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1 Zusammenfassung 

Humane IL-10-modulierte, tolerogene dendritische Zellen (IL-10DC), welche anerge 

regulatorische CD4+ T-Zellen (iTreg) induzieren, setzen sich aus zwei phänotypisch 

unterschiedlichen Subpopulationen zusammen: mature CD83highCCR7highHLA-DRhigh 

und immature CD83lowCCR7negativeHLA-DRlow. In dieser Arbeit wurden die beiden 

durchflusszytometrisch separierten IL-10DC-Subpopulationen hinsichtlich ihres 

Phänotyps und ihrer tolerogenen Kapazität genauer untersucht. 

Verglichen mit maturen DC (mDC) und der CD83high IL-10DC-Subpopulation wies die 

CD83low IL-10DC-Subpopulation eine signifikant verminderte Expression der 

kostimulatorischen Moleküle CD80, CD86, ICOS-L und CD40 auf. Im Gegensatz 

hierzu konnte für beide IL-10DC-Subpopulationen eine gering (CD83low IL-10DC) 

bzw. signifikant (CD83high IL-10DC) erhöhte Expression der inhibitorischen Moleküle 

ILT3 und insbesondere ILT4 beobachtet werden. Die Expression von PD-L1 und PD-

L2 lag jedoch lediglich auf der CD83high IL-10DC-Subpopulation erhöht vor. 

Interessanterweise konnte neben einer erhöhten CD25-Expression auf der CD83high 

IL-10DC-Subpopulation eine signifikant gesteigerte sCD25-Sezernierung beobachtet 

werden, während im Vergleich hierzu mDC und die CD83low IL-10DC-Supoulationen 

eine miteinander vergleichbare, aber deutlich verminderte Expression bzw. 

Sezernierung aufwiesen. Auch zwischen den beiden IL-10DC-Subpopulationen 

selbst konnten signifikante Unterschiede bezüglich des Expressionsmusters 

kostimulatorischer und koinhibitorischer Moleküle durchflusszytometrisch 

nachgewiesen werden. Restimulations-Experimente demonstrierten, dass beide IL-

10DC-Subpopulationen, unabhängig von ihrem Maturierungsstatus, anerge CD4+ T-

Zellen induzieren können. Dies wurde durch eine signifikant reduzierte T-Zell-

Proliferation und IL-2-Expression sowie eine verminderte Produktion von TH1- und 

TH2-Zytokinen nachgewiesen. Zusätzlich zeigte sowohl die CD83high IL-10DC-

induzierte (iTreg+) als auch die CD83low IL-10DC-induzierte (iTreg-) T-Zell-Population  

regulatorische Eigenschaften, indem beide die Aktivität von Responder-T-Zellen 

signifikant supprimierten. Beim Vergleich der suppressiven Kapazität der beiden 

iTreg-Subpopulationen anhand verschiedener Stimuli konnte eine verminderte 

Aktivität bei der CD83low IL-10DC-induzierten iTreg-Subpopulation beobachtet 

werden. Interessanterweise verloren beide iTreg-Subpopulationen ihren anergen 

Status während der Suppressionsversuche. 
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Die in vitro-Induktion homogener potenter iTreg durch Stimulation mit maturen 

CD83highCCR7highHLA-DRhigh und immaturen CD83lowCCR7negativeHLA-DRlow IL-10DC 

stellt somit ein potenzielles Vorgehen zur Kontrolle und Limitierung harmloser, 

autoreaktiver und allergischer Immunantworten dar und erlaubt möglicherweise die 

Entwicklung einer neuen Strategie zur DC-vermittelten Vakzinierung. 
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2 Einleitung 

2.1 Das angeborene Immunsystem 

2.1.1 Dendritische Zellen – Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver 

Immunität 

Dendritische Zellen (DC) stellen die potentesten Antigen-präsentierenden Zellen 

(APC) des angeborenen Immunsystems dar, da sie die Fähigkeit besitzen auch 

naive T-Zellen zu aktivieren. Als Antigen-präsentierende Zellen sind DC in allen 

Geweben präsent und sowohl in lymphatischen als auch in nichtlymphatischen 

Geweben vorzufinden.1, 2 Durch ihre weite Verbreitung gehören sie häufig zu den 

ersten Zellen, die mit Antigenen interagieren. Die DC-Aktivierung und -Reifung wird 

durch Kontakt mit so genannten Gefahrensignalen (PAMP, engl. Pathogen-

Associated-Molecular Pattern; proinflammatorische Zytokine, Chemokine etc.) 

induziert, die z.B. von nekrotischen Zellen oder auch Pathogenen ausgehen bzw. 

gebildet werden. Aktivierte DC sind dann in der Lage, T-Zellen zu stimulieren und 

tragen zur T-Zell-Differenzierung und der Induktion effektiver Immunantworten u.a. 

bei Infektionen bei.3-6 Durch diese Funktion stellen APC, insbesondere dendritische 

Zellen, ein Bindeglied zwischen der adaptiven und der angeborenen Immunabwehr 

dar. 

Über Mustererkennungs-Rezeptoren (PRR, engl. Pattern Recognition Receptors) 

erkennen DC die molekularen Muster der Pathogene (PAMP).7, 8 Neben den 

Phagozytose-induzierenden C-Typ-Lektin- und Scavenger-Rezeptoren sowie den 

intrazellulären RIG-I-like- und NOD-Rezeptoren gehören auch die bisher 11 

identifizierten Toll-Like-Rezeptoren (TLR) zu den PRR. Der bekannteste TLR-Ligand 

ist Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der äußeren Membran gramnegativer 

Bakterien, welcher vom TLR-4 erkannt wird. TLR-3 detektiert virale RNA-

Doppelstränge, CpG-Motive bakterieller DNA werden von dem intrazellulären TLR-9 

identifiziert.6, 9-11 

Im Rahmen einer Entzündungsreaktion reifen DC in einem Milieu aus 

proinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-6, TNF-� , IL-1� ) und PRR-Liganden zu T-

Zell-aktivierenden maturen DC (mDC) aus. Sie regulieren kostimulatorische Moleküle 

der B7-Familie, vor allem CD80 und CD86, sowie MHC-II-Moleküle  herauf.12-15 

Somit sind sie exzellent ausgestattet um T-Zellen zu aktivieren. Des Weiteren 

werden proinflammatorische Chemokin-Rezeptoren wie CCR1, CCR2 und CCR5 

herunterreguliert und gleichzeitig die Expression von Lymphknoten-Homing-
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Rezeptoren wie CCR7 und CXCR4 erhöht.16-18 MIP-3�  ist der Ligand des Chemokin-

Rezeptors CCR7, CXCR4 detektiert SDF-1. Beide Chemokine werden von 

lymphatischen Geweben sezerniert und ermöglichen so die zielgerichtete 

Wanderung von APC, die so genannte Chemotaxis.17, 19-21 DC regulieren während 

der Ausreifung und der Migration in die benachbarten Lymphknoten ihre 

phagozytische Aktivität herab, um dort als optimale Antigen-präsentierenden Zellen 

den T-Zellen das prozessierte Antigen präsentieren zu können.22 

2.1.2 Populationen humaner DC 

Aus den myeloiden Vorläuferzellen des Knochenmarks (pluripotente 

hämatopoetische Stammzelle) entwickeln sich die konventionellen dendritischen 

Zellen sowie auch Makrophagen, Granulozyten und Mastzellen. Neben den 

myeloiden bzw. konventionellen DC, zu denen auch die Langerhans-Zellen der Haut 

und die lymphatischen DC aus Lymphknoten und Blut gehören, existieren noch 

plasmazytoide DC, die sich aus lymphoiden Vorläuferzellen entwickeln. 

Plasmazytoide DC  können die T-Zell-Proliferation im Gegensatz zu konventionellen 

DC nur schwach induzieren. Zudem zeichnen sie sich durch die Expression der TLR-

7 und TLR-9 und der damit verbundenen Sezernierung von Typ I Interferonen (IFN) 

aus.23, 24 Beide DC-Populationen, plasmazytoide und konventionelle DC, liegen im 

peripheren Blut nur in geringer Anzahl vor (ca. 1-2%).25 

Auch Monozyten, welche mit größerer Frequenz im peripheren Blut vorhanden sind, 

können in vivo als Vorläuferzellen für dendritische Zellen fungieren.26 Für die 

Generierung einer homogenen dendritischen Zell-Population in vitro bietet sich daher 

die Isolation von Monozyten aus PMBC (engl. Peripheral Mononuclear Blood Cells) 

an.27, 28 Neben der positiven Selektion über CD1429 ist die Monozyten-Isolation aus 

PBMC über deren Adhärenz die einfachste Methode.30-33 

2.1.3 Humane tolerogene dendritische Zellen 

2.1.3.1 Überblick 

Für die Regulation inflammatorischer Immunantworten, ausgelöst durch Pathogene 

(Infektionen), apoptotische Zellen, Allergene (Allergien) oder Auto-Antigene 

(Autoimmunerkrankungen), sind tolerogene dendritische Zellen unabdingbar. Sie 

üben einen regulatorischen Einfluss auf die Immunantwort aus, indem sie u.a. die 

Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) induzieren und somit die 

periphere Toleranz aufrechterhalten.34-37 Tolerogene DC zeigen häufig einen 

semimaturen Phänotyp und sind terminal ausdifferenziert. Werden sie einem 
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inflammatorischen Milieu ausgesetzt, ändert sich deren Funktion im Vergleich zu 

immaturen DC (iDC) sowohl im murinen als auch im humanen System nur 

schwach.37, 38 

IL-10/TGF-� -modulierte DC zeigen neben der verminderten Expression 

kostimulatorischer Moleküle eine erhöhte IL-10-Serzernierung nach Stimulation. Ihre 

regulatorische Funktion konnte bereits anhand verschiedener in-vivo-Modelle wie der 

xenogenen GvHD und der Peritonitis sowie der Typ I Diabetes belegt werden.35, 39-41 

Mit Hilfe des Immunsuppressivums Dexamethason können ebenfalls tolerogene DC 

(DEX-DC) generiert werden. Diese sind durch eine erhöhte ILT4-Expression und IL-

10-Sezernierung bei gleichzeitiger Reduktion der IL-12p40/p70-Produktion 

gekennzeichnet. Primärstimulation von T-Zellen mit DEX-DC führt zu einer 

reduzierten T-Zell-Proliferation und verminderten IFN� -Produktion. Zudem zeigen die 

anergen iTreg eine begrenzte suppressive Kapazität.42-44 

Durch Inhibition der Aktivierung und Expression von NF-� B in dendritischen Zellen 

wird die IL-12- und TNF� -Produktion sowie die Expression von kostimulatorischen 

Molekülen und MHC-II auf DC unterbunden.45 So induziert die Bindung von Vitamin 

D3 an den Vitamin D-Rezeptor einen Transkriptionsfaktor, der die NF-� B-Aktivierung 

inhibiert und dadurch den tolerogenen Phänotyp der DC induziert.46 Zudem resultiert 

die Stimulation mit Vitamin D3-modulierten, IL-10-produzierenden DC in einer 

reduzierten Proliferation sowie einer verminderten IFN� -Produktion der T-Zellen.43, 47-

51 Durch Modulation der DC mit Vitamin D3 in Kombination mit Mycophenolat-Mofetil 

konnte außerdem von der Arbeitsgruppe um Gregori et al. eine Toleranz nach 

Transplantationen induziert werden.52 

Auch die Vitamin D3/Dexamethason-Modulation  reduziert die Expression 

kostimulatorischer Moleküle der DC sowie die IL-12-Sezernierung durch DC, 

während eine erhöhte IL-10-Produktion induziert wird. Neben einer reduzierten 

stimulatorischen Kapazität weisen die durch diese tolerogenen DC induzierten Treg 

(iTreg) eine konzentrations-abhängige suppressive Aktivität auf.51, 53, 54 

2.1.3.2 IL-10 und IL-10-modulierte dendritische Zellen 

Das immunsuppressive Zytokin IL-10 spielt in der Induktion der peripheren Toleranz 

eine wichtige Rolle. Die in dieser Arbeit untersuchten humanen in vitro-generierten 

IL-10-modulierten DC (IL-10DC) induzieren verglichen mit anderen tolerogenen DC 

anerge iTreg mit einer hohen suppressiven Kapazität und stellen somit ein sehr viel 

versprechendes Therapeutikum für Erkrankungen dar, die überschießende 
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Reaktionen des Immunsystems, wie sie für Autoimmunerkrankungen und Allergien 

charakteristisch sind, inhibieren können.31, 44, 55 Gregori et al. demonstrierten zudem 

die in vivo-Existenz humaner IL-10-modulierter tolerogener DC, bezeichnet als DC-

10, im peripheren Blut.56 Zusätzlich konnte in HIES (Hyper-IgE Syndrome)-Patienten 

beobachtet werden, dass die durch STAT3-Mutationen verursachte defekte IL-10-

Antwort in DC zu einer Beeinträchtigung in der iTreg-Induktion führt.57 

Die durch IL-10 induzierte Signaltransduktion erfolgt über den IL-10-Rezeptor (IL-

10R). Der IL-10R setzt sich aus je 2 transmembranen Ketten zusammen:  IL-10R1 

und IL-10R2. Die IL-10R1-Kette weist die höhere Affinität zu IL-10 auf und ist daher 

entscheidend für die Bindung des Liganden. Im Komplex mit IL-10R2 wird die 

Signaltransduktion nach Bindung des Liganden ermöglicht, wobei auch andere IL-10-

verwandte Zytokine wie IL-22, IL-26 und IL-28, die IL-10R2-Kette zur 

Signaltransduktion nutzen. Die meisten (hämotopoetischen) Zellen exprimieren IL-

10R1 und IL-10R2 konstitutiv, wobei die IL-10R1-Expression durch verschiedene 

Stimuli erhöht werden kann.58, 59 

Der IL-10/IL-10R-Signalweg ist gekennzeichnet durch die Aktivierung des JAK/STAT-

Signalweges. Die Phosphorylierung der Tyrosinkinasen Tyk2/Jak1 initiiert  die 

STAT3-Homodimerisierung, welches dann als Transkriptionsfaktor für 

antiinflammatorische Gene fungiert.60, 61 Entscheidend für die Einflussnahme von IL-

10 auf die Maturierung bzw. Differenzierung dendritischer Zellen ist neben dem 

Reifungsstimulus vor allem auch der Zeitpunkt der IL-10-Zugabe.33 Die durch IL-10-

Behandlung beeinflussten Signalwege sind der PI3K/Akt/NF-kB-, 

MyD88/MAPK(inase)- und der Ras/Raf/-MAPK-regulierte Signaltransduktionsweg 

(Abb. 1). Sowohl eine frühe Inhibition der src-Kinasen p56lyn und p58hck als auch 

die Suppression späterer Ereignisse der PTK-vermittelten Aktivierung (Ras, ERK, 

p38) wurde in humanen Monozyten und DC beobachtet.62-64 Die Degradation der 

beiden TLR-vermittelten MyD88-abhängigenen Adaptormoleküle IRAK4 und TRAF6 

werden durch IL-10-induzierte Signale post-transkriptionell reguliert.65 Die IL-10-

vermittelte Inhibition der NF-� B-Aktivierung über den PI3K-Signalweg ist vielfältig: 

Die Aufhebung der Akt-Phosphorylierung, die Inhibition der i� B-Degradation, die 

Blockade der Aktivität des Inhibitors � B-Kinase (IKK) sowie die Prevention der NF-

� B-Translokation und DNA-Bindungsaktivität wurden von mehreren Arbeitsgruppen 

demonstriert.66-67 Die Translokation der NF-� B-Untereinheit p65 wird durch IL-10-

Modulation blockiert, indem die Formation von p50-Homodimeren initiiert wird, und 

dieses als negativer Regulator fungiert.66-69 
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Abbildung 1: Inhibition der Maturierung und Differenzierung von APC durch IL-10 . 
Proinflammatorische Stimuli aktivieren MyD88-abhängige (MAPK) sowie PI3K-vermittelte (NF-kB) 
Signalwege, die transkriptionelle Prozesse und schließlich die Aktivierung und Maturierung der 
stimulierten APC induzieren (links). Gleichzeitige Behandlung dieser aktivierten APC mit IL-10 inhibiert 
Schlüsselmoleküle der genannten Signalwege. Der MAPK-/MyD88-abhängige sowie der NF-� B-
vermittelte Signalweg werden direkt oder indirekt durch IL-10 beeinflusst. Dies hebt die 
transkritptionelle und post-translationelle Prozesse oder induziert inhibitorische transkriptionelle 
Mechanismen (rechts). Abbildung nach Hubo et al. Frontiers in Immunology, 2013. 

IL-10DC sind terminal ausdifferenzierte Zellen und weisen im Vergleich mit anderen 

tolerogenen DC ebenfalls einen semimaturen Phänotyp auf. Gekennzeichnet ist dies 

bei IL-10DC durch eine im Vergleich zu maturen DC (mDC) reduzierte Expression 

der kostimulatorischen Moleküle aus der B7-Familie (CD80, CD86, ICOS-L) und eine 

stark eingeschränkte Produktion von inflammatorischen Zytokinen.31, 44, 55, 70, 71 Aber 

auch die Expression des DC-spezifischen Reifungsmarkers CD83, des Chemokin-

Rezeptors CCR7 sowie des MHC-Klasse-II-Moleküls HLA-DR ist auf den IL-10DC 

reduziert. Gleichzeitig wird eine erhöhte Expression von CD14 sowie den 

inhibitorischen Rezeptoren ILT2, ILT3 und ILT4 auf IL-10-modulierten DC im 

Vergleich zu maturen DC postuliert.44, 55, 56, 71-73 Die Expressionsabnahme von CCR7 

auf den IL-10DC korreliert dabei mit der des Reifungsmarkers CD83.44 
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2.2 Das adaptive Immunsystem 

2.2.1 Der T-Zell-Rezeptor und der MHC-Komplex 

Das adaptive Immunsystem vermag hoch spezifisch auf Pathogene zu antworten 

und diese zu bekämpfen, jedoch wird das adaptive Immunsystem erst in der 

späteren Phase der Entzündungsreaktion aktiviert. Darüber hinaus ist es in der Lage, 

das immunologische Gedächtnis zu bilden, um bei einer erneuten Begegnung 

effizienter und schneller auf das Pathogen zu reagieren.74-77 

Die zellulären Bestandteile des adaptiven Immunsystems werden von T- und B-

Zellen gebildet. B-Zellen sezernieren Antikörper, die u.a. Pathogene opsonisieren 

und deren Phagozytose und Bekämpfung somit erleichtern.78-80 T-Zellen agieren 

vorwiegend über Zell-Zell-Kontakte und lösliche Mediatoren wie Zyokine und 

Granzyme. Sie erkennen durch ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) spezifische Antigene, 

die über den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) von APC und anderen Zellen 

des Körpers präsentiert werden. 

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist die Grundlage zur Aktivierung des adaptiven 

Immunsystems, da jede T-Zelle einen spezifischen Rezeptor exprimiert, der durch 

somatische Rekombination erzeugt wird. Das heißt, jede T-Zelle erkennt in der Regel 

nur ein einzelnes Epitop eines Pathogens bzw. Antigens. Der T-Zell-Rezeptor 

besteht entweder aus einer � - und einer � -Kette (� :� TCR) oder seltener aus einer � - 

und einer � -Kette (� :� TCR), die gemeinsam eine Mulde bilden und den MHC-Epitop-

Komplex erkennt.81 Bei der  V-(D)-J-Rekombination werden bestimmte DNA-

Segmente (V-, D-, und J-Segmente) während der T-Zell-Reifung im Thymus 

miteinander kombiniert und ermöglichen somit das große TCR-Repertoire.82-84 

Hieraus ergibt sich auch eine potentielle Gefahr für den Organismus, da nicht nur T-

Zell-Rezeptoren gebildet werden, die potenziell pathogene Antigene erkennen, 

sondern auch T-Zell-Rezeptoren, die spezifisch für Auto-Antigene sind. Jedoch 

haben sich im Laufe der Evolution Mechanismen entwickelt, die diesem Risiko 

entgegenwirken: die zentrale und periphere Toleranz (siehe Abschnitt 2.2.3). 

Es existieren zwei MHC-Molekül-Klassen: MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II. MHC-

Klasse-I-Moleküle, die beinahe von allen Zellen des Körpers exprimiert werden, 

präsentieren hauptsächlich intrazelluläre, z.B. virale Antigene.85 MHC-Klasse-II-

Moleküle, z.B. HLA-DR, werden von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) 

exprimiert und präsentieren exogene, z.B. bakterielle Antigene. MHC-II-Moleküle 

erkennen den spezifischen TCR der CD4+ T-Zellen nur im Komplex mit dem 
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spezifischen Epitop des Antigens (Restrinktion). CD4+ T-Zellpopulationen (z.B. TH2-

Zellen) können B-Zellen aktivieren oder Makrophagen (z.B. durch TH1-Zellen) dazu 

veranlassen, die phagozytierten Pathogene abzutöten. Durch die Kreuzpräsentation 

ist es APC jedoch möglich Epitope, die sonst auf das MHC-Klasse-II-Molekül 

beschränkt wären, über das MHC-Klasse-I-Molekül zu präsentieren. Dieser Prozess 

ermöglicht es Viren zu bekämpfen, die keine APC infizieren. Zudem kann so gezielt 

über eine sogenannte „Kreuz-Toleranz“ eine Toleranz in CD8+ T-Zellen induziert 

werden, um eine Reaktion dieses T-Zelltyps zu inhibieren.86, 87 

2.2.2 T-Zellaktivierung 

Zur Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen sind APC, insbesondere mature DC 

(mDC), notwendig. Zwischen mDC und den T-Zellen entsteht bei Interaktion im 

Lymphknoten ein fester MHC-TCR-Kontakt (1. Signal). Wenn zu dieser Bindung 

kostimulatorische Signale über CD80/CD86-CD28 (2. Signal) sowie lösliche 

Mediatoren (3. Signal) hinzukommen, so erfolgt die Aktivierung, Differenzierung und 

Proliferation der T-Zelle.5, 88-90 Findet eine Signaltransduktion nur über den TCR statt, 

d.h. ohne Kostimulation über CD80/CD86-CD28, wird die T-Zelle in Anergie versetzt 

und reagiert nicht mehr auf aktivierende Signale.91-93 

CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) aus der B7-Familie waren die ersten 

kostimulatorischen Moleküle, die vor über 20 Jahren entdeckt wurden. Ihre Liganden 

auf T-Zellseite sind das von naiven T-Zellen konstitutiv exprimierte CD28 bzw. der 

inhibitorische Rezeptor CTLA-4 (engl. Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 

4), welcher erst nach T-Zell-Aktivierung exprimiert wird. CD80 und CD86 haben 

weitgehend ähnliche Funktionen, wie aus Knockoutstudien bekannt ist, jedoch bindet 

CD86 präferentiell CD28 und CD80 verstärkt CTLA-4.94-97 Der Kostimulus über 

CD80/CD86-CD28 induziert und stabilisiert u.a. den IL-2-Promotor und damit die IL-

2-Produktion der T-Zelle. Die Bindung dieses autokrinen Zytokins dient als wichtiges 

Überlebenssignal für T-Zellen.91, 98 Kontakte über CD80/CD86-CTLA-4 inhibiert bzw. 

reguliert die T-Zellaktivierung (negatives Feedback). Dieser Kontakt über CTLA-4 

spielt zudem auch eine wichtige Rolle bei der Induktion der peripheren T-

Zelltoleranz.31, 99-102 
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2.2.3 T-Zell-Toleranzinduktion 

2.2.3.1 Zentrale Toleranzmechanismen 

Im Thymus, dem Ort der zentralen Toleranz, werden alle CD4-CD8- T-Lymphozyten 

aus dem Knochenmark auf die Erkennung von Eigen-Peptiden, die von Epithelzellen 

präsentiert werden, selektioniert. Während des Prozesses der T-Zell-Reifung werden 

TCR, CD4 und CD8 auf der Oberfläche der T-Lymphozyten exprimiert. Bei der 

Positiv-Selektion werden CD4+CD8+ T-Zellen zunächst anhand der Erkennung des 

MHC-Molekül-Klasse selektiert. Wenn die T-Zelle MHC-Klasse-I-Moleküle erkennt, 

so wird sie zur CD4-CD8+ T-Zelle, erkennt sie hingegen MHC-Klasse-II–Moleküle, 

entwickelt sie sich zur CD4+CD8- T-Zelle. In diesem ersten Selektionsschritt werden 

ebenfalls Zellen deletiert, die allein durch die Bindung eines MHC-Moleküls aktiviert 

werden.103, 104 Danach erfolgt die Negativ-Selektion der einfach positiven Zellen. 

Dabei werden den T-Zellen Eigen-Peptide im Komplex mit dem MHC-Molekül von 

APC präsentiert. Bindet die T-Zelle diesen Komplex mit sehr hoher oder niedriger 

Affinität, wird die Apoptose der T-Zelle induziert.104, 105 Nur bei mittlerer Affinität 

überlebt die T-Zelle diesen Prozess und verlässt den Thymus in die Peripherie.106 

Diese autoreaktiven T-Zellen können jedoch mit Hilfe der peripheren 

Toleranzmechanismen weiterhin kontrolliert und reguliert werden, um die Entstehung 

von Autoimmunität zu verhindern. 

2.2.3.2 Periphere Toleranzmechanismen 

In der Peripherie sind Auto-Antigene vorhanden, die im Thymus nicht über MHC-

Moleküle präsentiert werden. Die Zellen des Immunsystems u.a. T-Zellen) werden 

jedoch mit diesen harmlosen Antigenen konfrontiert. Peripheren Toleranzprozesse 

verhindern, dass Immunreaktionen gegen diese Antigene initialisiert werden. Sie 

sorgt auch dafür, dass autoreaktive T-Zellen, die der Selektion der zentralen 

Toleranz entgangen sind, nicht den Körper bzw. körpereigenes Gewebe angreifen 

und zerstören (Autoimmunität). Darüber hinaus ist die periphere Toleranz an der 

Limitierung und Kontrolle sämtlicher Immunreaktionen beteiligt, indem sie T-Zell-

Aktivität supprimiert, T-Zellen in Apoptose oder Anergie versetzt. 

Immunologische Ignoranz 

Der Zugang zu immunologisch nicht überwachten Gebieten wird z.B. durch 

biologische Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke des zentralen Nervensystems 

erschwert bzw. blockiert und eine Immunantwort, verursacht durch autoreaktive 

Lymphozyten, somit verhindert.107-110 Aber auch Tumore, welche schwach 
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immunogen sind oder immunologisch unzugänglich sind, können vom Immunsystem 

ignoriert werden.111-113 

Apoptose 

Zur Vermeidung einer andauernden, T-Zell-vermittelten Immunantwort wird u.a. 

durch Interaktion des Rezeptors Fas (CD95) mit dem Fas-Liganden (CD178) die 

Apoptose, der programmierte Zelltod, induziert und somit die Immunantwort reguliert. 

Durch Kontakt zwischen diesen beiden Molekülen, bildet sich ein Trimer mit einer 

intrazellulären Todesdomäne, die z.B. den Adaptor FADD (engl. Fas-Associated via 

Death Domain) rekrutiert. Dies führt zur Aktivierung der Caspase 8, die dann den 

Prozess der Apoptose in der Zelle induziert.114 

Anergie-Induktion 

Prinzipiell wird eine anerge T-Zelle nur unvollständig aktiviert. Es kommt zu einem 

Proliferationsstopp, zugleich wird die IL-2-Produktion eingestellt. Zudem zeichnen 

sich anerge T-Zellen durch die Reaktionslosigkeit bei einem erneuten MHC-TCR-

Kontakt aus.92, 93, 115 

Verschiedene Prozesse können zur Induktion anerger T-Zellen führen. Erhalten z.B. 

T-Zellen ein starkes TCR-Signal ohne weitere (Ko-)Stimulation über CD28, so führt 

dies zur Anergie-Induktion.91, 115 So nehmen immature DC Antigene auch unter 

nichtinflammatorischen Bedingungen auf (Phagozytose apoptotischer Zellen oder 

peripherer Auto-Antigene), die daraufhin nur teilweise ausreifen, in die Lymphknoten 

migrieren (steady-state DC) und so aktiv z.B. durch ihre TGF-� - und IL-10-vermittelte 

tolerogene Wirkung zur peripheren Toleranz sowohl gegen Auto- als auch harmlose 

Fremd-Antigene, z.B. bei Transplantationen, beitragen.116-119 Aber auch tolerogene 

DC können anerge T-Zellen generieren.55, 70, 120 Bakterielle Superantigene können 

ebenfalls T-Zellen auf diese Art in Anergie versetzen, da diese Superantigene für 

einen unspezifischen Kontakt zwischen T-Zell-Rezeptor und MHC-Komplex 

sorgen.121 

Regulatorische T-Zellen 

Erste Hinweise auf die Existenz von natürlich vorhandenen regulatorischen Zellen 

zeigten sich 1969. Mäuse, denen der Thymus entfernt wurde, entwickelten 

Autoimmunerkrankungen.122 1970 konnten Gershon et al. zeigen, dass eine T-Zell-

Subpopulation existiert, die die Aktivierung von T- und B-Zellen sowie APC 

hemmt.123 Die Beschreibung von T-Suppressor-Zellen erfolgte 1972 und 1973,124-126 

jedoch erst 1995 identifizierten Sakaguchi et al. diese als CD4+CD25+Foxp3+ 
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regulatorische T-Zellen.127 In der Peripherie sind nur ca. 5% aller T-Zellen natürlich 

vorkommende „CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische“ T-Zellen (nTreg) vorhanden.127 

nTreg sind in vivo durch eine eingeschränkte Proliferationsfähigkeit und Zytokin-

Produktion charakterisiert 128 und zeigen in vitro nach einem TCR-Stimulus weder 

eine IL-2-Produktion noch eine Proliferation. Jedoch sind aktivierte nTreg in der Lage 

antigen-unspezifisch und Zell-Zell-Kontakt-vermittelt konventionelle CD4+ und CD8+ 

T-Zellen zu supprimieren.129-131 Verschiedene Mechanismen tragen zur suppressiven 

Kapazität bei. Durch direkten Zell-Zell-Kontakt ist der Transfer von zyklischem 

Adenosin-Mono-Phosphat (cAMP) via Gap Junctions in die Zielzelle ermöglicht, 

welches eine inhibierende Wirkung auf die Proliferation der CD4+ T-Zellen ausübt.132 

Jedoch gibt es auch Hinweise darauf, dass die Sekretion von löslichen Mediatoren 

wie IL-10 und TGF-�  durch die nTreg in vivo zu einer Modulation der Immunantwort 

beiträgt.133 

Der Nachweis von Foxp3 allein ist im Gegensatz zum murinen System in humanen 

T-Zellen jedoch nicht ausreichend um nTreg zu identifizieren, da auch aktivierte T-

Zellen eine erhöhte Foxp3-Expression aufweisen.134-137 Neben der hohen Foxp3-

Expression wurde daher auch Helios als zusätzlicher Marker für (aktivierte) nTreg 

postuliert. Dieser reguliert die IL-2-Produktion durch Suppression der IL-2-

Transkription via epigenetischer Modifikationen und begünstigt zudem die Bindung 

von Foxp3 an den IL-2-Promotor und damit den anergen Phänotyp der nTreg.138, 139 

Die Bedeutung von regulatorischen T-Zellen für den Organismus wird deutlich bei 

Autoimmunerkrankungen, die auf das Fehlen oder die Dysfunktion von nTreg 

zurückzuführen sind.140, 141 Mäuse, die aufgrund einer Mutation im Foxp3-Gen 

(Scurfy) keine nTreg haben, sterben innerhalb von 16-25 Tagen nach der Geburt ,142 

da keine Toleranz-Induktion stattfindet und dadurch (auto-)reaktive Zellen nicht 

supprimiert werden können. 

Neben den im Thymus natürlich gereiften nTreg können unter immunsuppressiven 

Bedingungen regulatorische T-Zellen sowohl in vivo in der Peripherie als auch in vitro 

induziert werden (iTreg). Diese zeigen im Gegensatz zu nTreg nur eine teilweise 

Demethylierung der TSDR (engl. Treg-Specific Demethylated Region) des Foxp3-

Gens.143, 144 

Die induzierten regulatorischen T-Zellen Typ I (Tr1) werden in Gegenwart von IL-10 

und IFN�  aus CD4+ T-Zellen generiert. Ihre supprimierende Wirkung gegenüber TH1- 

und TH2-T-Zellen basiert auf der schnellen Freisetzung hoher Mengen der Zytokine 
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IL-10 und TGF-� .36, 145-147 Auch im murinen System konnte eine natürliche DC-

Population identifiziert werden, die eine Tr1-Differenzierung induziert.148 

Regulatorische TH3-Zellen werden in der sogenannten „Low dose“-Toleranz durch 

orale Applikation von Antigenen induziert. Im Gegensatz zu nTreg supprimieren TH3-

Zellen Zellkontakt-unabhängig mittels der immunsuppressiven Mediatoren TGF-�  

und IL-10. TH3-Zellen tragen zudem zur IgA-Produktion bei und wirken ebenfalls 

inhibitorisch auf TH1- sowie TH2-Zellen.149, 150 

Jonuleit et al. konnte 2000 zeigen, dass ein wiederholter Kontakt zwischen 

immaturen DC (iDC) und CD4+ T-Zellen zur Induktion von iTreg und einer verstärkten 

Expression von CTLA-4, einem regulatorischen Molekül, auf der T-Zell-Seite führt, 

aber ohne gleichzeitig die Expression von Apoptose fördernden Liganden wie Fas 

und Fas-Ligand zu erhöhen.151 Um die Produktion von IL-10 in dieser iTreg-

Population auszulösen, ist ein Kontakt zwischen ICOS und ICOS-L nötig.152 Zudem 

verlieren diese iTreg die Fähigkeit IL-2, IFN�  und IL-4 zu produzieren und zu 

proliferieren.151 

IL-10DC induzieren Antigen-spezifisch anerge CD4+ und CD8+ iTreg, deren 

regulatorische Funktionen nicht über lösliche Mediatoren wie IL-10, sondern über 

Zell-Zell-Kontakt vermittelt werden.31, 100 IL-10DC-induzierte iTreg sind durch eine 

stark verminderte T-Zellproliferation sowie IL-2- und IFN� -Produktion, aber 

gleichzeitig erhöhte Aktivität der MAP-Kinase p38, die sowohl für die Induktion der 

Anergie als auch die Suppressor-Funktion wichtig ist, charakterisiert.31, 70, 120, 153 Die 

suppressiven Eigenschaften und der Proliferationsstopp der IL-10DC-induzierten 

iTreg sind abhängig von einem Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus. Die hohe 

Expression des „cyclin-dependent-kinase“-Inhibitors p27kip1 ist für diesen Arrest 

verantwortlich, da dieser Inhibitor den durch CDK (Cyclin-abhängige Kinase) 

induzierten Abbau des Retinoblastom-Proteins (Rb) und somit das Fortlaufen des 

Zellzyklus verhindert.100 Mehrere Arbeitsgruppen postulierten bereits die suppressive 

Kapazität der IL-10DC-induzierten iTreg gegenüber aktivierten TH1-, TH2- und Tc1-

Antworten.31, 120, 153, 154 Aber auch die mDC-stimulierte CD4+ T-Zell-Proliferation 

konnte von den IL-10DC-induzierten iTreg inhibiert werden.44, 55, 56, 72, 73 
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2.3 Zielsetzung 

Humane IL-10-modulierte dendritischer Zellen (IL-10DC), die in vitro aus Monozyten 

generiert wurden, zeigen einen semimaturen und heterogenen Phänotyp, der sich 

aus maturen CD83highCCR7highHLA-DRhigh und immaturen CD83lowCCR7negativeHLA-

DRlow IL-10DC zusammensetzt. Aufgrund ihrer Heterogenität werden bei Stimulation 

mit IL-10DC unterschiedliche iTreg-Subpopulationen induziert. Diese besitzen 

womöglich unterschiedliche Charakteristika, insbesondere in Bezug zur 

regulatorischen Kapazität. Die in vitro-Induktion homogener potenter iTreg trägt zur 

effizienteren Kontrolle und Limitierung autoreaktiver und allergischer 

Immunantworten bei und erlaubt die Entwicklung einer neuen Strategie zur DC-

vermittelten Vakzinierung. In dieser Arbeit wurde daher die Wirkung der beiden 

unterschiedlichen, durchflusszytometrisch separierten, homogenen CCR7high und 

CCR7negative IL-10DC-Subpopulationen auf naive CD4+ T-Zellen untersucht. Die 

These, dass die beiden IL-10DC-Subpopulationen unterschiedliche tolerogene 

Eigenschaften besitzen und dementsprechend unterschiedlich regulatorisch wirken, 

sollte anhand des Einflusses auf die Funktion der induzierten regulatorischen T-

Zellen (iTreg) untersucht werden. 

Im ersten Teil (A) werden die beiden humanen IL-10DC-Subpopulationen hinsichtlich 

ihres Expressionsmusters und Zytokinprofils genauer charakterisiert und mit 

immaturen und maturen DC verglichen. Im zweiten Teil dieser Arbeit (B) werden die 

iTreg-Subpopulationen, welche mit den beiden IL-10DC-Subpopulationen induziert 

wurden, im Vergleich zu aktivierten Effektor-T-Zellen hinsichtlich des Phänotyps und 

der regulatorischen Funktion genauer untersucht.� 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Merck (Darmstadt), Roth 

(Karlsruhe) und Serva (Heidelberg) bezogen. Alle nötigen Plastikverbrauchsmaterialien wie 

zum Beispiel Zellkulturplatten, Pipettenspitzen, Einmalspritzen und Kanülen, FACS- und 

Zentrifugenröhrchen wurden von Costar (Bodenheim), Greiner (Frickenhausen), Becton + 

Dickinson (Heidelberg), Millipore (Eschborn) und Nalgene (Rochester, NY, USA) bezogen. 

Die Glaspipetten sind von Greiner (Frickenhausen) und die Neubauerzählkammer von Merk 

(Wiesbaden). 

3.1.1 Chemikalien, Medien, Puffer und Lösungen 

Aqua dest. von Braun AG (Melsungen) 

EDTA von Serva (Heidelberg) 

Ethanol 70% von Brüggemann Alcohol (Heilbronn) bzw. Roth GmbH (Karlsruhe) 

Terralin Desinfektion von Schülke & Mayr GmbH (Norderstedt) 

FCS „Gold“ (Fötales Kälber Serum) von PAA Laboratories GmbH (Pasching, Österreich) 

HSA (Humanes Serum Albumin) von Behring (Marburg) 

DPBS ohne CaCl und MgCl2 (Dulbeco´s Phosphate Buffered Saline) von life technologies 
(Darmstadt), Lagerung bei Raumtemperatur 

 „Biocoll Seperating Solution“ von Biochrom AG (Berlin) bzw. „Lymphocyte Separation 
Medium“ von GE Healthcare/PAA (Pasching, Österreich), Lagerung bei Raumtemperatur 

Trypanblau von Sigma (Taufkirchen) 

3H-Thymidin von ICN Biomedicals GmbH (Eschwege) 

IMDM mit L-Glutamin von Lonza (Wuppertal) 

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) von Lonza (Wuppertal) 

X-VIVO20 von Lonza (Wuppertal) 

1x PBS-Puffer:      MACS/FACS-Puffer: 

137mM NaCl-Lösung (0,9%)     1x PBS-Puffer 

2,7mM KCl       0,5% HSA 

8,1mM Na2HPO4      3mM EDTA 

1,5mM KH2PO4 in Aqua dest., pH 7,0 – 7,2 

Antikörper-Verdünnungslösung: 1x PBS-Puffer + 0,5% HSA 

Trypanblau-Lösung: 1x PBS-Puffer + 0,4% Trypanblau 
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3.1.2 Zytokine 

Tabelle 1 : Humane Zytokine. 

Humane Zytokine  Quelle Bezugsquelle 

IL-1�  E. coli Miltenyi Biotec #130-093-898 

IL-2 E. coli Chiron 

IL-4 E. coli ImmunoTools #11340047 

IL-6 E. coli Strathmann Biotec #hIL6-25pg 

IL-10  Cell Genix #1414-050 

TNF�  Hefe Miltenyi Biotec  #130-094-024 

GM-CSF  BERLEX 

Prostaglandin E2  Cayman Chemical #363-24-6 

 

3.1.3 Antikörper 

Tabelle 2: Primäre Antikörper. 

Spezifität Klon IgG-Klasse 
Gebrauchs- 

lösung 
Stamm- 
lösung 

Bezugsquelle 

Human 
CCR7 

150503 
Maus 
IgG2a 

20µg/ml 500µg/ml 
R&D Systems 

#MAB197 

Human 
CD3 

OKT-3 
Maus 
IgG2a 

0,5-1µg/ml 
3,32 bzw. 1,6 

mg/ml 
selbstaufgereinigtes 

Hybridomplasma 

Human 
CD14 

RMO52 Maus 
IgG2a,�  

5µg/ml 250µg/ml Immunotech 
#IM0643 

Human 
CD19 

J4.119 
Maus 
IgG1 

5µg/ml 250µg/ml 
Immunotech 

#IM1313 

Human 
CD28 

CD28.2 
Maus 
IgG1,�  

1µg/ml 1mg/ml 
BD Biosciences 

#554725 

Human 
CD80 

MAB104 
Maus 
IgG1 

5µg/ml 250µg/ml 
Immunotech 

#IM1449 

Human 
CD83 

HB15a Maus 
IgG2b,�  

5µg/ml 250µg/ml Immunotech 
#IM2069 

Human 
CD86 

BU63 
Maus 
IgG1 

5µg/ml 250µg/ml 
AbD Serotec 
#MCA1118 

Human 
HLA-DR 

YD1/ 
63.4.10 

Ratte 
IgG2a 

34ng/ml 340ng/ml 
AbD Serotec 
#MCA72S 
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Tabelle 3: Sekundäre Antikörper. 

Spezifität Konjugat Verdünnung 
Stamm- 
lösung 

Bezugsquelle 

Esel 
anti-Maus IgG 

PE 1:100 0,5mg/ml Dianova 
#715-116-151 

Ziege 
Anti-Ratte IgG 

FITC 1:80 500µg/ml 
BioLegend 
#405404 

 

Tabelle 4:  Direktkonjugierte Antikörper. 

Spezifität 
Human 

Konjugat Klon 
Ak-

Klasse 
Gebrauchsverdünnung / 

Konzentration 
Bezugsquelle 

CCR7 APC 150503 
Maus 
IgG2a 

1:2 / 5µg/ml 
R&D Systems 

#FAB197A 

CCR7 PE 150503 Maus 
IgG2a 

1:2 / 25µg/ml R&D Systems 
#FAB197P 

CD3 PE UCHT1 
Maus 
IgG1,�  

1:50 
BD Biosciences 

#555333 

CD4 APC RPA-T4 
Maus 
IgG1,�  

1:20 
BD Biosciences 

#555349 

CD4 FITC 13B8.2 
Maus 
IgG1 

1:30 
Beckman Coulter 

#A07750 

CD4 PE-Cy7 SK3 Maus 
IgG1 

1:5 BD Biosciences 
#557852 

CD8 FITC B9.11 
Maus 
IgG1 

1:30 
Beckman Coulter 

#A07756 

CD14 PE M5E2 
Maus 
IgG2a 

1:2 
BD Biosciences 

#555398 

CD16 PE 3G8 
Maus 
IgG1 

1:130 
BD Biosciences 

#555406 

CD25 PE 4E3 Maus 
IgG2b 

1:5 Miltenyi Biotec 
#130-091-024 

CD25 V450 M-A251 
Maus 
IgG1 

1:20 
BD Biosciences 

#560355 

CD40 PE 5C3 
Maus 
IgG1 

1:2 
eBioscience 
#12-0409-42 

CD45RA FITC HI100 
Maus 

IgG2b,�  
1:20 

BD Biosciences 
#555488 

CD45RA PE HI100 Maus 
IgG2b,�  

1:20 BD Biosciences 
#555489 

CD45RO PE UCHL1 
Maus 

IgG2a,�  
1:20 

BD Biosciences 
#555493 

CD49b FITC AK-7 
Maus 
IgG1 

1:5 
BioLegend 
#314306 

CD62L FITC LT-TD180 
Maus 
IgG1 

1:4 
ImmunoTools 
#21279623 

CD80 PE MAB104 Maus 
IgG1 

1:2 Beckman Coulter 
#PN IM1976U 

CD83 PE HB15e 
Maus 
IgG1 

1:2 
eBioscience 
#12-0839-73 
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CD86 PE IT2.2 
Maus 
IgG2b 

1:10 
eBioscience 
#12-0869-73 

CD122 APC TU27 
Maus 
IgG1,�  

1:4 
BioLegend 
#339008 

CTLA-4 PE BNI3 
Maus 
IgG2a 

1:4 
BD Biosciences 

#560939 

CXCR4 PE 12G5 
Maus 
IgG2a 1:2 

eBioscience 
#12-9999-42 

Foxp3 PE PCH101 
Ratte 
IgG2a 

1:2 
eBioscience 
#12-4776 -42 

HLA-DR FITC L243 
Maus 
IgG2a 

1:10 
BD Biosciences 

#347400 

HLA-DR PE MEM-12 
Maus 
IgG1,�  

1:5 
ImmunoTools 
#21278994 

ICOS PE ISA-3 
Maus 
IgG1 1:2 

eBioscience 
#12-9948-71 

ICOS-L PE MilH12 
Maus 
IgG1 

1:4 
eBioscience 
#12-5889-71 

IL-2 PE-Cy7 
MQ1-
17H12 

Ratte 
IgG2a 

1:2 
BD Pharmingen 

#560707 

ILT2 PE GHI/75 
Maus 
IgG2b 

1:2 
BioLegend 
#333708 

ILT3 PE ZM4.1 
Maus 
IgG1 1:4 

eBioscience 
#12-5139-73 

ILT4 PE 42D1 
Ratte 
IgG2a 

1:2 
eBioscience 
#12-5149-73 

LAG-3 PE  
Ziege 
IgG 

1:10 
R&D Systems 
#FAB2319P 

OX40L PE Ik-1 
Maus 
IgG1 

1:8 / 25µg/ml 
BD Biosciences 

#558164 

PD-1 PE eBioJ105 
Maus 
IgG1 

1:2 
eBioscience 
#12-2799-71 

PD-L1 PE MIH18 Maus 
IgG1 

1:4 eBioscience 
#12-5983-71 

PD-L2 PE MIH18 
Maus 
IgG1 

1:2 
eBioscience 
#12-5888-41 
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Tabelle 5:  Direkt-konjugierte Isotyp-Kontrollen. 

Antikörper  Konjugat  Klon 
Stammlösung/-
Konzentration 

Bezugsquelle 

Maus 
IgG1 

APC MOPC-21 100 Tests 
BD Biosciences 

#555751 

Maus 
IgG1 

FITC 679.1Mc7 100 Tests 
Beckman Coulter 

#A07795 

Maus 
IgG1 

PE 679.1Mc7 100 Tests 
Beckman Coulter 

#A07796 

Maus 
IgG1 

PE MOPC-21 200µg/ml 
BD Biosciences 

#554680 

Maus 
IgG1 

V450 MOPC-21 200µg/ml 
BD Biosciences 

#560373 

Maus 
IgG2a 

PE G155-178 200µg/ml 
BD Pharmingen 

#554648 

Maus 
IgG2b 

PE IS6-11E5.11 100 Test 
Miltenyi Biotec 
#130-092-215 

Ratte 
IgG2a 

APC R35-95 200µg/ml 
BD Biosciences 

#553932 

Ratte 
IgG2a 

PE R35-95 100 Tests 
BD Biosciences 

#555844 

Ratte 
IgG2a 

PE-Cy7 R35-95 100 Tests 
BD Pharmingen 

#557855 
 

3.1.4 MicroBeads + Separationssäulen 

humane MicroBeads von Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach) CD4 (#130-045-101) 
CD14 (#130-050-201) 
CD25 (#130-090-445) 
CD25II (#130-092-983) 
CD45RO (#130-046-001) 

Depletionssäule/LD-Säule (#130-042-901), Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 

Anreicherungssäule/LS-Säule (#130-042-401), Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 

3.1.5 Verwendete Kits 

BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (#554714, + GolgiStop #554715) von BD 
Bioscience (Heidelberg) 

Celltrace Violet Cell Proliferation Kit (#C34557) von life technologies (Darmstadt) 

Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (#V12883) von Invitrogen (Darmstadt) 

Cell Proliferation Dye eFluor670 (#65-0840-85) von eBioscience (Frankfurt) 

DuoSetR ELISA human IL-17 (#DY317) von R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) 

ELISA Set human IFN-�  (#31333539), human IL-13 (#31330139), human IL-10 (#21339108), 
human IL-6 (#31670069), human TNF�  (#31333019) von ImmunoTools (Friesothye) 

BD OptEIATM Set human IL-5 (#2633KI), human IL-2 (#2627KI), human sIL-2R�  (#559104), 
human IL12p40 (#555171) von BD Biosciences (Heidelberg) 
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Human IL-9 ELISA Ready-Set-Go (#88-7958-88) von eBioscience (Frankfurt) 

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (#559763) von BD Biosciences (Heidelberg) 

Fixable Viability Dye eFluor780 (#65-0865) von eBioscience (Frankfurt) 

RNeasy Mini Kit (250) (#74106) von Qiagen (Hilden) 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (#205313) von Qiagen (Hilden) 

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit (#204154) von Qiagen (Hilden) 

3.1.6 Primer (RT-PCR) 

QuantiTect Primer Assays von Qiagen (Hilden) EF-1�  (#QT01669934) 
       T-bet (#QT00042217) 
       GATA-3 (#QT00095501) 
       IFN�  (#QT00000525) 
       IL-5 (#QT00001435) 
       NFATc1 (#QT00094157) 
       NFATc2 (#QT00053599) 
       Foxp3 (#QT00048286) 
       IL-2 (#QT00015435) 

3.1.7 Geräte 

Brutschrank: Hera-Cell 240i von Thermo Scientific (Bonn) 

Cellsorter: FACSAria I von BD (Heidelberg) 

FACS-Geräte: FACS-Calibur mit Cellquest Pro Software Version 3.3 und LSRII mit Diva 6.0 
von BD (Heidelberg) 

Mikroskope: Eclipse TS100 Nikon SM Lux von Leitz (Wetzlar) 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen) 

RT-PCR: Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System von life technologies 
(Darmstadt)  

Rührer: MR2002 von Heidolph GmbH (Schwabach) 

Sterilbank: Herasafe von Thermo Scientific (Bonn) 

Vortexer: VV3 von VWR (Darmstadt) 

Waage: Scout pro von Ohaus (Nänikon, Schweiz) 

Wasserbad: TW 12 von Julabo (Seelbach); Thermomix BU 5 von Braun AG (Melsungen) 

Zentrifugen: Heraeus Fresco 17 und Multifuge 3 L-R von Thermo Scientific (Bonn), Rotina 46 
R von Hettich (Tuttlingen) 

� -Counter: 1205 Betaplate Liquid Scintillation Beta Counter von LKB Wallac (Turku, 
Finnland)  

Schwenker/Schüttler: Heidolph Polymax 2040 von Labotec (Wiesbaden) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Durchflusszytometrie 

Mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS, engl. Fluorescence Activated Cell Sorting) können 

verschiedene Zellpopulationen anhand diverser exprimierter 

Oberflächenmoleküleunterschieden und identifiziert werden. Diese werden mit Fluorochrom-

konjugierten Antikörpern, wie z.B. Fluoresceinisothiocyanate (FITC) oder R-Phycoerythrin 

(PE), spezifisch markiert und mit Hilfe der Immunfluoreszenz untersucht. Die markierten 

Zellen werden durch eine Kapillare in einem Flüssigkeitsstrom nacheinander an einem 

Argonionen-Laser vorbeigeleitet. Das Gerät erfasst dabei die Lichtstreuung und 

Fluoreszenzintensität der Zellen. Nach vorne abgelenkte Strahlen oder auch 

Vorwärtsstreulicht (FSC, engl. Forward Scattered Light) sind ein Maß für die Zellgröße. Das 

Seitwärtsstreulicht (SSC, engl. Side Scattered Light) wird von den Zellen in einem Winkel 

von 90° abgestrahlt. Diese Messung liefert Kenntnisse über die Granularität der Zellen. Die 

Fluorochrome FITC und PE absorbieren das vom Argonionen-Laser emittierte Licht von 

488nm, emittieren es dann aber bei unterschiedlichen Wellenlängen. Die Emissionsmaxima 

von FITC liegen bei 530nm (Grünfluoreszenz), die Emissionsmaxima von PE liegen bei 

570nm (Rotfluoreszenz). Die Anzahl der detektierten Fluoreszenzsignale ist proportional zur 

Anzahl der Fluorochrom-Moleküle auf der Zelloberfläche. Ein elektronisches System erhält 

die Lichtimpulse von der optischen Einheit und übermittelt sie zur Datenauswertung an den 

Computer. Die Signale können z.B. durch die Software CELLQuest 3.3 oder Diva 6.0 (beide 

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) ausgewertet werden. Die Durchflusszytometrie gibt somit 

letztendlich Informationen über die Expression der Oberflächenmoleküle sowie Größe und 

Granularität der Zellen. 

3.2.1.1 Durchflusszytomertrische Analysen – Standards 

Die Zellen wurden zu 1*105 Zellen/Well in einer 96-Well-Rundboden-Platte verteilt. 

Anschließend wurde die Platte zentrifugiert (350xg, 3min, 4°C), der Überstand verworfen. 

Danach erfolgte die Färbung der Zellen, indem die Zellpellets jeweils mit 20µl der 

Gebrauchslösung des Primärantikörpers resuspendiert wurden. Bei einer Doppelfärbung 

(z.B. mit HLA-DR) wurde der zweite Antikörper gleichzeitig appliziert und zusammen für 

20min bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde abgedunkelt, um schädliche Lichteinflüsse auf den 

Fluoreszenzfarbstoff zu vermeiden. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 2x mit 150µl 

FACS-Puffer pro Well gewaschen (350xg, 3min, 4°C). Bei nicht direkt-markierten Antikörpern 

wurde der FITC- und/oder PE-konjugierte Sekundärantikörper (20µl/Well) hinzugegeben und 

bei 4°C für weitere 15min unter Lichtausschluss inkubiert. Abschließend wurden die Zellen 

erneut 1-2x mit 150µl FACS-Puffer/Well gewaschen, um die überschüssigen Antikörper zu 

entfernen. Im letzten Schritt wurden die Zellpellets in 150µl FACS-Puffer aufgenommen und 

in FACS-Röhrchen für die Messung überführt. 
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Als Nachweis für die Reinheit bzw. den Reifegrad wurde die Expression standardisierter 

Oberflächenmoleküle auf den DC-Populationen und den T-Zellen vor und nach Aufreinigung 

untersucht. 

Im Falle der DC-Kulturen wurde zu Kontrollzwecken jede DC-Population mit Antikörpern 

gegen CD2, CD14, CD19, CD80, CD83, CD86, CCR7 versus HLA-DR markiert.�CD2, CD19 

und CD14 wurden verwendet, um Verunreinigungen mit T-Zellen (CD2), 

Monozyten/Makrophagen (CD14) und B-Zellen (CD19) zu bestimmen. Hinweise auf die 

Reife der Zellen ergaben sich aus der Expression von CD80, CD83, CD86, CCR7 sowie 

HLA-DR (MHC-Klasse-II).�

Zur Kontrolle der Reinheit der isolierten IL-10DC-Subpopulationen wurden diese mit den 

direkt-konjugierten Antikörpern gegen CD80, CD83, CD86, CCR7 und HLA-DR markiert. 

Zur Überprüfung der Reinheit der naiven T-Zellen wurde von den PBMC und den naiven T-

Zellen nach der MACS-Aufreinigung ebenfalls eine durchflusszytometrische Analyse 

durchgeführt. Hierzu erfolgte die Inkubation der jeweiligen Zellpopulation mit den direkt-

konjugierten Antikörpern gegen CD4, CD8, CD45RO, CD45RA, CD25, CCR7 sowie CD62L. 

3.2.1.2 DC-Marker-Durchflusszytometrie 

Neben den oben beschriebenen standardisierten Oberflächenmolekülen wurden die DC-

Populationen an Tag 7 zur detaillierten Untersuchung des Expressionsmusters zudem mit 

direkt-konjugierten Antikörpern gegen ICOS-L, PD-L1 und PD-L2, B7-H3, ILT2/3/4, sowie 

CD40, OX40L und CXCR4 versus HLA-DR markiert und durchflusszytometrisch analysiert 

(siehe Abschnitt 3.2.1.1). 

3.2.1.3 T-Zell-Marker-Durchflusszytometrie 

Für die durchflusszytometrischen Untersuchungen des Expressionsmusters auf den 

induzierten T-Zell-Populationen wurde die jeweilige T-Zell-Population an Tag 5 der 

Primärstimulation sowie 48h nach polyklonaler Restimulation nach der oben beschriebenen 

Methode gegen CD28, ICOS, PD-1, CTLA-4, CD62L, CCR7 sowie CD49b und LAG-3 versus 

CD4/CD25 markiert und analysiert (siehe Abschnitt 3.2.1.1). Der intrazelluläre Marker Foxp3 

wurde analog gefärbt (siehe Abschnitt 3.2.1.4).  

3.2.1.4 Durchflusszytometrische Analyse intrazellulärer Moleküle 

Zur Bestimmung des Transkriptionsfaktors Foxp3 wurden 2*105 Zellen pro Well zunächst wie 

oben beschrieben gegen die Oberflächenmoleküle CD4 und CD25 markiert und 

anschließend in 150µl FACS-Puffer pro Well gewaschen. Danach wurden die Zellpellets in 

200µl der frisch angesetzten Fixations-/Permeabilisierungs-Gebrauchslösung resuspendiert 

und 30min bei 4°C abgedunkelt inkubiert. Dies ermöglicht den Zugang der Antikörper zum 

Zellinneren. Nach der Zentrifugation (400xg, 5min, 4°C) wurden die Zellen mit 200µl 

Permeabilisierungspuffer (PP) pro Well gewaschen (350xg, 3min, 4°C). Nun erfolgte die 30-

minütige Färbung mit anti-human Foxp3-mAb bzw. der Isotyp-Kontrolle bei 4°C im Dunkeln. 
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Die Antikörper wurden hierfür in PP adäquat verdünnt. Nach 1-2 Waschschritten in 200µl  PP 

pro Well wurden die Zellen in 150µl FACS-Puffer resuspendiert, um die Zellmembran wieder 

zu verschließen, und in FACS-Röhrchen für die Messung überführt. 

3.2.1.5 Proliferationsfarbstoffe 

Mit den verwendeten Proliferationsfarbstoffen sowie den markierten Zellsuspensionen wurde 

unter Lichtausschluss gearbeitet, da die Fluorochrome lichtempfindlich sind. Zudem wurden 

die Zellsuspensionen stets in vorgewärmten PBS (37°C) resuspendiert und markiert, da dies 

die Aufnahme der Farbstoffe verbessert. Die verwendeten Proliferationsfarbstoffe 

diffundieren durch die Zellmembran. Durch intrazelluläre Esterasen werden die Farbstoffe 

aktiviert und binden an freie Amine zytoplasmatischer Proteine, so dass diese nicht mehr 

membrangängig sind.�Bei Zellteilung halbiert sich die Fluoreszenzintensität, dass durch eine 

durchflusszytometrische Messung detektiert werden kann. 

3.2.1.5.1 CFDA-SE 

Von einer 10mM CFDA-SE
Carboxyfluoreszein Diacetat Succinimidyl Ester)-Stammlösung 

wurde zunächst eine 1:100 Verdünnung mit 37°C warmem PBS hergestellt. 1-2*107 Zellen 

wurden in 1ml PBS resuspendiert. Pro 1ml PBS wurden 10µl der CFDA-SE-Verdünnung 

hinzugegeben, womit man eine CFDA-SE-Endkonzentration von 1µM erhält. Die mit 1µM 

CFDA-SE versehene Zellsuspension wurde für 20min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

Zum Abstoppen der Färbung wurde die Zellsuspension mit X-VIVO 20 + 2% HSA aufgefüllt 

(1:10) und zentrifugiert (350xg, 10min, 4°C). Der Überstand wurde verworfen, nach 

wiederholtem Vorgang mit X-VIVO 20 wurden die Zellen anschließend gezählt. 

3.2.1.5.2 Celltrace Violet 

Von dem Farbstoff Celltrace Violet wurde eine 5mM Stocklösung hergestellt, indem der 

Inhalt eines Röhrchens lyophilisierten Celltrace Violet in 20µl DMSO aufgenommen wurde. 

Bei einer optimalen Zellkonzentration von 1*106 Zellen pro ml PBS wurde die Zellsuspension 

mit einer Celltrace Violet-Endkonzentration von 0,5µM gefärbt, d.h. pro 10ml Zellsuspension 

wurde 1µl der Celltrace Violet Stöcklösung hinzupipettiert und für 20min im Brutschrank bei 

37°C inkubiert. Die Färbung wurde abgestoppt, indem die Zellsuspension mit X-VIVO 20 mit 

10% FCS aufgefüllt (1:5) und zentrifugiert wurde (350xg, 10min, 4°C,). Nach wiederholtem 

Vorgang mit  X-VIVO 20 wurde die Zellsuspension gezählt. 

3.2.1.5.3 CPD eFluor670 

Zunächst wurde eine 5mM Stammlösung hergestellt, indem der Inhalt eines Röhrchens 

lyophilisierten CPD eFluor670 in 126µl DMSO resuspendiert wurde. Für die 2µM 

Gebrauchslösung wurde die Stammlösung 1:2500 in warmen PBS verdünnt. Bei einer 

optimalen Zellkonzentration von 2*107 Zellen pro ml PBS wurde die Zellsuspension dann mit 

einer Endkonzentration von 1µM gefärbt, d.h. pro ml Zellsuspension wurde 1ml der CPD 
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eFluor670 Gebrauchslösung hinzupipettiert und für 10-15min im Brutschrank bei 37°C 

inkubiert. Die Reaktion wurde durch Auffüllen der Zellsuspension mit kaltem X-VIVO 20 + 

10% Serum (1:5) und einer Inkubation von 5min auf Eis abgestoppt. Anschließend wurden 

die Zellen pelletiert (350xg, 10min, 4°C), wonach der Überstand verworfen wurde. Nach 

wiederholtem Vorgang mit  X-VIVO 20 wurde die Zellsuspension gezählt. 

3.2.2 Zellkultur 

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden grundsätzlich unter sterilen und möglichst konstanten 

Bedingungen durchgeführt. Die Tätigkeiten mit potentiell infektiösen Materialien wie Buffy-

Coats, Seren oder Zellkulturen erfolgten unter einer Sterilbank. Für das sterile Arbeiten 

wurden alle Glaswaren vor Gebrauch sterilisiert (4h; 180 °C), alle Lösungen autoklaviert (121 

°C; 1,2 bar; 21min) oder steril filtriert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Platten, 

im Brutschrank bei 37 °C, 5%iger CO2-Begasung und mit Wasserdampf gesättigter 

Atmosphäre. 

3.2.3 Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung 

3.2.3.1 Trypanblau-Färbung 

Die Zahl und Viabilität der Zellen wurde mit Hilfe einer Trypanblau-Färbung ermittelt. Der 

saure Trypanblau-Farbstoff kann durch die Membran von toten Zellen ins Zellinnere 

aufgenommen werden. So erscheinen tote Zellen im Mikroskop blau bis violett, lebende 

Zellen bleiben farblos. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel: 

Gesamtzellzahl = X * Y * Z * 10 4 

X = Lebendzellzahl in einem Quadranten 
Y = Verdünnung 
Z = Volumen der Zellsuspension 

3.2.3.2 7-AAD/Annexin-V-Färbung 

Neben der Standardmethode der Trypanblau-Färbung zur Bestimmung der Viabilität wurde 

an Tag 5 der Primärkultur, an Tag 3 der Ruhe sowie analog zur Restimulation 

(Proliferationsassay) eine Apoptose-Messung (7-AAD/Annexin V) mittels 

Durchflusszytometrie durchgeführt. 7-AAD färbt tote Zellen, während Annexin V ein Marker 

für sterbende, d.h. apoptotische Zellen darstellt. Hierfür wurden 1*105 Zellen/Well mit FACS-

Puffer gewaschen (350xg, 3min, 4°C). Anschließend wurden die Zellpellets mit 25µl/Well der 

in Binding-Puffer 1:20 verdünnten Antikörper markiert. Nach einer 15-minütigen 

abgedunkelten Inkubationszeit bei RT wurden die Proben in 150µl Binding-Puffer 

aufgenommen und die durchflusszytometrische Analyse erfolgte innerhalb 1h. Als Kontrollen 

dienten ungefärbte Zellen der jeweiligen Population. 
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3.2.4 Generierung humaner dendritischer Zellen aus Leukapheresen 

Die dendritischen Zellen (DC) wurden durch "Adhäsions-Selektion" aus CD14+ 

Vorläuferzellen generiert. Hierfür wurden jeweils 8-10 Cryoröhrchen des jeweiligen gesunden 

Leukapherese-Spenders aus den Stickstofftanks entnommen und bei 37°C im Wasserbad 

vorsichtig angetaut. Anschließend wurde jedes Cryoröhrchen zügig in jeweils ein 

Zentrifugenröhrchen entleert, in denen zuvor kaltes FCS vorgelegt wurde, mit kaltem RPMI 

aufgefüllt und bei 350xg für 10min bei 4°C zentrifugiert. Die Materialien (Medien, Plastik) 

wurden dabei stets auf Eis gehalten. Die Zentrifugationsschritte wurden mit RPMI insgesamt 

3x wiederholt, wobei der Überstand jeweils verworfen wurde. Die Zellen wurden gezählt und 

in der entsprechenden Menge RPMI aufgenommen, wobei 1,2-1,5*107 Zellen/Well in 6-Well-

Platten verteilt wurden und bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank für 30-45min inkubierten. 

Nach dieser Adhärenzphase wurden die Platten zur Entfernung von T- und B-Zellen sowie 

andere nicht adhärenter Zellen mit warmem PBS gewaschen. Über Nacht wurden die Zellen 

in IMDM + 5% autologem Serum kultiviert. 

Am nächsten Morgen (Tag 1) wurde das Medium abgenommen und durch neues 

Kulturmedium (IMDM + 5% autologes Serum, 150IE/ml IL-4 und 400U/ml GM-CSF) ersetzt. 

Am Tag 2 der DC-Kultur wurde 1ml Medium aus jedem Well entnommen und durch neues 

Kulturmedium ersetzt (IMDM+ 5% autologes Serum + 150IE/ml IL-4 + 800U/ml GM-CSF).  

Die unreifen DC wurden an Tag 5 der DC-Kultur durch Kühlung (10-15min auf Eis) von den 

Platten gelöst, in einem Zentrifugenröhrchen gesammelt und zentrifugiert (350xg, 4°C, 

10min). Die Zellen wurden gezählt und in Medium (IMDM + 5% autologes Serum + 150IE/ml 

IL-4 + 800U/ml GM-CSF) auf 1*106 Lebendzellen/Well eingestellt. Der Zytokincocktail 

(5ng/ml TNF� , 5ng/ml IL-1� , 50IU/ml IL-6, 1� g/ml PGE2) wurde für die DC-Maturierung 

hinzugegeben. Für die Generierung tolerogener DC wurde zusätzlich zum Reifungscocktail 

20ng/ml IL-10 in die Wells gegeben. 

Nach zwei Tagen der DC-Maturierung wurden die DC erneut durch Kühlung (10-15min auf 

Eis) von den Platten gelöst, anschließend in ihrem Medium von der Platte gespült, in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert. Ein Teil des Überstands wurde bei -80°C 

wegefroren, der Rest verworfen. Die Zellen wurden anschließend in PBS gewaschen, 

gezählt und auf die gewünschte Lebendzellzahl in dem benötigten Medium eingestellt. Für 

alle Waschschritte wurde stets kaltes PBS verwendet und erfolgten bei 350xg, 4°C für die 

Dauer von 10min.� Die Reinheit und der Reifegrad der DC-Populationen wurden mittels 

Durchflusszytometrie überprüft (siehe Abschnitt 3.2.1.1). 
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3.2.5 Anreicherungen 

3.2.5.1 Anreicherung der IL-10DC Subpopulationen über Cellsort 

Die IL-10DC wurden an Tag 7 der DC-Kultur geerntet, 2x mit PBS gewaschen (350xg, 

10min, 4°C) und gezählt. Anschließend  wurden die Zellen mit 100-150µl anti-human CCR7-

mAb 15min auf Eis inkubiert. Zwischenzeitlich wurde die Suspension gut resuspendiert. Die 

gefärbten IL-10DC wurden gegebenenfalls über ein 70µm Zellsieb gegeben und nach 

nochmaligem Waschen und Zählen auf 5*106 pro ml MACS-Puffer + 5% DC-Serum 

eingestellt. Diese Zellsuspension wurde dann in der Flow Cytometry Core Facility der 

Universitätsmedizin Mainz anhand der CCR7-Expression nach CCR7high und CCR7negativen IL-

10DC durchflusszytometrisch getrennt (Cellsort). Die Reinheit der aufgereinigten 

Zellpopulationen wurde anschließend mittels Durchflusszytometrie kontrolliert (siehe 

Abschnitt 3.2.1.1). 

3.2.5.2 Anreicherung der naiven T-Zellen über MACS 

Für die Aufreinigung der naiven T-Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender wurden 

zunächst die PBMC (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) aus einem Buffy-Coat 

aufgearbeitet. Der 80ml Buffy-Coat wurde zunächst in ein steriles Becherglas überführt und 

mit endotoxinfreiem PBS (DPBS, Fa. GIBCO) auf ca. 120ml aufgefüllt. Diese wurden 

vorsichtig auf ein Ficoll-Gradientenkissen pipettiert und zentrifugiert (350xg, 30min, RT, ohne 

Bremse). Diese Gradientenschicht ermöglicht die Auftrennung der Zellen, wobei durch die 

Zentrifugation mehrere Phasen entstehen. Die oberste Phase wird von dem Plasma gebildet. 

Darunter liegt die weiße, ringförmige Interphase, die aus den Lymphozyten und weiteren 

mononukleären Zellen besteht. Darunter befindet sich eine Ficoll-Schicht. Die letzte und 

unterste Phase wird von Granulozyten und Erythrozyten gebildet. 

Die Interphase wurde gewonnen und 3x mit kaltem PBS durch Zentrifugieren gewaschen 

(350xg, 10min, 4°C). Anschließend wurden die PBMC gezählt. Das Plasma wurde ebenfalls 

abgenommen, hitzeinaktiviert (56°C, 30min) und nach zwei Zentrifugationsschritten 

(4000rpm, 5min, 4°C) im Kühlschrank aufbewahrt. 

Zunächst erfolgte die Depletion von CD14+, CD45RO+ und CD25+ Zellen. Aktivierte T-Zellen 

und natürlich vorkommende Treg (nTreg) wurden durch die Depletion mit CD45RO- bzw. 

CD25-MicroBeads entfernt. Durch die CD14-Depletion wurden Monozyten aus den PBMC 

isoliert. Das Zellpellet wurde mit 16µl MACS-Puffer, 5µl anti-human CD14-MicroBeads, 6µl 

anti-human CD45RO-MicroBeads und 4µl anti-human CD25-MicroBeads pro 1*107 PBMC 

inkubiert (15min, 4°C, Schwenker). Anschließend erfolgte ein Waschritt mit MACS-Puffer 

(300xg, 10min, 4°C). Das resuspendierte Zellpellet wurde auf zwei Depletions-/LD-Säulen 

aufgeteilt. Jede Säule wurde dreimal mit MACS-Puffer gespült, wobei der Durchlauf 

gesammelt wurde.� Die so gewonnen CD14/CD45RO/CD25-depletierten PBMC wurden 

gezählt und einer CD4-Anreicherung unterzogen. Pro 1*107 Zellen wurden 16µl MACS-Puffer 
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und 4µl anti-human CD4-MicroBeads hinzugegeben und 15min bei 4°C auf dem Schwenker 

inkubiert. Anschließend wurde mit MACS-Puffer aufgefüllt und zentrifugiert (300xg, 10min, 

4°C). Das resuspendierte Zellpellet wurde dann auf die LS-Säule zur CD4-Anreicherung 

gegeben. Die Säule wurde dreimal mit MACS-Puffer gespült, wobei der Durchlauf hier 

verworfen wurde. Das Eluat, welches zügig durch 3-maliges Eluieren mit je 5ml MACS-Puffer 

gewonnen wurde, enthält die naiven CD4+CD45RA+CD25low T-Zellen. Diese wurden gezählt 

und für den Versuchsansatz (Primärkultur, siehe Abschnitt 3.2.6) eingesetzt. Die 

Aufreinigung wurde mithilfe der durchflusszytometrischen Analyse überprüft (siehe Abschnitt 

3.2.1.1). 

3.2.5.3 Anreicherung der CD4+CD25low T-Zellen über MACS 

Am Tag der Restimulation (Tag 0) wurde neben dem standardisierten Proliferationsassay  

(siehe Abschnitt 3.2.7.1) auch ein Suppressorassay (siehe Abschnitt 3.2.7.2) angesetzt. Als 

Responder-T-Zellen dienten frisch isolierte CD4+CD25low T-Zellen. Hierzu wurden zunächst 

PBMC aus einem Buffy Coat aufgearbeitet und gezählt (siehe Abschnitt 3.2.5.2). 

Anschließend erfolgte die Anreicherung der CD25+ T-Zellen. Das Zellpellet wurde in 10µl 

MACS-Puffer und 1µl anti-human CD25-MicroBeads resuspendiert. Daraufhin wurde die 

Suspension 20min bei 4°C auf einem Schwenker inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 

MACS-Puffer gewaschen (300xg, 10min, 4°C) und dann auf die vorbereiteten LS-Säulen 

gegeben. Der Durchlauf nach dem 1. Waschen der Säule mit MACS-Puffer (CD25-

depletierte Population) wurde aufgefangen, pelletiert und nochmals über eine LD-Säule 

gegeben. Anschließend wurde die Säule mit MACS-Puffer 2x gewaschen, wobei der 

Durchfluss aufgefangen und gezählt wurde. Das Zellpellet wurde dann in 10µl MACS-Puffer 

und 3µl anti-human CD4-MicroBeads pro 1*107 Zellen resuspendiert und 20min bei 4°C auf 

dem Schwenker inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde mit MACS-Puffer aufgefüllt 

und gewaschen (300xg, 10min, 4°C). Die Zellsuspension wurde anschließend auf die 

vorbereitete LS-Säule gegeben. Nach dreimaligem Spülen mit MACS-Puffer wurde das Eluat 

gewonnen und anschließend die Zellzahl bestimmt. 

3.2.6 Primärkultur 

Für den Ansatz der Primärkultur (Tag 0, Primärstimulation) wurde die jeweilige DC-

Population mit  den naiven T-Zellen im Verhältnis 1:10 bzw. 1:20 kultiviert. Hierfür wurden in 

einem 6-Well 2*106 T-Zellen mit 2*105 bzw. 1*105 DC in dem Kulturmedium (X-VIVO 20 + 1% 

autologes DC-Serum + 2U/ml IL-2) kultiviert. Nach 2 Tagen wurde jede Population der 

Kokultur mit 1U/ml IL-2 gefüttert. Am Tag 5 der Primärkultur wurden die T-Zell-Populationen 

in Ruhe gebracht. Die Kulturen wurden gewonnen, zentrifugiert (350xg, 10min, 4°C), wobei 

ein Teil der Überstände bei -80°C weggefroren wurde, und anschließend mit PBS 

gewaschen sowie gezählt. Die Zellsuspensionen wurden dann mit einer Konzentration von 

1*106/ml in frischem Kulturmedium ausplattiert. Nach dieser 3-4tägigen Ruhephase wurden 



�������

die T-Zell-Populationen für die Restimulationsversuche (Tag 0, siehe Abschnitt 3.2.7) 

gewonnen. 

3.2.6.1 3H-Thymidin-Inkorporation 

Für den Proliferationsassay der Primärkultur wurden naive T-Zellen zusammen mit der 

jeweiligen DC-Population als Tripletts in einer 96-Well-Platte in den DC:TC-Verhältnissen 

1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 kultiviert. Pro Well wurden stets 2,5*104 T-Zellen ausplattiert, die 

Zellzahl der jeweiligen DC-Population dementsprechend angepasst, wobei das 

Kulturmedium bestehend aus X-VIVO 20 + 1% autologes DC-Serum + 2U/ml IL-2 verwendet 

wurde. Nach 72h wurde der Proliferationsansatz mit 1µCi 3H-Thymidin (3[H]TdR) gepulst. 

Nach weiteren 16-18h im Brutschrank wurde die Platte im � -Counter (Messung der T-Zell-

Proliferation anhand der 3[H]TdR-Inkorporation) gemessen. 

3.2.7 Restimulationen  

Im Allgemeinen wurde für die Restimulationsversuche stets das Kulturmedium X-VIVO 20 

ohne Zusätze verwendet. 

Für die Zytokinmessungen wurde am Vortag der Restimulation die entsprechende Well-

Anzahl einer 96-well-Platte mit 1µg/ml anti-CD3-mAb und 2µg/ml anti-CD28-mAb bei 4°C 

beschichtet. Am nächsten Tag wurden diese 1x mit PBS gespült. Mit einer Konzentration von 

1*106 Zellen/ml wurden die T-Zellen der jeweiligen Population im Kulturmedium ausgebracht. 

Nach 24h Inkubation im Brutschrank wurden die Überstände nach Zentrifugation gewonnen 

und bei –80°C für die ELISA-Tests weggefroren. 

3.2.7.1 Proliferationsassays – Anergieinduktion 

3.2.7.1.1 3H-Thymidin-Inkorporation 

Für den Proliferationsassay der Restimulation wurden 96-Well-Platten am Vortag mit 1µg/ml 

anti-CD3-mAb + 2µg/ml anti-CD28-mAb bei 4°C beschichtet. Die Platten wurden am 

nächsten Tag (Restimulation Tag 0) 1x mit PBS gewaschen und die T-Zell-Populationen zu 

2,5-5*104 Zellen/Well ausplattiert. Nach 72h wurde der Proliferationsansatz mit 1µCi 3H-

Thymidin (3[H]TdR) gepulst. Nach weiteren 16-18h im Brutschrank wurden die Platten bis zur 

Messung im � -Counter (Messung der T-Zell-Proliferation anhand der 3[H]TdR-Inkorporation) 

gegebenenfalls eingefroren. 

3.2.7.1.2 IL-2-abhängige Proliferation 

Die 96-Wells wurden am Vortag mit 1µg/ml anti-CD3-mAb bei 4°C beschichtet, am nächsten 

Tag (Restimulation Tag 0) dann 1x mit PBS gewaschen. Die T-Zell-Populationen wurden zu 

0,5*105 Zellen/Well ausplattiert, wobei zusätzlich eine IL-2-Titration (2U/ml, 12,5U/ml, 

25U/ml, 50U/ml, 100U/ml, 200U/ml) angesetzt wurde. Nach 72h wurde der 

Proliferationsansatz mit 1µCi 3[H]TdR gepulst. Nach weiteren 16-18h im Brutschrank wurden 
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die Platten bis zur Messung im � -Counter (Messung der T-Zell-Proliferation anhand der 
3[H]TdR-Inkorporation) gegebenenfalls eingefroren. 

3.2.7.2 Suppressorassays 

3.2.7.2.1 Durchflusszytometrische Analyse mittels Proliferationsfarbstoffe 

Die CD4+CD25low Responder-T-Zellen wurden mit dem Proliferationsfarbstoff CPD eFluor670 

markiert (siehe Abschnitt 3.2.1.5.3). Die induzierten Treg-Subpopulationen wurden nach der 

3-tägigen Ruhephase gewonnen, gezählt und anteilig mit dem Proliferationsfarbstoff 

Celltrace Violet gefärbt (siehe Abschnitt 3.2.1.5.2). Zur Stimulation der T-Zell-Kulturen 

wurden mDC (syngen zur Primärstimulation), PBMC + 1µg/ml anti-CD3-mAblöslich sowie 

0,5µg/ml anti-CD3-mAblöslich + 0,25µg/ml anti-CD28-mAblöslich bzw. 1µg/ml anti-CD3-mAblöslich 

+ 0,5µg/ml anti-CD28-mAblöslich eingesetzt. Die mDC wurden hierbei im DC:Responder-T-

Zellen-Verhältnis 1:50 und die mit 9000rad bestrahlten PBMC im Verhältnis 3:1 eingesetzt. 

Sowohl mDC als auch PBMC wurden zudem mit dem Proliferationsfarbstoff CFSE markiert 

(siehe Abschnitt 3.2.1.5.1). Neben den Kokulturansätzen aus Responder-T-Zellen und der 

jeweiligen iTreg-Subpopulation im Verhältnis 1:1 wurden auch Einzelzellkulturen mit der 

jeweiligen Stimulation angesetzt. Pro 96-Well wurden jeweils 1*105 T-Zellen ausplattiert. Die 

durchflusszytometrische Analyse erfolgte an Tag 1 nach Versuchsansatz, die Endmessung 

an Tag 5. 

3.2.8 RT-PCR – Bestimmung des mRNA-Levels 

Für die Gewinnung der mRNA wurden die T-Zell-Populationen (1*106/ml) mit immobilisiertem 

anti-CD3-mAb (1µg/ml) und anti-CD28-mAb (2µg/ml) 24h restimuliert. Zu den Zeitpunkten 

t=0h, 1h, 5h und 24h wurden die Zellpellets gewonnen und gegebenenfalls bei -80°C 

gelagert. Die Flächen wurden vor der Arbeit gereinigt um eine Kontamination mit fremder 

RNA zu vermeiden. Daher wurde auch stets mit Handschuhen und RNase-freien Materialien 

gearbeitet. 

mRNA-Aufreingung 

Die mRNA-Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers mittels „RNeasy Kit“ 

(Fa. Qiagen). Je 1*107 Zellen wurden in 600µl RLT-Puffer gut resuspendiert und die 

Zellmembranen zerstört. Zur Suspension wurden weitere 600µl 70% Ethanol dazugegeben 

und resuspendiert. Der feine Niederschlag stellt Proteinausfällungen dar. Nach dem Auftrag 

der Suspensionen auf die Zentrifugationssäulen wurden diese 1min bei 14000rpm 

zentrifugiert. Die Eppis wurden entleert, die Säulen 1x mit 700µl RW1-Puffer und 2x mit 

500µl RPE-Puffer gewaschen (14000rpm, 1min). Nach einem letzten Zentrifugationsschritt 

ohne Puffer (14000rpm, 4min) wurde die RNA mit 30-50µl RNase-freiem Wasser aus der 

Säule in frische Eppis gespült (14000rpm, 1min) und entweder direkt weiter verarbeitet 

(siehe unten) oder bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung weggefroren. Die Konzentration der 

mRNA in der Suspension wurde durch eine Messung mit NanoDrop 2000 bestimmt. 
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Reverse Transkription der gewonnenen mRNA 

Die mRNA wurde mittels dem "QuantiTect Reverse Transcription Kit" (Fa. Qiagen) 

transkribiert. Die Reverse Transkription erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 

Jeweils 0,5-1µg mRNA pro Probe wurden mit gDNA-Wipeout-Puffer (7-fach) und 

gegebenenfalls RNase-freiem Wasser versetzt, wobei das Gesamtvolumen 14µl betrug. 

Nach einer 2-minütigen Inkubation bei 42°C wurden die Proben umgehend auf Eis gesetzt. 

Anschließend wurde zu jeder Probe 6µl des bereits angefertigten Reverse Transkriptase-

Mastermix (Quantiscript Reverse Transkriptase/RT-Puffer (5-fach)/RT-Primer-Mix) 

zugegeben, so dass das Gesamtvolumen pro Ansatz bei 20µl lag. Nach einer weiteren 

Inkubation bei 42°C für 15min und einer direkt angeschlossenen Inkubation bei 95°C für 

3min konnte die gewonnene cDNA entweder direkt zur RT-PCR-Analyse genutzt oder bei    

–20°C gelagert werden. 

RT-PCR-Analyse 

Die Durchführung der RT-PCR-Analyse der gewonnenen cDNA-Proben erfolgte nach 

Protokoll des Herstellers mit „QuantiFAST SYBR Green RT-PCR Kit“ (Fa. Quiagen) in 96-

Well-Platten, wobei pro Probe eine Doppelbestimmung durchgeführt wurde. Zudem wurde 

für jede Probe das Referenz-Haushaltsgen EF-1�  mitgeführt. Zuvor wurden alle cDNA-

Proben 1:2 mit TE-Puffer verdünnt. 1µl der verdünnten cDNA-Probe wurde dann mit RNase-

freiem Wasser im Verhältnis 1:10 versetzt (cDNA-Mastermix). 15µl SYBR Green-Mastermix 

(2x SYBR Green + gewünschter Primer im Verhältnis 1:5) wurde zusammen mit 10µl cDNA-

Mastermix möglichst luftblasenfrei pipettiert (25µl Gesamtvolumen pro 96-Well). Nach einer 

Zentrifugation bei 800rpm für 1min wurden die Ansätze mit dem 7300 Real Time PCR 

Applied Biosystem gemessen. Für die verwendeten Primer wurde jeweils folgendes 

Programm durchgeführt: Stufe Zyklus  Temperatur Zeit 

1 1  95°C  5min 
2 40  95°C  10sec 

60°C  30sec 
3 1  95°C  30sec 
4 1  60°C  30sec 
5 1  95°C  15sec 

       60°C  1min 
       95°C  15sec 

Mit den von dem Messgerät gemessenen Crossingpoints (Cp) wurde die relative Expression 

der mRNA nach folgender Formel berechnet: ETCpT(C)-CpT(S) * ERCpR(S)-CpR(C)  

ET = Effizienz Zielgen 
ER = Effizienz Referenz (Haushaltsgen) 
S = Sample/Probe 
R = Referenz 
C = Calibrator 
CpT = Zyklenanzahl der Cp für das Zielgen 

 

 



�������

3.2.9 Zytokinmessung 

3.2.9.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

Die ELISA-Sets können in ihrer Vorgehensweise, in den Konzentrationen der verwendeten 

Substanzen sowie in den zu verwendenden Volumina abweichen. Daher war es erforderlich, 

dass die entsprechende ELISA-Anleitung des Herstellers beachtet und befolgt wurde. 

Am Vortag wurde die benötigte Anzahl an ELISA-Platten mit dem Antigen-spezifischen 

Coating-/Capture-Antikörper beschichtet (100µl/Well). Am nächsten Tag wurden die 

beschichteten Platten gewaschen und anschließend gut ausgeklopft. Um unspezifische 

Bindungen zu vermeiden, wurden die Wells mit Blocking-Puffer überschichtet und somit die 

freien Proteinbindungsstellen abgesättigt (1h, RT). Danach wurden die Wells mit 

Waschpuffer wieder gewaschen und gut ausgeklopft. Die zuvor angesetzte Standard-

Kalibrierungs-Reihe und die (verdünnten) Proben wurden in die Wells pipettiert (50µl/Well), 

wobei immer Doppelbestimmungen durchgeführt wurden. Nach der Inkubation bei RT wird 

wiederholt mit dem Waschpuffer gewaschen. Pro Well wurden nun 100µl des Biotin-

konjugierten Detektions-Antikörpers, gelöst in Diluent/Dilution-Puffer, hinzugegeben und 

wiederum für 1h inkubiert. Nachdem die Platten mit Wachspuffer gewaschen wurden, wurde 

das enzymatische Streptavidin-HRP-Konjugat auf die Wells verteilt (100µl/Well) und 20-

30min inkubiert. Abweichend hiervon wurden 100µl Biotin-/Streptavidin-HRP-Reagent 

(Working Detector) pro Well verteilt. Der so entstandene Antikörper-Antigen-Antikörper-

Komplex erinnert an ein „Sandwich“, weshalb dieses Verfahren auch Sandwich-ELISA 

genannt wird. Es wurde ein letztes Mal mit Waschpuffer gewaschen. Pro Well wurden 100µl 

des Substrates (TMB, 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) pipettiert. Anschließend inkubierte die 

Platte bei RT im Dunkeln. Die Umsetzung des farblosen Substrates und der damit 

verbundene Farbumschlag (blau), katalysiert durch das HRP (engl. horseradish peroxidase)-

Enzym, wurde mit 2N Schwefelsäure (H2SO4) abgestoppt (50-100µl pro Well). Die 

Absorptions-Messung bei 450nm und damit die fotometrische Bestimmung der 

Zytokinkonzentration erfolgten innerhalb von 30min. 

3.2.9.2 Intrazelluläre durchflusszytometrische Analyse 

An Tag 3 der Ruhe wurden die induzierten T-Zell-Populationen gewonnen, 2x gewaschen 

(350xg, 10min, 4°C) und anschließend mit 2*105 Zellen pro 96-Well ausplattiert. Die Zellen 

wurden dann über Nacht mit immobilisiertem anti-CD3-mAb (1µg/ml) und löslichem anti-

CD28-mAb (2µg/ml) restimuliert. Hierfür wurden die am Vortag mit 1µg/ml anti-CD3-mAb 

beschichtete 96-Well-Flachboden-Platte (100µl/Well) mit PBS 1x gewaschen. Am nächsten 

Tag erfolgte zunächst eine weitere Stimulation der T-Zell-Populationen mit 10ng/ml PMA + 

1µg/ml Ionomycin + Goldgi-Stop für 5h. Anschließend wurde die Viabilitätsfärbung mit dem 

Fixable Viabiltiy Dye eFluor780  (eBioscience) durchgeführt, um bei der 

durchflusszytometrischen Analyse die toten Zellen ausgaten zu können. Hierfür wurden die 
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Zellpellets mit 50µl/Well einer in PBS 1:1000 verdünnten Gebrauchslösung 30min bei 4°C 

abgedunkelt inkubiert. Nach 1-2 Waschschritten erfolgte die Färbung der 

Oberflächenmoleküle wie oben beschrieben. Nachdem die Zellen wiederholt gewaschen 

worden waren, wurden die Zellpellets in 100µl Cytofix/Cytoperm-Lösung resuspendiert und 

20min bei 4°C inkubiert, um die Zelllyse zu induzieren. Nach einem Zentrifugationsschritt 

(400xg, 3min, 4°C) und einem weiteren Wachsschritt mit 150µl 1x PermWash-Puffer pro Well 

(350xg, 3min, 4°C) wurden die Zellpellets mit anti-IL-2-mAb bzw. der Isotyp-Kontrolle 

(20µl/Well) gefärbt. Die Antikörper wurden hierfür in PermWash-Puffer verdünnt. Nach einer 

30-minütigen Inkubationszeit wurden die Zellen erneut in PermWash-puffer gewaschen und 

zuletzt in 150µl FACS-Puffer (wichtig für das Verschließen der Zellmembran) für die 

Messung aufgenommen. 

3.2.10 Statistische Auswertungen 

Die statistischen Auswertungen werden mit Hilfe der Programme Graph Pad Prism für 

Windows Version 5.02 durchgeführt. Die statistischen Signifikanzen des Expressionsmusters 

der DC-Populationen sowie der induzierten T-Zell-Populationen, die Proliferationsdaten 

(Anergie-Induktion + Suppression) und die Apoptose-Messungen wurden mit dem student‘s 

t-test für paarige Stichproben analysiert. Die Signifikanzen der ELISA-Daten sowie der RT-

PCR-Analysen wurden aufgrund geringer n-Zahl und stärkerer Abweichungen mit dem 

Wilcoxon matched pairs test bestimmt. 

Die Werte werden dann als signifikant angesehen, wenn p < 0,05 ist (* = p < 0,05; ** = p < 

0,01; *** = p < 0,001). 
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4 Ergebnisse 

4.1 Charakterisierung der humanen tolerogenen IL-10 -modulierten 

dendritischen Zellpopulationen (IL-10DC) 

4.1.1 Separation der IL-10DC-Subpopulationen 

In durchflusszytometrischen Analysen vorangegangener Studien44, 70, 71 wurde 

gezeigt, dass es sich bei den humanen IL-10-modulierten dendritischen Zellen (IL-

10DC) um eine heterogene Population handelt, die sich aus einer maturen 

(CD83highHLA-DRlow) und einer immaturen (CD83lowHLA-DRlow) Subpopulation 

zusammensetzt. Die Expression von CCR7, einem Chemokin-Rezeptor und damit 

am Prozess der Migration beteiligt, wird während der DC-Reifung simultan zur CD83-

Expression induziert. CD83 ist jedoch in verschiedenen Prozessen der T-Zell-

Aktivierung involviert, sodass sich eine Aufreinigung der IL-10DC über CD83 auch 

negativ auf die T-Zell-Stimulation auswirken könnte. Die Expression beider 

Oberflächenmoleküle ist vergleichbar, so dass CCR7 zur durchflusszytometrischen 

Separation der beiden phänotypisch unterschiedlichen IL-10DC Subpopulationen 

geeignet ist. Nach dem Separationsvorgang wurden die DC-Populationen hinsichtlich 

ihrer Reinheit überprüft (Abb. 2). 

 
Abb. 2:  Separation der CCR7 high - und CCR7 negative -IL-10DC-Subpopulation. Es ist ein 
exemplarisches Beispiel der durchflusszytometrischen Analyse der Expression von CD83 und CCR7 
in Kombination mit HLA-DR auf mDC (schwarz) im Vergleich zu IL-10DC (violett) an Tag 7 sowie der 
beiden IL-10DC-Subpopulationen nach Separation durch Cellsort, CCR7high (rot) und CCR7negative 
(blau), dargestellt. 
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Die exemplarische Darstellung in Abb. 2 zeigt die vergleichbare Expression der 

beiden Oberflächenmoleküle CD83 und CCR7 auf der jeweiligen DC-Population, 

wobei die Expression der beiden Marker bei den IL-10DC im Vergleich zu den 

maturen DC (mDC) stark vermindert vorlag. Die Separation der beiden IL-10DC-

Subpopulationen zeigte eine Reinheit >99%, wobei die CCR7negative-IL-10DC-

Subpopulation dennoch einen geringen Anteil, in diesem Beispiel 20%, an CD83low-

exprimierenden Zellen aufwies. Die Ausbeute der IL-10DC-Subpopulationen betrug 

jeweils 40-60%. 

In Abb. 3 wird der mikroskopische Phänotyp der einzelnen DC-Populationen im 

Vergleich gezeigt. Diese mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 20facher 

Vergrößerung erstellt, wobei die Aufnahmen der mDC und IL-10DC an d7 der Kultur 

und die der beiden IL-10DC-Subpopulationen 24h nach Separation durchgeführt 

wurden. Im Vergleich zu den mDC wiesen die IL-10DC eine Heterogenität auf. Es 

waren sowohl reife Zellen mit deutlich ausgebildeten Dendriten als auch unreife 

Zellen zu erkennen, die nur sehr wenige bis keine Dendriten ausgebildet haben. 

Zudem konnten in der IL-10DC-Kultur Fibroblasten-ähnliche Zellen beobachtet 

werden, die sich auf dem Plattenboden als fadenähnliche Strukturen abzeichneten. 

Die CCR7high- und die CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation zeigten nach 24h 

Kultivierung ähnliche Unterschiede wie der Vergleich zwischen mDC und IL-10DC. In 

der CCR7high-Subpopulation waren kleinere Zellen zu erkennen, die jedoch die DC-

typischen Dendriten ausgebildet haben. Die CCR7negative-Subpopulation wies 

wiederum eine deutlich erhöhte Frequenz an Zellen auf, die keine bzw. nur sehr 

wenige Dendriten ausgebildet haben. Zudem fanden sich auch hier Fibroblasten-

ähnliche Strukturen wieder. 

 
Abb. 3 : Mikroskopische Aufnahmen der DC-Kulturen.  Die mikroskopischen Aufnahmen an Tag 7 
(mDC, IL-10DC) bzw. 24h nach Cellsort (CCR7high- und CCR7negative-IL-10DC) wurden bei 20facher 
Vergrößerung aufgenommen. 
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4.1.2 Expression von Oberflächenmolekülen auf dendritischen Zellen 

In den folgenden Abbildungen werden  jeweils unter A ein exemplarisches Beispiel 

für das Oberflächenmolekül und unter B die zusammengefassten und statistisch 

ausgewerteten Daten der durchflusszytometrischen Analysen jener 

Oberflächenmoleküle für die untersuchten DC-Populationen dargestellt, wobei 

sowohl der prozentuale Anteil doppelt positiver Zellen als auch die Expressionsdichte 

des jeweiligen Oberflächenmoleküls (MFI, mittlere Fluoreszenzintensität) auf den DC 

angegeben sind. Neben der Reinheit der DC-Populationen wurde die Expression 

verschiedener anderer Oberflächenmoleküle zur Analyse der Reifung und 

Differenzierung, wie z.B. CD83, Moleküle der B7-Familie, Chemokin-Rezeptoren, 

ILT-Moleküle sowie Vertreter aus der TNF/R-Familie in Kombination mit HLA-DR 

bestimmt. Hierfür wurden die IL-10DC-Subpopulationen jeweils mit maturen DC 

(mDC) und den IL-10-modulierten DC (IL-10DC) verglichen. Immature DC (iDC) 

dienten zusätzlich als Kontrollpopulation. 

Reifestatus der DC-Populationen 

Zunächst wurde die Expression typischer Oberflächenmoleküle von Monozyten und 

Makrophagen, CD14 und CD16 sowie CD83, dem Reifungsmarker humaner DC, 

untersucht (Abb. 4). Die IL-10DC zeigten einen unreifen Phänotyp, wobei sie sich 

zwischen den iDC und den mDC einordnen ließen. Dies wurde in der signifikant 

verminderten Expression von CD83 im Vergleich zu den mDC deutlich. Die CCR7high-

IL-10DC-Subpopulation zeigte eine zu den mDC vergleichbar hohe prozentuale 

CD83-Expression, wobei die Daten zur Expressionsdichte eine signifikant 

verminderte Expression von CD83 auf der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation im 

Vergleich zu den mDC aufwies. Die CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation eine ähnlich 

geringe Expression von CD83 wie die iDC aufwies. 

Im Falle der Monozyten/Makrophagen-Marker CD14 und CD16 lässt sich sagen, 

dass die Zugabe von IL-10 die CD14-Expression deutlich verstärkte, wobei dies bei 

der CCR7negative-Subpopulation signifikant ausgeprägter war als bei der CCR7high-

Subpopulation. CD16, einem Fc-Rezeptor für Antikörper der IgG-Klasse, wurde von 

den hier aus Monozyten generierten DC-Populationen prozentual in nur sehr 

geringen Mengen, jedoch hauptsächlich von der CCR7negative-Subpopulation, 

exprimiert. Beim Vergleich der MFI-Werte konnten keine signifikanten Unterschiede 

für CD14 bzw. CD16 bestimmt werden. 
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Abb. 4:  Durchflusszytometrische Überprüfung des Reifestatus  und der Differenzierung der DC-
Populationen. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression von CD14, CD16 und CD83 
in Kombination mit HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. B Gezeigt ist der Median der 
gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen sind angegeben. Die 
Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse (n=5-10) wurde mit 
dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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Kostimulatorische und koinhibitorische Moleküle der B7-Familie 

Abb. 5 zeigt die Ergebnisse zur Analyse der Oberflächenmoleküle aus der B7-

Familie. Wie im Falle von CD83 wurde auch eine gesteigerte Expression von CD80 

erst nach Stimulation der Zellen induziert. Dieses Phänomen wurde deutlich beim 

Vergleich von iDC und mDC sowohl bezüglich der Frequenz positiver Zeller als auch 

der  Expressionsdichte auf den DC (MFI). Die Expression der kostimulatorischen 

Oberflächenmoleküle CD80/CD86 sowie ICOS-L auf den maturen DC war im 

Vergleich zu den IL-10DC signifikant erhöht. Die CCR7high-Subpopulation zeigte eine 

ähnlich starke Expression von CD80 und CD86 im Vergleich zu den mDC. Lediglich 

die Expression von ICOS-L war signifikant reduziert. Die CCR7negative-Subpopulation 

zeigte einen anderen Phänotyp. Hier lag auch die Expression von CD80/CD86 im 

Vergleich zu den mDC und der CCR7high-Subpopulation signifikant vermindert vor 

und war mit der der iDC vergleichbar. 

Im Falle der koinhibitorischen B7-Moleküle PD-L2 (B7-DC) und PD-L1 (B7-H1) 

konnte beobachtet werden, dass die CCR7high-Subpopulation trotz ihres reifen 

Phänotyps diese Oberflächenmoleküle im Vergleich zu den mDC signifikant höher 

exprimierte, insbesondere hinsichtlich der jeweiligen Expressionsdichte (MFI). Dieser 

Unterschied war bei dem Vergleich von mDC und IL-10DC nicht zu erkennen. Die 

CCR7negative-Subpopulation hingegen zeigte eine leicht verminderte Expression 

dieser koinhibitorischen Oberflächenmoleküle der B7-Familie verglichen mit den 

mDC und der CCR7high-Subpopulation. 
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Abb. 5 : Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmo leküle aus der B7-Familie auf den 
DC-Populationen. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression der B7-Moleküle CD80, 
CD86, ICOS-L, PD-L2 und PD-L1 in Kombination HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. B 
Gezeigt ist der Median der gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen 
sind angegeben. Die Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse 
(n=6-10) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = 
nicht signifikant. 
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DC-Migration 

Bei Betrachtung der Chemotaxis-vermittelnden Rezeptoren CCR7 und CXCR4 (Abb. 

6), die beide am Migrationsprozess des Lymphknoten-Homings beteiligt sind, zeigte 

sich, dass IL-10DC diese im Vergleich zu den mDC signifikant vermindert (CCR7) 

bzw. ähnlich stark (CXCR4) exprimierten. Die CCR7high-IL-10DC-Subpopulation 

hingegen exprimierten CCR7 und CXCR4 signifikant höher, während auch hier die 

CCR7negative-Subpopulation eine signifikant verminderte Expression der beiden 

Chemokin-Rezeptoren bezüglich der Frequenz und der Expressionsdichte im 

Vergleich zu den mDC und der CCR7high-Subpopulation aufwies. 

 
Abb. 6 : Durchflusszytometrische Analyse der Expression vo n Chemokin-Rezeptoren auf den 
DC-Populationen. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression der Chemokin-
Rezeptoren CCR7 und CXCR4 in Kombination mit HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. B 
Gezeigt ist der Median der gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen 
sind angegeben. Die Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse 
(n=6-10) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = 
nicht signifikant. 
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Oberflächenmolekül-Expression aus der TNF/TNFR-Familie 

CD40 spielt eine entscheidende Rolle bei der T-Zell-abhängigen B-Zell-Aktivierung, 

während OX40L an der TH2-Differenzierung und Zytokin-Produktion beteiligt ist. 

Ähnlich wie bei der Expression von CD80/CD86 zeigten die IL-10DC im Vergleich zu 

mDC eine signifikant reduzierte Expression der Oberflächenmoleküle CD40 und 

OX40L aus der TNF/TNFR-Familie (Abb. 7). Verglichen mit den mDC konnte bei der 

CCR7high-IL-10DC-Subpopulation eine ähnlich starke Expression beider 

Oberflächenmoleküle sowohl hinsichtlich der Frequenz positiver Zellen als auch der 

Expressionsdichte beobachtet werden, während die CCR7negative-Subpopulation 

diese signifikant vermindert und vergleichbar mit iDC exprimierte. 

 

Abb. 7 : Durchflusszytometrische Analyse der Expression vo n Vertretern aus der TNF/TNFR-
Familie auf den DC-Populationen. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression von 
CD40 und OX40L versus HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. B Gezeigt ist der Median der 
gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen sind angegeben. Die 
Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse (n=10) wurde mit dem 
paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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Koinhibitorische Immunglobulin-Like-Transcripts 

Die (ko-)inhibitorischen Oberflächenmoleküle aus der Immunglobulin-Like-Transcript 

(ILT)-Familie sind an Toleranz-induzierenden Mechanismen beteiligt. ILT2 und ILT3 

wurden von mDC und IL-10DC ähnlich stark exprimiert (Abb. 8). Allerdings wurde 

ILT4 von den IL-10DC sowie der CCR7high- als auch der CCR7negative-IL-10DC-

Subpopulation deutlich höher exprimiert. Die Expressionsdichte von ILT4 auf den IL-

10DC und den beiden IL-10DC-Subpopulationen ergab jedoch lediglich einen 

tendenziellen Anstieg. Die CCR7high-Subpopulation exprimierte zudem verglichen mit 

den mDC auch ILT3, bezogen auf die Frequenz und den MFI,  signifikant verstärkt. 

Zwischen den beiden IL-10DC-Subpopulationen zeigte sich ebenfalls ein 

signifikanter Unterschied, der sich in einer allgemein verminderten Expression der 

ILT-Moleküle bei der CCR7negative-Subpopulation gegenüber der CCR7high-

Subpopulation äußerte. 
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Abb. 8 : Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Oberflächenmolekülen aus der 
ILT-Familie auf den DC-Populationen. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression der 
ILT-Moleküle ILT2, ILT3 und ILT4 in Kombination mit HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. B 
Gezeigt ist der Median der gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen 
sind angegeben. Die Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse 
(n=6-10) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = 
nicht signifikant, ILT = Immunglobulin-Like-Transcript. 
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Expression des IL-2-Rezeptors 

Die Expression von CD25, der � -Kette des IL-2-Rezeptors (IL-2R� ), wurde bisher als 

Aktivierungsmarker für DC beschrieben. Auf den tolerogenen IL-10DC konnte 

gegenüber den stimulatorischen mDC jedoch eine signifikant erhöhte Expression 

(Frequenz und Expressionsdichte) beobachtet werden (Abb. 9). Die stärkste 

Expression zeigte die CCR7high-IL-10DC-Subpopulation. Bei der CCR7negative-

Subpopulation konnte kein signifikanter, aber ein tendenzieller Anstieg der CD25-

Expression im Vergleich zu den mDC beobachtet werden. CD122, die 

signaltransduzierende � -Kette des IL-2-Rezeptors (IL-2R� ), wurde von den 

untersuchten DC-Populationen nicht bzw. nur in einer sehr geringen Frequenz 

exprimiert. Auch bezüglich der Expressionsdichte wurden keine Unterschiede 

beobachtet. 

 

Abb. 9 : Durchflusszytometrische Analyse des IL-2-Rezeptors auf den DC-Populationen. A 
Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel der Expression der � -Kette (CD25) und der � -Kette (CD122) 
des IL-2R in Kombination mit HLA-DR auf den jeweiligen DC-Populationen. BGezeigt ist der Median 
der gepoolten Daten. Sowohl % als auch der MFI der doppelt positiven Zellen sind angegeben. Die 
Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse (n=5) wurde mit dem 
paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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Kurze Zusammenfassung 

Insgesamt zeigte die CCR7high-IL-10DC-Subpopulation einen maturen Phänotyp, der 

sich insbesondere in der hohen Expression von CD83 und CD80 widerspiegelte. 

Aber auch andere kostimulatorische Moleküle wie CD86 und CD40 sowie das 

koinhibitorische Molekül ILT2, wurden verglichen mit maturen DC ähnlich stark 

exprimiert. CD25 und die inhibitorischen Moleküle ILT3, ILT4 sowie PD-L1 und PD-

L2 wurden nach Stimulation von der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation jedoch 

signifikant höher exprimiert, während die Expression von ICOS-L aufgehoben war. 

Die CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation zeigte einen Phänotyp, der dem immaturer 

DC ähnelt. Reifungsmarker (CD83, CD80) und andere kostimulatorische (CD86, 

CD40) bzw. koinhibitorische Moleküle (ILT2, ILT3, PD-L1, PD-L2) wurden verglichen 

mit den mDC und der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation deutlich vermindert 

exprimiert. ILT4 wurde jedoch ebenfalls signifikant stärker exprimiert, während CD25 

im Vergleich zu mDC nur tendenziell stärker exprimiert wurde. 

Stabilität der Expression ausgewählter Oberflächenmoleküle 

 

Abb. 10 : Überprüfung der Stabilität ausgewählter Oberflächen moleküle auf den DC-
Populationen. Von exemplarischen Oberflächenmolekülen aus der B7- und ILT-Familie (ICOS-L, 
CD80, PD-L2, ILT4) wurde die Frequenz der doppelt positiven Zellen für HLA-DR und dem jeweiligen 
Oberflächenmolekül (%) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Verglichen wird die Expression der 
Oberflächenmoleküle auf den DC-Populationen an Tag 7 (d7) und 48h später (d7+48h). Gezeigt ist 
der Median der gepoolten Daten. Die Statistik (n=5) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * 
= p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. 
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Zur Überprüfung der Stabilität der Expression ausgesuchter Oberflächenmoleküle 

(ICOS-L, CD80, ILT4, PD-L2) wurden die DC-Kulturen für zusätzliche 48h (d7+48h) 

in frischem Kulturmedium inkubiert. Hierbei zeigte sich, dass die CCR7negative-IL-

10DC-Subpopulation eine insgesamt signifikant geringere Expression jener 

Oberflächenmoleküle nach 48h zusätzlicher Inkubation im Vergleich zu mDC und der 

CCR7high-IL-10DC-Subpopulation aufwies (Abb.10). 

Den deutlichsten Unterschied zwischen den DC-Populationen im Vergleich zu den 

Kulturen an Tag 7 (d7) war in der Expression von ILT4 und ICOS-L zu beobachten. 

Während ILT4 nach 48h Kultivierung auf beiden IL-10DC-Subpopulationen, jedoch 

nur für die CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation signifikant, herunterreguliert wurde, 

wurde ICOS-L von mDC und der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation hochreguliert und 

nun gleichermaßen stark exprimiert. Auch die Expression von CD80 und PD-L2 war 

nach 48h Kultivierung auf der CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation deutlich, wenn 

auch nicht signifikant für CD80, reduziert. 
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4.1.3 Zytokinprofil 

 
Abb. 11:  Zytokinprofil der untersuchten DC-Populationen. Die Konzentration der Zytokine TNF� , 
IL-6 und IL-10 wurde sowohl 24h und 48h nach Tag 6 (d6+24h, d6+48h) als auch 24h nach Tag 7 
(d7+24h) in den Überständen der DC-Kulturen mittels ELISA bestimmt. Die IL12p40-Konzentration 
wurde lediglich 24h nach 7-tägiger DC-Ausreifung gemessen (d7+24h). Verglichen werden die 
immaturen DC (iDC), maturen DC (mDC) und IL-10-modulierten DC (IL-10DC). Gezeigt ist der Median 
der gepoolten Daten. Die Statistik der zusammengefassten Daten (n=4) wurde mit dem paired 
student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, nd = nicht detektierbar. 

Für die Messung sowohl proinflammatorischer (IL-6, TNF� , IL-12p40) als auch 

immunsuppressiver (IL-10) Zytokine wurden an unterschiedlichen Zeitpunkten Kultur-

Überstände entnommen (d6+24h, d6+48h und d7+24h) und die Zytokin-

Sezernierung mittels ELISA bestimmt, um den optimalen Zeitpunkt der jeweiligen 

Zytokin-Produktion nicht zu verpassen. Die untersuchten DC-Populationen zeigten 
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jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede hinsichtlich ihres Zytokinprofils 

(Abb. 11). Lediglich zum Zeitpunkt d6+24h wiesen die IL-10DC eine signifikant 

erhöhte TNF� -Sezernierung im Vergleich zu den iDC auf, jedoch war nach 48h 

(d6+48h) nur noch ein tendenzieller Anstieg nachweisbar. Im Vergleich zu den mDC 

konnte auch eine tendenziell erhöhte TNF� -Freisetzung bei den IL-10DC zu den 

Zeitpunkten d6+24h und d6+48h beobachtet werden. Dieser Unterschied zwischen 

IL-10DC und mDC konnte aber an d7+24h nicht mehr gemessen werden. IL-6 konnte 

bei allen Populationen nicht bzw. nur vereinzelt nachgewiesen werden. Auch das 

immunsuppressive Zytokin IL-10 war weder in der immaturen und maturen DC-

Population noch in der IL-10-modulierten Gruppe in höheren bzw. deutlich 

unterschiedlichen Konzentrationen nachweisbar. mDC sezernierten jedoch eine 

signifikante hohe Konzentration IL-12p40, eine Untereinheit des Zytokins IL-12, im 

Vergleich zu iDC und IL-10DC. 

Sezernierung von solublen CD25 durch dendritische Zellen 

Die Sezernierung der solublen Form von CD25 (sCD25) durch PBMC sowie 

verschiedene T-Zell-Populationen bzw. -Linien ist bereits beschrieben worden.155-157 

Für DC wurde dies bisher jedoch nicht untersucht. Aufgrund der signifikant erhöhten 

CD25-Expression auf den tolerogenen IL-10DC, insbesondere auf der CCR7high-

Subbpopulation im Vergleich zu iDC und mDC (siehe Abb. 9), wurde deshalb auch 

die sCD25-Sezernierung durch iDC, mDC und IL-10DC sowie der beiden IL-10DC-

Subpopulationen untersucht und miteinander verglichen. Während die Messung von 

proinflammatorischen und immunsuppressiven Zytokinen keinen bzw. nur einen 

tendenziellen Unterschied zwischen den DC-Populationen ergeben hat, ließen die IL-

10-modulierten DC eine signifikant höhere sCD25-Freisetzung von  im Vergleich zu 

den mDC und den iDC erkennen. Immature DC zeigten zu keinem der gemessenen 

Zeitpunkte eine deutliche sCD25-Sezernierung (Abb. 12). Auch nach der Separation 

der beiden IL-10DC-Subpopulationen, CCR7high und CCR7negative, konnte eine 

signifikant erhöhte sCD25-Freisetzung im Vergleich zu den mDC beobachtet werden 

(Abb. 13). Hier zeigte sich jedoch bei der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation eine 10-

fach erhöhte sCD25-Sezernierung nach 24h Kultivierung, während die sCD25-

Konzentration bei der CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation mit der der mDC 

vergleichbar war. 
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Abb. 12:  Sezernierung der solublen Form von CD25 (sCD25) in den DC-Kulturen. sCD25 wurde 
mittels ELISA in den Überständen 24h und 48h nach Tag 6 (d6+24h, d6+48h) als auch 24h nach Tag 
7 (d7+24h) der DC-Kulturen bestimmt. Verglichen werden die immature DC (iDC), mature DC (mDC) 
und IL-10-modulierten DC (IL-10DC). Gezeigt ist der Median der gepoolten Daten. Die Statistik der 
zusammengefassten Daten (n=4-5) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = 
p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 

 

Abb. 13:  Sezernierung der solublen Form von CD25 (sCD25) in den tolerogenen IL-10DC-
Subpopulationen. Mittels ELISA wurde 24h nach Tag 7 (d7+24h) der DC-Kulturen die sCD25-
Sezernierung in den Überständen bestimmt. Verglichen wird die sCD25-Konzentration der maturen 
DC (mDC) und der IL-10DC-Subpopulationen, CCR7high und CCR7negative. Gezeigt ist der Median der 
gepoolten Daten. Die Statistik der zusammengefassten Daten (n=5) wurde mit dem paired student‘s t-
test berechnet. ** = p<0,01, ns = nicht signifikant. 
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4.2 Charakterisierung der durch IL-10DC induzierten  Treg-Subpopulationen  

Für die Stimulation mit mDC, CCR7high-IL-10DC und CCR7negative-IL-10DC wurden 

CD4+CD25lowCD45RA+ naive T-Zellen aus peripherem Blut gesunder Spender 

verwendet. Nach 5 Tagen primärer Stimulation (Primärkultur) und anschließender 3-

4-tägiger Ruhephase wurden die mDC-induzierten Effektor-T-Zellen (Teff) sowie  die 

CCR7high-IL-10DC-induzierte (iTreg+) und die CCR7negative-IL-10DC-induzierte (iTreg-) 

iTreg-Subpopulation je nach Versuchsansatz polyklonal restimuliert. 

4.2.1 Expression von T-Zell-Oberflächenmolekülen 

Nach der genaueren Charakterisierung der beiden IL-10DC-Subpopulationen wurden 

die induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg) im Vergleich zu den Effektor-T-Zellen 

(Teff) ebenfalls anhand ihres Oberflächenmolekülprofils genauer untersucht. Hierfür 

wurden verschiedene Marker für die T-Zell-Differenzierung und T-Zell-Aktivierung 

gewählt. 

 

Abb. 14 : Durchflusszytometrische Analyse verschiedener T-Z ell-Marker auf den induzierten T-
Zell-Populationen. Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel des Expressionsmusters der jeweiligen 
TC-Population nach 5 Tagen Primärkultur für die verschiedenen T-Zell-Marker CD45RO, CD45RA, 
CD25, Foxp3, CD28, ICOS, CTLA-4, PD-1, CCR7, CD49b und LAG-3 in Kombination mit CD4. mDC-
induzierte Effektor-T-Zellen (Teff) dienten als Kontrollpopulation. 

In Abb. 14 ist das repräsentative Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse der 

Oberflächenmoleküle nach primärer T-Zell-Stimulation (Primärkultur) mit mDC (Teff), 

CCR7high-IL-10DC (iTreg+) und CCR7negative-IL-10DC (iTreg-) gezeigt. Beide iTreg-

Subpopulationen zeigten im Vergleich zu den Teff eine deutlich geringere Frequenz 

positiver Zellen hinsichtlich der Expression des T-Zell-Aktivierungsmarkers CD45RO 

sowie vonCD28 und ICOS, beide an der T-Zell-Kostimulation beteiligt. Zeitgleich 

exprimierten beide T-Zell-Populationen auch regulatorische Oberflächenmoleküle wie 

CTLA-4 und PD-1 verglichen mit den Teff vermindert. Zudem zeigten beide iTreg-

Subpopulationen eine deutlich reduzierte Expression von CD25 sowie des 
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Transkriptionsfaktors Foxp3 im Vergleich zu Effektor-T-Zellen, wobei die iTreg+-

Subpopulation eine erhöhte Frequenz positiver Zellen verglichen mit den iTreg- 

aufwies. Eine hohe Expression beider Marker ist charakteristisch für nTreg, jedoch 

regulieren auch aktivierte Effektor-T-Zellen diese Moleküle herauf. Der Chemokin-

Rezeptor CCR7, am Prozess des Lymphknoten-Homings beteiligt, wurde hingegen 

nach primärer Stimulation auf beiden iTreg-Subpopulationen im Vergleich zu den 

Effektor-T-Zellen geringfügig höher exprimiert. 

Bei Betrachtung der zusammengefassten Daten mehrerer Versuchsansätze sind die 

obrigen Unterschiede zwischen den einzelnen T-Zell-Populationen nach primärer 

Stimulation (Abb. 15 oben) auch statistisch belegbar. Während der T-Zell-

Aktivierungsmarker CD45RO auf der iTreg--Subpopulation signifikant geringer 

exprimiert wurde, zeigte diese T-Zell-Population im Vergleich zu den Teff und iTreg+ 

simultan eine signifikant höhere CD45RA-Expression, einem Marker für naive und 

ruhende T-Zellen. Die an der Kostimulation beteiligten Rezeptoren CD28 und ICOS, 

aber auch CD25 und Foxp3 wurden ebenfalls von der iTreg--Subpopulation 

verglichen mit den Teff und iTreg+ signifikant vermindert exprimiert. Verglichen mit 

der Effektor-T-Zell-Population zeigten die iTreg+ eine signifikant reduzierte 

Expression der oben beschriebenen Oberflächenmoleküle und gleichzeitig eine 

signifikant erhöhte CD45RA-Expression. Hingegen konnte für Foxp3 nur eine 

tendenziell verminderte Expression nachgewiesen werden. Dies konnte auch für die 

regulatorischen Oberflächenmoleküle CTLA-4 und PD-1 beobachtet werden, 

während die Unterschiede zwischen den Teff und iTreg- signifikant vorlagen. 

Nach 48h polyklonaler Restimulation der induzierten T-Zell-Populationen (Abb. 15 

unten) wurde das kostimulatorische Molekül naiver T-Zellen CD28 von allen T-Zell-

Populationen gleichermaßen stark herunterreguliert. Im Falle der anderen T-Zell-

Marker (CD45RO, CD25, Foxp3, ICOS) zeigte sich beim Vergleich der untersuchten 

T-Zell-Populationen ein ähnliches Bild wie nach primärer Stimulation, allerdings 

waren die Unterschiede zu der iTreg--Subpopulation insgesamt deutlich erhöht, 

während sich das Expressionsmuster der  iTreg+ dem der Teff angeglichen hat und 

die Unterschiede hinsichtlich der CD45RO-, CD25- sowie Foxp3-Expression nur 

noch tendenziell vorhanden waren. Die iTreg- zeigten eine signifikant stärkere 

CD45RA-Expression im Vergleich zu Effektor-T-Zellen und iTreg+. Der auffälligste 

Unterschied zwischen der iTreg--Subpopulation und den beiden anderen T-Zell-

Populationen war jedoch bei Betrachtung der regulatorischen Oberflächenmoleküle 

CTLA-4 und PD-1 zu erkennen. In beiden Fällen wiesen die iTreg- eine deutlich 
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verminderte Expression verglichen mit den Teff und iTreg+ auf, wobei die CTLA-4-

Expression im Vergleich zur Primärkultur insgesamt gesunken ist. Sowohl CD45RA 

als auch CCR7 wurden zudem von den Teff und der iTreg+-Subpopulation im 

Vergleich zu iTreg- herunterreguliert. 

Neben den oben beschriebenen T-Zell-Oberflächenmolekülen wurde zusätzlich die 

Expression der Marker LAG-3 und CD49b auf den iTreg+ und iTreg- untersucht, die 

kürzlich für regulatorische T-Zellen Typ 1 (Tr1) beschrieben wurden.158 Beide iTreg-

Subpopulationen zeigten jedoch sowohl nach primärer Stimulation als auch nach 

polyklonaler Restimulation eine sehr geringe Expression von CD49b und LAG-3, die 

zudem vergleichbar mit der von Effektor-T-Zellen war. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass beide iTreg-Subpopulationen im Vergleich 

zu Effektor-T-Zellen die untersuchten T-Zell-Marker CD45RO, CD25, Foxp3, CD28 

sowie ICOS signifikant vermindert exprimierten. Die iTreg+-Subpopulation lies sich 

dabei bezüglich des Expressionsmusters der analysierten Moleküle zwischen den 

Teff und der iTreg--Subpopulation eingliedern. Gleichzeitig zeigten die iTreg-

Subpopulationen verglichen mit den Effektor-T-Zellen keine erhöhte Expression der 

regulatorischen Moleküle PD-1 und CTLA-4. 
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Abb. 15 : Zusammenfassung der durchflusszytometrischen Analys e verschiedener T-Zell-
Marker auf den induzierten T-Zell-Populationen. Gezeigt ist das Expressionsmuster der jeweiligen 
TC-Population für die verschiedenen T-Zell-Marker CD45RO, CD45RA, CD25, Foxp3, CD28, ICOS, 
CTLA-4, PD-1, CCR7, CD49b und LAG-3 in Kombination mit CD4 nach primärer Stimulation (oben, 
n=4) und nach 48h polyklonaler Restimulation (unten, n=3). Angegeben ist der Mittelwert ± SD der 
gepoolten Daten. Die Statistik der zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse 
wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. 

4.2.2 Induzierte T-Zell-Populationen nach Primärkultur 

Neben dem Phänotyp der iTreg und Teff wurden auch funktionelle Untersuchungen 

durchgeführt. Für den Nachweis der stimulatorischen Kapazität der CCR7high-und 

CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation im Vergleich zu mDC wurde die primäre T-Zell-

Stimulation mit der jeweiligen DC-Population in unterschiedlichen DC-T-Zell-

Verhältnissen induziert und die 3H-Thymidin-Inkorporation als Maß der T-Zell-

Proliferation gemessen. Abb. 16 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. Es ist 

auffällig, dass sowohl die CCR7high- als auch die CCR7negative-IL-10DC-Subpopulation 
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im Vergleich zu mDC eine sehr geringe stimulatorische Wirkung auf T-Zellen 

ausübten und nur eine sehr geringe bzw. keine T-Zell-Proliferation induzieren 

konnten. Besonders im Falle der mDC-Stimulation, aber auch bei der iTreg+-

Subpopulation zeigte sich zudem eine  Abnahme der T-Zell-Proliferationsrate mit 

steigendem DC-T-Zell-Verhältnis. 

 

Abb 16 : Stimulatorische Kapazität der DC-Populationen. mDC, CCR7high- und CCR7negative-IL-
10DC wurden jeweils in einem Verhältnis von 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 zusammen mit naiven T-
Zellen 3 Tage in Kokultur gehalten. Nach zusätzlichen 18h Kultur in Anwesenheit von 3H-Thymidin 
wurde die Proliferation der T-Zell-Populationen gemessen. Die gepoolten Daten sind als Mittelwert ± 
SEM angegeben. Die Statistik der zusammengefassten Daten (n=5) wurde mit dem paired student‘s t-
test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 

4.2.3 Anergiezustand der induzierten Treg-Populationen 

4.2.3.1 T-Zell-Proliferationstest durch 3H-Thymidin-Inkorporation 

Nach einer 3-tägigen Ruhephase wurden die T-Zell-Populationen polyklonal 

restimuliert und deren Proliferation ebenfalls mittels 3H-Thymidin-Inkorporation 

bestimmt. Als Kontrolle dienten hierfür unstimulierte Zellpopulationen. In Abb. 17 ist 

zu sehen, dass die Kontrollen keine Proliferation zeigten und lagen somit vollständig 

in Ruhe vor. Es ist zudem zu erkennen, dass die Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28-

mAb eine starke Proliferation der mDC-induzierten Effektor-T-Zellen (Teff) induzierte. 

Im Vergleich hierzu proliferierten beide iTreg-Subpopulationen signifikant geringer, 

wobei zwischen den Ansätzen mit den iTreg+ bzw. iTreg- kein signifikanter 

Unterschied in der Proliferation zu beobachten war. Beide iTreg-Subpopulationen 

zeigten in diesem Testsystem somit einen anergen Zustand, der bei CCR7negative-IL-

10DC-induzierten Treg tendenziell stärker ausgeprägt war. 
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Abb. 17 : Polyklonale Restimulation der induzierten T-Zell- Populationen. Die mDC-induzierten 
(Teff), CCR7high-IL-10DC-induzierten (iTreg+) und die CCR7negative-IL-10DC-induzierten (iTreg-) T-
Zellen wurden für 72h mit anti-CD3/anti-CD28-mAb restimuliert. Als Kontrolle dienen unstimulierte 
Zellen. Nach zusätzlichen 18h Kultur in Anwesenheit von 3H-Thymidin wurde die Proliferation der T-
Zell-Populationen gemessen. Die gepoolten Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die Statistik 
der zusammengefassten Daten (n=25) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. *** = p<0,001, 
ns = nicht signifikant. 

4.2.3.2 Einfluss von IL-2 auf die T-Zell-Proliferation nach Restimulation 

Um den Einfluss von IL-2 auf die Anergie der beiden iTreg-Subpopulationen zu 

untersuchen, wurde im folgendem Versuch rekombinantes IL-2 in unterschiedlichen 

Konzentrationen zusammen mit anti-CD3 mAb in die T-Zell-Kulturen gegeben und 

die Proliferation anschließend mittels Nachweis der 3H-Thymidin-Inkorporation 

gemessen. 

In Abb. 18 ist zu erkennen, dass die Proliferation der Teff mit zunehmender IL-2-

Konzentration deutlich anstieg und bei 100U/ml IL-2 ein Plateau erreichte. Auch die 

iTreg+ zeigten eine IL-2-abhängige Proliferation, wenn auch im Vergleich zu den Teff 

eine signifikant verminderte Proliferation bei allen IL-2-Konzentrationen. Ihr anerger 

Zustand konnte durch höhere Konzentrationen von IL-2 nur teilweise aufgehoben 

werden, wobei dieser Effekt ebenfalls ein Plateau bei 100U/ml IL-2 erreichte. Höhere 

Konzentrationen führten zu keiner weiteren Steigerung der Proliferation. Im 

Gegensatz hierzu konnte bei der iTreg--Subpopulation keine IL-2-

konzentrationsabhängige Proliferation beobachtet werden. Sie verblieben auch in 

Anwesenheit von IL-2 im anergen Zustand. Bereits ab 12,5U/ml IL-2 war der 

Unterschied zwischen den beiden iTreg-Subpopulationen signifikant und blieb 

konstant erhalten. 
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Abb. 18 : Überprüfung des Einflusses von IL-2 auf die Prolife ration der induzierten T-Zell-
Populationen. Die T-Zell-Populationen wurden mit unterschiedlichen IL-2-Konzentrationen (2-
200U/ml) und jeweils 1µg/ml anti-CD3-mAb für 72h restimuliert. Nach zusätzlichen 18h Kultur in 
Anwesenheit von 3H-Thymidin wurde die Proliferation der T-Zell-Populationen gemessen. Die 
gepoolten Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Die Statistik der zusammengefassten Daten 
(n=8) wurde mit dem paired student t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. 

4.2.4 Überprüfung der Viabilität der iTreg-Subpopulationen 

In den nachfolgenden Abbildungen sind jeweils unter A ein exemplarisches Beispiel 

und unter B die zusammengefassten Daten der durchflusszytometrischen Analyse 

der Apoptose-Induktion gezeigt. 

4.2.4.1 Apoptosemessung nach primärer T-Zell-Stimulation und Ruhephase 

Parallel zur funktionellen Untersuchung der mDC-induzierten, CCR7high-IL-10DC-

induzierten und CCR7negative-IL-10DC-induzierten T-Zellen wurde die Induktion der 

Apoptose bzw. die Viabilität der Zell-Populationen mittels 7-AAD/Annexin V-Färbung 

analysiert. In Abb. 19 A ist zunächst die durchflusszytometrische Analyse an Tag 5 

der Primärkultur und Tag 3 der Ruhephase (Tag 0 der Restimulation) dargestellt. 

Insgesamt stieg die Frequenz nekrotischer (7-AAD+ bzw. 7-AAD+/Annexin V+) bzw. 

apoptotischer (Annexin V+) Zellen nach der Ruhephase im Vergleich zur Primärkultur 

bei allen T-Zell-Populationen gleichermaßen. Die T-Zell-Populationen zeigten erst 

nach der Ruhephase Unterschiede in der Frequenz nekrotischer Zellen. Die iTreg--

Subpopulation wies die höchste Frequenz nekrotischer Zellen auf, aber gleichzeitig 

den geringsten Anteil apoptotischer Zellen. Dies gilt sowohl an Tag 5 der 
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Primärkultur als auch nach der Ruhephase. Dies unterstützt die Ergebnisse zur 

verminderten Stimulation der induzierten iTreg- (siehe Abschnitt 4.2.2). 

Auch anhand der zusammengefassten Daten in Abb. 19 B lässt sich beobachten, 

dass sowohl nach primärer Stimulation als auch nach der Ruhephase die iTreg--

Kultur den größten Anteil nekrotischer Zellen aufwies. Aber auch die iTreg+-

Subpopulation zeigte im Vergleich zu den Teff eine signifikant erhöhte Frequenz 

nekrotischer Zellen nach der Primärkultur bzw. der Ruhephase. Zwischen den beiden 

iTreg-Subpopulationen selbst waren jedoch erst nach der Ruhephase signifikante 

Unterschiede zu beobachten. Der Anteil nekrotischer Zellen in den Kulturen liegt 

nach primärer Stimulation im Mittel bei 10-15%, und nach der Ruhephase bei 20-

30%. Zudem waren größere Schwankungen zwischen den einzelnen 

Versuchsansätzen bei den untersuchten T-Zell-Populationen zu beobachten. 

 
Abb. 19 : Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Indu ktion nach primärer T-Zell-
Stimulation und nach der T-Zell-Ruhephase. Parallel zur Primärkultur und der Ruhephase wurde 
die Apoptose-Induktion in den T-Zell-Populationen mittels 7-AAD/Annexin V-Färbung und 
anschließender Durchflusszytometrie ermittelt. A Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel für die 
durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Induktion nach Primärkultur (oben) und nach der 
Ruhephase (unten). Mit Ende der Primärkultur (d5) bzw. der Ruhephase (d3/4) erfolgte die Messung 
der doppelt positiven Zellen. B Es ist der Median der gepoolten Daten (PK n=22, Ruhe n=35) 
angegeben. Die Statistik wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = p<0,05, ** = p<0,01, ns 
= nicht signifikant. 
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4.2.4.2 Apoptosemessung im Restimulationstest 

Während nach der Primärkultur und der Ruhephase noch ein hoher Anteil an viablen 

Zellen in der jeweiligen T-Zell-Kultur zu finden war, zeigten die Daten zur 

Restimulation eine deutlich erhöhte Frequenz nekrotischer Zellen in allen T-Zell-

Populationen (Abb. 20). Wie bereits zuvor beschrieben, ließen sich deutliche 

Schwankungen innerhalb der Versuchsansätze beobachten. Bei fehlender 

Stimulation zeigten alle untersuchten T-Zell-Populationen gleichermaßen einen 

erhöhten Anteil nekrotischer Zellen. Bei Betrachtung der anti-CD3/anti-CD28-mAb-

Stimulation jedoch zeigten beide iTreg-Subpopulationen (Ø 75%) einen signifikant 

erhöhten Anteil nekrotischer Zellen in der Kultur im Vergleich zu den Teff (Ø 60%). 

Gleichzeitig war in diesem Beispiel die Frequenz apoptotischer Zellen in beiden 

iTreg-Subpopulation-Kulturen verglichen mit der Teff-Kultur vermindert (Abb. 20 A). 

Zwischen den beiden iTreg-Subpopulationen selbst lag jedoch hinsichtlich der 

Viabilität kein Unterschied vor. 

 

Abb. 20 : Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Indu ktion nach polyklonaler T-Zell-
Restimulation. Parallel zur polyklonalen Restimulation wurde die Apoptose-Induktion in den T-Zell-
Populationen mittels 7-AAD/Annexin V-Färbung und anschließender Durchflusszytometrie ermittelt. A 
Gezeigt ist ein exemplarisches Beispiel für die durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-
Induktion nach polyklonaler Restimulation. Mit Ende des Restimulations-Assays erfolgte die Messung. 
B Es ist der Median der gepoolten Daten (n=33) angegeben. Die Statistik wurde mit dem paired 
student‘s t-test berechnet. *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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4.2.4.3 Einfluss der IL-2-Stimulation auf die Apoptose-Induktion 

Parallel zur Untersuchung des IL-2-Einflusses auf die iTreg-Subpopulationen wurde 

auch die Apoptose-Induktion bei den einzelnen T-Zell-Populationen bestimmt (Abb. 

21). Die CCR7negative-IL-10DC-induzierten T-Zellen zeigten insgesamt eine erhöhte 

Frequenz nekrotischer Zellen im Vergleich zu den beiden anderen T-

Zellpopulationen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die iTreg--Subpopulation keine 

deutliche Verbesserung mit steigender IL-2-Konzentration in ihrer Viabilität aufwies, 

während jedoch ein geringerer Anteil apoptotischer Zellen innerhalb der Teff (Ø 25-

30%) und der iTreg+ (Ø 45-50%) gemessen werden konnte. Während eine steigende 

IL-2-Konzentration somit eine positive Auswirkung auf das Überleben der Teff und zu 

einem geringeren Teil auch der iTreg+-Subpopulation ausübte, sprach die iTreg--

Subpopulation in diesem System nicht auf das exogene IL-2 an. 

 
Abb. 21 : Durchflusszytometrische Analyse der Apoptose-Indu ktion in den induzierten T-Zell-
Populationen unter IL-2-Einfluss. Parallel zur Untersuchung des IL-2-Einflusses auf die T-Zell-
Proliferation wurde die Apoptose-Induktion in den T-Zell-Populationen mittels 7-AAD/Annexin V-
Färbung und anschließender Durchflusszytometrie ermittelt. Nach insgesamt 72h + 16-18h 
Restimulation erfolgte die Messung. Es ist der Mittelwert ± SD der gepoolten Daten der doppelt 
positiven Zellen (n=8) angegeben. Die Statistik wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = 
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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4.2.5 Expression von T-Zell-Differenzierungs- und -Aktivierungsmarkern 

Die Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3, die charakteristisch 

von TH1 bzw. TH2-Zellen exprimiert werden, sowie deren charakteristischen Zytokine 

IFN�  und IL-5 wurde hier auf mRNA-Ebene in einer Restimulations-Kinetik (t=0h, 1h, 

5h, 24h) mittels RT-PCR bestimmt. Angegeben ist hierbei die relative Expression der 

jeweiligen mRNA, d.h. es wurde auf den Wert der Effektor-T-Zellen zum Zeitpunkt 

t=0h normalisiert (=1) (Abb. 22). 

Sowohl für T-bet als auch für GATA-3 zeigten beide iTreg-Subpopulationen eine 

signifikant geringere Expression dieser Transkriptionsfaktoren bereits zu Beginn der 

Restimulationskinetik (t=0h) im Vergleich zu den Teff, wobei keine Unterschiede 

zwischen den beiden iTreg-Subpopulationen bestimmt werden konnten. Bei beiden 

iTreg-Subpopulationen war für T-bet und für GATA-3 eine signifikant geringere 

Expression dieser T-Zell-Differenzierungsmarker bereits 5h nach Restimulation im 

Vergleich zu den Teff zu beobachten. Dieser Unterschied war für T-bet bereits 1h 

nach T-Zell-Aktivierung zu erkennen. Die Effektor-T-Zellen erreichten einen 

Durchschnittswert von 3 für T-bet bzw. 1,5 für GATA-3 (t=5h), während beide iTreg-

Subpopulationen signifikant verminderte Durchschnittswerte (<1) sowohl für T-bet als 

auch GATA-3 (t=5h) erzielten. Gleichzeitig zeigten sich zu keinem Zeitpunkt 

signifikante Unterschiede zwischen der iTreg+- und der iTreg--Subpopulation 

hinsichtlich der T-bet-Expression, während bereits 1h nach Restimulation eine 

signifikant reduzierte GATA-3-Expression bei den iTreg- verglichen mit der iTreg+-

Subpopulation zu erkennen war. 

Bei Betrachtung der mRNA-Level der Zytokine IFN�  und IL-5 zeigten die Daten 

vergleichbare Ergebnisse. Die Effektor-T-Zellen erzielten Durchschnittswerte von 9 

für IFN�  bzw. 15 für GATA-3 (t=5h) im Vergleich zur Kontrolle (Teff, t=0h), während 

beide iTreg-Subpopulationen einen ähnlichen, signifikant verminderten 

Durchschnittswert (<2) für IFN�  (t=5h) erreichten. Der Durchschnittswert der IL-5-

Expression (t=5h) lag bei den iTreg+ bei 2 und bei der iTreg--Subpopulation bei 1. 
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Abb. 22 : Expression von T H1- und T H2-Differenzierungsmarkern mittels RT-PCR-Analyse . Zu 
den Zeitpunkten t=0h (Ruhephase) und nach 1h, 5h und 24h polyklonaler Restimulation wurden die T-
Zellen gewonnen und die mRNA-Level von T-bet, GATA-3, IFN�  und IL-5 bestimmt. Angegeben ist 
hierbei die relative Expression der jeweiligen mRNA, d.h. es wurde auf den Wert der Effektor-T-Zellen 
zum Zeitpunkt t=0h normalisiert (=1). Oben ist das Ergebnis der RT-PCR-Analyse zur TH1-
Differezierung (T-bet und IFN� ), unten das Ergebnis zur TH2-Differenzierung (GATA-3 und IL-5) 
dargestellt. Es ist der Median der zusammengefassten Daten (n=8) angegeben. Die Statistik wurde 
mit dem Wilcoxon matched pairs test bestimmt. * = p<0,05, ** = p<0,01, ns = nicht signifikant. 

Neben charakteristischen Transkriptionsfaktoren der T-Zell-Differenzierung wurde 

auch die Expression von Foxp3, IL-2 sowie NFATc1 und NFATc2 nach der bereits 

oben beschriebenen Methode untersucht (Abb. 23). 

Eine hohe Foxp3-Expression ist charakteristisch für nTreg, aber auch in aktivierten 

humanen Effektor-T-Zellen zu beobachten. Die Teff und die iTreg+-Subpopulation 

zeigten bereits zum Zeitpunkt t=0h eine vergleichbare Foxp3-Expression, welche bei 

beiden T-Zell-Populationen nach 5h (Ø 2) und 24h (Ø 1,5 bzw. 2,5) deutlich anstieg, 

während die iTreg--Subpopulation im Durchschnittswert keinen Anstieg der Foxp3-

Expression aufwies. Die Unterschiede zwischen den Populationen waren zudem 

teilweise nur tendenziell, wobei die iTreg- eine signifikant reduzierte Foxp3-

Expression zeigte. 

Es ist bekannt und zudem charakteristisch, dass in anergen T-Zellen die IL-2-

Produktion stark reduziert vorliegt. Eine 20-fach erhöhte IL-2-Expression (t=5h) 

verglichen zum Zeitpunkt t=0h konnte bei den Effektor-T-Zellen gemessen werden. 
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Signifikante Unterschiede zwischen den Teff und den beiden iTreg-Subpopulationen 

zeigten sich bereits 1h nach Restimulation, wobei diese Unterschiede am 

deutlichsten nach 5h zu sehen waren. Die beiden iTreg-Subpopulationen erreichten 

im Vergleich zur Kontrolle (Teff, t=0h) lediglich Durchschnittswerte von 9 (iTreg+) 

bzw. 2 (iTreg-) für den 5h-Zeitpunkt. 

 

Abb. 23 : Expression von Foxp3, IL-2, NFATc1 und NFATc2  mittels RT-PCR-Analyse . Zu den 
Zeitpunkten t=0h (Ruhephase) und nach 1h, 5h und 24h polyklonaler Restimulation wurden die T-
Zellen gewonnen und die mRNA-Level der verschiedenen Parameter bestimmt. Angegeben ist hierbei 
die relative Expression der jeweiligen mRNA, d.h. es wurde auf den Wert der Effektor-T-Zellen zum 
Zeitpunkt t=0h normalisiert (=1). Oben sind die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse für Foxp3 und IL-2, 
unten von NFATc1 und NFATc2 dargestellt. Es ist der Median der zusammengefassten Daten (n=8) 
angegeben. Die Statistik wurde mit dem Wilcoxon matched pairs test bestimmt. * = p<0,05, ** = 
p<0,01, ns = nicht signifikant. 

Die Transkriptionsfaktoren NFATc1 und NFATc2 sind beide involviert in der T-Zell-

Aktivierung und der Zytokin-Produktion. Bei Betrachtung der NFATc1- und NFATc2-

Expression zeigt sich, dass beide iTreg-Subpopulationen diese verglichen mit den 

Effektor-T-Zellen signifikant vermindert exprimierten. Dies wurde 5h nach 

Restimulation besonders deutlich, wobei die Unterschiede nach 24h teilweise nur 

noch als Tendenzen bestimmt werden konnten. Zwischen den beiden iTreg-

Subpopulationen selbst zeigten sich jedoch keine deutlichen Unterschiede in der 

mRNA-Expression beider Transkriptionsfaktoren. Während der Durchschnittswert der 
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relativen NFAT-c1-Expression (t=5h) bei den Teff bei 2,5 lag, wurde für die NFATc2-

Expression ein Durchschnittswert von 1,5 erzielt (t=5h). Beide iTreg-Subpopulationen 

erreichten hingegen Durchschnittswerte von 1,5 für NFATc1 bzw. 1 für NFATc2 

(t=5h). 

Zusammengefasst zeigten die beiden iTreg-Subpopulationen eine deutlich 

verminderte mRNA-Expression der charakteristischen TH1- und TH2-spezifischen 

Transkriptionsfaktoren. Insbesondere IL-2 wurde von beiden anergen iTreg-

Subpopulationen im Vergleich zu den Effektor-T-Zellen signifikant vermindert 

exprimiert. Aber auch zwischen den beiden iTreg-Subpopulationen selbst ließen sich 

signifikante Unterschiede in der Foxp3- und IL-2-Expression beobachten, wobei die 

iTreg--Subpopulation stets eine geringere Expression aufwies als die iTreg+-

Subpopulation. Für die Transkriptionsfaktoren NFATc1 und NFATc2 konnte teilweise 

nur eine tendenziell verminderte Expression im Vergleich zu den Teff bestimmt 

werden. 

4.2.6 Zytokinprofil der T-Zellpopulationen 

4.2.6.1 Konzentrationsbestimmung mittels ELISA 

Die Bestimmung des mRNA-Levels gibt lediglich Hinweise auf die T-Zell-

Differenzierung und Zytokin-Produktion, da aufgrund potenziell posttranskriptioneller 

Modulationen die Protein-Produktion nicht zwangsläufig mit dem mRNA-Level 

korreliert. Daher wurde die Zytokin-Sezernierung in Kulturüberständen gemessen. 

Die in Abb. 24 dargestellten Ergebnisse zeigen das Zytokinprofil (IFN� , IL-5, IL-13, 

IL-10, sIL-2R� ) der untersuchten T-Zell-Populationen nach der primären Stimulation 

an Tag 5 (Primärkultur) und der polyklonalen Restimulation nach 24h. Insbesondere 

in der Primärkultur zeigte sich, dass beide iTreg-Subpopulationen signifikant geringe 

Konzentrationen der typischen TH1- und TH2-Zytokine IFN� , IL-5 und IL-13 

sezernierten. Gleichzeitig wies die CCR7high-IL-10DC-induzierte T-Zell-Kultur eine 

deutlich höhere Freisetzung dieser Zytokine gegenüber der CCR7negative-IL-10DC-

induzierten iTreg-Subpopulation auf. Nach Restimulation der T-Zell-Populationen 

verringerte sich die absolut gemessene Zytokin-Konzentration. Dennoch konnten 

weiterhin signifikante Unterschiede beim Vergleich der Teff mit den beiden iTreg-

Subpopulationen und beim Vergleich der iTreg+- mit der iTreg--Subpopulation 

beobachtet werden. 
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Während bereits in der Primärkultur die beiden iTreg-Subpopulationen einen 

tendenziellen Anstieg des immunsuppressiven Zytokins IL-10 aufwiesen, konnte 

dieser Unterschied zu den Teff nach Restimulation nicht mehr gemessen werden. 

Zwischen den beiden iTreg-Subpopulationen selbst waren weder nach der primären 

Stimulation noch Restimulation signifikante Unterschiede in der IL-10-Freisetzung 

nachweisbar. 

Bei der CCR7high-IL-10DC-Subpopulation konnte im Vergleich zu mDC und den 

CCR7negative-IL-10DC  eine signifikant erhöhte sCD25-Sezernierung nachgewiesen 

werden (siehe Abschnitt 4.1.3). Daher wurde überprüft, ob dieser Unterschied auch 

in den Kulturen der DC-induzierten T-Zell-Populationen zu beobachten ist. Sowohl in 

der Primärkultur als auch nach Restimulation woesen dieEffektor-T-Zellen die 

höchste sCD25-Serzernierung auf, während hingegen beide iTreg-Subpopulationen 

eine signifikant verminderte Sezernierung der solublen Form von CD25 verglichen 

mit den Teff zeigten. Zudem konnte eine signifikant reduzierte Freisetzung von 

sCD25 bei der iTreg--Subpopulation verglichen mit den iTreg+ beobachtet werden. 

Wie im Falle der TH1- und TH2-Zytokine sowie IL-10 nahm die Sezernierung von 

sCD25 nach Restimulation im Vergleich zur Primärkultur bei allen T-Zell-

Populationen deutlich ab. 

Zusammengefasst produzierten beide iTreg-Subpopulationen deutlich geringere 

Mengen der charakteristischen TH1- und TH2-Zytokine sowie des solublen CD25 im 

Vergleich zu den Effektor-T-Zellen. Gleichzeitig wurde das immunsuppressive 

Zytokin IL-10 nur in sehr geringen und nicht signifikant unterschiedlichen Mengen 

sezerniert. 
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Abb. 24 : Zytokinprofil und sCD25-Shedding der DC-induziert en T-Zell-Populationen. Es wurden 
in den Kulturüberständen die Zytokin-Konzentrationen IFN� , IL-5, IL-13, IL-10 sowie sCD25 mittels 
ELISA bestimmt. Links sind die Daten nach 5-tägiger primärer Stimulation, rechts die Daten nach 24h 
Restimulation dargestellt. Es ist jeweils der Median der zusammengefassten Daten (n=12) 
angegeben. Die Statistik wurde mit dem Wilcoxon matched pairs test berechnet. * = p<0,05, ** = 
p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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4.2.6.2 Analyse der IL-2 Produktion mittels intrazellulärem FACS 

 
Abb. 25 : Bestimmung der IL-2-Produktion in den induzierten  T-Zell-Populationen. Die T-Zell-
Populationen wurden mit anti-CD3/anti-CD28-mAb über Nacht restimuliert und anschließend für 
weitere 5h mit PMA/Ionomycin/Golgi-Stop stimuliert. Oben ist ein exemplarisches Beispiel für die 
durchflusszytometrische Analyse der IL-2-produzierenden Zellen in der jeweiligen T-Zell-Population 
gezeigt. Unten ist jeweils der Median der zusammengefassten Daten (n=5) angegeben. Die Statistik 
wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. ** = p<0,01, ns = nicht signifikant. 

Aufgrund der schnellen Verwertung des autokrinen IL-2 im Kulturmedium durch die 

T-Zellen kann die Konzentration des Zytokins mittels ELISA nicht verlässlich 

gemessen werden. Aus diesem Grund wurde eine intrazelluläre FACS-Messung 

durchgeführt. Hierfür wurden die T-Zell-Populationen zunächst polyklonal restimuliert 

und anschließend mit PMA/Ionomycin/Golgi-Stop stimuliert, wodurch eine IL-2-

Akkumulation erwirkt wurde. Die Frequenz der IL-2-produzierenden, lebenden T-

Zellen konnte nach der Färbung anschließend mithilfe der durchflusszytometrischen 

Analyse bestimmt werden. 

In Abb. 25 ist anhand der exemplarischen (oben) und der zusammengefassten 

(unten) Ergebnisse zu beobachten, dass die mDC-induzierte Effektor-T-Zell-

Population die größte Frequenz an IL-2-Produzenten (ca. 10%) umfasste, gefolgt von 

der CCR7high-IL-10DC-induzierten (ca. 6%) und zuletzt der CCR7negative-IL-10DC-

induzierten Treg-Subpopulation (ca. 2%). Während zwischen den Teff und der 

iTreg+-Subpopulation lediglich ein tendenzieller Unterschied in der Anzahl IL-2-

produzierender Zellen vorlag, zeigte die iTreg--Subpopulation jeweils eine signifikant 
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verminderte Frequenz IL-2+-T-Zellen im Vergleich zu den Teff und der iTreg+-

Subpopulation. 

4.2.7 Regulatorische Funktion der induzierten anergen Treg-Subpopulationen 

- Suppressorassays 

4.2.7.1 Durchflusszytometrische Analyse mittels Proliferationsfarbstoffen 

Im Gegensatz zur Standardmethode der 3H-Thymidin-Inkorporation kann mithilfe der 

durchflusszytometrischen Analyse die Proliferationsrate einzelner Zellpopulationen, 

die mit unterschiedlichen Proliferationsfarbstoffen gefärbt werden, bestimmt werden. 

Diese Methode wurde daher für die Untersuchung der regulatorischen Funktion der 

beiden iTreg-Subpopulationen im Folgenden angewandt. 

In Abb. 26 ist zunächst ein exemplarisches Beispiel für die durchflusszytometrische 

Analyse der regulatorischen Funktion der beiden iTreg-Subpopulationen unter 

verschiedenen Stimulationsbedingungen (syngene mDC, PBMC + 1µg/ml anti-CD3 

mAb, 0,5µg/ml anti-CD3 + 0,25µg/ml anti-CD28 mAb, 1µg/ml anti-CD3 + 0,5µg/ml 

anti-CD28) dargestellt. Interessanterweise wurde die Proliferation der Responder-T-

Zellen in den Kokulturen mit beiden iTreg-Populationen von der jeweiligen iTreg-

Subpopulation inhibiert. Im Falle der mDC-Stimulation (diese mDC sind syngen zur 

Primärstimulation) wiesen die Responder-T-Zell-Proliferationen der beiden iTreg-

Kokulturen in diesem Beispiel keinen Unterschied auf, während bei der Stimulation 

mit PBMC + 1µg/ml anti-CD3 mAb und den beiden anti-CD3 mAb/anti-CD28 mAb-

Konzentrationen die Frequenz der proliferierenden Responder-T-Zellen in der iTreg+-

Kokultur stärker inhibiert wurde als in der Kokultur mit der iTreg--Subpopulation. 

Gleichzeitig wurde für die beiden iTreg-Subpopulationen  beobachtet, dass der 

anerge Zustand der beiden iTreg-Populationen (siehe Abschnitt 4.2.3.1) in diesem 

Testsystem aufgehoben und damit anscheinend keine Voraussetzung für die 

regulatorische Kapazität war. Im Vergleich mit der iTreg+-Subpopulation konnte 

jedoch bei den iTreg- eine geringere Frequenz der Teilungsschritte, insbesondere bei 

der Stimulation mit PBMC bzw. anti-CD3/anti-CD28-mAb, beobachtet werden. 
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Abb. 26 : Exemplarisches Beispiel der durchflusszytometrisc hen Analyse der suppressiven 
Kapazität der iTreg-Subpopulationen . Die Responder-T-Zellen wurden zusammen mit der 
jeweiligen iTreg-Subpopulation 5 Tage kultiviert und entweder mit syngenen mDC, PBMC + anti-CD3 
mAb oder anti-CD3/anti-CD28-mAb restimuliert. An Tag 5 erfolgte die Messung der T-Zell-Proliferation 
mittels Durchflusszytometrie. Hierfür wurden am Tag 0 der Restimulation die Responder-T-Zellen mit 
dem Proliferationsfarbstoff efluor670 und die beiden iTreg-Subpopulationen mit Celltrace Violet 
markiert. 
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Abb. 27 : Durchflusszytometrische Analyse der suppressiven Kapazität der iTreg-
Subpopulationen. Die Responder-T-Zellen wurden zusammen mit der jeweiligen iTreg-
Subpopulation unter der angegebenen Stimulation (mDC, PMBC, anti-CD3/anti-CD28-mAb) 5 Tage 
kultiviert. Für die durchflusszytometrische Messung der T-Zell-Proliferation wurden am Tag 0 der 
Restimulation die Responder-T-Zellen mit dem Proliferationsfarbstoff efluor670 und die beiden iTreg-
Subpopulationen mit Celltrace Violet markiert. Angeben ist der Mittelwert��  SD der Responder-T-Zell-
Proliferation in Einzelkultur (grün) und in Kokultur mit der jeweiligen iTreg-Subpopulation (rot bzw. 
blau). Die Statistik der gepoolten Daten (n=5) wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = 
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 

Wie bereits am obrigen exemplarischen Bespiel beschrieben, zeigten die Responder-

T-Zellen auch bei den zusammengefassten Daten (Abb. 27) unter der jeweiligen 

Stimulationsbedingung eine starke Proliferation, wobei die Responder-T-Zell-

Proliferation durch mDC-Stimulation höhere Abweichungen in den einzelnen 

Versuchen aufwies. In Kokultur mit der jeweiligen iTreg-Subpopulation war die 

Proliferation der Responder-T-Zellen insgesamt signifikant inhibiert, so dass 

abhängig von der Stimulation für beide iTreg-Subpopulationen eine hohe 

suppressive Aktivität bestimmt werden konnte Zudem zeigt sich, dass die Inhibition 

der Responder-T-Zell-Proliferation in der iTreg--Kokultur im Vergleich zu der iTreg+-

Kokultur deutlich vermindert vorlag, d.h. die iTreg- eine signifikant verminderte 

Suppressoraktivität aufwies.  Die Unterschiede zwischen den beiden iTreg-

Subpopulationen traten bei der Stimulation mit mDC bzw. PBMC jedoch nur 

tendenziell auf. Die Proliferation der Responder-T-Zellen in der iTreg--Kokultur 

wiesen insgesamt deutlich größere Schwankungen auf als in Kokultur mit der iTreg+-

Subpopulation. 
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Zur Bestimmung der regulatorischen Kapazität der beiden iTreg-Subpopulationen 

wurde anhand der durchflusszytometrischen Daten die prozentuale Suppression 

berechnet (Abb. 28). Es ist zu beobachten, dass unter der mDC-Stimulation beide 

iTreg-Subpopulationen ihre höchste suppressive Kapazität besaßen, wobei die 

iTreg+-Subpopulation tendenziell die stärkere regulatorische Funktion aufwies. Bei 

den Stimulationen mit PBMC bzw. beiden anti-CD3/anti-CD28-mAb zeichnete sich 

eine insgesamt verminderte suppressive Kapazität der beiden iTreg-Subpopulationen 

ab, wobei auch hier stets die iTreg+-Subpopulation die signifikant höhere suppressive 

Kapazität zeigte. 

 

Abb. 28 : Berechnung der prozentualen suppressiven Kapazität der beiden iTreg-
Subpopulationen. Anhand der durchflusszytometrischen Daten wurde die Suppression der jeweiligen 
iTreg-Subpopulation prozentual berechnet werden. Gezeigt ist der Mittelwert ± SD der 
zusammengefassten Daten (n=5). Die Statistik wurde mit dem paired student‘s t-test berechnet. * = 
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, ns = nicht signifikant. 
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5 Diskussion 

Humane IL-10-modulierte tolerogene dendritische Zellen (IL-10DC) stellen eine 

heterogene DC-Population dar, die sich aus  zwei phänotypisch unterschiedlichen 

Subpopulationen zusammensetzt. Diese Heterogenität der IL-10DC ließ vermuten, 

dass diese Subpopulationen möglicherweise T-Zell-Populationen mit 

unterschiedlichen Charakteristika, insbesondere in Bezug zur suppressiven 

Kapazität, induzieren können. Aus diesem Grund und zur Generierung einer 

homogenen iTreg-Population mit hoher suppressiver Potenz wurden in der folgenden 

Studie die beiden IL-10DC-Subpopulationen, die sich aufgrund ihres Reifezustandes 

deutlich unterscheiden (CD83, CCR7), durchflusszytometrisch isoliert und bezüglich 

ihrer Fähigkeit anerge regulatorische T-Zellen (iTreg) zu induzieren in vitro detailliert 

untersucht. 

Mature DC (mDC) spielen eine entscheidende Rolle bei der Induktion einer 

protektiven Immunantwort, indem diese u.a. T-Zellen effektiv stimulieren und somit 

die adaptive Immunität initiieren. Andererseits ist es jedoch wichtig, dass z.B. 

autoreaktive Immunzellen inaktiviert werden, bevor diese eigene Körperzellen und 

Organe schädigen können. Diese Toleranzinduktion wird u.a. von immaturen (iDC) 

bzw. steady-state DC initiiert, welche somit auch einen wichtigen Bestandteil der 

Homöostase darstellen.37, 159, 160 

Neben vielen proinflammatorischen Zytokinen, die die verschiedensten Immunzellen 

u.a. rekrutieren und aktivieren können, existieren auch Zytokine wie das 

immunsuppressive IL-10, welches Immunreaktionen z.B. über Modulation der 

Immunzellen herunterreguliert und damit einen negativen Feedback vermittelt. Durch 

Zugabe von exogenem IL-10 wird der IL-10/IL-10R-Signaltransduktionsweg stimuliert 

und u.a. die damit einhergehenden Veränderungen der Differenzierung zu 

tolerogenen DC induziert. Für die in vitro-Generierung solcher tolerogenen DC  ist 

neben der angewandten Konzentration der Zeitpunkt der IL-10-Zugabe 

entscheidend. Je früher die IL-10-Zugabe während der DC-Generierung erfolgt, 

desto immaturer ist deren Phänotyp. Zudem unterscheiden sich auch 

Expressionsmuster sowie Zytokinprofil der jeweiligen IL-10-modulierten DC. In 

unserer Studie wurde die IL-10-Zugabe während der 2-tägigen DC-Maturierung, d.h. 

zeitgleich zum Stimulus der DC-Reifung gewählt. Auch andere Arbeitsgruppen 

wählten die zeitnahe IL-10-Zugabe während der DC-Maturierung für ihre Studien.31, 

44, 70-72, 120 Gregori et al., Gagliani et al. sowie Torres-Aguilar et al. hingegen 
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differenzierten tolerogene DC aus CD14+ Vorläuferzellen über einen deutlich 

längeren Zeitraum der IL-10-Modulation.55, 56, 158 Gregori et al. belegten zudem durch 

einen Vergleich der beiden unterschiedlich IL-10-modulierten DC-Populationen 

deutliche Unterschiede im Expressionsmuster.56 

Die Differenzierung und Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen werden durch 

Stimulation mit IL-10DC moduliert, wobei anerge regulatorische T-Zellen induziert 

werden.31, 70, 120 Diese weisen eine erhöhte suppressive Kapazität im Vergleich zu 

TGF� -, Rapamycin-, Dexamethason- und Vitamin D3-modulierten DC-induzierten 

Treg auf.44, 55 IL-10DC stellen somit ein sehr viel versprechendes Therapeutikum für 

Erkrankungen dar, da sie Hyperaktivierungen des Immunsystems, wie sie für 

Autoimmunerkrankungen und Allergien charakteristisch sind, inhibieren können. 

Diverse Arbeitsgruppen konnten bereits mithilfe IL-10-modulierter DC aus 

allergischen Spendern die antigen-spezifische TH2-Antwort in vitro inhibieren und 

zeigen, dass die T-Zell-Proliferation und die Zytokin-Sekretion der induzierten 

allergen-spezifischen T-Zell-Antwort deutlich vermindert ist.72, 154, 161 Die wichtige 

physiologische Bedeutung von IL-10DC konnte außerdem bei HIES(Hyper-IgE 

Syndrome)-Patienten beobachtet werden. Diese weisen eine durch STAT3-

Mutationen verursachte defekte IL-10-Antwort in dendritischen Zellen auf, welche zu 

einer beeinträchtigten Fähigkeit der iTreg-Induktion führt.57 

Auch bei tumor-assoziierten Toleranzmechanismen spielt IL-10 eine entscheidende 

Rolle. Einige Tumorarten nutzen den immunsuppressiven Effekt von IL-10 auf die 

Differenzierung von Immunzellen z.B. durch Induktion tolerogener DC und anerger 

regulatorischer T-Zellen um dem Immunsystem zu entgehen.162-164 IL-10 hat jedoch 

nicht stets einen suppressiven Effekt, sondern kann auch je nach umgebendem 

Milieu stimulatorisch auf Immunzellen wirken.165, 166 Die Expansion und zytotoxische 

Aktivität von CD8+ T-Zellen sowie NK-Zellen kann durch IL-10-Modulation induziert 

bzw. gesteigert werden.167-170 

Um die regulatorische Funktion der induzierten Treg zu verbessern und damit die 

Wirkung als mögliches Therapeutikum zu erhöhen, wurden in unserer Studie die 

heterogene Population der humanen IL-10-modulierten dendritischen Zellen (IL-

10DC) anhand ihres Maturierungsstatus separiert und hinsichtlich ihrer tolerogenen 

Eigenschaften untersucht. Für die durchflusszytometrische Trennung der beiden IL-

10DC-Subpopulationen, mature CD83highCCR7highHLA-DRhigh und immature 

CD83lowCCR7negativeHLA-DRlow, wurde der Chemokin-Rezeptor CCR7, welcher an 



��	����

Migrationsprozessen, aber nicht an der T-Zell-Stimulation beteiligt ist, gewählt.18, 171 

Die Expression von CCR7 korreliert mit dem DC-spezifischen Reifungsmarker CD83 

(siehe Abschnitt 4.1.1).44 CD83 ist jedoch an multiplen Prozessen der T-Zell-

Stimulation beteiligt. Daher wurde dieser Marker für die durchflusszytometrische 

Trennung ausgeschlossen. So konnte gezeigt werden, dass CD83-defiziente Mäuse 

eine gestörte Entwicklung von CD4+ T-Zellen im Thymus aufweisen. In der Peripherie 

konnte eine deutlich reduzierte Anzahl CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden, 

während kein Einfluss auf CD8+ T-Zellen beobachtet werden konnte.172, 173 Garcia-

Martinez et al. postulierten zudem eine modifizierte Aktivierung der CD4+ Zellen in 

CD83-/- Mäusen, die sich in einem veränderten Zytokinprofil widerspiegelte.173 

Außerdem weisen HSV-1-infizierte dendritische Zellen eine verminderte CD83-

Expression auf und zeigen dadurch eine verminderte T-Zell-stimulatorische 

Kapazität.174 Des Weiteren konnten Prechtel et al. mithilfe von RNA-Interferenz-

Experimenten ein CD83-Knockdown in DC erzeugen und ebenfalls eine reduzierte 

stimulatorische Funktion nachweisen.175 Eine weitere mögliche Funktion von CD83 

liegt in der Stabilisierung der Expression von MHC-II und CD86 auf murinen DC 

durch die transmembrane Domäne von CD83. Deren Degradation wird durch eine 

Blockade der MHC-Klasse-II-Assoziation mit der Ubiquitin-Ligase MARCH1 

inhibiert.176 

Innerhalb der Monozyten existieren 2 große Subpopulationen, CD14+CD16- und 

CD14+CD16+. Diese unterscheiden sich nicht nur phänotypisch, sondern auch in 

ihrem Migrationsverhalten und ihrer Funktion.177-181 Die Vermutung, dass es ich bei 

der immaturen CD83lowCCR7negativeHLA-DRlow IL-10DC-Subpopulation nicht um 

dendritische Zellen, sondern um Monozyten/Makrophagen handelt, konnte durch die 

durchflusszytometrische Analyse von CD16, welcher als Marker für Monozyten und 

Makrophagen beschrieben wurde, ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 4.1.2). 

Die Expression von CD16, einem phagozytose-induzierenden Fc-Rezeptor für 

Pathogen-opsonisierende IgG-Antikörper, konnte in unserer Studie auf beiden IL-

10DC-Subpopulationen nicht nachgewiesen werden. CD14, ein Ko-Rezeptor für 

Lipopolysaccharide (LPS), einem Bestandteil der äußeren Membran gramnegativer 

Bakterien, konnte sowohl auf der maturen als auch auf der immaturen IL-10DC-

Subpopulation nachgewiesen werden, wobei eine verstärkte Expression auf der 

immaturen Subpopulation zu beobachten war (siehe Abschnitt 4.1.2). Es ist jedoch 

bereits bekannt, dass durch die exogene Zugabe von IL-10 während der DC-

Generierung ein Monozyten-ähnlicher, semimaturer Phänotyp induziert wird, wobei 
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die CD14 auf den induzierten tolerogenen DC hochreguliert und kostimulatorische 

Moleküle z.B. aus der B7-Familie vermindert exprimiert werden.71, 182, 183 

Auch Velten et al. konnten 2004 bereits zeigen, dass die IL-10DC eine heterogene 

Population darstellt. Jedoch legte diese Arbeitsgruppe den Schwerpunkt bei der 

Separation auf die kombinierten Oberflächenmoleküle CD83/ILT2.71 Durch 

Stimulation mit der CD83lowCD14highILT2highHLA-DRlow und der 

CD83highCD14lowILT2lowHLA-DRhigh IL-10DC-Subpopulation von Velten et al. wurde 

eine verminderte Proliferation der CD4+ T-Zellen im Vergleich zur Stimulation mit 

maturen DC nachgewiesen. Gleichzeitig zeigte die CD83highCD14lowILT2lowHLA-

DRhigh IL-10DC keinen deutlichen Unterschied in der stimulatorischen Kapazität 

verglichen mit den ungesorteten IL-10DC. Diese Ergebnisse unterstützen unsere 

Untersuchungen, da auch wir eine deutlich reduzierte stimulatorische Kapazität der 

beiden IL-10DC-Subpopulationen nachweisen konnten (siehe Abschnitt 4.2.2). Das 

Expressionsmuster der untersuchten DC-Populationen in unserer Studie stimmt 

jedoch nicht mit dem der von Velten et al. untersuchten DC-Populationen überein. 

Unterschiede im Protokoll zur Generierung dendritischer Zellen sowie eine 

abweichende IL-10DC-Separierung erklären die unterschiedlichen 

Expressionsmuster. Anhand durchflusszytometrischer und RNA-Analysen konnten 

Velten et al. zeigen, dass die CD83lowCD14highILT2highHLA-DRlow IL-10DC im 

Vergleich zu den CD83highCD14lowILT2lowHLA-DRhigh IL-10DC die inhibitorischen 

Rezeptoren ILT2 und ILT3 verstärkt exprimieren. In unserer Studie konnten jedoch 

beide inhibitorischen Oberflächenmoleküle sowohl auf beiden IL-10DC-

Subpopulationen als auch auf maturen DC nachgewiesen werden. Während 

hinsichtlich der ILT2-Expression keine deutlichen Unterschiede zwischen den DC-

Populationen beobachtet werden konnten, zeigte die CCR7high IL-10DC-

Subpopulation verglichen mit mDC eine signifikant erhöhte ILT3-Expression. Die 

CCR7negative IL-10DC-Subpopulation wies verglichen mit der CCR7high IL-10DC-

Subpopulation hingegen eine signifikant reduzierte ILT3-Expression auf (siehe 

Abschnitt 4.1.2). ILT2 und ILT3 besitzen sogenannte ITIM (engl. Immunoreceptor 

Tyrosine-based Inhibitory Motif), die durch Bindung von inhibitorischen 

Phosphatasen die Signaltransduktion durch Antigen-spezifische Rezeptoren wie z.B. 

dem T-Zell-Rezeptor hemmen können.184, 185 

In der Studie von Gregori et al. 2010 konnte die Existenz tolerogener IL-10-

modulierter DC (DC-10) in vivo nachgewiesen werden.56 Zudem postulierte diese 

Arbeitsgruppe die DC-10-Generierung in vitro und zeigte, dass die Differenzierung 
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der regulatorischen T-Zellen Typ 1 (Tr1) über den IL-10-abhängigen ILT4/HLA-G-

Signalweg vermittelt wird. Dabei ist eine hohe IL-10-Sezernierung der DC-10 

erforderlich, welche auch für die HLA-G Expression auf den tolerogenen DC-10 

entscheidend ist. Liang et al. konnten zudem 2008 zeigen, dass die ILT4/HLA-G-

vermittelte Modulation der DC-Differenzierung über den IL-6/STAT3-Signalweg 

induziert wird.186 Die inhibitorischen Rezeptoren ILT2 und ILT3 werden ebenfalls, wie 

auch bei der Studie von Velten et al., erhöht exprimiert. Während eine deutliche 

höhere Expression von ILT4 auf den IL-10DC und den IL-10DC-Subpopulationen in 

unserer Studie ebenfalls nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 4.1.2), 

wurde keine Expression von HLA-G beobachtet. Das Zytokinprofil der untersuchten 

DC-Populationen unserer Studie (siehe Abschnitt 4.1.3) zeigte ebenfalls eine deutlich 

verminderte IL-12p40 Produktion der IL-10DC-Population, jedoch keine erhöhte IL-

10-Freisetzung. Es muss jedoch beachtet werden, dass in unserer Studie die 

Messung der Zytokin-Sezernierung ohne vorherige DC-Stimulation erfolgte. Neben 

Gregori et al. konnten auch andere Arbeitsgruppen eine hohe IL-10-Serzernierung 

nach Stimulation der IL-10-modulierten DC messen, während die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine deutlich reduziert war.44, 55, 56 

In unserer Studie konnten wir eine erhöhte Expression von PD-L1 lediglich auf der 

maturen CCR7high IL-10DC-Subpopulation im Vergleich zu maturen DC beobachten. 

Die gesamten IL-10DC sowie die CCR7negative IL-10DC-Subpopulation zeigten keine 

gesteigerte PD-L1-Expression verglichen mit mDC (siehe Abschnitt 4.1.2). Bereits 

1999 wurden erste Hinweise für die Beteiligung des konstitutiv DC- exprimierten PD-

L1, auch B7-H1 genannt, an der negativen Regulation zellvermittelter 

Immunantworten gefunden. In Studien von Dong et al. induzierte die PD-L1-Ligation 

polyklonal stimulierter T-Zellen eine IL-2-abhängige IL-10-Produktion. 187 Freeman et 

al. wiesen die Expression von PD-L1 auf humanen und murinen DC sowie nicht-

lymphatischen Zellen nach. Die Bindung des Rezeptors PD-1 auf der T-Zelle führte 

dabei zu einer inhibierten TCR-vermittelten Proliferation und Zytokin-Produktion.188 

Die Balance zwischen dem PD-1/PD-L1-Ligation-induzierten Signal und der CD28-

Aktivierung über die kostimulatorischen B7-Moleküle CD80 und CD86 bestimmt die 

Intensität der T-Zell-Aktivierung, so dass die PDL-1/PD-1-Ligation zur negativen 

Regulation inflammatorischer T-Zell-Antworten beiträgt.188 Durch die Blockade von 

PD-L1 konnte die stimulatorische Kapazität der IL-10-modulierten DC deutlich erhöht 

werden, so dass PD-L1 eine entscheidende Funktion bei der Induktion und 

Aufrechterhaltung der T-Zell-Anergie zugeschrieben werden kann.189 Aufgrund der 
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Expression von PD-L1 auf Tumorzellen und der immunregulatorischen 

Eigenschaften der PD-L1/PD-1-Ligation wurden bereits eine Vielzahl an 

Modulationen dieses Signalwegs für neuste Immuntherapien zur Tumor-Behandlung 

untersucht und eingesetzt.190, 191 In unserer Studie zeigte die gesamte IL-10DC-

Population sowie die CCR7negative IL-10DC-Subpopulation keine gesteigerte PD-L1-

Expression verglichen mit mDC (siehe Abschnitt 4.1.2). Die Expression der 

kostimulatorischen B7-Moleküle CD80 und CD86 lag verglichen mit den maturen DC 

jedoch auf den gesamten IL-10DC und der CCR7negative IL-10DC-Subpopulation 

deutlich vermindert vor. Aufgrund der Verschiebung in der Balance kann die 

regulatorisch wirkende Signalgebung über PD-L1 somit den schwächeren 

stimulatorischen/aktivierenden Signalen über CD80/CD86 entgegenwirken.188, 189 

Neben PD-L1 wurde auch PD-L2 als Ligand für den T-Zell-exprimierten Rezeptor 

PD-1 beschrieben. Die Expression von PD-L2, auch B7-DC genannt, wird anders als 

bei PD-L1 erst nach Stimulation der dendritischen Zellen induziert.192 Während 

Untersuchungen im murinen System das Potenzial von PD-L2 als T-Zell-

kostimulatorisches Molekül zeigen, indem es die Proliferation und IFN� -Produktion 

von naiven T-Zellen induziert und damit eine TH1-Immunatwort initiiert,193 wurde von 

Pfistershammer et al. im humanen System jedoch gezeigt, dass durch PD-L2-

Ligation die Aktivierung sowohl von CD4+ als auch CD8+ T-Zellen deutlich inhibiert 

ist. Diese Inhibition konnte nicht durch CD28-Stimulation, jedoch durch PD-1-

Blockade aufgehoben werden.194 Wir konnten, wie auch im Fall von PD-L1, eine 

deutlich erhöhte Expression von PD-L2 nur auf der maturen CCR7high IL-10DC-

Subpopulation bestimmen, während die immature CCR7negative IL-10DC-

Subpopulation eine deutlich verminderte Expression aufzeigte (siehe Abschnitt 

4.1.2). 

Unsere These, dass beide IL-10DC-Subpopulationen verschiedene Mechanismen 

zur Induktion von Treg anwenden, führte zur Untersuchung der CD25-Expression auf 

den DC-Populationen. Zudem ist die Funktion der membranständigen sowie der 

solublen Form von CD25 (sCD25) für IL-10DC sowie anderen tolerogenen DC bisher 

nicht beschrieben worden. Aufgrund verschiedener Studien ist bereits bekannt, dass 

humane mature DC eine hohe Expression der � -Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) 

aufweisen, welche durch den Einfluss von PGE2 induziert wird,195 gleichzeitig aber 

die signalgebende � -Kette (CD122) nicht exprimieren. Die Expression der � -Kette 

(CD132) wird, abhängig von der DC-Generierung, kontrovers diskutiert.196, 197 Die 

Funktion der CD25-Expression auf maturen DC sowie tolerogenen IL-10DC ist bisher 
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nicht genau bekannt. Wuest et al. konnten jedoch in ihren Studien zeigen, dass die 

Stimulation mit maturen DC, welche mit dem CD25-Inhibitor Daclizumab 

vorbehandelt wurden, eine verminderte T-Zell-Proliferation zur Folge hat. Die 

Stimulation von CD25- T-Zellen mit maturen CD25+ DC hat jedoch eine Aktivierung 

der T-Zellen und deren Expansion zur Folge. Anhand dieser Ergebnisse entstand die 

These, dass das mDC-abgeleitete CD25 IL-2 über eine trans-Präsentation den T-

Zellen zur Verfügung stellt und somit eine (gesteigerte) T-Zell-Proliferation 

ermöglicht.196 Velten et al. konnten diesen gesteigerten Stimulationseffekt auf T-

Zellen durch CD25high mDC ebenfalls beobachten.197 Die Frage, an welchem Epitop 

die T-Zellen binden können, ist jedoch nicht geklärt. In unserer Studie konnte die 

Expression von CD25 auf maturen DC ebenfalls nachgewiesen werden, während 

CD122 nicht exprimiert wird (siehe Abschnitt  4.1.2). CD83highCCR7highHLA-DRhigh IL-

10DC zeigten jedoch eine deutlich erhöhte CD25-Expression im Vergleich zu 

maturen DC und den IL-10DC. Die immaturen CD83lowCCR7negativeHLA-DRlow IL-

10DC hingegen zeigten eine zu den IL-10DC vergleichbare, aber zu den mDC 

dennoch erhöhte Expression (siehe Abschnitt 4.1.2). 

Diverse Studien belegten, dass es sich bei der solublen Form von CD25 (sCD25) 

nicht um eine alternative RNA-Splicing-Variante handelt, sondern sCD25 über 

enzymatische Spaltung von der Membran gelöst wird, wobei die Affinität zum 

Wachstumsfaktor IL-2 vorhanden bleibt.155, 198-201 Die Familie der Metalloproteinasen 

(MMP), insbesondere der Einfluss von MMP-9, scheint bei der gesteigerten 

Freisetzung von sCD25 eine entscheidende Rolle zu spielen, wie bei 

Untersuchungen mit verschiedenen Tumor-Zell-Linien gezeigt wurde.156, 202 Die 

Expression von MMP-9 wird während der DC-Reifung durch den Einfluss von PGE2 

über die Aktivierung von AP-1 (engl. Activator Protein 1) induziert.203 

Trotz einer erhöhten CD25-Expression auf der immaturen IL-10DC-Subpopulation 

gegenüber den maturen DC, konnte lediglich eine vergleichbare sCD25-

Serzernierung gemessen werden. Bemerkenswerterweise wies die mature IL-10DC-

Subpopulation eine 10-fach erhöhte Sezernierung von sCD25 verglichen sowohl mit 

den mDC als auch der immaturen IL-10DC-Subpopulation auf (siehe Abschnitt 

4.1.3). Die Unterschiede in der CD25-Expression und sCD25-Sezernierung zwischen 

den beiden IL-10DC-Subpopulationen unterstützen unseren Verdacht, dass diese 

über abweichende Mechanismen ihre tolerogene Funktion ausüben. Die Funktion der 

solublen Form könnte im Abfangen von freiem IL-2 und der damit verbundenen 
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Inhibition der T-Zell-Aktivierung und des Überlebens der T-Zellen liegen. Bisher 

liegen jedoch keine eindeutigen wissenschaftlichen Belege hierfür vor. 

Während die mature CCR7high IL-10DC-Subpopulation eine hohe Expression der 

kostimulatorischen (CD80/CD86, CD40), aber auch von koinhibitorischen Molekülen 

(ILT3, ILT4, PD-L1, PD-L2) aufwies, zeigte die immature CCR7negative IL-10DC-

Subpopulation, mit Ausnahme von ILT4, eine deutlich reduzierte Expression der 

kostimulatorischen und koinhibitorischen Oberflächenmarker (siehe Abschnitt 4.1.2). 

Trotz des unterschiedlichen Expressionsmusters zeigten beide IL-10DC-

Subpopulationen eine deutlich reduzierte stimulatorische Kapazität (siehe Abschnitt 

4.2.2) und induzierten anerge Treg, welche in der Lage waren die Aktivierung und 

Proliferation von CD4+ T-Zellen zu inhibieren (siehe Abschnitt 4.2.7). Mature und 

immature IL-10DC-Subpopulation scheinen daher unterschiedliche Mechanismen zu 

nutzen, um ihre tolerogenen Funktionen auszuüben. Diese Hypothese wird dadurch 

unterstützt, dass beide iTreg-Subpopulationen abhängig von der Stimulation 

unterschiedlich starke suppressive Aktivitäten aufweisen (siehe Abschnitt 4.2.7). 

DC können mittels löslicher Mediatoren, wie z.B. Zytokine, aber auch Zellkontakt-

abhängig ihre stimulatorischen Signale übermitteln. Die Sekretion des 

immunsuppressiven Zytokins IL-10 durch tolerogene DC spielt bei der Induktion von 

Treg eine wichtige Rolle.36, 56, 146 Neben den tolerogenen IL-10DC sind auch 

Rapamycin-, Vitamin D3-, TGF� - und Dexamethason-modulierte tolerogene DC 

bekannt, die ebenfalls anerge Treg induzieren, aber im Vergleich zu IL-10DC-

induzierten Treg eine verminderte suppressive Kapazität aufweisen.43, 44, 55 Ihnen ist 

jedoch gemeinsam, dass sie kostimulatorische Moleküle (z.B. CD80/CD86) 

vermindert exprimieren und gleichzeitig eine reduzierte Produktion 

proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-12) aufweisen, während die Expression 

koinhibitorischer Moleküle wie ILT3 und ILT4 heraufreguliert wird und diese 

Zellkontakt-abhängig an der Treg-Induktion beteiligt sind.56, 204, 205 

Aber auch auf der T-Zell-Seite existiert das duale System aus löslichen Mediatoren 

und Zellkontakt-abhängigen Rezeptor-Liganden-Interaktionen, um immunologische 

Prozesse zu kontrollieren und regulieren. Sowohl eine hohe Sekretion der 

immunmodulierenden Zytokine IL-10 bzw. TGF� , welche eine wichtige Funktion bei 

der suppressiven Aktivität der regulatorischen Tr1- und TH3-Zellen einnimmt206, 207, 

als auch der direkte Zell-Zell-Kontakt über Rezeptor-Liganden-Interaktion stellen 

wichtige Mechanismen für die regulatorische Aktivität von iTreg und nTreg dar. 
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So ist PD-1 (engl. Programmed Death-1) ein auf T-Zell-Seite beschriebener 

Rezeptor, der durch Ligation abhängig von der Intensität eingehender 

kostimulatorischer Signale seine inhibitorische Funktion ausübt und zur 

Toleranzinduktion beiträgt.33, 192, 208 PD-1 inhibiert die PI3K-Aktivität mittels erhöhter 

Akt-Phosphorylierung, wodurch die Induktion wichtiger Überlebenssignale, wie z.B. 

Bcl-xl, behindert und die Apoptose eingeleitet wird.192, 209, 210 PD-1 wirkt dabei nicht 

über Anergie-abhängige Mechanismen, vielmehr ist die Differenzierung von TGF� -

induzierten Treg gestört.210 

Die extrazelluläre und intrazelluläre Expression von CTLA-4 spielt eine 

entscheidende Rolle bei der suppressiven Aktivität der IL-10DC-induzierten Treg, 

während lösliche Mediatoren wie die immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF�  

keinen Einfluss auf die suppressive Funktion anerger iTreg haben.31, 100-102 Die 

durchflusszytometrischen Analysen in unserer Studie zeigten jedoch keine deutlichen 

Unterschiede in der Expression von CTLA-4 zwischen mDC-induzierten Effektor-T-

Zellen und den iTreg-Subpopulationen (siehe Abschnitt 4.2.1). Untersuchungen zur 

intrazellulären Expression, bei der deutlich größere Unterschiede beobachtet 

wurden,31 wurden in unserer Studie nicht durchgeführt. Zudem wurden unsere 

durchflusszytometrischen Analysen mit primär stimulierten naiven T-Zellen bzw. 

polyklonal restimulierten T-Zellen durchgeführt, und nicht mit primär stimulierten 

CD4+ T-Zellen, die mit maturen DC, syngen zur Primärstimulation, restimuliert 

wurden.31 

Obwohl die Aktivierung anhand der CD28-Expression bei beiden iTreg-

Subpopulationen in unserer Studie deutlich inhibiert ist und bei den iTreg- am 

stärksten ausgeprägt ist, weisen beide keine erhöhte Expression der regulatorischen 

Rezeptoren CTLA-4 und PD-1 gegenüber Effektor-T-Zellen nach primärer 

Stimulation auf. Erst nach polyklonaler Restimulation verschiebt sich das Verhältnis 

zwischen aktivierenden und inhibitorischen Signalen, da CD28 auf allen T-Zell-

Populationen herunterreguliert wurde und die Expression von CTLA-4 und 

insbesondere PD-1 auf Teff und iTreg+ erhöht vorliegt (siehe Abschnitt 4.2.1). Die 

Expression beider Rezeptoren wird zeitversetzt zur CD28-Stimulation auf aktivierten 

T-Zellen induziert. Es wird eine Mechanismus zur Selbst-Regulierung initiiert. Starke 

kostimulatorische Signale über CD28-Ligation überkommen die inhibitorischen 

Effekte von PD-1 und CTLA-4. Eine verschobene Balance zwischen aktivierenden 

und inhibitorischen Signalen kann somit die Immunantwort bereits negativ 

beeinflussen.192, 209 



��
����

Die Koexpression von CD49b und LAG-3 wurde erst kürzlich als neue Marker-

Kombination für regulatorische T-Zellen Typ 1 (Tr1) identifiziert.158 Die Expression 

dieser beiden Marker auf unseren iTreg konnte jedoch in nur sehr geringen Mengen 

nachgewiesen und somit als spezifische Marker in unserem System ausgeschlossen 

werden (siehe Abschnitt 4.2.1). Dies wurde bereits durch die fehlende HLA-G-

Expression auf unseren IL-10-modulierten DC, welche zur Tr1-Differenzierung 

erforderlich ist, angedeutet.56, 186 

Für natürlich vorkommende Treg (nTreg) wurde neben einer konstitutiv hohen CD25-

Expression auch eine stabile und hohe Foxp3-Expression belegt, die jedoch nicht 

ausschließlich für die suppressive Funktion, sondern auch für die Differenzierung der 

nTreg und die Aufrechterhaltung deren Phänotyps verantwortlich ist.137, 211 Wir 

konnten sowohl durch RT-PCR-Analyse als auch durch durchflusszytometrische 

Analysen beobachten, dass keine Foxp3high+ Treg durch Stimulation mit der 

jeweiligen IL-10DC-Subpopulation induziert werden und die Foxp3-Expression somit 

lediglich den Aktivierungsstatus der iTreg widerspiegelt. Beide iTreg-

Subpopulationen zeigten sowohl eine deutlich verminderte Foxp3- als auch CD25-

Expression im Vergleich zu aktivierten Effektor-T-Zellen (siehe Abschnitte 4.2.1). 

Somit unterscheiden sich die CCR7high und CCR7negative IL-10DC-induzierten Treg 

phänotypisch deutlich von nTreg. CD25 und Foxp3 sind zugleich nicht ausreichend 

zur Charakterisierung von nTreg im humanen System. Neben einer hohen CD25- 

und Foxp3-Expression sind zusätzlich auch Helios und GARP als Marker für 

(aktivierte) nTreg postuliert worden. Helios reguliert die IL-2-Produktion durch 

Suppression der IL-2-Transkription via epigenetischer Modifikationen und begünstigt 

zudem die Bindung von Foxp3 an den IL-2-Promotor und damit den anergen 

Phänotyp der nTreg.138, 139 Das membrangebundene Molekül GARP (engl. 

Glycoprotein A Repetitions Predominant) aktivierter humaner Treg bindet das latente 

TGF�  auf der Zelloberfläche, reguliert somit die Bioverfügbarkeit und Aktivierung von 

TGF�  und ist zudem an der suppressiven Funktion der nTreg beteiligt.212-215 Durch 

Zugabe der solublen Form von GARP (sGARP) wurde die Differenzierung von 

naiven CD4+ T-Zellen zu Foxp3+ Treg induziert, welche im humanisierten 

Mausmodell der xenogenen GvHD eine protektive Wirkung zeigen.216 Jedoch gibt es 

auch Hinweise darauf, dass die Sekretion anderer löslicher Mediatoren wie IL-10 und 

TGF-�  durch die nTreg in vivo zu einer Modulation der Immunantwort beiträgt.133 

Die klassische Definition der T-Zell-Anergie92, 93, 115 wird von beiden iTreg-

Subpopulationen dieser Studie widergespiegelt. Beide iTreg-Subpopulationen 
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zeigten einen Proliferationstopp trotz optimaler, polyklonaler Restimulation (siehe 

Abschnitt 4.2.3). Zudem war die IL-2-Produktion in beiden Subpopulationen im 

Vergleich zu aktivierten Effektor-T-Zellen deutlich inhibiert (siehe Abschnitte 4.2.5 

und 4.2.6.2). 

Die niedrige Proliferationsrate und die geringe Reaktionsfähigkeit auf exogenes IL-2 

ließ vermuten (siehe Abschnitt 4.2.3), dass beide iTreg-Subpopulationen aufgrund 

ihrer geringen Viabilität (siehe Abschnitt 4.2.4) nicht mehr zur Proliferation fähig sind. 

In dem Suppressions-System zeigten beide iTreg-Subpopulationen jedoch eine 

deutliche stimulationsabhängige Proliferation in Kokultur mit den CD4+ Responder-T-

Zellen (siehe Abschnitt 4.2.7), so dass eine durch Aktivierung einhergehende 

Proliferation der IL-10DC-induzierten Treg-Populationen für die suppressive Wirkung 

erforderlich zu sein scheint. Diese Beobachtung wurde bisher für andere DC-

induzierte Treg-Populationen nicht beschrieben. Jedoch konnte die in vitro-

Expansion von humanen Tr1-Klonen durch Zugabe von IL-2 und IL-15 induziert 

werden.217 Im murinen System konnte eine starke Kostimulation der nTreg durch 

CD28 oder hohe IL-2-Mengen sowohl deren Anergie als auch suppressive Kapazität 

aufheben.218 Die in vivo-Expansion der murinen sowie humaner nTreg) wurde von 

mehreren Arbeitsgruppen ebenfalls postuliert.219-223 Abhängig von der Stimulation 

bleibt die suppressive Aktivität der nTreg dennoch erhalten.224, 225 Die proliferative 

Aktivität ist somit nicht zwangsläufig mit der suppressiven Kapazität der nTreg 

verbunden.225 

Beide iTreg-Subpopulationen unserer Studie zeigten eine deutliche suppressive 

Aktivität gegenüber CD4+CD25low Responder-T-Zellen (siehe Abschnitt 4.2.7). Die 

CCR7high IL-10DC-induzierten Treg zeigten eine gesteigerte Kapazität verglichen mit  

den CCR7negative IL-10DC-induzierten Treg, wobei auch eine Abhängigkeit von der 

Stimulation beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 4.2.7). Die Sezernierung von 

sCD25 konnte als suppressiver Mechanismus jedoch ausgeschlossen werden, da 

beide iTreg-Subpopulationen im Vergleich zu den Teff eine deutlich verminderte 

sCD25-Produktion aufwiesen. Somit ist der Nachweis von sCD25 wie auch die 

Expression von CD25 lediglich ein charakteristisches Merkmal für den 

Aktivierungsstatus der T-Zellen (siehe Abschnitte 4.2.6). Über welche vielfältigen 

Mechanismen die beiden induzierten Treg-Subpopulationen ihre regulatorische 

Funktion ausüben, sollte jedoch in weiteren Untersuchungen bestimmt werden. 
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7  Abkürzungsverzeichnis 

°C   Grad Celsius 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

µM   Mikromolar 
3H-Thymidin  Tritium-markiertes Thymidin 

Abb.   Abbildung 

Ak   Antikörper 

APC   Allophycocyanin (Fluorochrom) 

APC   antigen-präsentierende Zelle/n 

Aqua dest.  destilliertes Wasser 

bzw.   beziehungsweise 

cAMP   cyclic Adenosine Monophosphate 

CD   Cluster of Differentiation 

CTLA-4   Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4 

d. h.    das heißt 

DC   dendritische Zelle/n 

DEX-DC  Dexamethason-modulierte dendritische Zelle/n 

DNA   Deoxyribonucleic Acid 

EDTA   Ethylendiamin-Tetraessigsäure 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

engl.   englisch 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorting 

FCS   Fetal Calf Serum 

FITC   Fluorescein Isothiocyanate (Fluorochrom) 

Foxp3   Forkhead box P3 

FSC   Forward Scattered Light 

GM-CSF  Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 

GvHD   Graft versus Host Disease 

h   Stunde 

HLA   Human Leukocyte Antigen 

HSA   Human Serum Albumin 

ICOS    Inducible T-cell Co-Stimulator 

iDC   immature dendritische Zellen 

IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

IL-10DC  IL-10-modulierte dendritische Zelle/n 

ILT   Immunoglobuline-Like Transcript 

ITIM   Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif 

iTreg   induzierte regulatorische T-Zelle 

mAb   monoklonale/r Antikörper 
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MACS   Magnetic Cell Sorter 

mDC   mature dendritische Zellen 

MFI   Mittlerer Fluoreszenz-Index 

mg   Milligramm 

MHC   Major Histocompatibility Complex 

min   Minute 

MIP   Macrophage Inflammatory Protein  

ml   Milliliter 

mM   Millimolar 

MW   Mittelwert 

n   Anzahl der Versuche 

n.d.   nicht detektierbar 

ng   Nanogramm 

nm   Nanometer 

ns   nicht signifikant 

nTreg   natürlich vorkommende regulatorische T-Zelle 

PAMP   Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PBMC   Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS   Phosphate Buffered Salt Solution 

PE   R-Phycoerythrin (Fluorochrom) 

PGE   Prostaglandin E 

PRR   Pattern Recognition Receptor 

rpm   Umdrehungen pro Minute 

s.o.   siehe oben 

SLC   sekundäres lymphatisches Chemokin 

SSC   Side Scattered Light 

stDC   „steady state“ dendritische Zelle/n 

TC   T-Zelle / T-Lymphozyt 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TGF   Transforming Growth Factor 

TH   T-Helferzelle 

TLR   Toll-Like Rezeptor 

TMB   3,5,3’,5’-Tetramethylbenzidin 

TNF   Tumornekrosefaktor 

Treg   regulatorischen T-Zelle/n (allgemein) 

u.a.   unter anderem 

ü.N.   über Nacht 

VDR   Vitamin D3-Rezeptor 

vgl.   vergleiche 

z.B.   zum Beispiel 

z.T.   zum Teil 

ZTL   zytotoxische T-Lymphozyten 
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