/IL-17A-positiv/IFN-

-positiv) an CD3- und CD4-positiven Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, 
Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus (OLP), chronischer graft-versus-host disease 
(cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 

Anteil (%) IL-17A/IFN--exprimierender Zellen ohne Stimulation 
25 % Perzentile 0,0635 0,200 0,0523 0,0695 0,0815 
Median 0,130 0,570 0,0930 0,195 0,210 
75 % Perzentile 0,210 0,908 0,163 0,383 0,665 
Mittelwert 0,178 0,578 0,153 0,236 0,505 
Standardabweichung 0,181 0,430 0,152 0,187 0,623 

Anteil (%) IL-17A/IFN--exprimierender Zellen nach PMA-Stimulation 
25 % Perzentile 1,85 7,09 1,06 2,80 2,70 
Median 2,45 16,4 1,86 4,06 6,28 
75 % Perzentile 5,34 37,0 2,81 9,38 11,9 
Mittelwert 3,53 21,5 2,39 5,57 8,27 
Standardabweichung 2,00 17,6 1,85 3,99 6,61 

  

Leu
ko

pla
ki

e
S
C
C

Lic
hen

 ru
be

r p
la

nus B
C

cG
V
H
D

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

%
 I
L

1
7
+

/I
F

N

+

, 
C

D
3
+

/C
D

4
+

Leu
ko

pla
ki

e
S
C
C

Lic
hen

 ru
be

r p
la

nus B
C

cG
V
H
D

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

%
 I
L

1
7
+

/I
F

N

+

, 
C

D
3
+

/C
D

4
+



66 
 

4.2.5. Anteil von Tc17-Zellen an CD4-negativen Lymphozyten 

 

Im nächsten Schritt wurde der Anteil der IL-17A-exprimierenden Zellen an den CD4-

negativen (CD8-positiven) T-Lymphozyten untersucht. Tc17-Zellen definieren sich 

durch ihre IL-17A-Expression bei fehlender IFN-γ-Produktion. Abbildung 17 zeigt das 

Gating dieser Zellpopulation. Es zeigte sich eine Zunahme des Anteils IL-17A-

exprimierender Zellen infolge der PMA-Stimulation. 

 

 

Abbildung 17: Repräsentatives Beispiel des Gatings der Tc17-Zellen ohne (links) und mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation (rechts)  
Teilbild 1: Gating der Lymphozyten nach forward scatter (FSC) / sideward scatter (SSC); Teilbild 2: 
Gating der Lymphozyten nach cluster of differentiation (CD) 3 / CD4; Teilbild 3: Gating der CD3 positiven 
/ CD4 negativen Lymphozyten nach Interferon (IFN) – γ / Interleukin (IL) – 17A 
 

 

Der Anteil der Tc17-Zellen an den CD4-negativen T-Zellen war unter 

Basalbedingungen bei Patienten mit cGVHD bzw. SCC sehr niedrig und unterschied 

sich nicht wesentlich von dem Anteil in der gesunden Kontrollgruppe. Dagegen zeigten 
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Patienten mit OLP bzw. Leukoplakie höhere Anteile, wobei die Leukoplakie-Gruppe 

den größten Tc17-Zellanteil aufwies (s. Abb. 18A und Tab. 25). 

Statistisch auffällige Unterschiede bestanden zwischen Leukoplakie-Patienten und 

SCC-Patienten (p<0,05), cGVHD-Patienten (p<0,01) bzw. gesunden Kontrollen 

(p<0,05) sowie zwischen OLP- und cGVHD-Patienten (p<0,01). 

Unter PMA-Stimulation war der Anteil an Tc17-Zellen weiter bei Leukoplakie-Patienten 

am größten, gefolgt von OLP-Patienten. cGVHD-Patienten zeigten einen höheren 

Anteil an Tc17-Zellen als gesunde Probanden. Die Anteile bei SCC-Patienten und 

gesunden Probanden waren weiterhin vergleichbar (s. Abb. 18B und Tab. 25). Der 

paarweise Gruppenvergleich ergab keine statistisch auffälligen Unterschiede. 

 

A       B  

 

Abbildung 18: Anteil von Tc17-Zellen (CD8-positiv/IL-17A-positiv) an CD4-negativen Lymphozyten bei 
Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-
versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
A: ohne Stimulation; B: mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA)-Stimulation  

 
Tabelle 25: Statistische Kennzahlen des Anteils von Tc17-Zellen (CD8-positiv/IL-17A-positiv) an CD4-
negativen Lymphozyten bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber 
planus (OLP), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC)  

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 

Anzahl 9 6 30 12 25 
Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen ohne Stimulation 

25 % Perzentile 0,455 0,0158 0,275 0,106 0,067 
Median 0,550 0,114 0,505 0,185 0,170 
75 % Perzentile 1,53 0,340 1,06 0,340 0,335 
Mittelwert 1,30 0,182 0,823 0,220 0,217 
Standardabweichung 1,54 0,221 0,802 0,132 0,183 

Anteil (%) IL-17A-exprimierender Zellen nach PMA-Stimulation 
25 % Perzentile 1,30 0,585 1,16 0,483 1,06 
Median 2,17 1,24 1,83 0,735 1,51 
75 % Perzentile 4,10 2,13 2,76 2,07 2,45 
Mittelwert 2,51 1,32 2,13 1,25 1,87 
Standardabweichung 1,40 0,886 1,38 1,24 1,31 
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4.2.6. Th17/Treg-Ratio  

 

Zur Analyse der Beziehung zwischen Th17- und Treg-Zellen und zur Evaluierung ihrer 

Bedeutung bei den untersuchten Erkrankungen wurde das Th17/Treg-Verhältnis 

bezogen auf die CD3- und CD4-positiven Lymphozyten berechnet. In allen 

untersuchten Gruppen waren die Th17-Zellen in der Überzahl (Th17/Treg-Ratio > 1; s. 

Abb. 19 und Tab. 26). Patienten mit SCC bzw. cGVHD wiesen eine kleinere Ratio auf 

als gesunde Kontrollen sowie Leukoplakie- und OLP-Patienten. Während sich die 

Ratio der OLP-Patienten kaum von der Ratio der gesunden Kontrollen unterschied, lag 

die Ratio der Leukoplakie-Patienten deutlich über diesen Werten. Der paarweise 

Gruppenvergleich ergab statistisch auffällige Unterschiede zwischen der Th17/Treg-

Ratio von SSC-Patienten und Leukoplakie- (p<0,05) bzw. OLP-Patienten (p<0,05).  
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Abbildung 19: Th17/Treg-Ratio in CD3- und CD4-positiven T-Lymphozyten bei Patienten mit 
Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus, chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 
Anteile der Th17-Zellen unter Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat-(PMA), Anteile der Treg-
Zellen ohne Stimulation 

 

 

Tabelle 26: Statistische Kennzahlen der Th17/Treg-Ratio in CD3- und CD4-positiven T-Lymphozyten 
bei Patienten mit Leukoplakie, Plattenepithelkarzinomen (SCC), Lichen ruber planus (OLP), chronischer 
graft-versus-host disease (cGVHD) und gesunden Kontrollen (BC) 

  Leukoplakie SCC OLP BC cGVHD 
Anzahl 9 6 30 12 25 
Mittelwert 10 2,3 7,2 7,1 5,1 
Standardabweichung 11 3,3 4,7 9,3 4,6 
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4.3. Zytokin-Konzentrationen im Blutserum  

 

Die Blutserum-Konzentrationen von 13 Zytokinen wurden über ein Bead-basiertes 

Immunoassay-Verfahren (s. Kap. 3.5) bestimmt. Da aufgrund der kurzen Halbwertzeit 

der Zytokine Normwerte für Serumkonzentrationen fehlen, wurden die Werte der 

Patienten auf die Werte der gesunden Kontrollgruppe bezogen.  

 

 

4.3.1. Zytokine verschiedener T-Helferzellpopulationen (IL-2) 

 

IL-2 gilt als wichtiges Zytokin für die Proliferation und Differenzierung von T-Helfer- und 

Treg-Zellen. Durch autokrine Stimulation induziert IL-2 die klonale Expansion von Th1- 

und Th2-Zellen und reguliert die Reifung von Treg-Zellen im Thymus. Im Gegenzug 

wird durch IL-2 die Differenzierung von Th17-Zellen gehemmt (153, 154). 

Patienten mit cGVHD und SCC zeigten niedrigere IL-2-Serumkonzentrationen als 

gesunde Kontrollen, wobei SCC-Patienten die geringsten IL-2-Konzentrationen 

aufwiesen. Patienten mit Leukoplakie zeigten die höchsten IL-2-Konzentrationen, 

gefolgt von OLP-Patienten. Die Werte beider Patientengruppen lagen oberhalb von 

denen gesunder Kontrollen (s. Abb. 20 und Tab. 27). Statistisch auffällig waren die 

Unterschiede zwischen den Gruppen nicht (p=0,1990). 
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Abbildung 20: IL-2-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 
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Tabelle 27: Statistische Kennzahlen der IL-2-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 60 16 
Minimum 0,380 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 1,57 0,0 1,29 0,0 1,83 
Median 3,70 1,32 2,82 1,44 4,56 
75 % Perzentile 11,7 5,18 5,12 6,87 8,36 
Maximum 20,4 9,49 12,3 125 61,8 
Mittelwert 6,72 2,82 3,56 7,54 10,8 
Standardabweichung 6,60 3,44 3,32 20,3 19,0 

 

 

4.3.2. Th1-Zytokine (IFN-γ) 

 

Die Ergebnisse für das Th1-Zytokin IFN-γ werden in Kapitel 4.3.5 beschrieben. 

 

 

4.3.3. Th2-Zytokine (IL-5, IL-13, IL-4) 

 

SCC-Patienten zeigten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe deutlich erhöhte 

Serumkonzentrationen des Th2-Zytokins IL-5. Die übrigen Erkrankungsgruppen 

wiesen dagegen vergleichbar niedrige IL-5 Serumkonzentrationen unterhalb des 

Niveaus gesunder Probanden auf (s. Abb. 21 und Tab. 28). Statistisch auffällige 

Unterschiede bestanden zwischen gesunden Probanden und cGVHD- (p<0,001), 

OLP- (p<0,01) bzw. Leukoplakie-Patienten (p<0,05) sowie zwischen SCC-Patienten 

und cGVHD- (p<0,001), OLP- (p<0,001) bzw. Leukoplakie-Patienten (p<0,001). 
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Abbildung 21: IL-5-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 
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Tabelle 28: Statistische Kennzahlen der IL-2-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 60 16 
Minimum 0,0 1,70 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 1,43 2,28 0,0 0,0 0,0 
Median 1,70 7,00 0,0 0,0 0,0 
75 % Perzentile 7,82 10,0 0,0 0,590 2,05 
Maximum 24,5 73,3 6,53 22,8 3,62 
Mittelwert 5,22 15,6 0,570 1,16 0,891 
Standardabweichung 7,45 23,8 1,77 3,94 1,35 

 

Die IL-13-Serumkonzentration lag in den Erkrankungsgruppen höher als in der 

gesunden Kontrollgruppe. Leukoplakie-Patienten zeigten die höchsten Werte gefolgt 

von OLP-Patienten. Die IL-13 Level der cGVHD-Patienten und der SCC-Gruppe waren 

vergleichbar (s. Abb. 22 und Tab. 29). Statistisch auffällig waren die Unterschiede 

zwischen gesunden Probanden und OLP- (p<0,05) bzw. Leukoplakie-Patienten 

(p<0,05). 
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Abbildung 22: IL-13-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 29: Statistische Kennzahlen der IL-13-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 60 16 
Minimum 0,450 0,0 0,0 0,0 1,95 
25 % Perzentile 0,943 0,465 1,97 2,43 2,87 
Median 1,09 1,49 3,88 4,69 4,05 
75 % Perzentile 2,09 4,58 5,42 8,78 11,2 
Maximum 8,77 23,8 28,7 29,6 24,6 
Mittelwert 1,97 5,00 5,47 6,09 7,37 
Standardabweichung 2,45 8,16 7,12 5,18 7,33 
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Beim Th2-Zytokin IL-4 bestanden keine statistisch auffälligen Gruppenunterschiede. 

Dennoch zeigten Leukoplakie-Patienten deutlich höhere Serumkonzentrationen als 

gesunde Probanden. Erhöhte IL-4 Konzentrationen fanden sich zudem bei OLP-

Patienten. Patienten mit cGVHD bzw. SCC zeigten vergleichbare, gegenüber 

gesunden Probanden erniedrigte IL-4-Level (s. Abb. 23 und Tab. 30). 
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Abbildung 23: IL-4-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 30: Statistische Kennzahlen der IL-4-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 8 12 24 56 16 
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 0,753 1,37 0,0 1,68 2,78 
Median 4,26 2,87 2,50 5,33 5,37 
75 % Perzentile 9,87 5,69 4,92 9,13 19,2 
Maximum 22,4 18,4 33,4 53,0 131 
Mittelwert 6,53 5,01 5,12 9,42 22,4 
Standardabweichung 7,34 5,95 8,76 12,7 41,4 

 

 

4.3.4. Th17-Zytokine (IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22) 

 

Zur Analyse der Bedeutung von Th17-Zellen bei den untersuchten Erkrankungen 

wurde ergänzend zur Analyse der Anteile IL-17A-exprimierender Zellen an 

verschiedenen Lymphozyten-Populationen (s. Kap. 4.2) das Th17-Zytokinprofil im 
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Blutserum anhand des Schlüsselzytokins IL-17A sowie weiterer Th17-Zytokine (IL-

17F, IL-21, IL-22) erhoben.  

SCC- und cGVHD-Patienten zeigten extrem niedrige, mit denen gesunder Kontrollen 

vergleichbare, IL-17A-Serumkonzentrationen. Im Gegensatz dazu waren die IL-17-A-

Werte in der OLP- und Leukoplakie-Gruppe deutlich erhöht. Leukoplakie-Patienten 

wiesen die höchste IL-17A-Serumkonzentration von allen Untersuchungsgruppen auf 

(s. Abb. 24 und Tab. 31). Die Gruppenunterschiede waren statistisch nicht auffällig 

(p=0,4664). 
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Abbildung 24: IL-17A-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie 
Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen 
ruber planus und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 31: Statistische Kennzahlen der IL-17A-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 54 16 
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Median 1,01 0,970 0,0 0,0 5,06 
75 % Perzentile 1,94 1,39 3,37 5,54 16,4 
Maximum 4,38 4,14 7,13 50,1 21,6 
Mittelwert 1,23 1,26 1,75 5,89 7,56 
Standardabweichung 1,47 1,45 2,43 12,1 8,42 

 

 

Die Serumwerte für IL-17F lagen in der SCC-Gruppe ebenfalls sehr niedrig und waren 

vergleichbar mit den Werten der gesunden Kontrollgruppe. Erhöhte Konzentrationen 

im Vergleich zu gesunden Probanden zeigten Patienten mit cGVHD, OLP und 

Leukoplakie, wobei die Leukoplakie-Patienten die höchste IL-17F-Serumkonzentration 
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aufwiesen (s. Abb. 25 und Tab. 32). Statistisch auffällig waren die 

Gruppenunterschiede nicht (p=0,0790). 

 

B
C

S
C
C

cG
V
H
D

Lic
hen

Leu
ko

pla
ki

e
-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

IL
-1

7
F

 p
g

/m
l

 

Abbildung 25: IL-17F-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie 
Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen 
ruber planus und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 32: Statistische Kennzahlen der IL-17R-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 60 16 
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Median 0,0 0,0 0,0 0,0 2,38 
75 % Perzentile 0,380 0,0 2,10 3,01 13,4 
Maximum 6,72 4,11 49,2 35,8 65,0 
Mittelwert 0,824 0,637 4,47 2,55 11,5 
Standardabweichung 2,13 1,49 13,2 6,76 20,5 

 

 

Die IL-21-Serumkonzentrationen waren in allen Erkrankungsgruppen höher als in der 

gesunden Kontrollgruppe. Leukoplakie-Patienten zeigten mit Abstand die höchsten 

Werte. Patienten mit OLP und cGVHD wiesen vergleichbare Serumkonzentrationen 

auf. Unter den Erkrankungsgruppen zeigte die SCC-Gruppe die niedrigsten IL-21-

Spiegel (s. Abb. 26 und Tab. 33). Die Unterschiede waren nicht statistisch auffällig 

(p=0,7833).  
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Abbildung 26: IL-21-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 
Tabelle 33: Statistische Kennzahlen der IL-21-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 8 12 24 54 14 
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Median 1,01 8,80 0,0 0,0 0,0 
75 % Perzentile 3,88 16,3 31,5 19,3 77,4 
Maximum 4,89 18,3 44,0 80,8 170 
Mittelwert 1,78 8,47 11,5 13,2 39,7 
Standardabweichung 2,00 7,28 17,2 22,5 58,3 

 

Patienten mit OLP, Leukoplakie und SCC zeigten vergleichbare, aber im Vergleich zu 

gesunden Probanden höhere IL-22-Serumlevel. Bei den cGVHD-Patienten wurde die 

geringste IL-22-Konzentration im Vergleich zu den anderen Erkrankungsgruppen 

gemessen. Der Wert in dieser Gruppe zeigte keinen wesentlichen Unterschied zum IL-

22-Level der gesunden Kontrollgruppe (s. Abb. 27 und Tab. 34). Statistisch auffällig 

waren die Gruppenunterschiede nicht (p=0,4239). 



76 
 

B
C

S
C
C

cG
V
H
D

Lic
he

n

Leu
ko

pla
ki

e
-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

IL
-2

2
 p

g
/m

l

 

Abbildung 27: IL-22-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 34: Statistische Kennzahlen der IL-22-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 60 16 
Minimum 0,0 0,910 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 1,09 1,51 0,290 0,0 1,46 
Median 1,62 2,94 1,95 2,41 2,70 
75 % Perzentile 6,20 13,6 4,30 12,4 15,3 
Maximum 9,50 33,1 10,3 63,4 24,3 
Mittelwert 3,45 8,69 2,85 8,79 7,73 
Standardabweichung 3,19 11,2 2,99 13,8 8,24 

 

 

4.3.5. Pro-inflammatorische Zytokine (IL-6, TNF-α, IFN-γ)  

 

Um das Vorkommen von Th17-Zellen im Kontext des bei den Erkrankungen 

vorherrschenden Entzündungsprozesses zu untersuchen, wurden die pro-

inflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-α und IFN-γ im Blutserum bestimmt.  

Patienten mit SCC zeigten im Vergleich zu den anderen Erkrankungsgruppen und den 

gesunden Kontrollen erhöhte IL-6-Konzentrationen. cGVHD-Patienten wiesen 

geringfügig höhere IL-6-Konzentrationen auf als gesunde Probanden, wobei der 

Unterschied nicht statistisch auffällig war. Bei OLP- und Leukoplakie-Patienten waren 

die IL-6-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Probanden erniedrigt; die 

niedrigsten Level zeigten OLP-Patienten (s. Abb. 28 und Tab. 35). Statistisch auffällig 
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waren die Unterschiede zwischen SCC-Patienten und cGVHD- (p<0,01), OLP- 

(p<0,001) bzw. Leukoplakie-Patienten (p<0,01). 

 

Abbildung 28: IL-6-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 
 

 

Tabelle 35: Statistische Kennzahlen der IL-6-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC  cGVHD OLP Leukoplakie  
Anzahl 10 12 24 58 16 
Minimum 1,72 8,16 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 1,92 10,1 0,0 0,0 0,0 
Median 2,53 14,1 2,08 0,0 2,44 
75 % Perzentile 7,83 19,9 15,5 8,86 7,66 
Maximum 31,4 40,7 40,9 22,5 28,2 
Mittelwert 6,99 17,6 8,18 4,28 5,58 
Standardabweichung 9,90 10,3 12,4 6,23 8,88 

 

Neben hohen IL-6-Serumkonzentrationen wiesen SCC-Patienten auch den höchsten 

TNF-α-Serumspiegel im Vergleich zu den anderen Gruppen auf, wobei die OLP- und 

Leukoplakie-Patienten nur geringfügig kleinere Werte präsentierten. Die geringste 

TNF-α-Konzentration zeigten die cGVHD-Patienten; ihre Werte lagen als einzige 

Gruppe unter dem Niveau der gesunden Kontrollen (s. Abb. 29 und Tab. 36). Die 

Unterschiede waren statistisch nicht auffällig (p=0,0622). 
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Abbildung 29: TNF-α-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie 
Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen 
ruber planus und Leukoplakie-Patienten  

 

 

Tabelle 36: Statistische Kennzahlen der TNF-α-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC cGVHD OLP Leukoplakie 
Anzahl 6 12 24 58 14 
Minimum 3,41 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 4,60 2,07 0,0 0,0 0,0 
Median 7,51 4,73 0,0 2,02 4,97 
75 % Perzentile 8,91 13,5 5,23 15,2 10,9 
Maximum 10,8 52,8 14,3 61,1 69,1 
Mittelwert 7,09 12,5 2,96 9,67 11,9 
Standardabweichung 2,64 17,7 4,86 15,1 20,7 

 

Beim pro-inflammatorischen Th1-Zytokin IFN-γ zeigten Patienten mit Leukoplakie die 

höchsten Serumkonzentrationen gefolgt von OLP- und cGVHD-Patienten. Die drei 

Krankheitsgruppen wiesen höhere IFN-γ-Level auf als die gesunde Kontrollgruppe. 

Interessanterweise zeigten SCC-Patienten im Vergleich zu den übrigen 

Erkrankungsgruppen die geringsten IFN-γ-Konzentrationen. Die Werte lagen auch 

unter dem Serumlevel der gesunden Kontrollen (s. Abb. 30 und Tab. 37). Im 

Gruppenvergleich ergab sich kein statistisch auffälliger Unterschied (p=0,5598).  
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Abbildung 30: IFN-γ-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 37: Statistische Kennzahlen der IFN-γ-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC cGVHD OLP Leukoplakie 
Anzahl 10 12 24 56 14 
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
25 % Perzentile 1,32 0,0 0,0 1,92 0,0 
Median 3,81 2,38 3,09 4,56 4,23 
75 % Perzentile 7,69 5,10 9,13 10,2 7,04 
Maximum 16,9 16,4 24,7 54,3 88,2 
Mittelwert 5,19 4,19 6,23 8,75 13,9 
Standardabweichung 5,21 5,56 7,49 11,6 27,9 

 

 

4.3.6. Anti-inflammatorische Zytokine (IL-10) 

 

Zur Analyse der Bedeutung der Treg-Zellen als Gegenspieler der Th17-Zellen bei den 

Erkrankungen wurde die Serumkonzentration für das anti-inflammatorische Zytokin IL-

10 bestimmt. 

Die IL-10-Serumkonzentration lag in allen Gruppen sehr niedrig. Dennoch zeigten die 

Erkrankungsgruppen im Vergleich zu den gesunden Kontrollen höhere IL-10-

Konzentrationen. Die höchsten IL-10-Werte waren den cGVHD-Patienten zuzuordnen, 

dicht gefolgt von den OLP- und SCC-Patienten (s. Abb. 31 und Tab. 38). Statistisch 

auffällig war der Unterschied zwischen den cGVHD- und den OLP-Patienten (p<0,05).  
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Abbildung 31: IL-10-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden Kontrollen (BC) sowie Patienten 
mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host disease (cGVHD), Lichen ruber planus 
und Leukoplakie-Patienten 

 

 

Tabelle 38: Statistische Kennzahlen der IL-10-Konzentration (pg/ml) im Blutserum von gesunden 
Kontrollen (BC) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinom (SCC), chronischer graft-versus-host 
disease (cGVHD), Lichen ruber planus (OLP) und Leukoplakie-Patienten 

  BC SCC cGVHD OLP Leukoplakie 
Anzahl 10 12 24 58 16 
Minimum 0,880 1,08 1,73 0,0 0,0 
25 % Perzentile 0,963 1,31 1,93 0,0 1,98 
Median 1,01 1,70 2,97 1,63 2,67 
75 % Perzentile 3,22 8,00 7,58 4,66 6,01 
Maximum 8,10 13,5 14,0 47,1 6,54 
Mittelwert 2,43 4,33 4,78 4,36 3,42 
Standardabweichung 2,75 4,48 3,84 8,48 2,06 
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5. Diskussion  

5.1. Methodisches Vorgehen  

5.1.1. Nachweis der Lymphozyten-Populationen und der Zytokin-

Expression 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphozyten-Populationen sowie deren Zytokin-

Expression mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Die durchflusszytometrische 

Erfassung von Zellpopulationen ist eine etablierte Methode, die in der Forschung 

verbreitet Anwendung findet. Für die Analyse der IL-17A- und IFN-γ-Expression in den 

T-Effektorzellpopulationen wurde neben der basalen Expression auch die Expression 

nach Stimulation der Zellen mit PMA untersucht. Nicht aktivierte Immunzellen weisen 

in der Regel eine geringe Zytokin-Produktion auf. Bei einer ausschließlichen Analyse 

der basalen Expression wären daher potenzielle Unterschiede in der Expression in 

den Erkrankungsgruppen nur eingeschränkt nachweisbar gewesen. Weiter sollte die 

Funktionalität der Lymphozyten-Populationen anhand der Stimulierbarkeit der IL-17A- 

bzw. IFN-γ-Produktion untersucht werden, um eine möglicherweise eingeschränkte 

Zellfunktion in den Erkrankungsgruppen zu identifizieren. In dem vorliegenden 

Experiment trat nach PMA-Stimulation in allen Erkrankungsgruppen eine erhöhte IL-

17A- bzw. IFN-γ-Expression auf. Damit scheint die Zytokin-Produktion der 

untersuchten Zellpopulationen bei den Erkrankungen (OLP, Leukoplakie, cGVHD, 

SCC) nicht beeinträchtigt zu sein. 

 

 

5.1.2. Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen im Blutserum 

 

Zytokine sind Botenstoffe, die hauptsächlich von aktivierten Immunzellen sezerniert 

werden. Sie wirken, vergleichbar mit Neurotransmittern und Hormonen, über 

spezifische Rezeptoren auf unterschiedliche Zielzellen. Zytokine spielen eine wichtige 

Rolle im Netzwerk der interzellulären Kommunikation und vermitteln sowohl pro- als 

auch anti-inflammatorische Signale. Das Gleichgewicht zwischen verschiedenen 

Zytokinen ist für die Aufrechterhaltung der immunologischen Balance und für eine 

effektive Immunantwort essenziell (155). 

Zytokine zeichnen sich durch eine phasenhafte Freisetzung, niedrige Blutspiegel und 

eine kurze in vivo Halbwertszeit aus (156). Diese Charakteristika erschweren die 
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Definition von Normwerten für Zytokin-Konzentrationen. Als Referenzwerte für die 

Beurteilung der Patientenproben wurden daher in diesem Projekt Zytokin-

Konzentrationen im Blutserum gesunder Probanden genutzt.  

Das verwendete bead-basierte Multiplex-Assay-Verfahren bot gegenüber einem 

herkömmlichen enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) den Vorteil, mehrere 

Zytokine simultan in einer Serumprobe erfassen zu können. Unabhängig von der 

Anzahl der zu bestimmenden Analyten reichten kleine Probenvolumina für die 

Konzentrationsbestimmung aus, sodass Patientenmaterial sparsam eingesetzt 

werden konnte. Ein weiterer Vorteil war, dass die Messung an einem herkömmlichen 

Durchflusszytometer erfolgte, sodass keine zusätzlichen Messgeräte erforderlich 

waren. Im Vergleich zu herkömmlichen ELISA-Methoden zeichnete sich das 

verwendete Multiplex-Assay-Verfahren zudem durch eine höhere Sensitivität bei der 

Detektion der Zielmoleküle und einen breiteren Messbereich aus (157). 

Bei der Datenauswertung (s. Kap. 3.5) wurde eine maximale Abweichung zwischen 

den Doppelwerten von ± 20 % für alle Proben festgelegt. Hohe Abweichungen 

zwischen Doppelwerten können vielfältige Ursachen (z. B. Pipettenungenauigkeiten, 

Verklumpungen der Beads, Materialrückstände in den Probenwells nach den 

Waschschritten, unerwünschte Feststoffpartikel in der Probe) haben, die die 

Antikörper-Analyten Bindung behindern (158). Zur Minimierung von Störfaktoren 

wurden in der vorliegenden Untersuchung keine Multichannel-Pipetten verwendet und 

die Beads vor den Experimenten sorgfältig gemischt. 

 

 

5.2. Bedeutung von Th17-Zellen und IL-17A bei den Erkrankungen 

 

Th17-Zellen sind eine heterogene T-Zellpopulation. Neben protektiven Funktionen im 

Rahmen der Immunabwehr an mukosalen Grenzflächen, wirken sie als Trigger 

chronischer Entzündungsprozesse und sind an der Gewebedestruktion im Rahmen 

diverser Autoimmunpathologien beteiligt (2, 3, 126-128). Weiter belegen Studien eine 

erhöhte Frequenz von Th17-Zellen in soliden Tumoren und diskutieren eine potenzielle 

Schlüsselrolle dieser T-Zellpopulation in der Kanzerogenese (5).  

Zur Einordnung der vorliegenden Ergebnisse in den aktuellen Stand der Forschung 

wird in der folgenden Diskussion ausschließlich Bezug auf die Messergebnisse der mit 

PMA stimulierten Zellen genommen. Hintergrund dafür ist, dass sämtliche in die 
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Diskussion der vorliegenden Arbeit eingeschlossenen Studiendaten auf stimulierten 

Zellen beruhen und somit die Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewährleistet wird. 

 

 

5.2.1. Th17-Zellen – OLP versus cGVHD  

 

In der vorliegenden Studie wiesen Patienten mit OLP und cGVHD nach PMA-

Stimulation signifikant höhere Anteile von IL-17A-exprimierenden Zellen an den CD3-

positiven-Zellen auf als gesunde Probanden. Zudem zeigten die Patientengruppen 

tendenziell höhere Th17-Zellanteile verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe. Die 

Daten deuten somit an, dass es im Rahmen dieser chronisch inflammatorischen 

Krankheitsbilder zu einer verstärkten IL-17A-Expression kommt, die in der 

Pathogenese eine Rolle spielen könnte. 

Der OLP gilt als eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung, die sich mikroskopisch 

durch eine sub- und intraepitheliale Lymphozyten-Infiltration sowie durch eine 

vornehmlich durch zytotoxische CD8-positive T-Zellen vermittelte Degeneration 

basaler Keratinozyten auszeichnet (159). Obwohl die Pathogenese des OLP und die 

Bedeutung der verschiedenen T-Zellpopulationen noch nicht vollends verstanden ist, 

scheint neben einer dysregulierten lokalen Immunantwort auch eine dysregulierte 

systemische Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren beteiligt zu sein (159). IL-

17A induziert die Expression und Sekretion von pro-inflammatorischen Mediatoren 

(z. B. IL-6, TNF-), Chemokinen und Matrix-Metalloproteinasen in diversen Zelltypen 

(z. B. Makrophagen, Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen) und fördert so 

chronische Entzündungen und Autoimmunität (160). In den vergangenen Jahren 

analysierten verschiedene Wissenschaftler die Rolle von Th17-Zellen und des 

Effektorzytokins IL-17A im Rahmen des OLP. Xie et al. (161) fanden in ihren 

durchflusszytometrischen Analysen von peripherem Blut von OLP-Patienten 

signifikant höhere Th17-Zellanteile im Vergleich zu gesunden Probanden. Die Th17-

Zellen kamen vermehrt in den oralen Schleimhautläsionen vor. Mittels ELISA wurden 

erhöhte IL-17A-Konzentrationen im Blutserum der OLP-Patienten nachgewiesen. 

Vereinbar mit den Resultaten von Xie et al. (161) sowie Gueiros et al. (162) traten in 

dem vorliegenden Projekt ebenfalls erhöhte IL-17A-Serumkonzentrationen bei OLP-

Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden auf. In einer kleinen Studie wurden 

erhöhte IL-17A Serumlevel auch bei Patienten mit kutanem Lichen planus  
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beschrieben (163). Die Befunde inklusive der vorliegenden Ergebnisse bekräftigen die 

Rolle von Th17-Zellen und IL-17A in der Pathogenese des OLP. 

In der Literatur werden verschiedene Einflussfaktoren beschrieben, die die IL-17A-

Konzentration im Blutserum von OLP-Patienten modulieren. Laut Wang et al. (164) 

weisen OLP-Patienten mit einer zusätzlichen Parodontitis signifikant höhere IL-17A 

Serumspiegel auf als OLP-Patienten ohne Parodontitis. Die Autoren schlossen aus 

den Befunden, dass sich die beiden Erkrankungen in ihrer Progression möglicherweise 

gegenseitig beeinflussen. Weiterhin berichteten einige Autoren von Unterschieden in 

der IL-17A-Serumkonzentration bei erosiven und nicht-erosiven bzw. retikulären 

Formen des OLP, wobei Patienten mit erosivem Subtyp höhere IL-17A Spiegel 

aufwiesen (161, 165). Im Vergleich zum retikulären OLP zeichnet sich die erosive Form 

durch eine stärkere Zelldestruktion einhergehend mit einer geringeren 

Schleimhautepitheldicke sowie klinisch ausgeprägten schmerzhaften Ulzerationen aus 

(166). Höhere IL-17A Serumkonzentrationen beim erosiven Subtyp unterstützen die 

Hypothese der entzündungsfördernden Funktion von IL-17A in der Pathogenese des 

OLP. Zudem scheint ein Zusammenhang zwischen der Höhe des IL-17A-

Serumspiegels und dem klinischen Ausprägungsgrad zu bestehen. Inwieweit diese 

Aspekte die IL-17A-Serumspiegel der OLP-Patienten in der vorliegenden Arbeit 

beeinflusst haben, konnte aufgrund der fehlenden Zugänglichkeit zu weiteren 

Patientendaten nicht analysiert werden.  

Die Bedeutung von Th17-Zellen wurde in den vergangenen Jahren auch für andere 

Autoimmunerkrankungen untersucht. Hierbei ergaben sich Hinweise, dass Th17-

Zellen in die Pathogenese systemischer und organbezogener Autoimmunpathologien 

involviert sind. Erhöhte Anteile von Th17-Zellen wurden in Läsionen des zentralen 

Nervensystems, im Liquor und im peripheren Blut bei Patienten mit Multipler Sklerose 

gefunden. In vitro Versuche belegen zusätzlich, dass Th17-Zellen effizienter die Blut-

Hirn-Schranke passierten als Th1-Zellen und entscheidend an der Neurotoxizität 

beteiligt sind (167). Erhöhte IL-17A-Level im Liquor von Patienten mit Multipler 

Sklerose waren mit der Expansion neutrophiler Granulozyten und Störungen der Blut-

Hirn-Schranke assoziiert (168).  

Auch Psoriasis-Patienten zeigten erhöhte Th17-Zellzahlen im Blut und in lokalen 

Hautläsionen. Die Zahl korrelierte positiv mit der Krankheitsaktivität (169, 170). Die 

Psoriasis löst, ähnlich wie der Lichen ruber planus, eine Interface-Dermatitis aus, was 

auf gemeinsame pro-inflammatorische Signalkaskaden schließen lässt (171). In der 

vorliegenden Studie waren keine Psoriasis-Patienten eingeschlossen. Zur Beurteilung 
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eventueller pathophysiologischer Gemeinsamkeiten des OLP und der Psoriasis ist 

eine weiterführende Studie, die die Th17-Zellfrequenzen bei Patienten mit beiden 

Erkrankungen gegenüberstellt, erforderlich.  

Auch Patienten mit Rheumatoider Arthritis zeigten lokal in der Synovialflüssigkeit und 

im peripheren Blut erhöhte Th17-Zellzahlen. Durch die Rekrutierung von 

Entzündungszellen (z. B. Makrophagen, dendritische Zellen) in die betroffenen 

Gelenkregionen und Freisetzung pro-inflammatorischer Botenstoffe scheinen Th17-

Zellen entscheidend an der Knochen- und Gelenksdestruktion beteiligt zu sein (141). 

In der Zusammenschau der Literaturdaten überrascht es nicht, dass die OLP-

Patienten des vorliegenden Projektes erhöhte Th17-Zellfrequenzen und IL-17A 

Serumkonzentrationen aufwiesen. Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen 

fungieren Th17-Zellen auch beim OLP als Entzündungsmediatoren. Eine Inhibition von 

IL-17A wurde bereits im Rahmen der Psoriasis-Therapie erfolgreich eingesetzt (172) 

und könnte auch bei OLP-Patienten eine vielversprechende Therapieoption darstellen.  

Aufgrund der Ähnlichkeit der cGVHD mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen und 

der inflammatorischen Komponente bei dieser Erkrankung wurde die Bedeutung der 

Th17-Zellen und die Rolle von IL-17A in diesem Kontext in den vergangenen Jahren 

intensiv untersucht. Präklinische Studien zur cGVHD mit IL-17-knock-out 

Mausmodellen ergaben kontroverse Resultate. Nishimori et al. (173) infundierten T-

Zellen von IL-17A-knock-out Spendertieren in Mäuse, denen zuvor allogen 

Knochenmark transplantiert worden war, und untersuchten das Auftreten einer 

cGVHD. Die Empfängertiere der IL-17-defizienten Donor-T-Zellen entwickelten 

signifikant schwächere klinische und histopathologische Zeichen einer cGVHD in der 

Haut und in den Speicheldrüsen im Vergleich zu Empfängertieren von Wildtyp-Donor-

T-Zellen. Laut den Versuchen von Chen et al. (174) mit einem anderen Mausmodell 

sind aber autoimmunvermittelte Pathologien im Sinne einer cGVHD auch in 

Abwesenheit von Th17-Zellen möglich und vermutlich auf eine Th1-Dominanz 

zurückzuführen.   

Patientenstudien zur Rolle von Th17-Zellen bei cGVHD kamen zu ähnlich 

widersprüchlichen Ergebnissen. Dander et al. (7) fanden im Gewebe und peripheren 

Blut von Patienten mit aktiver cGVHD im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöhte 

Th17-Zellzahlen und erhöhte Plasmalevel für die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, 

IL-8 und TNF-. Weiter war bei einer aktiven cGVHD der Anteil verschiedener Th17-

Subpopulationen erhöht und die Ratio zwischen Th17-Zellen und Treg-Zellen 

verändert. Dagegen fehlte bei Ratajczak et al. (8) eine Korrelation zwischen dem 



86 
 

relativen Th17-Zellanteil im peripheren Blut und dem Auftreten einer chronischen 

GVHD. Die Th17-Anteile bei gesunden Probanden und cGVHD- Patienten waren nicht 

signifikant verschieden.  

In einer kürzlich veröffentlichen Studie untersuchten Klimczak et al. (175) bei cGVHD-

Patienten Gewebeproben der Mundschleimhaut, der Haut und des 

Gastrointestinaltrakt hinsichtlich des Vorkommens von Th17-Zellen. Die erhöhten Th-

17-Zellanteile in OLP-artigen Läsionen der Mundschleimhaut korrelierten mit der 

Symptomschwere der Erkrankung. Auch Hautbiopsien zeigten erhöhte IL-17-positive 

Zellzahlen; diese Zunahme war jedoch geringer ausgeprägt als in den Proben der 

oralen Mukosa. Die Autoren folgerten, dass IL-17A entscheidend am 

Entzündungsprozess und an der Gewebedestruktion der Mundschleimhaut im 

Rahmen der cGVHD beteiligt sein könnte.  

Die vorliegenden Ergebnisse stützen die Hypothese einer potenziellen Rolle von IL-

17A-positiven Zellen im Rahmen der Pathogenese der cGVHD an der 

Mundschleimhaut. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigten cGVHD-

Patienten einen höheren Anteil an Th17- und Th17/Th1-Zellen im peripheren Blut. 

Dieser Befund ist auch vereinbar mit den Ergebnissen von Dander et al. (7), die aber 

anders als in der vorliegenden Studie auch erhöhte IL-17A-Serumkonzentrationen bei 

cGVHD-Patienten detektierten. Gründe für die abweichenden Befunde könnten 

unterschiedliche Patientenkollektive (Konzentration auf Patienten mit Manifestationen 

der cGVHD an der Mundschleimhaut / keine Spezifizierung) und / oder Methoden der 

Zytokin-Konzentrationsmessung (Multiplex-Assay-Verfahren / ELISA) sein. 

Unterschiedliche Sensitivitäten der beiden Messmethoden sind nicht auszuschließen. 

Für valide Ergebnisse sind Studien mit größeren Patientenkollektiven erforderlich.  

 

 

5.2.2. Th17/Th1-Population – OLP versus cGVHD  

 

In dem vorliegenden Projekt bestanden keine statistisch auffälligen Unterschiede 

hinsichtlich der IL-17A-Expression von Gesamtlymphozyten bzw. der CD3-positiven 

Zellpopulation bei Patienten mit OLP und cGVHD der Mundschleimhaut. Weiter 

unterschieden sich die beiden Erkrankungsgruppen nicht signifikant hinsichtlich der 

Th17-Proportionen im peripheren Blut. Dieser Befund stützt die Annahme, dass die 

cGVHD an der Mundschleimhaut nicht nur klinisch, sondern auch pathophysiologische 

Ähnlichkeiten zu Autoimmunerkrankungen, wie dem OLP, aufweist.  
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Interessanterweise zeigte sich aber ein statistisch signifikanter Unterschied 

hinsichtlich des Anteils der Th17/Th1-Zellen zwischen cGVHD- und OLP-Patienten. 

Die Bedeutung dieser Zellpopulation soll im Folgenden diskutiert werden.  

Im Gegensatz zu den stabilen Phänotypen der Th1- und Th2-Helferzellen scheinen 

Th17-Zellen in der Lage zu sein, Eigenschaften anderer T-Effektorzelltypen zu 

akquirieren und neben IL-17A auch das Th1-typische Zytokin IFN-γ zu exprimieren 

(176, 177). Laut verschiedener Studien sind diese Th17/Th1-Zellen an der 

inflammatorischen Immunantwort im Rahmen diverser Autoimmunerkrankungen (z. B. 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen, Autoimmunarthritis, Multiple Sklerose) 

beteiligt (178-180). Th17/Th1-Zellen können B-Zellen zur Antikörper-Produktion 

anregen und unterliegen weniger stark der Regulation durch Treg (152). Die Fähigkeit 

zur Koexpression von IL-17A und IFN-γ scheint damit für die Th17-Pathogenität im 

Rahmen von Autoimmunerkrankungen eine große Bedeutung zu haben.  

Im vorliegenden Projekt war der Anteil der Th17/Th1-Zellpopulation bei cGVHD-

Patienten gegenüber gesunden Probanden erhöht. Dieser Befund steht im Einklang 

mit den Resultaten von Dander et al. (7). Auch andere Studien berichteten, dass ein 

Teil der IL-17-positiven T-Lymphozyten nach allogener HSCT zusätzlich das pro-

inflammatorische Zytokin IFN-γ exprimierte und damit die Fähigkeit besaß, in einen 

Th1-Phänotyp zu differenzieren (181) (182). Gartlan et al. 2017 (181) zeigten in einem 

Mausmodell zur allogenen HSCT, dass sich die Th17/Th1-Population, im Vergleich zu 

IFN-γ-negativen Th17-Zellen, durch eine signifikant höhere Expression von GM-CSF 

und TNF-α auszeichnet. Entsprechend charakterisierten die Autoren die Th17/Th1-

Subpopulation als pro-inflammatorischen Phänotyp der Th17-Zellen. Damit könnte die 

Th17-Plastizität, neben der klonalen Expansion der Th17-Zellen, ein weiterer 

Mechanismus sein, die chronische Inflammation im Rahmen der cGVHD 

aufrechtzuerhalten. Zur Validierung der Befunde sind weitere Studien erforderlich.   

Entgegen den Erwartungen zeigten OLP-Patienten im Vergleich zu cGVHD-Patienten 

einen signifikant geringeren Anteil an Th17/Th1-Zellen. Möglicherweise spielt diese 

Subpopulation der Th17-Zellen im inflammatorischen Geschehen des OLP, anders als 

bei der cGVHD, eine eher untergeordnete Rolle. Derzeit fehlen weitere Studien zum 

Vorkommen von Th17/Th1-Zellen bei cGVHD- und OLP-Patienten. Laut Xie et al. 

(161) ist aber die Th17/Th1-Population bei OLP-Patienten im Vergleich zu gesunden 

Probanden signifikant erhöht. Dieser Befund konnte im vorliegenden Projekt nicht 

bestätigt werden. Ein möglicher Grund für die abweichenden Ergebnisse ist das 

kleinere Patientenkollektiv in der vorliegenden Studie. Weitere Studien zur Bedeutung 
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von Th17/Th1-Zellen im Rahmen des OLP und der cGVHD an der Mundschleimhaut 

sind wünschenswert.  

 

 

5.2.3. Th17-Zellen und IL-17A bei Leukoplakie  

 

Im vorliegenden Projekt konnte erstmals gezeigt werden, dass Leukoplakie-Patienten 

höhere Th17-Zellanteile im peripheren Blut aufweisen als gesunde Kontrollen. Darüber 

hinaus waren auch die Serumkonzentrationen für die Th17-Zytokine IL-17A, IL-17F 

und IL-21 erhöht. Diese Befunde legen eine Involvierung von Th17-Zellen in die 

Pathogenese der Leukoplakie nahe. 

Bei der Analyse der Zellpopulationen zeigten Leukoplakie- und OLP-Patienten 

vergleichbare Anteile CD4-positiver, CD4-negativer und Treg-Zellen. Auch die IL-17A-

Expression der Gesamtlymphozyten sowie die Anteile der Th17/Th1-Population waren 

vergleichbar. Der Anteil der Th17-Population war bei Leukoplakie-Patienten im 

Vergleich zu OLP-Patienten zwar geringfügig höher; dieser Unterschied war jedoch 

statistisch nicht auffällig. Auch die IL-17A-Konzentrationen im Blutserum waren bei 

Leukoplakie- und OLP-Patienten vergleichbar. Insgesamt lassen die Befunde 

Gemeinsamkeiten auf pathophysiologischer Ebene bei den beiden Krankheitsentitäten 

vermuten. 

Die Th17-Zellanteile und die IL-17A-Serumkonzentrationen lagen bei Leukoplakie- 

und OLP-Patienten statistisch signifikant höher als bei Patienten mit oralem SCC. 

Möglicherweise ist ein Absinken der Th17-Zellanteile im peripheren Blut ein Hinweis 

auf eine maligne Progression dieser präkanzerösen Läsionen. Die Ergebnisse der 

Studie von Woodford et al. (183) stützen diese Hypothese. Die Autoren fanden in 

Gewebeproben sowie im peripheren Blut von Patienten mit oralen präkanzerösen 

Schleimhautläsionen erhöhte IL-17A Konzentrationen im Vergleich zu Patienten mit 

SCC im Kopf-Hals-Bereich (head and neck spinocellular carcinoma, HNSCC) und zu 

gesunden Kontrollen. Außerdem wiesen sie, im Vergleich zu Tieren mit HNSCC und 

gesunden Kontrolltieren, erhöhte Th17-Zellanteile in regionären Lymphknoten von 

Mäusen mit präkanzerösen Läsionen nach. Als Mechanismus für die verstärkte Th17-

Differenzierung in den prämalignen Läsionen wurde eine erhöhte IL-6- und IL-23-

Expression identifiziert, die essenziell für die Entwicklung und Stabilisierung des Th17-

Phänotyps ist (183). Limitierend muss erwähnt werden, dass aus der Studie von 

Woodford et al. nicht hervorgeht, ob es sich bei den untersuchten präkanzerösen 
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Läsionen der Mundschleimhaut ausschließlich um Leukoplakien handelte oder ob 

auch andere Läsionen (z. B. OLP) eingeschlossen wurden. 

 

 

5.2.4. Th17-Zellen und IL-17A beim oralen Plattenepithelkarzinom  

 

Die Rolle von Th17-Zellen in der Tumorpathogenese wird kontrovers diskutiert. Laut 

einiger Forschergruppen kommen Th17-Zellen vermehrt in der Zirkulation von 

Patienten mit hepatozellulären Karzinomen, Nierenzell- und Pankreas-Karzinomen vor 

(184-186). In einer Studie zeigten Patienten mit Non-Hodgkin Lymphom dagegen 

erniedrigte Th17-Anteile im peripheren Blut (187). In einer weiteren Arbeit zum Ovarial-

Karzinom wiesen die Patienten im peripheren Blut mit Gesunden vergleichbare Th17-

Anteile auf, zeigten aber eine Akkumulation im Tumorgewebe (188). Auch zur Funktion 

der Th17-Zellen im Rahmen der Kanzerogenese fehlen einheitliche Befunde. Während 

einige Arbeiten die Zellen als pro-inflammatorisch und wachstumsfördernd 

charakterisierten, fanden andere Forscher einen tumorlimitierenden Effekt (132-136). 

Die Befunde deuten auf tumorspezifische Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens 

und der Rolle von Th17-Zellen hin.  

In der vorliegenden Dissertation wurde das Vorkommen von Th17-Zellen und IL-17A 

im peripheren Blut von Patienten mit oralem SCC untersucht. SSC-Patienten zeigten 

im Vergleich zu Patienten mit OLP, Leukoplakie, cGVHD und zur gesunden 

Kontrollgruppe geringere Th17-Zellanteile. Die IL-17A-Serumkonzentrationen waren 

vergleichbar mit denen der gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse stehen im 

Widerspruch zu bisherigen Literaturdaten. Gaur et al. (189) fanden im peripheren Blut 

von Patienten mit oralem SCC im Vergleich zu gesunden Probanden höhere Anteile 

an Th17-Zellen und an Tc17-Zellen (CD8-/IL-17-positiv). Wei et al. (190) und Li et al. 

(191) beschrieben erhöhte IL-17A-Konzentrationen im Blutserum bei Patienten mit 

SCC der Zunge bzw. des Kopf-Halsbereiches. Angemerkt werden sollte, dass im 

Vergleich zu diesen Studien in der vorliegenden Arbeit nur ein kleines Kollektiv an 

SCC-Patienten untersucht wurde (n=6 versus n=45 (190), n=76 (191), n=67 (192)). 

Zudem befanden sich die Patienten der vorliegenden Studie in einem weit 

fortgeschrittenen Tumorstadium (T4, Lymphknoten-Metastasen, zum Teil 

Fernmetastasen), während in den Vergleichsstudien auch Patienten in frühen 

Tumorstadien (T1, T2) eingeschlossen wurden. Möglicherweise beeinflusst das 

Tumorstadium die Th17-Zellfrequenzen im peripheren Blut von Patienten mit oralem 
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SCC. In der Literatur ist die Datenlage nicht eindeutig. Gaur et al. (189) beschrieben 

niedrigere Th17-Anteile bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien und 

Lymphknoten-Metastasen verglichen mit Patienten mit frühen Stadien bzw. fehlender 

Lymphknoten-Affektion. Fortgeschrittene Stadien waren zudem mit einer Erhöhung 

des Treg-Zellanteils assoziiert. Dagegen fanden Li et al. (191) einen Anstieg der Th17-

Anteile und der IL-17A-Serumlevel bei Zunahme des Tumorstadiums und bei der 

Beteiligung der Lymphknoten. In einer weiteren, kürzlich erschienenen Studie fehlte 

hingegen eine Assoziation zwischen den Th17-Anteilen im peripheren Blut und dem 

TNM-Stadium (192).  

Möglicherweise sind aber auch methodische Unterschiede zwischen den Studien von 

Li et al. (191) bzw. Wei et al. (190) und der vorliegenden Arbeit (ELISA vs. bead-

basiertes Multiplex-Assay-Verfahren) für die unterschiedlichen Ergebnisse bezüglich 

der IL-17A-Serumkonzentration verantwortlich.  

Zudem könnten die erniedrigten Th17-Anteile im Blutserum der SCC-Patienten in der 

vorliegenden Arbeit auch Ausdruck einer beeinträchtigten adaptiven Immunabwehr im 

Rahmen des Tumorgeschehens sein. Laut Literatur kommt es beim SCC zur 

Freisetzung immunsuppressiver Mediatoren, die es dem Tumor ermöglichen, einer 

effektiven Immunantwort zu entgehen (193). Diese Hypothese wäre vereinbar mit der 

Beobachtung, dass die vorliegenden Patienten mit oralem SCC tendenziell erniedrigte 

CD4-positive bzw. CD4-negative T-Zellpopulationen im Vergleich zu gesunden 

Probanden zeigten. Diese Daten stehen im Einklang mit den Resultaten von Gaur et 

al. (189). 

Die potenzielle Beteiligung von Th17-Zellen an der Tumorprogression und der 

Metastasierung im Rahmen des oralen SCC sollte in weiteren Studien geklärt werden. 

 

 

5.2.5. Alternative IL-17A-Produzenten beim oralen SCC und Th17/Th1-

Zellen 

 

Interessanterweise zeigten in der vorliegenden Studie die Gesamtlymphozyten und die 

CD3-positiven Lymphozyten bei den SCC-Patienten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen und den übrigen Krankheitsgruppen einen tendenziell erhöhten Anteil IL-

17A-exprimierender Zellen. Da sich dieser Befund nicht durch einen erhöhten Anteil 
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der Th17-Zellen erklären lässt, deutet er auf die Existenz weiterer IL-17A 

produzierender Zellpopulationen hin.  

In der Literatur wird eine IL-17A-Expression in γδ T-Zellen (194), B-Zellen, 

Makrophagen (195), neutrophilen Granulozyten (196), Endothelzellen, Stromazellen 

und Tumorzellen (197) beschrieben. Die potenzielle Bedeutung solcher IL-17A-

exprimierender Zellen für die Tumorpathogenese zeigten Mausmodelle zum  

Mamma-, Ovarial- und Leberkarzinom, in denen eine Depletion bzw. Blockade der γδ 

T-Zellen die Tumorprogression unterdrückte (198-200). Laut Punt et al. (196) wird in 

soliden Tumoren (z. B. Lungen-, Colon-Karzinom, SCC des Kopf-Hals-Bereiches) IL-

17A hauptsächlich von neutrophilen Granulozyten bzw. Mastzellen und nicht von 

Th17-Zellen sezerniert. Zur Aufklärung der Bedeutung der IL-17A-Expression 

außerhalb der Th17-Population beim oralen SCC sind weitere Studien erforderlich.  

Bei den möglichen Mechanismen der Tumorkontrolle durch Th17-Zellen wird auch die 

Differenzierung in Th17/Th1-Zellen diskutiert (135). In der vorliegenden 

Forschungsarbeit zeigten SCC-Patienten im Vergleich zu den übrigen 

Erkrankungsgruppen und zur gesunden Kontrollgruppe erhöhte Th17/Th1-Zellanteile 

im peripheren Blut. Diese Subpopulation der Th17-Zellen exprimiert neben IL-17A 

auch das Th1-Zytokin IFN-γ. Auch Tang et al. (192) fanden signifikant höhere 

Th17/Th1-Anteile im peripheren Blut von Patienten mit Larynx-SCC im Vergleich zu 

gesunden Probanden. Th17/Th1-Zellen wurden auch bei anderen Tumoren, wie dem 

Ovarial-Karzinom, beschrieben. Die Koproduktion von IL-17A und IFN-γ wirkte in den 

Tumorzellen synergistisch und induzierte die Freisetzung der Chemokine C-X-C-

Motiv-Chemokin-Ligand (CXCL) 9 und 10, wodurch vermehrt zytotoxische CD8-

positive T-Zellen ins Tumorgewebe rekrutiert wurden (201). Eine weitere Studie wies 

Tumorantigen-spezifische Th17/Th1-Zellen bei Patienten mit Lungen-Karzinomen 

nach (202). In einem B16 Melanom-Mausmodell inhibierte die Koproduktion von IL-

17A und IFN-γ durch Th17/Th1-Zellen das Tumorwachstum, während IFN-γ-negative 

Th17-Zellen die Tumorprogression nicht begrenzten (135). Ähnlich wie IL-17A soll IFN-

γ im Rahmen der Tumorpathogenese über die Hemmung der Angiogenese und die 

Förderung zytotoxischer Effektorfunktionen verschiedener Immunzellen (Monozyten, 

Makrophagen, Natürliche Killerzellen, CD8-positive T-Zellen) anti-proliferativ und pro-

apoptotisch wirken (203, 204).  

Die Rolle der Th17/Th1-Population in der Pathogenese des oralen SCC kann an dieser 

Stelle nicht abschließend geklärt werden. Die Präsenz dieser Zellpopulation im 

peripheren Blut bei Patienten mit oralem SCC lässt eine Beteiligung der Zellen an der 
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Tumorpathogenese vermuten. Ob Th17/Th1-Zellen, ähnlich wie in anderen Entitäten, 

beim oralen SCC inhibierend wirken, müssen weitere Untersuchungen zeigen.  

 

 

5.3. Ausblick  

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung von Th17-Zellen und IL-17A 

in der Pathogenese der cGVHD und der klinisch verwandten Krankheitsbilder OLP, 

Leukoplakie und SCC der Mundschleimhaut zu evaluieren. Das vermehrte 

Vorkommen von Th17-Zellen in der Zirkulation von Patienten mit OLP, Leukoplakie 

und cGVHD macht eine Beteiligung dieser Zellpopulation am chronisch 

inflammatorischen Krankheitsgeschehen wahrscheinlich. Th17-Zellen haben auch für 

die Pathogenese anderer Autoimmunerkrankungen eine zentrale Bedeutung. Für 

einige Autoimmunerkrankungen sind bereits Medikamente zur Blockade von Th17-

Zellen bzw. des IL-17-Signalwegs zugelassen oder befinden sich in klinischer 

Erprobung. Die monoklonalen Antikörper Secukinumab, Ustekinumab und 

Guselkumab werden in der Therapie der Psoriasis vulgaris und der Psoriasis-Arthritis 

eingesetzt (205-207). Bei Secukinumab handelt es sich um einen IL-17A-spezifischen 

neutralisierenden Antikörper. Ustekinumab blockiert die p40-Untereinheit der Zytokine 

IL-12 und IL-23, die wesentlich für die Differenzierung der Th17-Zellen sind. Auch 

Guselkumab blockiert IL-23 (208). In zukünftigen Studien sollte evaluiert werden, ob 

solche Therapieansätze auch zur Behandlung der cGVHD, des OLP und der 

Leukoplakie geeignet sind. Erste Studien hierzu laufen bereits: In einer 2019 

veröffentlichten Studie zu den Auswirkungen einer IL-17A-Blockade oder Inhibition der 

Th17/Tc17-Zellexpansion mit  Secukinumab, Guselkumab bzw. Ustekinumab zeigten 

Lichen ruber planus Patienten (n=5) eine deutliche klinische Verbesserung bis hin zur 

Abheilung der mukokutanen lichenoiden Läsionen (208). Aufgrund des kleinen 

Patientenkollektivs sollten diese Ergebnisse in größeren Studien verifiziert werden.  

Weiter sollte die Rolle von Th17-Zellen und Th17/Th1-Zellen in der Pathogenese des 

oralen SCC weiter erforscht werden. Die Regulation der Tumorprogression und 

Metastasierung durch Th17-Zellen und die Bedeutung der Konversion in den 

Th17/Th1-Phänotyp in diesem Kontext ist aktuell unklar. In der vorliegenden Studie 

zeigten SCC-Patienten im Gegensatz zu Patienten mit chronisch inflammatorischen 

Krankheitsbildern (OLP, Leukoplakie, cGVHD) erhöhte Th17/Th1-Zellanteile im 

peripheren Blut. Möglicherweise könnte diese Zellpopulation als Biomarker zur 
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Differenzierung zwischen SCC und seinen Präkanzerosen (OLP, Leukoplakie) sowie 

der cGVHD dienen. Sollte sich die tumorsuppressive Funktion der Th17/Th1-

Population beim oralen SCC bestätigen, wäre die Förderung dieser Zellpopulation eine 

attraktive Option für eine tumorspezifische Immuntherapie.   
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6. Zusammenfassung  

Interleukin (IL) 17A sezernierende T-Helferzellen Typ 17 (Th17-Zellen) sind an 

chronisch inflammatorischen Prozessen, an der Genese von Autoimmunerkrankungen 

und potenziell auch an der Kanzerogenese beteiligt. Die bei der chronischen graft-

versus-host disease (cGVHD) im Rahmen einer allogenen hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation (HSCT) auftretenden Abstoßungssyndrome ähneln 

bestimmten Autoimmunerkrankungen.  

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Analyse der Bedeutung von Th17-Zellen 

und IL-17A für die Pathogenese der cGVHD, phänotypisch ähnlicher Krankheitsbilder 

(Leukoplakie, oraler Lichen ruber planus (OLP)) und des oralen Plattenepithel-

karzinoms (SCC). Dazu wurden die Lymphozyten-Populationen in den 

Erkrankungsgruppen und in gesunden Probanden anhand spezifischer 

Oberflächenmarker und ihrer IL-17A- und Interferon-(IFN)-γ-Expression (nach 

Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)) durchflusszytometrisch 

verglichen. Weiter wurde das Zytokinprofil im Blutserum der Untersuchungsgruppen 

mittels bead-basiertem Immunoassay Verfahren bestimmt.  

Im Vergleich zu gesunden Probanden zeigten Patienten mit OLP, Leukoplakie und 

cGVHD größere Th17-Zellanteile im peripheren Blut. OLP- und Leukoplakie-Patienten 

Gruppen wiesen zudem höhere IL-17A-Konzentrationen im Blutserum auf als gesunde 

Probanden, während sich die Serumlevel der cGVHD- und SCC-Patienten nicht von 

gesunden Probanden unterschieden. Patienten mit cGVHD zeigten, im Vergleich zu 

gesunden Probanden und OLP-Patienten, einen größeren Anteil an Th17/Th1-Zellen. 

Patienten mit oralem SCC unterschieden sich durch niedrige Th17-Zellanteile deutlich 

von den übrigen Erkrankungsgruppen und den gesunden Kontrollen. Aufgrund der 

hohen IL-17A-Expression der Gesamtlymphozyten und der CD3-positiven-

Lymphozyten fungieren bei SCC-Patienten möglicherweise andere Zellpopulationen 

als die Th17-Zellen als IL-17A-Hauptproduzenten. Weiterhin unterschied sich die 

SCC-Gruppe durch hohe Th17/Th1-Zellanteile von den Vergleichsgruppen. 

Die Befunde legen nahe, dass erhöhte IL-17A- Konzentrationen eine Rolle in der 

Pathogenese der untersuchten chronisch inflammatorischen Krankheitsbilder (OLP, 

Leukoplakie, cGVHD) spielen. Zukünftige Studien müssen zeigen, ob sich IL-17A als 

therapeutisches Target für diese Erkrankungen eignet. Weiter scheinen Th17/Th1-

Zellen an der oralen Manifestation der cGVHD und an der Pathogenese des oralen 

SCC beteiligt zu sein. Diese Zellpopulation ist daher potenziell als Zielstruktur für eine 

tumorspezifische Immuntherapie nutzbar.  
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8.  Anhang 

 

Protokolle:  

FICOLL-Separationen 

Buffy-Coat (BC) 

Durchführung: 

• 4 x 50ml Röhrchen mit je 15ml Ficoll-Medium befüllen 

• BC steril in eine Zellkultur-Flasche überführen 

• Volumen auf 140ml mit PBS/ 2mM EDTA auffüllen 

• Jedes Röhrchen mit 35ml der Zellsuspension langsam überschichten 

• Aufwirbelungen vermeiden, beeinflusst die Auftrennung der Zellen 

• zentrifugieren 20 min, 2300 rpm, ohne Bremse, ohne Beschleunigung 

• gleiche Anzahl an leeren 50ml Röhrchen vorbereiten 

• vorsichtig PBMC-Bande (weißer Ring zwischen Plasma und Ficoll) abnehmen, 

→ will man eine Thombozyten-Kontamination vermeiden sollte man vorher den 

Plasmaring absaugen 

• in 50ml Röhrchen überführen 

• mit PBS/ 2mM EDTA auf 50ml auffüllen  

• zentrifugieren 8 min, 1800 rpm 

• Achtung: Pellet noch sehr weich, deshalb unter Sicht abkippen 

• Überstand abkippen und auf 50ml mit PBS/ 2mM EDTA auffüllen  

• zentrifugieren 5 min, 1500 rpm 

• Zellpellets poolen und mit PBS/ 2mM EDTA auf 50 ml auffüllen 

• zentrifugieren 5 min, 1500 rpm 

• Überstand abkippen  

• Zellpellets gut resuspendieren und mit PBS/ 2mM EDTA auf 50ml auffüllen  

• Zellen zählen 

• Zellen können eingefroren oder direkt weiterverwendet werden  

 

• bei starker Thrombozyten-Kontamination:  

→ zentrifugieren 10 min, 1000 rpm, danach 15 min, 800 rpm 

• bei Klumpen-Bildung: 

➔  Zellen über Cell Strainer (70µm) geben 
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Patienten-Vollblut 

• Meist bekommt man pro Patient 2 Spritzen à 20-25ml Vollblut  

• Pro Spritze: ein 50ml Röhrchen mit je 15ml Ficollmedium befüllen 

• Das Blut aus beiden Spritzen in ein neues 50ml Röhrchen geben 

• Das restliche Volumen mit PBS/ 2mM EDTA auf 50ml auffüllen 

• Jedes Ficoll-Röhrchen mit ca. 25ml des Blutgemisches langsam überschichten 

• Aufwirbelungen vermeiden, beeinflusst die Auftrennung der Zellen 

• zentrifugieren 20 min, 2300 rpm, ohne Bremse, ohne Beschleunigung 

• beide Ficollringe in ein neues 50ml Röhrchen überführen und direkt poolen 

• weiter wie im Standardprotokoll „Ficoll für BC “ … 

 

Einfrieren von Zellen 

Ansetzten des Mediums: 

• Pro Nunc werden 1ml Medium benötigt  

→ Gesamtmenge berechnen, mit Überschuss 

• Komponenten: 

o Einfriermedium (angesetzt im Kühlschrank, siehe Rezept) 

o 10 % DMSO (zelltoxisch) hinzugeben 

→ beide Komponenten müssen kurz vor Gebrauch gemischt werden 

→ DMSO gefriert schon bei 4°C und fällt aus, deshalb gut mischen 

• Bsp.: 3 Nunc´s benötigen 3ml, mit Überschuss 4ml, davon sind 10% 400µl 

→ 3,6ml Einfriermedium + 400 µl DMSO 

Durchführung: 

• Die Zellen werden abzentrifugiert und dekantiert 

• Das Pellet wird mit der jeweiligen Menge an frisch angesetztem Medium 

resuspendiert 

• Die Nunc´s mit je 1ml Zellsuspension füllen 

• Ohne Verzögerung die Nunc´s in Isopropyl-Becher sog. „Frosties“ (im 

Kühlschrank vorkühlen) stellen. Diese sorgen dafür, dass die Temperatur 

konstant pro Minute um 1°C sinkt. Dadurch bleibt die Kristallbildung sehr gering, 

und somit werden weniger Zellen zerstört. 

 

Wichtiges: 

• Max. 50 mio PBMC´s in 1ml wegfrieren 
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• Bei höheren Zellzahlen kann im Notfall die ML-Menge erhöht werden, dennoch 

ist es besser viele kleine Portionen wegzufrieren.   

 

Auftauen kryokonservierter Zellen 

Medium:  

• PBMC und unempfindliche Zellen: PBS/ 2mM EDTA 

• Empfindliche/besondere Zellen: Nährmedien, RPMI etc. 

Vorbereitung: 

• Wasserbad (37°C) einschalten 

• ein 50ml Tube vorbereiten und beschriften  

• Tube mit 10 ml Medium füllen 

Durchführung: 

• Nunc in das warme Wasserbad stellen  

• nur einen kleinen Teil auftauen lassen, optische Kontrolle! 

• Ab hier: schnelles Arbeiten wg. DMSO! 

• Pipette mit ca. 2ml Medium aufziehen 

• Medium in die angetaute Zellsuspension geben und durch kontrolliertes 

Resuspendieren die Zellen mischen  

• Volumen langsam vergrößern sonst platzen die Zellen 

• Kontrolliert die komplette Suspension ins Tube geben  

• Nunc evtl. nochmal spülen 

• Zellen abzentrifugieren bei 1500 rpm für 5 min  

• Überstand dekantieren 

• Pellet in 10ml Medium aufnehmen und Zellen zählen 

• Zellen abzentrifugieren bei 1500 rpm für 5 min  

• Zellpellet nun in dem Medium aufnehmen in dem weitergearbeitet wird 

• Empfindliche Zellen sollten mehrfach gewaschen werden 

→ Wäscht zelltoxisches DMSO aus 

→ Wichtig: schnelles Arbeiten ohne Unterbrechung 

 

 

Zellzählung 

Kammer:  Fuchs-Rosenthal-Kammer  

Vorbereitung: 
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• Deckglas mittels Wasser auf Kammer befestigen,  

• Newton´schen Ringe müssen zu sehen sein 

• Zellmaterial in unsterile Zählplatte geben 

Durchführung: 

Außerhalb der Flow: 

• Zellen mit Trypanblau (toxisch) im Verhältnis 1:2 mischen 

• Keine Inkubation der Farbe nötig  

• Probe in Kammer füllen, kurz Zellen setzen lassen 

• In der X-er Vergrößerung folgendes Netz benutzen: 

  

• Eines der 16 Quadrate (16 Kleinstquadrate) auszählen 

• Blaue Zellen: Tot 

• Runde leuchtende Zellen: vital 

• Gezählte Zahl x 104 = Zellzahl / ml  (100 gezählte Zellen entspricht 1mio/ml) 

• Sind die Zellen in mehr als 1ml resuspendiert muss dieser Volumenfaktor 

multipliziert werden 

• Bei hohen Zellzahlen kann zu der 1:2 Verdünnung noch mehr verdünnt werden. 

Den Faktor muss man aber später bei der Formel berücksichtigen. 

Gewinnung von Serum 

• Vollblut wird in Heparinspritzen abgenommen 

• Zentrifugieren bei 3500 rpm für 10 min bei 20 °C 

• in beschriftete 2 ml Nuncs überführen und einfrieren oder direkt 

weiterverarbeiten 

Einfrieren von Serum 

• Vollblut wird abgenommen, abzentrifugiert (3500 rpm, 10 min, 20°C) und in 

beschriftete 2 ml Nuncs überführt. 

• Die Nuncs werden anschließend im Gefrierschrank bei -80°C gelagert. 
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Auftauen von Serum 

• Die 2ml-Nuncs mit gefrorenem Serum werden bei Raumtemperatur aufgetaut 

und können dann weiterverarbeitet werden. 

 

Zellstimulation:  

• Zellen nach Protokoll auftauen  

• Zellen in entsprechender Menge X-Vivo aufnehmen und im stimulierten Well 

entsprechende Menge PMA hinzufügen:  

- 3–4 mio Zellen/ 2 ml X-Vivo → 4 µl PMA pro Well  

- 2,25–3 mio Zellen/ 1,5 ml X-Vivo → 3 µl PMA 

- 1,5–2 mio Zellen/ 1 ml X-Vivo → 2 µl PMA pro Well  

- 0,75–1 mio Zellen/ 500 µl X-Vivo → 1 µl PMA pro Well  

• Stimulation: 4 h bei 37°C  

 

FACS-Färbung 

Zellzahl:  

• mind. 50.000 Zellen, optimal sind 100.000 – 200.000 Zellen pro Tube  

• kann je nach Zellart variieren  

• max. 2mio/ml 

Durchführung: 

• Probe in FACS-Puffer aufnehmen 

• mit entsprechender Zellzahl auf FACS-Tubes verteilen: für die Tubes IL-17A 

stimuliert/unstimuliert→ 1 mio Zellen; für die Tubes Treg (CD127) und Treg 

(Foxp3) → 0,75 mio Zellen; für die übrigen Tubes → 0,2 mio Zellen 

• 5 min bei 1500 rpm abzentrifugieren 

• dekantieren und Pellet aufratschen 

• FACS-AK hinzugeben, hierbei Verdünnungen und Volumen beachten 

• 15 min inkubieren 

o Normal wird bei 4°C inkubiert 

o Vereinzelt gibt es AK die RT benötigen, dies bitte beachten  

• 1 ml FACS-Puffer pro Tube 

• 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren 

• dekantieren und Tubes ausklopfen, Tube dabei nicht zurückdrehen!!! 

• Pellet aufratschen 
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• 500 µl FACS-Fix pro Tube (Fix steht gebrauchsfertig im Kühlschrank) 

• Bei geringen Zellzahlen reichen auch 200µl FACS-Fix 

• Probe vortexen 

• Die Zellen sind nun max. 1 Woche stabil  

Anmerkung: 

• Die FACS –AK sind steril zu behandeln 

 

Foxp3-FACS-Färbung 

Vorbereitung: 

• ca. 0,5 – 1mio Zellen pro Tube 

• Waschpuffer:  Permeabilization Buffer (10-fach) eBioscience  

➔ 1:10 verdünnen mit Aqua dest. 

➔ benötigte Menge berechnen und ansetzen   

➔ eine Woche haltbar bei 4°C 

• Perm/Fix: Fixation Permeabilization Concentrate eBioscience 

➔ 1:4 verdünnen mit Fixation/Permeabilization Diluent 

➔ benötigte Menge berechnen und ansetzen   

➔ direkt verbrauchen, nicht haltbar 

• Serum:  Normal Rat Serum eBioscience 

• Die FACS-AK sind steril zu behandeln 

 

Durchführung: 

• normale FACS-Färbung durchführen 

➔ entsprechende Proben nicht fixieren 

• das Pellet in 1ml Perm/Fix resuspendieren  

• 30 min bei RT inkubieren 

• 2x mit Waschpuffer waschen: 

➔ Mit 1 ml Waschpuffer auffüllen 

➔ 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren 

➔ Dekantieren und aufratschen 

• in das Pellet 2µl Serum geben und resuspendieren 

• 15 min bei RT inkubieren 

• ohne waschen 5µl Foxp3-AK dazu geben 

• 30 min bei RT inkubieren 
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• 2x mit Waschpuffer waschen  

➔ Mit 1 ml Waschpuffer auffüllen 

➔ 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren 

➔ Dekantieren und aufratschen 

• 500-1000µl FACS-Fix pro Tube  

• Zellen schnellstmöglich messen (max. 12h) 

• Probe gut vortexen 

 

Intrazelluläre FACS-Färbung für IL-17A 

Vorbereitung: 

• Waschpuffer: BD Perm/Wash Puffer (10-fach) 

➔ 1:10 verdünnen mit Aqua dest. 

➔ benötigte Menge berechnen und ansetzen   

➔ 1-2 Tage haltbar bei 4°C 

• Die FACS-AK sind steril zu behandeln 

Durchführung: 

• normale FACS-Färbung durchführen 

➔ entsprechende Proben nicht fixieren 

• das Pellet in 250 µl Cytofix/Cytoperm BD resuspendieren  

• 20 min bei 4°C inkubieren 

• 2x mit Waschpuffer waschen: 

➔ Mit 1 ml Waschpuffer auffüllen 

➔ 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren 

➔ Dekantieren und aufratschen 

• X µl intrazellulären FACS AK direkt auf das Pellet geben 

• resuspendieren 

• 30 min bei 4°C inkubieren 

• 2x mit Waschpuffer waschen  

➔ Mit 1 ml Waschpuffer auffüllen 

➔ 5 min bei 1500 rpm zentrifugieren 

➔ Dekantieren und aufratschen 

• 500-1000µl FACS-Fix pro Tube  

• Zellen schnellstmöglich messen (max.12h) 

• Probe gut vortexen 
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LEGENDplex- human Th-Cytokine Panel (13-plex)  

V-bottom-plate 

• Wichtig: Platte und Tubes müssen aus Polypropylene sein!  

• Serumproben mind. 30 min. durchgerinnen lassen  

• Gefrorene Serumproben komplett auftauen lassen, mischen und dann 

abzentrifugieren (5min., 1500 rmp) 

• FITC und PE Beads werden nicht benötigt 

• Beim Pipettieren Luftblasen vermeiden! 

Vobereitung:  

• Wasch- Puffer:  

- 20x Waschpuffer mit Aqua dest. Verdünnen (1:20) 

- Benötigte Menge berechnen und ansetzen  

- Puffer bei 4°C bis zu einem Monat haltbar 

• Matrix B: Serumersatz für den Standard  

- Mit 5 ml Assay Puffer die Matrix B lösen, mind. 15 min. 

vortexen  

- 1 ml Aliquot bei -80°C lagern  

• Standard lösen: 

- Mit 250 µl Assay Puffer den Th-Panel Standard lösen 

- Pro Test warden 37,5 µl benötigt (Doppelwerte)  

- 50 µl Aliquots bei -80 °C lagern  

• Standard ansetzen: Verdünnungsreihe 

- 7 x 0,5 ml PCR-Tubes (PP) vorbereiten und mit C0-C7 

beschriften 

- In C0-C6 jeweils 37,5 µl Assay Puffer vorlegen  

- C7 = purer Standard 37,5 µl 

- C6 = 37,5 µl Assay Puffer + 12,5 µl aus C7 

- C5 = 37,5 µl Assay Puffer + 12,5 µl aus C6  

- Entsprechend weiterverfahren mit den übrigen Tubes  

- … 

- C0 = nur Assay Puffer  

- Bei jedem Schritt die Pipettenspitze wechseln! 

• Probenverdünnung:  

- Serumproben müssen 1:2 verdünnt werden  
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- 50 µl Serum + 50 µl Assay Puffer  

• Alle Komponenten auf Raumtemperatur aufwärmen lassen 

Durchführung:  

• Platte beladen: 

Standardwells: 12,5 µl Matrix B + 12,5 µl Standard (C7-C0)  

Probenwells: 12,5 µl verdünnte Probe  

• Beads mind. 30 sec. vortexen 

• 12,5 µl Beads pro Well hinzugeben (dabei Beads immer wieder mischen) 

• Platte mittels Folie verschließen und in Alufolie einpacken  

• Platte auf den Schüttler stellen, 220 rpm  

➔ Über Nacht bei 4°C (besser bei Serum)  

• 150 µl Waschpuffer pro Well  

• Bei 800 xg 5 min. zentrifugieren  

• Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)  

• Blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen lösen  

• 200 µl Waschpuffer pro Well  

• Bei 800 xg 5 min. zentrifugieren  

• Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)  

• Blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen lösen  

• 12,5 µl Detection Antikörper pro Well  

• Platte mittels Folie verschließen und in Alufolie einpacken  

• 1 h bei RT auf den Schüttler stellen (220 rpm)  

• Platte nicht waschen  

• 12,5 µl SA-PE pro Well  

• Platte mittels Folie verschließen und in Alufolie einpacken  

• 30 min. bei RT auf den Schüttler stellen (220 rpm)  

• 150 µl Waschpuffer pro Well  

• Bei 800 xg 5 min. zentrifugieren  

• Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)  

• Blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen lösen  

• 200 µl Waschpuffer pro Well  

• Bei 800 xg 5 min. zentrifugieren  

• Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)  

• Blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen lösen  
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• 150 µl Waschpuffer pro Well  

• Jedes Well gut resuspendieren  

- Platte direkt am FACS messen → Probe aus dem Well in 

ein FACS-Tube überführen und gut mischen  

- 24h bei 4°C haltbar 

- Oder fixieren  
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9. Danksagung 

Gelöscht für Online-Version  
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10. Lebenslauf 

Gelöscht für Online-Version 


