
 
 

 

 

 

Identifikation neuer Oberflächenmarker 

humaner regulatorischer T-Zellen 
 

 

 

 

 

 

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin  

des Fachbereichs Medizin 

der Justus-Liebig-Universität Gießen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Steinhauser, Jakob Sebastian 

aus Lindau am Bodensee 

 

 

 

 

Gießen 2024 

  



 

 

 

Aus dem Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universität Gießen 

Institut für Klinische Immunologie, Transfusionsmedizin und Hämostaseologie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gutachter: Prof. Dr. Hackstein, Holger 

Gutachter: Prof. Dr. Berghoff, Martin 

 

Tag der Disputation: 23.09.2025 

  



Meiner Familie  



Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung ............................................................................................................................ 1 

1.1 Regulation als wesentlicher Faktor für das menschliche Immunsystem ..................... 1 

1.1.1 Überblick über das menschliche Immunsystem, Grundbegriffe .......................... 1 

1.1.2 Das angeborene Immunsystem ............................................................................. 2 

1.1.3 Das erworbene Immunsystem .............................................................................. 2 

1.1.4 Zusammenspiel angeborener und erworbener Immunität .................................... 3 

1.1.5 Prinzipien der Toleranz ........................................................................................ 4 

1.2 Geschichte und Bedeutung regulatorischer T-Lymphozyten (Treg) ............................. 5 

1.3 T-Lymphozyten ........................................................................................................... 6 

1.3.1 Entstehung ............................................................................................................ 6 

1.3.2 Einteilung und Funktion ....................................................................................... 7 

1.3.3 T-Helferzellen ...................................................................................................... 9 

1.4 Entstehung, Charakteristika und Funktion regulatorischer T-Zellen ........................ 10 

1.4.1 Entstehung, Heterogenität und Plastizität regulatorischer T-Lymphozyten ...... 11 

1.4.2 Definition über Oberflächenmoleküle ................................................................ 13 

1.4.3 Definition über intrazelluläre Moleküle – Genetische und epigenetische 

Faktoren  ........................................................................................................................... 18 

1.4.4 Suppressionsmechanismen regulatorischer T-Zellen ......................................... 21 

1.4.5 Einfluss metabolischer Faktoren auf Entstehung, Stabilität und Funktion 

regulatorischer T-Lymphozyten ........................................................................................ 24 

1.4.6 Die Rolle regulatorischer T-Zellen in physiologischer und pathologischer 

Immunität .......................................................................................................................... 28 

1.5 Ansatzpunkte für neue Therapien auf Grundlage der Treg-Biologie .......................... 31 

1.5.1 Adoptive Zelltherapie oder Expansionsinduktion regulatorischer T-Zellen zur 

Verstärkung ihrer suppressiven Funktion ......................................................................... 33 

1.5.2 Depletion oder Hemmung regulatorischer T-Lymphozyten zur Stärkung 

antitumoröser oder antiinfektiöser Immunität .................................................................. 35 



1.6 Fragestellung ............................................................................................................. 36 

2 Material und Methoden ..................................................................................................... 37 

2.1 Herkunft der Proben .................................................................................................. 40 

2.2 Isolierung von PBMC aus Buffy Coats mittels Dichtegradienten-Zentrifugation ..... 40 

2.3 Anreicherung von CD4+ Zellen mittels magnetischer Negativselektion ................... 42 

2.4 Durchflusszytometrie ................................................................................................. 42 

2.4.1 Multiparameteranalyse und Kompensation ........................................................ 46 

2.4.2 Fluorescence activated cell sorting (FACS) ....................................................... 48 

2.5 Färbung von Oberflächenmolekülen und Multiparameterscreening ......................... 49 

2.6 Intrazellulärfärbung ................................................................................................... 51 

2.7 Suppressionsassay ..................................................................................................... 51 

2.8 Zytokinanalyse ........................................................................................................... 56 

2.9 Statistik ...................................................................................................................... 57 

3 Ergebnisse ......................................................................................................................... 58 

3.1 Vergleich des Oberflächenphänotyps CD4+CD45RO+CD25+CD127- mit Expression 

des Transkriptionsfaktors FoxP3 .......................................................................................... 58 

3.2 Differentielle Expression von 10 Oberflächenmolekülen auf Treg im Vergleich zu 

CD4+CD25- ........................................................................................................................... 59 

3.3 Validierung der identifizierten Marker über Intrazellulärfärbung mit FoxP3 ........... 62 

3.4 Neu definierte Treg - Populationen supprimieren die Expansion von PBMC im CFSE-

basierten in vitro Proliferationsassay .................................................................................... 67 

3.5 Zytokinanalyse der Überstände aus Suppressionsassays ........................................... 69 

4 Diskussion ......................................................................................................................... 71 

4.1 Methodendiskussion .................................................................................................. 71 

4.2 Ergebnisdiskussion .................................................................................................... 72 

4.3 Neue Negativmarker .................................................................................................. 74 

4.3.1 CD197 ................................................................................................................ 74 

4.3.2 CD200R .............................................................................................................. 76 



4.3.3 BTLA (CD272) .................................................................................................. 77 

4.4 Ausblick, weiterer Forschungsbedarf ........................................................................ 79 

5 Zusammenfassung ............................................................................................................. 81 

6 Abstract ............................................................................................................................. 82 

7 Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................................... 83 

8 Abbildungsverzeichnis ...................................................................................................... 90 

9 Tabellenverzeichnis .......................................................................................................... 92 

10 Literatur ............................................................................................................................. 93 

11 Anhang ............................................................................................................................ 117 

11.1 Übersicht über Inhalt und Anordnung des Biolegend LegendSCREEN ............. 117 

11.2 Vollständige Ergebnisse des Oberflächenscreenings ........................................... 126 

12 Publikationsverzeichnis .................................................................................................. 130 

13 Ehrenwörtliche Erklärung ............................................................................................... 131 

14 Danksagung ..................................................................................................................... 132 

 

  



1 

 

1 Einleitung 

Regulatorische T-Lymphozyten (Treg) spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhal-

tung eines Gleichgewichts des Abwehrsystems (Immunhomöostase) zwischen dem An-

griff auf fremde und der Toleranz körpereigener Strukturen. Dies macht sie zu aussichts-

reichen Kandidaten für die Erforschung von Immun-, Infektions- und Tumorerkrankun-

gen sowie die Entwicklung neuer Therapieansätze. Unter den vielen Herausforderungen 

innerhalb dieses Forschungsfeldes stellt die zuverlässige Charakterisierung der Treg an-

hand von Oberflächenmolekülen eine grundlegende Voraussetzung dar, zu welcher diese 

Arbeit einen Beitrag leisten soll. 

1.1 Regulation als wesentlicher Faktor für das menschliche Immunsystem 

Innerhalb des Immunsystems müssen sich die grundverschiedenen Prinzipien der Zerstö-

rung potenziell schädlicher Faktoren einerseits und der Verschonung körpereigener 

Strukturen und physiologischer Vorgänge andererseits gegenseitig die Waage halten. 

Dieses Gleichgewicht ist an bestimmten Grenzflächen besonders empfindlich, wie etwa 

im Magen-Darmtrakt, wo ständige Austauschprozesse mit körperfremden Substanzen 

und Organismen stattfinden [172]. Nicht nur die Aufnahme von Nährstoffen muss hier 

gewährleistet werden, sondern auch die Auseinandersetzung mit einer Vielzahl kom-

mensaler Bakterien, welche ihrerseits für den menschlichen Gesamtorganismus unersetz-

liche Aufgaben übernehmen. Dieses Miteinander und Nebeneinander fremder Gewebe 

stellt eine besondere Herausforderung für das Immunsystem dar und wird nicht zuletzt 

als ein entscheidender Faktor in der Entstehung verschiedener Krankheitsbilder disku-

tiert. Ein hemmungsloser Angriff gegen alle fremden Mikroorganismen würde ebenso 

eine Gefährdung der Gesundheit darstellen wie ein Unterlassen jeglicher Abwehr. Daher 

haben sich verschiedene Mechanismen entwickelt, welche dieses Gleichgewicht regulie-

ren [230]. 

1.1.1 Überblick über das menschliche Immunsystem, Grundbegriffe 

Das Immunsystem ist ein komplexes Gefüge von Organen, Geweben, Zellen und Mole-

külen, welches im Zusammenwirken der Abwehr von schädigenden biologischen Ein-

flüssen dient. Zu diesem Zweck muss es mehrere Grundbedingungen erfüllen;  
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1. Es muss überall dort vorhanden sein, wo der Körper mit fremden Strukturen in Kontakt 

tritt, beispielsweise in der Haut und in den Schleimhäuten des Atmungs- und Verdau-

ungstraktes; 

2. Es muss zwischen körpereigenen und fremden Bestandteilen unterscheiden können; 

3. Es muss in der Lage sein, Informationen über den ganzen Körper verteilt zu übermit-

teln, zu vervielfachen und zu speichern; 

4. Es benötigt vielfältige Mechanismen, um verschiedenste Gefahren für den Körper zu 

bekämpfen und 

5. muss es ein empfindliches Gleichgewicht zwischen Angriff und Toleranz aufrecht-

erhalten. 

Das Immunsystem kann in zwei Anteilen betrachtet werden, die sich durch einige Eigen-

schaften unterscheiden, sich ergänzen und zur Erfüllung der oben genannten Bedingun-

gen zusammenarbeiten. Beide Teile verfügen über zelluläre (weiße Blutkörperchen – 

Leukozyten) und humorale (lösliche Botenstoffe) Wirkungsträger [152]. 

1.1.2 Das angeborene Immunsystem 

Als angeborenes Immunsystem wird eine Reihe physikalischer und chemischer Barrieren 

wie etwa die Haut oder die Magensäure, sowie Zellen und Moleküle bezeichnet, welche 

ein genetisch bestimmtes Repertoire an Erkennungs- und Reaktionsmechanismen aufwei-

sen [126]. Die Makrophagen, Granulozyten, sowie Natürliche Killer- (NK-) Zellen, die 

hierzu gerechnet werden, können beispielsweise durch membrangebundene Rezeptoren 

typische Muster pathogener Bakterien (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) 

erkennen und Erreger durch Phagozytose (Umschlingung, Einverleibung und enzymati-

scher Abbau) eliminieren [172]. Mithilfe des Komplementsystems als humoralem Anteil 

wird eine klassische Entzündungsreaktion ausgelöst, die durch Temperaturerhöhung, 

Verlangsamung des Blutflusses und Heranlockung (Chemotaxis) weiterer Abwehrzellen 

eine Ausbreitung der Infektion verhindert und den Erreger ausschaltet [230]. 

1.1.3 Das erworbene Immunsystem 

Das erworbene Immunsystem zeichnet sich dadurch aus, dass es sich erst nach der Geburt 

entwickelt und durch die Kombination variabler Genabschnitte über eine immense An-

zahl hochspezifischer Rezeptoren verfügt. Diese Vielfalt entsteht in einem aufwendig 

kontrollierten Prozess, der sicherstellen soll, dass die neu gebildeten einzigartigen 
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Erkennungsmoleküle nicht gegen körpereigenes Gewebe gerichtet sind, da es sonst zu 

Autoimmunerkrankungen kommen kann [172]. Seine zellulären Bestandteile sind die T- 

(im Thymus heranreifenden) und B- (im Knochenmark (von engl. bone marrow) gebil-

deten) Lymphozyten. Eine wichtige Funktion ist die Bildung löslicher Immunglobuline 

(Antikörper), die jeweils ein ganz bestimmtes, als krankheitsauslösend erkanntes mole-

kulares Muster (Antigen; Epitop) erkennen und eine hochspezifische Reaktion ermögli-

chen, die auch in großen zeitlichen Abständen erneut eingeleitet werden kann [152]. Die-

ses immunologische Gedächtnis ist auch die Grundvoraussetzung für Impfungen. 

1.1.4 Zusammenspiel angeborener und erworbener Immunität 

Zwischen angeborener und erworbener Immunität gibt es vielfältige Schnittstellen und 

überlappende Funktionen, welche die erfolgreiche Erregerabwehr durch sich verstär-

kende, synergistische Mechanismen zum Ziel haben. Auf zellulärer Ebene haben in die-

sem Zusammenhang die Dendritischen Zellen (dendritic cells, DC) eine herausragende 

Bedeutung. Sie werden formal zum angeborenen Immunsystem gerechnet, haben als pro-

fessionelle Antigenpräsentierende Zellen (antigen-presenting cells, APC) aber vermit-

telnde Aufgaben in der Zusammenarbeit mit Lymphozyten [230]. DC finden sich sowohl 

im Blut als auch in lymphatischen und nichtlymphatischen Geweben. Je nach Lokalisa-

tion verfügen sie über stark spezialisierte Morphologie und Funktion – in der Haut etwa 

in Gestalt der Langerhanszellen [230]. Bei einem Kontakt mit potentiell pathogenen An-

tigenen sind DC in der Lage, diese intrazellulär aufzubereiten und mittels Proteinen des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes (major histocompatibility complex, MHC, beim 

Menschen auch als human leucocyte antigen, HLA bezeichnet) den Lymphozyten zu prä-

sentieren, sowie in Abhängigkeit des Kontaktes ein Mikromilieu zu erzeugen, welches 

eine Antwort des erworbenen Immunsystems aktiviert, moduliert oder inhibiert, sowie 

die Art einer spezifischen Reaktion zu beeinflussen [126]. 

Im humoralen Kompartiment des Immunsystems bestehen etliche Mechanismen, die so-

wohl angeborene als auch erworbene Abwehrreaktionen beeinflussen. Das Komplement-

system beschreibt ähnlich wie die Gerinnungskaskade das Zusammenspiel von Plasma-

proteinen, welche durch limitierte Proteolyse aktiviert werden und dadurch selbst als Pro-

teaseenzyme andere Vorstufen von Wirkungsträgern umsetzen. Ergebnisse dieses Pro-

zesses sind neben einem direkt erregertötenden Membran-Angriffskomplex (membrane 

attack complex, MAC) die Heranlockung von Leukozyten (Chemotaxis durch sog. 
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Chemokine) und die Markierung der pathogenen Zielstruktur für phagozytierende Zellen 

(Opsonisierung durch sog. Opsonine) [126]. Anstoß der Komplementaktivierung können 

molekulare Erregerbestandteile oder Antikörper-Antigen-Komplexe sein, welche auf die 

Wirkung von B-Lymphozyten zurückgehen. Werden diese aktiviert, entwickeln sie sich 

zu Plasmazellen, die verschiedene Arten von Antikörpern produzieren können, welche 

sich hochspezifisch gegen das Muster richten, das die B-Zelle erkannt hat [152]. Darüber 

hinaus produzieren aktivierte Zellen beider Bestandteile lösliche Moleküle, die auf ver-

schiedene Weise andere Zellen beeinflussen. Sie werden als Gewebshormone oder Ent-

zündungsmediatoren bezeichnet und bilden ein Mikromilieu, welches je nach der domi-

nanten Komponente das komplexe Wechselspiel der Immunzellen in eine bestimmte 

Richtung lenken kann. Diese heterogene Gruppe der Zytokine besteht aus Interleukinen, 

Interferonen, koloniestimulierenden Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokinen 

[172]. 

Zur Beschreibung von (Immun)zellen mittels einer einheitlichen Terminologie wird die 

CD-Nomenklatur (cluster of differentiation) eingesetzt, anhand derer Oberflächenmole-

küle systematisch fortlaufend benannt werden. 

1.1.5 Prinzipien der Toleranz 

Für ein funktionierendes Immunsystem ist es enorm wichtig, ein Gleichgewicht zwischen 

Angriff und Nichtangriff auf Strukturen aufrechtzuerhalten. Insbesondere sollen moleku-

lare Muster des eigenen Organismus verschont werden. Aber auch die physiologische 

Reaktion auf krankheitsauslösende Trigger muss in Grenzen gehalten werden, damit das 

eigene Gewebe nicht in Mitleidenschaft gezogen wird. Für diese lebenswichtige Toleranz 

spielen drei Mechanismen eine wichtige Rolle: 

1. Negative Selektion selbstreaktiver Zellen durch induzierten Zelltod (Zentrale Tole-

ranz) 

2. Inaktivierung / induzierte Anergie (Periphere Toleranz) 

3. Suppression (Periphere Toleranz) 

Als zentrale Toleranz werden hierbei Mechanismen bezeichnet, welche bei der Reifung 

der Abwehrzellen in primären lymphatischen Organen (Knochenmark und Thymus) eine 

fehl gerichtete Aktivität des Immunsystems gegen den eigenen Organismus verhindern; 

periphere Toleranz beschreibt Vorgänge in den sekundären lymphatischen Organen und 
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Geweben (Lymphknoten, Milz, Mucosa-assoziierte lymphatische Gewebe etc.), durch 

welche proinflammatorische Effektorzellen und –moleküle eingeschränkt werden [230]. 

Von entscheidender Bedeutung für das immunologische Gleichgewicht ist die Suppres-

sion der Abwehrreaktion durch eine kleine Untergruppe der T-Zellen, die sogenannten 

regulatorischen T-Lymphozyten (Treg) [172]. 

1.2 Geschichte und Bedeutung regulatorischer T-Lymphozyten (Treg) 

Seit ihrer (Wieder)entdeckung Ende des 20. Jahrhunderts sind die regulatorischen T-Zel-

len (Treg) Gegenstand intensiver Forschungsbemühungen [196]. Große Hoffnungen rich-

ten sich auf diese kleine Population, was das Verständnis von immunologischen Prozes-

sen gegen infektiöse Erreger und Tumoren, sowie Autoimmunerkrankungen angeht. 

Möglichkeiten für bahnbrechende Anwendungen als Zelltherapie oder antikörpervermit-

telte immunmodulatorische Interventionen werden diskutiert [214, 218]. 

Bereits in den 1970er Jahren stand die Theorie im Raum, dass eine Gruppe von T-Lym-

phozyten entscheidend an der Aufrechterhaltung peripherer Toleranz beteiligt ist [91]. 

Diesen „Suppressor-T-Zellen“ wurden bereits ähnliche Eigenschaften zugeschrieben, wie 

sie momentan auch im Zusammenhang mit der Treg -Biologie diskutiert werden. Da zent-

rale Hypothesen nicht bestätigt werden konnten, wandte sich die Forschungsgemeinde 

zunächst wieder von dem Konzept ab [96, 235, 125]. 

Das Wiederaufleben der Treg-Forschung mit einem großen Boom um die Jahrtausend-

wende herum verdankt sich mehreren parallelen Entwicklungen. Zum Einen identifizierte 

eine Forschergruppe in Japan um Shimon Sakaguchi eine Population muriner T-Zellen, 

die suppressive Eigenschaften aufwies [219, 216, 246]. Zum Anderen gelang es im Rah-

men der intensiven Bemühungen um die Entschlüsselung des menschlichen Genoms, eine 

monogenetische Autoimmunerkrankung auf den Ausfall eines zellulären Regulationsme-

chanismus zurückzuführen [23, 49, 196]. Zusammengenommen konnte durch diese wis-

senschaftlichen Durchbrüche die regulatorische T-Zelle definiert werden, die sich durch 

charakteristische extra- und intrazelluläre Moleküle näherungsweise beschreiben lässt 

und in der Lage ist, eine überschießende oder fehl gerichtete Immunreaktion zu hemmen. 
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1.3 T-Lymphozyten 

Um die herausragende Rolle und die Besonderheiten der regulatorischen T-Lymphozy-

ten besser verstehen und einordnen zu können, wird zunächst ihre Geschwisterreihe der 

„konventionellen“ T-Zellen, insbesondere der CD4+ T-Helferzellen beschrieben. 

1.3.1 Entstehung 

T-Lymphozyten sind Abkömmlinge von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark, die ihre 

wesentlichen Entwicklungsschritte allerdings im Thymus durchlaufen. Dies unterschei-

det sie grundsätzlich von den anderen Zellen der lymphoiden Reihe; den B-Zellen und 

den natürlichen Killerzellen (NK), welche im Knochenmark heranreifen (Abb. 1.1). 

 

Abbildung 1.1: Lymphopoese ist ein Teil der Blutbildung und bringt neben B- und NK-Zellen alle T-

Zellen hervor. TH: T-Helferzellen, Treg: Regulatorische T-Zellen, CTL: Cytotoxische T-Lymphozy-

ten, DC: Dendritische Zellen, NK-Zellen: Natürliche Killer-Zellen, MΦ: Makrophagen. Abbildung 

modifiziert aus [230], mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature Customer Service 

Centre GmbH: Springer Nature. Grundwissen Immunologie von Christine Schütt, Barbara Bröker 

© Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg 2011. 

Im Thymus werden die T-Zellvorstufen durch ein spezialisiertes Gewebe aus antigenprä-

sentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC) in ihrer Entwicklung hin zu 

https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-8274-2647-5
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immunkompetenten Zellen durch Bereitstellung von Wachstumsreizen unterstützt. 

Gleichzeitig wird die Ausbildung ihrer typischen Rezeptoren streng überwacht, um der 

Entwicklung inaktiver oder autoreaktiver Zellen vorzubeugen. Als positive Selektion 

wird die Auswahl derjenigen T-Zellen bezeichnet, die mit ihren membranständigen Re-

zeptoren MHC:Peptid-Komplexe erkennen können, welche ihnen von APC präsentiert 

werden. Die Art dieser Interaktion entspricht dabei der Situation, in welcher reife T-Lym-

phozyten später in den peripheren Geweben durch die gleichen Zellen aktiviert werden. 

Nur diejenigen T-Zellen erhalten adäquate Überlebenssignale, welche zuverlässig den 

Antigenpräsentationskomplex binden [128]. Ziel dieses aufwendigen Prozesses ist die 

Ausbildung des T-Zell-Rezeptors (T cell receptor, TCR), über den jede T-Zelle ein ein-

ziges individuelles Antigen hochspezifisch erkennen kann. Die Vielfalt der möglichen 

Rezeptorkonfigurationen wird durch somatische Rekombination variabler Genabschnitte 

erreicht, was rechnerisch zu 1018 einzigartigen Spezifitäten führt, von denen Schätzungen 

zufolge etwa 108 in einem Individuum umgesetzt werden [152]. Da ein Teil dieser 

Epitope jedoch auch auf körpereigenen Strukturen vorhanden ist, müssen Zellen mit da-

ran bindenden Rezeptoren aussortiert werden. Dieser Prozess wird negative Selektion ge-

nannt und umfasst die Induktion der Apoptose in der betreffenden Zelle und die anschlie-

ßende Phagozytose durch thymusständige Makrophagen [158]. Laut der Affinitäts-Hy-

pothese werden ebenso Zellen mit Rezeptoren eliminiert, die ihr Antigen zu schwach oder 

zu stark binden (s. auch Abb. 1.2) [13]. Weniger als 5% der im Thymus entstehenden 

Lymphozyten überleben diese strenge Auslese und machen sich auf den Weg über das 

Blut in die peripheren lymphatischen Gewebe [152]. 

Der T-Zell-Rezeptorkomplex ist eine funktionelle Einheit, welche aus mehreren Trans-

membranmolekülen besteht und eine extrazelluläre Rezeptorfunktion mit intrazellulären 

Signalwegen verbindet. Das TCR-Molekül selbst ist ein Heterodimer, das bei der Mehr-

heit der T-Zellen aus je einer α- und einer β-Kette besteht. Eine kleine Subpopulation 

verfügt über abweichende γδ-TCR. Komplettiert wird der Komplex durch CD3 – zwei 

Heterodimere aus je einer ε-Kette mit einer γ- oder einer δ-Kette - sowie einem Homodi-

mer aus ζ-Ketten [172]. 

1.3.2 Einteilung und Funktion 

Neben der Ausbildung des TCR entstehen bei der Lymphopoese der T-Zellen verschie-

dene Zelltypen, welche sich durch weitere membranständige Moleküle unterscheiden und 
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so eine Veranlagung zu speziellen Reaktionsmechanismen tragen. Die zwei größten 

Gruppen sind CD4+ T-Helferzellen (TH) und CD8+ zytotoxische T-Zellen (TC). Ihre defi-

nierenden Rezeptoren bestimmen die Art, wie und mit welchen Zellen sie kommunizieren 

können, sowie die Aufgaben, die sie innerhalb des Immunsystems erfüllen. So binden TH 

mittels CD4 nur Antigene, welche ihnen von Zellen mit MHC-Klasse-II-Molekülen prä-

sentiert werden, während TC über CD8 Komplexe aus Antigen und MHC-Klasse-I-Mo-

lekülen erkennen können. TH übernehmen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Ein-

leitung einer humoralen Immunantwort, indem sie die Aktivierung von B-Zellen unter-

stützen, welche sich dadurch zu Antiköper-produzierenden Plasmazellen entwickeln. Im 

Gegensatz hierzu haben TC hauptsächlich eine direkte Effektorfunktion, welche die Be-

seitigung virusinfizierter Zellen beinhaltet [126]. 

Bei der Entwicklung zu immunkompetenten TH bzw. TC durchlaufen die Vorläuferzellen 

charakteristische Zwischenstufen, die anhand ihrer Membranmoleküle voneinander ab-

gegrenzt werden können. Mehrere Schritte finden als „doppelt negative“ Vorstufen statt, 

die weder CD4 noch CD8 exprimieren. Nach einem „doppelt positiven“ Zustand folgt 

dann die Differenzierung in die beiden Hauptzellreihen [172]. 

T-Lymphozyten sind zur Aktivierung von APC, insbesondere Dendritischen Zellen (DC) 

abhängig. Im Gegensatz zum eng verwandten B-Zell-Rezeptor, bei dem es sich um 

membranständige Antikörper handelt und welcher Antigene unabhängig jeglicher Hilfe-

stellung erkennen kann, sind T-Zell-Rezeptoren so strukturiert, dass nur an MHC-Mole-

küle gekoppelte antigene Peptide gebunden werden können. Hierbei ist die Assoziation 

des TCR mit CD4 bzw. CD8 entscheidend. Ausnahmen dieser MHC-Restriktion sind 

noch nicht lange bekannt und beinhalten die Erkennung von Glykolipiden durch einige 

T-Zellen mittels CD1, sowie die Stimulation humaner γδ-T-Zellen durch Alkylderivate 

[126]. 

Weiterhin bedarf es zur Aktivierung zusätzlicher costimulatorischer Signale durch die 

APC. Die wichtigsten Moleküle sind CD40 oder Vertreter der B7-Familie wie CD80/86. 

Die Interaktion mit CD40L (CD154) bzw. CD28 auf den T-Zellen führt zu einer verstärk-

ten Aktivierung. Andere Membranproteine bewirken dagegen eine Hemmung der Ziel-

zelle. Solche coinhibitorischen Rezeptoren sind etwa CTLA-4 (CD152, cytotoxic T-lym-

phocyte-associated protein 4), welches B7-Moleküle bindet oder PD-1 (CD279, pro-

grammed cell death protein 1) mit Bindung an den PD1-Liganden (CD274). Durch 
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sezernierte Zytokine sind DC darüber hinaus in der Lage, die Art der T-Zell-Aktivierung 

in verschiedene Richtungen zu lenken [126]. 

1.3.3 T-Helferzellen 

Innerhalb der TH-Population können Untergruppen unterschieden werden, die sich durch 

spezielle Fähigkeiten auszeichnen. 

Die TH1-Zellen werden durch ein Zytokinprofil definiert, welches sie als Antwort auf 

einen Stimulationsreiz ausschütten und damit eine typische Immunreaktion auslösen. Der 

adäquate Reiz hierfür sind Partikel intrazellulärer Erreger wie Mykobakterien, Protozoen 

oder Viren, die von Makrophagen phagozytiert wurden, aber deren Abbaumechanismen 

entgehen konnten. Durch APC wird nun ein Mikromilieu mit hohen Konzentrationen von 

Interferon gamma (IFN-γ) und Interleukin 12 (IL-12) aufgebaut, welches über intrazellu-

läre Signaltransduktion in der T-Helferzelle die Transkriptionsfaktoren STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1) und STAT4, sowie T-bet (T-box expressed 

in T cells) aktiviert und den TH1-Phänotyp auslöst. Die TH1-Reaktion wird im Wesentli-

chen von stark proinflammatorischen Botenstoffen, insbesondere IFN-γ getragen. Das 

Ergebnis ist eine ausgeprägte Aktivierung der beteiligten Abwehrzellen [172]. 

Die Spezialität der TH2-Zellen ist die Abwehr extrazellulärer parasitärer Erreger wie Hel-

minthen durch die Aktivierung eosinophiler Granulozyten und Mastzellen. Von APC se-

zerniertes IL-4 führt über STAT6 zur Expression von GATA-3 (GATA-bindender Tran-

skriptionsfaktor 3) und der TH2-Differenzierung. Typische TH2-Zytokine sind die Inter-

leukine (IL-) 4, 5 und 13, welche Plasmazellen dazu veranlassen, IgE anstelle anderer 

Antikörper zu produzieren (isotype switch). Da dieser Immunglobulin-Isotyp bei Atopi-

kern erhöht ist, wird eine Überaktivität der TH2-Zellen als ein Pathomechanismus aller-

gischer Erkrankungen angesehen [172]. 

TH17-Zellen werden durch extrazelluläre Bakterien und Pilze aktiviert. Sie produzieren 

die namengebenden Interleukine 17A und 17F, sowie IL-22 und verstärken die Immun-

antwort durch neutrophile Granulozyten und die Produktion mikrobizider Stoffe durch 

Epithelzellen. Ihre Entstehung wird induziert durch IL-6 und IL-23 aus APC, was zur 

Aktivierung von STAT3 und RORγt (retinoic-acid-receptor-related orphan receptor 

gamma, thymusspezifische Isoform) führt [172]. 
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Follikuläre T-Helferzellen (TFH) sind spezialisiert auf die Unterstützung der B-Zell-akti-

vierenden Keimzentrumsreaktion. Sie zeichnen sich aus durch die Oberflächenmarker 

CXCR5 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 5, CD185) und PD-1 (CD279) und ihren Auf-

enthaltsort in Lymphfollikeln. Die Induktionsmechanismen dieses Zelltyps sind noch 

nicht vollständig erforscht, beinhalten aber die IL-6-abhängige Aktivierung von STAT3 

und Bcl-6 (B-cell lymphoma protein 6) [172]. 

Ein weiterer, relativ neuer Typ T-Helferzellen sind TH22, welche sich durch die charak-

teristische Produktion von IL-22 auszeichnen. Der Forschungsstand hierzu ist noch nicht 

weit fortgeschritten; es gibt sowohl Hinweise auf proinflammatorische, den TH17-Zellen 

ähnelnde, als auch auf immunregulierende Eigenschaften [198]. 

IL-9 wurde lange als TH2-Zytokin betrachtet, nun wird deutlich, dass es hauptsächlich 

von einer spezialisierten Subpopulation, den TH9-Zellen produziert wird. Ihre Entstehung 

wird durch TGF-β (transforming growth factor β) und IL-4 gefördert und ihnen wird eine 

entscheidende Rolle in der Entstehung allergischer und autoimmunologischer Erkrankun-

gen zugesprochen. Andererseits produzieren TH9-Zellen auch das antiinflammatorische 

IL-10 [198]. 

1.4 Entstehung, Charakteristika und Funktion regulatorischer T-Zellen 

Die Vielzahl der Publikationen zum Thema Treg, welche in den letzten 25 Jahren erschie-

nen, liefert eine große Menge an Theorien und Aussagen über Eigenschaften und Funk-

tion dieser Zellen. Viele wegweisende Erkenntnisse wurden durch nähere Untersuchung 

relativiert, so dass sich das Bild der Regulatorzellen ständig anpasst und weiterentwickelt. 

Im Folgenden wird versucht, die wesentlichen Aspekte des Treg-Konzeptes in seiner ge-

genwärtigen Form darzustellen und einen Überblick über die konsensfähigen und die 

kontroversen Punkte zu verschaffen. 

Die Entdeckung der Treg war insofern bahnbrechend, als sie eine Antwort auf die Frage 

versprach, die Immunologen seit langer Zeit beschäftigte; wie kann das erworbene Im-

munsystem gewährleisten, dass aus der zufällig entstehenden immensen Vielfalt hoch-

spezifischer Erkennungsrezeptoren kein ungerichteter Angriff der Abwehrzellen auf kör-

pereigene Strukturen folgt? Auf der Suche nach einer Antwort wurden mehrere Mecha-

nismen beschrieben, die jeweils einen Teil zu diesem Gleichgewicht beitragen. Neben 

den Selektionsprozessen der Zentralen Toleranz, den sich gegenseitig regulierenden 
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Richtungen der T-Zell-Antwort (TH1/TH2-Paradigma) und der APC-abhängigen Modu-

lation durch Costimulation/Coinhibition bzw. induzierte Anergie stellen die Treg ein vor-

erst letztes, unentbehrliches Teil im Mosaik der Immunhomöostase dar. Sie sind in der 

Lage, aktiv andere Abwehrzellen zu hemmen und tragen somit einen dominanten Tole-

ranzmechanismus, welcher bei Einleitung einer Immunantwort einer Fehl- oder Überre-

aktion Einhalt gebieten kann. 

1.4.1 Entstehung, Heterogenität und Plastizität regulatorischer T-Lymphozyten 

Treg machen etwa 5-10% der zirkulierenden CD4+ T-Zellen aus [172]. Dies beinhaltet 

wiederum mehrere Untergruppen, denn eine Eigenschaft der Treg, welche ihre Erfor-

schung und Anwendung erschwert, ist ihre Heterogenität und Plastizität [238]. Viele Sub-

populationen wurden beschrieben und diskutiert, die über biologische Marker oder ihr 

Verhalten unterschieden werden können, welche teilweise ineinander oder in Phänotypen 

anderer T-Zellen übergehen, wobei definitive Antworten noch nicht gefunden sind [237]. 

Eine grundlegende Unterscheidung wird gemacht zwischen T-Zellen, die bereits bei ihrer 

Heranreifung im Thymus einen Treg-Phänotyp (insbesondere durch Expression des Tran-

skriptionsfaktors FoxP3) aufweisen – sogenannte „thymus-derivierte“ tTreg (manchmal 

auch als „natürliche“ nTreg bezeichnet) – und solchen, welche erst im weiteren Verlauf 

ihres Lebenszyklus in peripheren lymphatischen Organen durch stimulierende Faktoren 

aus naiven T-Zellen entstehen; „Peripherie-derivierte“ pTreg (manchmal auch adaptive 

oder induzierte Treg). Davon abzugrenzen sind Treg, die ex vivo durch gezielte Stimulation 

generiert und als „in vitro-induzierte“ iTreg bezeichnet werden [1]. 

Weitere Subpopulationen beinhalten die TR1-Zellen, welche kaum FoxP3 exprimieren, 

aber immunsuppressive Eigenschaften aufweisen, die insbesondere über IL-10 vermittelt 

werden [99, 85]. Da auch andere TH-Zellen unter bestimmten Bedingungen IL-10 produ-

zieren können, ist noch nicht geklärt, ob es sich bei TR1 um eine echte eigenständige 

Zellgruppe handelt [172]. TH3-Zellen wurden ursprünglich im Zusammenhang mit Be-

obachtungen zu oraler Toleranz beschrieben. Die Aufnahme bestimmter Antigene führt 

in der Darmmukosa zur Entstehung TGF-β-produzierender TH-Zellen, die eine Immun-

antwort auf diese Antigene hemmen und so zu ihrer Toleranz führen [55]. 

tTreg entstehen wie konventionelle T-Zellen bei der Lymphopoese aus doppelt positiven 

(CD4+CD8+) Thymozyten (vgl. Abb. 1.1) [172]. Entscheidend sind hierbei die Ausbil-

dung Treg-spezifischer demethylierter Regionen (TSDR) der DNA [170] und die 
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Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3. Im Gegensatz zu anderen T-Zellen benöti-

gen sie in ihrer Entwicklung Signale über den IL-2-Rezeptor [172]. Die Selektionspro-

zesse bei der Entstehung im Thymus führen vermutlich dazu, dass das TCR-Repertoire 

der tTreg eine starke Neigung zur Spezifität für Selbst-Protein:MHC aufweist und diese 

mit erhöhter Affinität gegenüber konventionellen T-Zellen bindet [186] (Abb. 1.2). 

 

Abbildung 1.2: Aviditätstheorie der TCR-Diversität. Bindet ein Rezeptor den angebotenen 

MHC:Peptid-Komplex zu stark oder zu schwach, wird die entsprechende Zelle durch induzierte 

Apoptose oder Vernachlässigung eliminiert. nTreg-Rezeptoren zeichnen sich durch hohe Avidität zu 

Selbst-Antigenen aus. Abbildung aus [230], mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature 

Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Grundwissen Immunologie von Christine Schütt, 

Barbara Bröker © Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg 2011. 

Abweichend hiervon können pTreg in der Peripherie aus naiven CD4+ T-Zellen generiert 

werden. Ihre Entstehung wird begünstigt durch TGF-β und den Vitamin-A-Metaboliten 

Tretinoin (all-trans retinoic acid, at-RA), welche von spezialisierten Dendritischen Zel-

len (DC) produziert werden, sowie die Abwesenheit von IL-6 und anderer proinflamma-

torischer Zytokine bei der Aktivierung über den TCR [138]. Dies findet insbesondere in 

Mucosa-assoziierten lymphatischen Geweben (mucosa-associated lymphatic tissue, 

MALT) des Verdauungs- und des Respirationstraktes statt, wo das Immunsystem ein 

empfindliches Gleichgewicht zwischen Wirtsverteidigung und Toleranz gegenüber dem 

Mikrobiom aufrechterhalten muss [172, 11]. 

iTreg können in vitro unter Stimulation mit TGF-β aus naiven CD4+CD25- T-Zellen ge-

wonnen werden. Ihre funktionelle Suppressivität als heterologe Zellgabe konnte experi-

mentell gezeigt werden, indem sie etwa eine allergische Lungenschädigung im murinen 

Asthmamodell verhinderten [52]. 

https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-8274-2647-5
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Die Stabilität des Treg-Phänotyps ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, da sie ent-

scheidend für die Rolle der Regulatorzellen in Autoimmunität und für ihre therapeuti-

schen Anwendungsmöglichkeiten ist. Treg zeigen ein hohes Maß an Plastizität; unter ge-

gebenen Umständen sind sie in der Lage, den Phänotyp derjenigen T-Helferzellen teil-

weise zu imitieren, deren Aktivität sie hemmen. So übernehmen Treg, welche eine starke 

TH1-Antwort supprimieren, Teile deren Transkriptoms wie STAT1 und T-bet [134]. In-

wiefern tTreg und pTreg stabile und verlässliche Suppressorzellen sind oder ob es sich je-

weils um vorübergehende Zustände handelt, ist weiterhin Gegenstand kontroverser Dis-

kussionen [90, 189]. So können insbesondere pTreg in der inflammatorischen Umgebung 

einer Autoimmunerkrankung ihre regulatorische Aktivität verlieren [135]. Diese Instabi-

lität scheint nur einen kleinen Teil der Treg zu betreffen, wobei Umstände wie Lympho-

penie oder starke inflammatorische bzw. autoimmune Aktivität verstärkend wirken. Mög-

licherweise können solche „exTreg“ die Abwehr bestimmter Erreger als Reserve unter-

stützen. Andere Hinweise legen nahe, dass die Konversion von Treg mit Spezifität für 

Selbst-Antigene zu selbstreaktiven Effektorzellen ein Mechanismus in der Pathogenese 

von Autoimmunerkrankungen sein könnte [19]. Die Stabilität des Treg-Phänotyps und 

dessen spezifischer Funktion wird wesentlich durch epigenetische Faktoren upstream von 

FoxP3 vermittelt [90, 209] (vgl. Kapitel 1.4.3). 

1.4.2 Definition über Oberflächenmoleküle 

Wie alle T-Lymphozyten weisen auch Treg den Oberflächenmarker CD3 auf, der eine 

wichtige Rolle bei der Signalkaskade im Rahmen der T-Zell-Aktivierung bei Antigen-

kontakt des T-Zell-Rezeptors (TCR) spielt. CD3 besteht aus vier extrazellulären Un-

tereinheiten (eine γ-, eine δ- und zwei ε-Ketten) sowie je einer zytoplasmatischen Do-

mäne und bildet zusammen mit den ζ-Ketten und dem TCR (bestehend aus α- und β-Kette 

sowie variablen Abschnitten) den hochspezifischen Antigenerkennungskomplex der T-

Zelle. Bei Kontakt mit dem entsprechenden molekularen Muster wird ein aktivierender 

Signalweg (ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif) initiiert. Weitere co-

stimulatorische und inhibitorische Signale modulieren in Abhängigkeit des Mikromilieus 

und der anwesenden Zellen die T-Zell-Antwort. Da sonst fast keine Zellen des menschli-

chen Organismus dieses Protein exprimieren, eignet sich CD3 hervorragend als Erken-

nungsmerkmal aller T-Zellen sowie als immunmodulatorischer Angriffspunkt zur Beein-

flussung der T-Zell-Aktivierung [57]. 
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CD4 ist das Erkennungsmolekül der T-Helferzellen (TH) (s. Kapitel 1.3.3). Es ist essen-

ziell an der Aktivierung beteiligt, da nur solche Antigene eine spezifische Immunreaktion 

auslösen, welche von professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APC) mithilfe von 

MHC präsentiert werden. CD4 ist dabei verantwortlich für die MHCII-Restriktion der TH 

[172]. 

Bei CD25 handelt es sich um die hochaffine α-Untereinheit des IL-2-Rezeptors. Treg sind 

auf IL-2 als externes Überlebens- und Aktivierungs-Signal angewiesen, da sie selbst nicht 

in der Lage sind, es zu produzieren [172]. Andere Immunzellen, insbesondere proin-

flammatorische T-Effektorzellen (Teff) erhöhen erst auf eine Stimulation hin die Dichte 

dieses Rezeptors auf ihrer Oberfläche und konkurrieren dann mit Treg um das vorhandene 

IL-2 [215, 88]. Im Ruhezustand sind in der CD25-hochpositiven Population (CD25hi) 

FoxP3+ Treg angereichert, sodass es als Treg-Marker herangezogen werden kann [16]. 

CD127 bezeichnet die α-Untereinheit des IL-7-Rezeptors. Treg zeichnen sich durch eine 

konstitutiv niedrige Expression dieses Proteins aus, wodurch es als Negativmarker inte-

ressant ist [142]. Allerdings regeln auch Teff nach Aktivierung dieses Molekül herunter 

[155, 3]. 

Über die Reifemarker der CD45-Gruppe können Treg analog zu anderen T-Lymphozyten 

in naive CD45RA+ und reife CD45RO+ „memory“-Subpopulationen eingeteilt werden. 

Anhand der Expression weiterer typischer Oberflächenmoleküle, welche vor allem be-

stimmen, in welche Gewebe die jeweilige Zelle migriert, können drei Typen oder Zu-

standsformen der memory-T-Zellen unterschieden werden. Zentrale memory-T-Zellen 

(TCM) exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7 (CC-Motiv-Chemokinrezeptor 7, 

CD197), welcher eine Migrationsroute ermöglicht, die jener der naiven T-Zellen gleicht; 

vom Blut über sekundäre lymphatische Organe in die Lymphgefäße und zurück ins Blut. 

Effector memory T-Zellen (TEM) exprimieren kein CCR7, sondern β1- und β2-Integrine, 

worüber sie aus dem Blut schnell in entzündete Gewebe gelangen können. Gewebespezi-

fische memory T-Zellen (tissue-resident memory T cells, TRM) hingegen lassen sich mit-

hilfe der Chemokinrezeptoren CXCR3 (CD183) und CCR9 (CDw199) in peripheren 

nichtlymphatischen Geweben nieder. Alle Gedächtniszellen können auch weiterhin Cha-

rakteristika der Effektor-T-Zell-Linien TH1, TH2, TH17 oder TFH aufweisen [172]. Hin-

weise darauf, dass auch unter immunsuppressiven Regulatorzellen eine Gruppe Gedächt-

nisträger generiert wird, gab es schon in den 1970er Jahren [144]. 
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Tabelle 1.1: Weitere Treg-Marker. Auf Grundlage von [53] und [228], mit freundlicher Genehmi-

gung durch Elsevier und John Wiley and Sons. 

Molekül Anmerkung Quellen 

CTLA-4 

(CD152) 

Das Protein Cytotoxic-T-Lymphocyte-Associated 4 wird von Treg intrazel-

lulär konstitutiv hoch exprimiert, nach Stimulation auf die Oberfläche 

transportiert und spielt eine wichtige funktionelle Rolle bei der Treg-me-

diierten Suppression. Der coinhibitorische B7-Rezeptor ist auch auf akti-

vierten Teff zu finden und stellt einen sogenannten Immuncheckpoint 

dar. Die Expression auf Treg führt zur Herabregulation der costimulatori-

schen Moleküle CD80 und CD86 auf APC. CTLA-4-Defizienz in Treg führt 

im Mausmodell zu fataler Lymphoproliferation und ausgeprägter Auto- 

und Tumorimmunität. 

[122, 

247, 271] 

GITR (CD357, 

TNFRSF18) 

Der Glukokortikoid-induzierbare TNF-Rezeptor ist selektiv auf murinen 

Treg exprimiert. Auf Stimulation wird er von allen T-Zellen verstärkt in die 

Membran eingebaut. Menschliche Treg weisen nur eine kleine GITR+ Po-

pulation auf. 

[157, 25, 

202] 

CD62L Das CD62L+ Treg-Subset zeigt eine effektivere Suppression von Inflamma-

tion im Tiermodell. Die überwiegende Mehrheit humaner Treg exprimiert 

den Lymphknoten-Homing-Rezeptor auf der Oberfläche. 

[76, 82, 

245, 109] 

PD-1 (CD279) Aktivierte T-Zellen exprimieren PD-1 (programmed death receptor 1) so-

wie teilweise die Liganden PD-L1 (CD274) und PD-L2 (CD273). Ruhende 

Treg sind auf der Oberfläche PD-1-negativ, wodurch sie sich von aktivier-

ten T-Zellen unterscheiden. Aktivierte Treg exprimieren sowohl PD-1 als 

auch PD-L. PD-1-Ligation fördert Treg -Entwicklung und Stabilität. Der PD-

1-Signalweg ist essenziell für Treg -vermittelte Suppression. 

[194, 81, 

129] 

CD39 Die Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase-1 (ENTPD1) hydroly-

siert proinflammatorisches extrazelluläres ATP und ADP zu AMP. Auf 

murinen Treg ubiquitär exprimiert, trägt beim Menschen nur ein Teil der 

Treg das Ektoenzym auf der Oberfläche. Diese Treg-Subpopulation ist bei 

Patienten mit rrMS vermindert. 

[33, 69] 

CD73 Die Ecto-5´-Nucleotidase (5´-NT/NT5E) katalysiert die Dephosphorylie-

rung von AMP und erhöht so die Adenosinkonzentration im Interzellulär-

raum. Über A2A-Rezeptoren wirkt diese antiinflammatorisch. Somit stellt 

das Ektoenzym im Verbund mit CD39 einen Suppressionsmechanismus 

dar. Es wird bevorzugt, aber nicht ausschließlich von Treg exprimiert und 

nach Stimulation von allen T-Zellen hochreguliert. 

[199, 69, 

133, 5] 

CD44  Der Hyaluronsäure-Rezeptor kennzeichnet ein IL-10-produzierendes Sub-

set muriner Treg. 

[141] 

MHCII/HLA-

DR 

Wird von einem Treg -Subset exprimiert. HLA-DR -positive bzw. -negative 

Treg unterscheiden sich in der Suppressionsweise. 

[16, 18] 
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LAP  Als Teil des latent-TGF-β-Moleküls zeichnet das latency associated pep-

tide ein Treg -Subset mit TGF-β-abhängiger Suppression aus. Gemeinsam 

mit IL-1-Rezeptor I/II (CD121a / CD121b) differenziert es aktivierte Treg 

von Teff aus Expansionskulturen. 

[51, 256] 

CD103 Hoch exprimiert auf TGF-β-induzierten Treg und MALT-ständigen Treg.  [197, 6, 

284, 207]  

CCR6 (CD196) Hohe Expression auf effector memory like (CD45RO+) Treg. Das CCR6 -po-

sitive Subset produziert auf bestimmte Stimulationsreize teilweise IL-17. 

[131, 

276, 14, 

24, 264] 

LAG-3 

(CD223) 

Das MHCII-bindende CD4-Homolog lymphocyte activating gene 3 wird 

von einem kleinen Treg -Subset exprimiert, dessen Frequenz in Tumorpa-

tienten erhöht ist. 

[114, 43] 

GARP 

(LRRC32) 

Glycoprotein A Repetitions Predominant wird nach TCR-Stimulation auf 

Treg exprimiert und ist ein Rezeptor für latent/pro-TGF-β. 

[268, 

190, 243, 

257, 267] 

Galectin-1 Nucleär und zytoplasmatisch bei aktivierten Treg höher exprimiert als bei 

CD25- T-Zellen. 

[86] 

Galectin-10 Intrazellulär differentiell höher in Treg als in Teff exprimiert. [137] 

Helios Der Transkriptionsfaktor der Ikarusfamilie (Ikzf2) ist hoch exprimiert in 

tTreg und ca. 70% peripherer Treg und wird in Teff nicht durch Stimulation 

hochreguliert. Er bindet an den FoxP3-Promoter. 

[253, 

244, 106, 

92] 

Neuropilin-1 Nrp-1 ist ein Marker muriner Treg. Von humanen Treg wird Nrp-1 kaum ex-

primiert, ist jedoch auf intratumoralen Treg verschiedener Krebsarten er-

höht. 

[36, 275, 

161, 183] 

TNFRSF25 

(DR3) 

Im Tiermodell erhöhte Treg-Frequenz durch Agonismus des death recep-

tor 3 – abhängigen Signalweges. Auf stimulierten humanen Treg expri-

miert, Aktivierung des Rezeptors verstärkt Treg-Expansion. 

[229, 27] 

TNFR2 

(CD120b) 

Differentiell exprimiert auf CD25+ Thymozyten. Expression korreliert mit 

CD25 und FoxP3. Nach Stimulation kommt es zu TNFR2-Shedding, 

wodurch die TNF-Wirkung vermindert wird. TNFR2-Blockade hemmt Treg-

Funktion. 

[8, 260, 

54, 130, 

173] 

CD49d Korreliert negativ mit FoxP3-Expression. Entfernung CD49+ Zellen besei-

tigt IFNγ-/IL17-produzierende Zellen.  

[132] 

ICOS (CD278) Inducible T-Cell costimulator aus der CD28-Superfamilie teilt Treg in zwei 

Subsets mit verschiedenem Zytokinprofil. 

[117] 

 

Die Möglichkeit eines Treg-Gedächtnisses mit „memory“-Zellreihen analog der TH-Ge-

dächtniszellen scheint plausibel [206]. Ein Subset CD45RO+ Treg mit Rezeptorspezifität 

gegenüber experimentellen induzierbaren gewebsrestringierten Selbst-Antigenen 
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persistiert über längere Zeiträume ohne Antigenkontakt und kann eine sekundäre Immun-

antwort wirkungsvoll hemmen [205]. Ähnliche Gedächtniseffekte konnten für Infekti-

onsmodelle [222] und fetomaternale Toleranz beschrieben werden [208]. 

Eine Vielzahl weiterer Oberflächenmoleküle wurde als Treg -Marker oder Determinante 

bestimmter Treg -Funktionen oder -Subpopulationen beschrieben, welche jeweils Vor- 

und Nachteile bieten. Die wichtigsten sind zusammen mit intrazellulären Markern in der 

Tabelle 1.1 zusammengefasst und in Abb. 1.3 dargestellt. Als derzeitiger Kompromiss 

für die Definition von Treg hat sich die Kombination von CD3+CD4+CD25hiCD127lo als 

Gatingstrategie für reine Oberflächenfärbung etabliert, welcher um zusätzliche Subpopu-

lationsmarker wie CD45 ergänzt werden kann [223]. 

 

Abbildung 1.3: Treg-Phänotyp. Ag: Antigen, ATP: Adenosintriphosphat, CD: cluster of differentia-

tion, CTLA-4: cytotoxic t-lymphcyte associated protein 4, FOXP3: forkhead box protein 3, GAL: Ga-

lectin, GARP: glycoprotein A repetitions predominant, GITR: glucocorticoid-induced TNFR-related 

protein, HA: hyaluronic acid, HLA: human leucocyte antigen, IL: Interleukin, LAG-3: lymphocyte 

activation gene 3, LAP: latency-associated peptide, LPS: Lypopolysaccharid, MHC: major histocom-

patibility complex, TCR: t-cell receptor, TLR: toll-like receptor, VEGF: vascular endothelial growth 

factor. Abbildung aus [261], mit freundlicher Genehmigung durch Elsevier: Trends in Molecular 

Medicine, Volume 16, Issue 2, Koen Venken, Niels Hellings, Roland Liblau, Piet Stinissen, Disturbed 

regulatory T cell homeostasis in multiple sclerosis, 58-68, © 2010. 

 

 

https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/home
https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/home
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1.4.3 Definition über intrazelluläre Moleküle – Genetische und epigenetische 

Faktoren  

Etliche intrazelluläre und intranukleäre Moleküle werden als Treg -spezifisch oder essen-

ziell für Treg-Funktionen beschrieben (s. auch Tab. 1.1). Das mit Abstand bedeutendste 

darunter ist FoxP3. 

Forkhead Box Protein P3 (FoxP3) ist ein Transkriptionsfaktor aus der forkhead-winged-

helix Familie, welcher von Treg konstitutiv exprimiert wird, entscheidend für die Entste-

hung und Funktion ihres Phänotyps ist und als zuverlässigster Marker für ihre Definition 

gilt [111]. Fehlt FoxP3 oder ist seine Wirkung in einem Organismus aufgrund von Muta-

tionen eingeschränkt, entwickelt sich bei der Maus die scurfy-Krankheit, welche durch 

systemische autoimmune Dysregulation zum Multiorganversagen führt [37]. Beim 

Mensch entsteht bei Verlust von funktionstüchtigem FoxP3 das IPEX-Syndrom (Immun-

dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) [23]. Entsprechend zeigen 

CD4+CD25+ Zellen von Individuen mit loss-of-function-Mutationen im FoxP3-Gen keine 

regulatorische Aktivität [15]. 

In stimulierten Zellpopulationen kommt es jedoch auch bei Teff zu einer verstärkten Ex-

pression von FoxP3 [215, 88, 189]. Die Expression findet nach TCR-Stimulation statt, ist 

vorübergehend und führt nicht zu einer anhaltenden suppressiven Aktivität; ein Teil der 

zirkulierenden FoxP3+ Zellen im Menschen produziert vielmehr proinflammatorische Zy-

tokine [7, 258, 266, 166, 167] (Zitat nach [170]). 

 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Domänen von FoxP3 und ihren Inter-

aktionspartnern. FOXP: forkhead box protein, HDAC: Histon-Deacetylase, HIF1α: hypoxia-inducible 

factor 1α, KAT5: Histon-Acetyltransferase KAT5, NFAT: nuclear factor of activated T cells, NF-κB: 

nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells, ROR: RAR related orphan receptor, RUNX1: 

Runt-related transcription factor 1. Abbildung aus [196]. Mit freundlicher Genehmigung durch 

Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Nature Reviews Immunology. 

FOXP3 and scurfy: how it all began, Fred Ramsdell et al. © 2014. 
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Das Protein besteht aus drei Domänen; einer N-terminalen Repressordomäne, die ihre 

Wirkung über Bindung mit anderen Transkriptionsfaktoren, nicht mit DNA selbst entfal-

tet; einer mittleren Domäne mit Zinkfinger- und Leucin-Zipper-Abschnitt, welche wich-

tig für die Homodimerisation ist und der C-terminalen Forkhead-Domäne zur DNA-Bin-

dung [145] (s. Abb. 1.4). 

Das FoxP3-Gen befindet sich auf dem p-Arm von Chromosom X und enthält 11 Exone 

[37, 23]. Aktiviert wird die Transkription zum Einen durch Bindung von AP-1 (activator 

protein 1) und NFAT (nuclear factor of activated T cells) am FoxP3-Promoter nach TCR- 

und Costimulation, zum Anderen wird die FoxP3-Expression entscheidend durch die 

konservierten Enhancer-Regionen CNS (conserved non-coding sequence) 1-3 reguliert, 

an denen ebenfalls Transkriptionsfaktoren binden können [123]. Dabei ist CNS1 wichtig 

für die Entstehung von pTreg als Zielpunkt TGF-β-induzierter SMAD-Signalwege. Bei 

CNS2 handelt es sich um eine Treg-spezifische demethylierte Region, die entscheidend 

für die Aufrechterhaltung des Treg-Phänotyps ist. CNS3 ist essenziell für die FoxP3-In-

duktion [287] (Abb. 1.5). 

Ein wesentlicher Faktor für Entstehung, Funktion und Stabilität der Treg ist eine typische 

epigenetische Prägung, insbesondere der Methylierungsstatus bestimmter DNA-Ab-

schnitte. Dieser ist zwar nicht in der Lage, unabhängig von FoxP3- oder CD25-Expres-

sion eine hemmende Aktivität hervorzurufen, wirkt aber synergistisch und stabilisierend 

[170, 179]. So ist insbesondere die Demethylierung einer nicht-codierenden Sequenz im 

FoxP3-Gen (conserved non-coding sequence 2, CNS2)  entscheidend für eine dauerhafte 

Expression des Transkriptionskfaktors [287]. Tatsächlich ist der Nachweis Treg-spezifi-

scher demethylierter Regionen (TSDR) ein zuverlässigerer Marker für eine suppresso-

risch aktive Zelle als die FoxP3-Expression. Insgesamt machen TSDR ca. 0,19% der 

DNA-Methylierungsstellen aus. Darunter befinden sich Genabschnitte, welche mit Treg-

Funktionen assoziiert sind wie Foxp3, Ctla4, Il2ra, Tnfrsf18, Ikzf2 und Ikzf4 [169]. Die 

funktionell wichtige Blockade der Transkription von Genen wie Il2 oder Ifng wird durch 

Interaktion von FoxP3 mit dem TSDR-abhängigen Faktor Eos erreicht [187]. 

Umfangreiche posttranslationale Modifikationen beeinflussen die Aktivität von FoxP3 in 

einer Zelle. So stabilisiert die Acetylierung von Lysinresten das Molekül und verhindert 

seine Ubiquitinylierung. Eine Phosphorylierung am C-Terminus erhöht die DNA-Binde-

fähigkeit, in der N-terminalen Domäne behindert sie die FoxP3-Funktion. Polyubiquiti-

nylierung führt zum Abbau in Proteasomen [145]. 
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Abbildung 1.5: Epigenetische Kontrolle über die FoxP3-Expression wird durch Bindung verschiede-

ner Transkriptionsfaktoren an Promoter sowie CNS 1-3 ausgeübt. AP-1: activator protein 1, ATF1: 

activating transcription factor 1, CBFβ: core-binding factor subunit β, CREB: cAMP-responsive ele-

ment-binding protein, DNMT1: DNA methyltransferase 1, FOXO: forkhead box protein O, iTreg: in 

vitro-induced regulatory T cell, NFAT: nuclear factor of activated T cells, pTreg: peripherally derived 

regulatory T cell, RAR: retinoic acid receptor, RUNX1: Runt-related transcription factor 1, RXR: ret-

inoid X receptor, STAT5: signal transducer and activator of transcription 5, TET1: ten-eleven translo-

cation 1, tTreg: thymus-derived regulatory T cell. Abbildung aus [145], mit freundlicher Genehmigung 

durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Nature Reviews Immu-

nology. The regulation of immune tolerance by FOXP3, Ling Lu et al. © 2017. 

Als entscheidender molekularer Faktor für den Treg-Phänotyp befördert FoxP3 die  Ex-

pression der Gene für CD25, CTLA-4, TNFRSF18, CD39 und CD73 und hemmt jene für 

IL-2, IL-4, IFNγ, TNFα, IL-17 und IL-21 [87]. Hierdurch werden entscheidende Charak-

teristika bestimmt, etwa die hohe IL-2-Sensitivität, die durch CD25 repräsentiert wird, 

wie auch die IL-2-Abhängigkeit durch die Blockade der eigenen Expression [145]. 

FoxP3-Bindestellen können an den Genen für IL-2, CD25 und CTLA-4 nachgewiesen 

werden, nicht jedoch in den Genabschnitten für LAG3, CD39/CD73, IL-10, TGF-β, Ga-

lectin-1 und Granzym B [151, 288]. Viele Effekte sind nicht allein von FoxP3 abhängig, 

entscheidend ist vielmehr das Wechselspiel vieler Faktoren. So wird die konstitutive Ak-

tivierung des FoxP3-Gens selbst über gemeinsame Bindung von RUNX1 und FoxP3 am 

Foxp3-Promoter erreicht [212]. FoxP3 wiederum beeinträchtigt die Interaktion von AP-

1 und NFAT am IL-2-Gen-Promoter und verhindert damit die Produktion von IL-2 [172]. 

Die von FoxP3 beeinflussten Gene übersteigen die über 2800 Genorte (ca. 700-1400 
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Gene), an welche es direkt bindet um ein Vielfaches [288, 151, 213, 221]. Dies wird durch 

die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren erreicht, mit denen FoxP3 400-800 

kDa große Komplexe bildet [211, 110]. Verschiedene weitere Transkriptionsfaktoren der 

Fox-Familie spielen entscheidende Rollen in der genetischen Prägung der Treg [90]. Zu-

sammen mit Vertretern anderer Klassen von Transkriptionsfaktoren wie Helios, Eos, Irf4 

oder Gata1 entsteht in der Entwicklung zum Treg-Phänotyp ein redundanter molekularer 

Schalter, welcher der suppressiven Zellsignatur Stabilität verleiht [83]. Neben direkter 

Promoter-Bindung erfolgt die Transkriptionskontrolle häufig über Histonmodifikation, 

z.B. als H3-Deacetylierung der Il2- und Ifng-Gene oder als Histonacetylierung der Gitr-, 

Cd25- und Ctla4-Promoter [50]. 

1.4.4 Suppressionsmechanismen regulatorischer T-Zellen 

Über die verschiedenen Mechanismen, welche Treg benutzen, um eine Immunantwort zu 

hemmen, herrscht noch einige Unklarheit. Einige aus in vitro Experimenten abgeleitete 

Vorgänge lassen sich wohl nicht im lebendigen Organismus nachvollziehen oder spielen 

dort nur eine untergeordnete Rolle [236]. Die postulierten Wege der Suppression lassen 

sich einteilen in Zellkontakt-abhängige und –unabhängige oder danach, welche Zellen 

von der Intervention betroffen sind. Beide Einteilungen sind unscharf und allein zur Ver-

einfachung der Darstellung zulässig. 

Zellkontakt-abhängige Suppressionsmechanismen 

Eine Suppression von Effektorzellen kann durch direkte zelluläre Interaktion oder über 

eine Modulierung der Stimulation durch Antigenpräsentierende Zellen (APC) erreicht 

werden. Entscheidende Werkzeuge dabei sind Oberflächenmoleküle, welche im Kontakt 

mit Rezeptoren der Zielzelle ihre Wirkung entfalten. 

Experimente mit Cokulturen sortierter Treg (CD4+CD25+) mit Dendritischen Zellen (DC) 

zeigen eine Herabregulierung der Produktion costimulatorischer Moleküle, auch wenn 

die DC zuvor stimuliert wurden. Der Effekt tritt nicht auf, wenn die Zellen während des 

Versuches keinen direkten Kontakt haben [165]. Diese kontaktabhängige Suppression 

wird auf verschiedene Mechanismen zurückgeführt. Eine Möglichkeit besteht in einer 

stereotaktischen Kompetition durch Aggregation von Treg um DC, sodass Effektorzellen 

der räumliche Zugang zu Stimulationssignalen erschwert wird [46]. Das von Treg nach 

Stimulation in großen Mengen in die Zellmembran eingebaute Inhibitormolekül CTLA-
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4 bindet B7-Moleküle auf APC, wodurch deren costimulatorisches Signal Teff (T-Ef-

fektorzellen) nicht mehr erreicht [172]. Die Expression von CD80/CD86 durch DC wird 

nach Interaktion mit CTLA-4 herabreguliert [181]. Es kann gezeigt werden, dass nach 

Bindung von CTLA-4 mit B7-Molekülen diese per Transendozytose von der Membran 

der APC entfernt werden [193]. Diese „Trogozytose“ behindert die Bindung der B7-Mo-

leküle mit CD28 auf Effektorzellen und das damit verbundene costimulatorische Signal 

[121, 112] und kann in iTreg auch CTLA-4-unabhängig gezeigt werden [100]. Treg sind 

auch in der Lage, spezifische Peptid:MHC-Komplexe von der Oberfläche der DC zu ent-

fernen [4]. Die CTLA4-B7-Interaktion führt über Aktivierung des Enzyms IDO (Indola-

min-2,3-Dioxygenase) zudem zum verstärkten Abbau von Tryptophan zu proapoptoti-

schem Kynurenin [97]. Naive DC können in ihrer Reifung durch Bindung von LAG-3 an 

MHC über einen ITAM-induzierten Signalweg beeinträchtigt werden [139, 114]. 

Zellkontakt-unabhängige Suppressionsmechanismen 

Durch sezernierte Moleküle und Veränderung des Mikromilieus können Treg auf verschie-

denen Wegen eine Immunaktivierung hemmen. Dabei können die Effekte wiederum 

durch direkten Angriff auf Effektorzellen oder durch Hemmung der APC-abhängigen Sti-

mulation hervorgerufen werden. 

Die auf Treg stark exprimierten Ectoenzyme CD39 und CD73 führen zum Abbau extra-

zellulären ATPs, ADPs und AMPs zu Adenosin. Dadurch wird die aktivierende Wirkung 

einer hohen ATP-Konzentration im Interzellularraum unterbrochen. Das vermehrt anfal-

lende Adenosin hat seinerseits immunsupprimierende Eigenschaften, die über A2A-Re-

zeptoren auf Teff vermittelt werden [33, 69]. 

Ein viel diskutierter Hemmungsmechanismus ist die IL-2-Deprivation proinflammatori-

scher Zellen, welche durch die hohe CD25-Expression auf Treg und durch ihre Unfähig-

keit, selbst IL-2 zu produzieren, entsteht [172, 217]. Konzeptuell bindet extrazelluläres 

IL-2 bevorzugt an die hochaffinen Treg-Rezeptoren und steht dann nicht mehr als Akti-

vierungssignal für APC und Teff zur Verfügung. Inwiefern dahingehende Beobachtungen 

auch durch Treg-vermittelte Herabregulierung der IL-2-Produktion in Effektorzellen er-

klärt werden können, ist schwer zu differenzieren [236]. 

Einige von Treg sezernierte Moleküle spielen ebenfalls eine Rolle für die Entfaltung der 

Treg -spezifischen Immunregulation. Die am häufigsten genannten und am besten unter-

suchten dieser Zytokine sind TGF-β, IL-10 und IL-35. 
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TGF-β stellt nicht nur einen essenziellen Co-Faktor bei der Entstehung von pTreg dar, 

sondern auch ein wichtiges Effektormolekül. Es hemmt die Proliferation und Differen-

zierung naiver T-Zellen zu proinflammatorischen Subtypen und fördert die Treg-Entwick-

lung [172]. Wie groß die Rolle Treg-derivierten TGF-β für deren Suppressivität ist, konnte 

noch nicht abschließend geklärt werden, da verschiedene Studien hierzu diskrepante Hin-

weise geben [138]. 

IL-10 hemmt die Expression von MHC und costimulatorischen Molekülen auf APCs und 

die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch APCs (IL-12, IL-23) [172]. Treg-

deriviertes IL-10 ist nicht essentiell für deren Hemmung experimenteller systemischer 

Autoimmunität, aber unverzichtbar für die Aufrechterhaltung der Immunhomöostase im 

MALT [210]. 

IL-35, ein Zytokin aus der IL-12-Familie, besteht aus den Untereinheiten EBI3 und P35, 

wird hauptsächlich von murinen Treg exprimiert und ist essenziell für deren suppressive 

Aktivität [63]. Von ruhenden humanen Treg wird es nicht exprimiert [282]. In Anwesen-

heit von IL-35 aktivierte humane Treg produzieren in vitro IL-35 und hemmen die Prolife-

ration von T-Responderzellen in Cokultur IL-35-abhängig [62]. 

Die drei von Treg sezernierten Mediatoren IL-10, TGF-β, and IL-35 behindern die Heran-

reifung der betroffenen DC [170]. 

Galectin-1, welches ebenfalls von Treg vermehrt produziert wird, wirkt möglicherweise 

ebenfalls als lösliches Effektormolekül, indem es die Zytokinproduktion und Prolifera-

tion der Responderzellen hemmt [236, 86]. 

Eine direkte Attackierung durch Zytolyse mittels Granzym A/B und Perforin ist ein wei-

terer Mechanismus, mit welchem Treg überschießende oder fehl gerichtete Immunaktivität 

unterbinden können [98, 95, 285]. 

In vitro-Experimente weisen darauf hin, dass Treg die stärkste und nachhaltigste Suppres-

sivität aufweisen, wenn die Stimulationssignale schwach sind. Komplementär hierzu sind 

cokultivierte Teff bei schwacher Aktivierung am empfänglichsten für Treg-vermittelte In-

hibition, während sehr starke Reize sie dafür resistent machen [17]. 

Inwiefern die dargestellten Mechanismen (zusammengefasst in Abb. 1.6) von Treg uni-

versell eingesetzt werden oder ob sie situations- bzw. lokalisationsabhängig sind, ist noch 

nicht abschließend geklärt. 
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Abbildung 1.6: Mechanismen Treg-vermittelter Suppression. cAMP: cyklisches Adenosinmonophos-

phat, CD: cluster of differentiation, CTLA-4: cytotoxic t-lymphocyte-associated protein 4, DC: dendritic 

cell, IDO: Indolamin-2,3-dioxygenase, IL: Interleukin, LAG-3: lymphocyte activation gene 3, MHC: 

major histocompatibility complex, Teff: effector t cell, TGF-β: transforming growth factor β, Treg: reg-

ulatory t cell. Abbildung aus [46], Verwendung unter Creative Commons Attribution License (CC 

BY). Frontiers Media: Frontiers in immunology. Mechanisms underlying CD4+ Treg immune regu-

lation in the adult: from experiments to models. Caridade M, Graca L and Ribeiro RM. © 2013 

Caridade, Graca and Ribeiro. 

1.4.5 Einfluss metabolischer Faktoren auf Entstehung, Stabilität und Funktion 

regulatorischer T-Lymphozyten 

Das Angebot an Nährstoffen für den Bedarf der Abwehrzellen in Ruhe und in Aktivierung 

sowie deren Ausstattung und Prägung zu bestimmten Stoffwechselprozessen sind kriti-

sche Faktoren für ein funktionierendes Immunsystem im Gleichgewicht. Wie alle Zellen 

verfügen auch T-Lymphozyten über die Möglichkeit verschiedener metabolischer Wege 

zur Energiegewinnung und Substratbereitstellung, welche zwischen den Subpopulationen 

in unterschiedlicher Ausprägung abgerufen werden. Während T-Helferzellen im ruhen-

den Zustand ihren bescheidenen Energiebedarf über oxidative Phosphorylierung decken 

und kaum Protein- oder Lipidbiosynthese betreiben, wird bei Aktivierung über den TCR 

in Abhängigkeit costimulatorischer oder coinhibtorischer Signale über PI3K (Phosphoi-

nositid-3-Kinase) und Akt (Proteinkinase B) der mammalian/mechanisitic Target of 

http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
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Rapamycin (mTOR)-Komplex 1 aktiviert, was zu erhöhter Glykolyse, Glutaminolyse und 

Biosynthese führt. Dadurch wird der gestiegene Bedarf an ATP sowie Struktur- und Ef-

fektormolekülen gedeckt [61]. 

 

Abbildung 1.7: Metabolische Faktoren beeinflussen die Immunhomöostase. cMyc: cellular Myelocy-

tomatosis Transkriptionsfaktor,  FAO: fatty acid oxidation, Glut1: Glukosetransporter 1, 

mTORC1/2: mechanistic Target of Rapamycin complex 1/2, OXPHOS: Oxidative Phosphorylierung, 

TCA cycle: tricarboxylic acid cycle (Citratzyklus), TLR 1/2: toll-like receptor 1/2. Abbildung aus [90], 

mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer 

Nature. Journal of Clinical Immunology, Regulatory T Cells: the Many Faces of Foxp3, Peter 

Georgiev et al. © 2019. 

In ruhenden Treg dagegen finden sich eine konstitutiv erhöhte mTOR-Aktivität sowie eine 

deutliche Bevorzugung der Fettsäureoxidation als primäre Energiequelle [159, 279, 281]. 

Dies zeigt sich auch an der niedrigeren Anzahl an membranständigen Glut1-Glukose-

transportern im Vergleich zu Teff. Durch Blockade von mTOR mittels Rapamycin wird 

allerdings die Proliferation der T-Effektorzellen eingeschränkt, während sich Treg stärker 

vermehren [191]. Bei klassischer mTOR-Aktivierung über PI3K-Akt wird der Transkrip-

tionsfaktor HIF1α induziert, welcher die Treg-Entstehung hemmt und TH17 verstärkt [280, 

20]. Ebenso hat die Verfügbarkeit freier Aminosäuren entscheidenden Einfluss auf die T-

Zell-Differenzierung; während ein hohes Angebot die Entstehung proinflammatorischer 

Effektorzellen begünstigt, wirkt ein Mangel förderlich auf Treg-Expansion. Die Treg-ver-

mittelte Induktion der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) führt zum Abbau der 
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essenziellen Aminosäure Tryptophan und hemmt damit die T-Zell-Aktivierung. Extrazel-

luläres Adenosin, dessen Konzentration durch Ectoenzyme aktiv von Treg beeinflusst wer-

den kann, ist ein weiterer immunsuppressiver Metabolit [113]. So tragen verschiedene 

Stoffwechselwege entscheidend dazu bei, die Immunantwort in die eine oder die andere 

Richtung zu lenken (s. Abb. 1.7). 

Vielfache Wechselwirkungen ergeben sich im Verdauungstrakt zwischen Makro- und 

Mikronutrienten und dem lokalen Immunsystem (s. Abb. 1.8). Die durch harmlose mit 

der Nahrung aufgenommene Antigene getriggerte Entstehung von pTreg im Mukosa-as-

soziierten lymphatischen Gewebe (mucosa-associated lymphatic tissue, MALT) spielt 

eine wichtige Rolle beim Phänomen der oralen Toleranz, also einer Immunreaktion, die 

nach Erkennen eines Antigens keine Entzündung als Abwehr einleitet [270, 230, 200]. 

Aus der Nahrung aufgenommene Vorstufen von Vitamin A werden durch CD103+ DC 

als Tretinoin (all-trans retinoic acid, at-RA) abgegeben, was im Zusammenspiel mit 

TGF-β zu einer FoxP3-Induktion in naiven T-Zellen führt [64]. Für die Vitamine B3 (Ni-

acin) und B9 (Folat) konnten ebenfalls regulative Effekte auf das MALT gezeigt werden. 

Vitamin D bewirkt über Bindung an ein Vitamin D Response Element (VDRE) einer CNS 

des FoxP3-Gens eine verstärkte Expression [124]. Eine Hemmung der Aktivität und 

Proliferation von T-Effektorzellen ist die Folge [119]. Andererseits führt eine VDRE-

Defizienz nicht zu relevanter Immundysregulation; die Rolle für Vitamin D in der Fein-

justierung der Immunhomöostase erscheint vielschichtig und kann noch nicht abschlie-

ßend bewertet werden [280]. 

Die Gewebehormone Leptin und Adiponektin, welche von Adipozyten sezerniert werden, 

beeinflussen das Immunsystem differentiell. Leptin wird auch von Treg selbst produziert 

und aktiviert über Leptinrezeptoren mTOR, was zur Hemmung der Treg-Proliferation 

führt [204]. Adiponektin bewirkt eine Induktion der FoxP3-Expression und eine ver-

mehrte Entstehung regulatorischer T-Zellen. Das viszerale Fettgewebe beherbergt eine 

spezialisierte Treg-Subpopulation, welche sich durch Expression des Transkriptionsfak-

tors PPARγ  (peroxisome-proliferator-activated receptor γ) auszeichnet und die chroni-

sche Entzündungsaktivität hemmt, welche eine wichtige Rolle in der Pathogenese des 

metabolischen Syndroms spielt [59, 80]. 
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Abbildung 1.8: Das lokale Mikromilieu beeinflusst Stabilität und Funktion der regulatorischen T-

Zellen. APC: antigen-presenting cell, ATRA: all-trans retinoic acid, CD39: Ektonukleosidtriphos-

phatdiphosphohydrolase 1, CD73: Ecto-5´-Nucleotidase, CNS: conserved non-coding sequence, 

CTLA4: cytotoxic t-lymphocyte antigen 4, DNMT1: DNA methyltransferase 1, IL-2/IL-2R: Interleukin 

2/-Rezeptor, IL-10: Interleukin 10, IL-35: Interleukin 35, FOXO: forkhead box protein O, FOXP3: 

forkhead box protein P3, LAG3: lymphocyte activation gene 3 protein, mTOR: mechanistic target of 

Rapamycin, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PP1: Proteinphosphatase 1, SCFA: short chain fatty 

acid, SMAD: Signalprotein homolog zu SMA („small“) aus Caenorhabditis elegans und MAD (“Moth-

ers Against Decapentaplegic”) aus Drosophila, STAT: signal transducer and activator of transcription, 

TET 2/3: ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 2/3, TCR: T-cell receptor, TGFβ/R: 

transforming growth factor β/receptor, TLR: toll-like receptor, USP7: ubiquitin-specific peptidase 7. 

Abbildung aus [145], mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature Customer Service 

Centre GmbH: Springer Nature. Nature Reviews Immunology. The regulation of immune tolerance 

by FOXP3, Ling Lu et al. © 2017.   

Auch das Wechselspiel mit dem Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes hat eine ganz ent-

scheidende Wirkung auf das Gleichgewicht im MALT [93]. So haben etwa kurzkettige 

Fettsäuren (short chain fatty acids, SCFA) wie Butyrat, Propionat und Acetat, welche von 

kommensalen Mikroorganismen produziert werden, einen begünstigenden Effekt auf die 

Entstehung von pTreg [172, 9, 84, 241, 11]. Für spezifische Bakterienstämme wie Vertre-

ter einiger Clostridien-Cluster und Bacteroides fragilis konnten direkte Treg-fördernde 

Mechanismen beschrieben werden. Clostridien induzieren eine verstärkte Sekretion von 



28 

 

TGF-β durch Epithelzellen, während von B. fragilis produziertes Polysaccharid A über 

TLR2 (Toll-like receptor 2)-Bindung die Differenzierung naiver T-Zellen zu Treg und ver-

mehrte IL-10-Sekretion bewirkt [280]. Andere mikrobielle Kommensalen wie segmented 

filamentous bacteria (SFB) führen wiederum zur Entstehung proinflammatorischer 

Th17-Zellen [188].  

1.4.6 Die Rolle regulatorischer T-Zellen in physiologischer und pathologischer 

Immunität 

Treg sind essenziell für die Aufrechterhaltung einer Immunhomöostase. In tierexperimen-

tellen Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Fehlen oder Funktionsstörung der Treg 

zu schweren und im Verlauf tödlichen Autoimmunkrankheiten kommt [172, 12]. Bei der 

scurfy Maus führt eine Mutation zum Ausfall der DNA-bindenden Domäne von FoxP3 

oder zum vollständigen Knockout des FoxP3-Gens. Das dadurch bedingte Fehlen FoxP3+ 

Treg führt zur Entwicklung einer rasch tödlichen Multiorgan-Autoimmunkrankheit [37]. 

Die Ausschaltung des Genes für CD25 führt zu verminderter Zahl und Funktion der Treg 

und hat ähnliche Auswirkungen für den Organismus. Zusätzlich entsteht hierbei auch eine 

erhöhte Infektanfälligkeit, da CD25 ebenso wichtig für die Funktion aktivierter Effektor-

T-Zellen ist [172]. 

Beim Menschen sind Mutationen im FoxP3-Gen der Pathomechanismus der seltenen Au-

toimmunerkrankung IPEX (Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-

linked) [23]. Die Betroffenen entwickeln schwere allergische Entzündung, autoimmune 

Polyendokrinopathie, sekretorische Diarrhö, hämolytische Anämie und Thrombozytope-

nie, was häufig zu einem frühen Tod führt. Die Anzahl FoxP3+ Treg ist hierbei nicht er-

niedrigt, jedoch weisen sie eine eingeschränkte suppressive Funktion auf [172]. Weitere 

„Tregopathien“, die durch Ausfall eines Schlüsselgens zur spezifischen Senkung der Treg-

Anzahl oder -Funktion und damit zu einem Zusammenbruch der Immunregulation füh-

ren, unterstreichen die Bedeutung der zellulären Suppression für eine ausgewogene Im-

munität [47]. 

Im physiologischen „steady-state“ eines gesunden Immunsystems halten sich Vigilanz 

und ständige Aktivierungsbereitschaft proinflammatorischer Zellen mit der Moderation 

durch suppressive Regulatorzellen die Waage. Die herausragende Bedeutung von Treg für 

dieses Gleichgewicht wird auch in der immunologischen Sondersituation der 
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Schwangerschaft deutlich. Hierbei wird der ohnehin fallstrickreiche Balanceakt der Im-

munhomöostase zur delikaten Gratwanderung der Fetomaternalen Toleranz, welche von 

den Abwehrzellen die Akzeptanz eines heranwachsenden neuen Organismus mit einer 

Vielzahl fremder Antigene innerhalb des Körpers verlangt, dessen Schutz ihre Aufgabe 

ist. Der daraus resultierende Mehrbedarf an Suppression überschießender Immunantwor-

ten spiegelt sich in der erhöhten Treg-Frequenz während der Schwangerschaft wider. Ins-

besondere reichern sich pTreg in der Plazenta an. Von den beteiligten Schleimhäuten wird 

die Bildung eines hemmenden Mikromilieus unterstützt; so sezernieren Uterusepithel und 

Trophoblast IL-10 und TGF-β [172]. 

Treg kontrollieren allergische Reaktionen [172]. PBMC aus dem Blut atopischer Spender 

reagieren auf Stimulation, indem sie TH2-Zytokine produzieren und ihre CD4+CD25+ Treg 

weisen eine erniedrigte Suppressivität auf. Eine mögliche Erklärung für diese Funktions-

minderung liefert die Hygienehypothese; Individuen, welche häufige und vielfältige Kon-

takte zu mikrobiellen Antigenen aus der Umwelt haben, bilden verstärkt TH1/2-hemmen-

des IL-10 und TGF-β und generieren im Zusammenhang mit der Mikrobiom-Schleim-

haut-Interaktion Treg. Fehlen derartige Kontakte in der Kindheit, könnte die veränderte 

Schleimhautflora eine effektive Treg-Bildung erschweren und somit eine allergische Hy-

perreaktivität begünstigen [153]. Die Induktion IL-10- und TGF-β-produzierender Treg 

spielt auch eine Rolle bei der Spezifischen Immuntherapie [172]. In einigen Studien 

konnte eine verminderte Anzahl von Treg in Blut und Atemwegsschleimhäuten von Asth-

mapatienten im Vergleich zu gesunden Probanden gemessen werden [286]. Andererseits 

gibt es auch Hinweise auf eine krankheitsverstärkende Aktivität umprogrammierter Treg, 

sodass deren Rolle in Entstehung und Verlauf allergischer Erkrankungen vielschichtig 

erscheint [177]. 

Bei verschiedenen chronisch entzündlichen und Autoimmunkrankheiten kann eine ver-

minderte Anzahl oder gestörte Funktion der Treg nachgewiesen werden [40]. Die Messung 

von Treg in einer chronisch inflammatorischen bzw. immunaktiven Umgebung wird aller-

dings dadurch erschwert, dass ihre derzeit definierten Marker, welche unter physiologi-

schen Bedingungen ausreichend spezifisch sind, auch von aktivierten Effektorzellen ex-

primiert werden [3]. So können in Studien zu Psoriasis nicht durchgängig erniedrigte Treg-

Frequenzen gemessen werden, wenngleich funktionelle Untersuchungen eine einge-

schränkte Suppressivität darstellen können sowie eine Normalisierung unter immunmo-

dulatorischer Therapie [184]. Auch eine Metaanalyse zur Messung von Treg im Blut von 
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Patienten mit Systemischem Lupus erythematosus (SLE) zeigte eine weite Streuung der 

Ergebnisse in Abhängigkeit von der verwendeten Definition [283]. In der Synovialflüs-

sigkeit befallener Gelenke von Patienten mit Rheumatoider Arthritis können hohe Anteile 

CD25+ T-Zellen gemessen werden, die in vitro eine intakte Suppressivität zeigen [45]. 

Bei Multiple Sklerose-Patienten kann eine verminderte Suppressivität der Treg bei unver-

änderter Anzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden [65, 263]. Ähnliche 

Beobachtungen wurden bei Diabetes mellitus Typ 1 gemacht [140]. Entstehungsmodelle 

für Morbus Crohn beinhalten eine dysregulierte Schleimhautimmunität, wodurch es zu 

verstärktem Kontakt kommensaler Mikroorganismen mit Immunzellen kommt, welcher 

physiologischerweise durch verschiedene Mechanismen wie Mukusproduktion und anti-

mikrobielle Peptide aus Epithel- und Panethzellen eingeschränkt wird, eine Überreakti-

vität proinflammatorischer TH1- und TH17-Zellen, sowie fehlende Aktivität lokaler Treg, 

welche unter homöostatischen Umständen eine Immunantwort gegen Elemente der 

Darmflora unterdrücken [172, 265]. Die Treg-Frequenz ist bei Patienten mit chronisch 

entzündlicher Darmerkrankung erniedrigt [75]. 

Experimentelle Studien konnten darstellen, dass die Depletion CD25+ Treg zu beschleu-

nigter Graft-versus-Host disease (GvHD) und Tod führte. Die gleichzeitige Gabe expan-

dierter Treg hingegen konnte das Einsetzen der Krankheit und den Tod verzögern oder 

verhindern. Erste klinische Studien können diese Effekte beim Menschen bestätigen 

[259]. Auch bei der Transplantation solider Organe kann eine Treg-Therapie die Absto-

ßungsreaktion verzögern [172]. 

Unter den Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) bei verschiedenen Krebserkrankun-

gen findet sich eine erheblich größere Frequenz an Treg als im restlichen Organismus, was 

konzeptionell als Hinweis darauf verstanden werden kann, dass Tumorzellen aktiv Treg 

rekrutieren, um sich vor dem Zugriff der Tumorimmunität zu schützen [248, 227, 143, 

272, 182, 116, 225, 107, 66, 226, 176]. Das TCR-Repertoire der Treg im TME (Tumor 

Microenvironment) zeigt erhöhte Spezifität für Tumorantigene, welche sich auch syste-

misch nachweisen lässt [180]. Eine Metastudie konnte eine signifikante Verschlechterung 

der Überlebenswahrscheinlichkeit durch erhöhte Frequenzen tumorinfiltrierender FoxP3+ 

Zellen über alle eingeschlossenen Studien zu verschiedenen Krebserkrankungen darstel-

len, wobei sich starke Diskrepanzen zwischen den einzelnen Entitäten und Tumorstadien 

zeigten, was mitunter auch auf die Heterogenität von Treg zurückzuführen sein könnte 

[234]. Bei Brustkrebs, der Tumorerkrankung mit der besten Studienlage, zeigen sich 
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ebenso widersprüchliche Aussagen, welche unter anderem je nach molekularem Subtyp 

variieren, sodass man derzeit insgesamt von einer komplexeren Lage ausgehen muss und 

die FoxP3+-Frequenz im Tumorinfiltrat als alleiniger prognostischer Marker abzulehnen 

ist. 

Bei akuten und chronischen Infektionen bewirken Treg eine Dämpfung der Immunreak-

tion zum Schutz vor Schädigung des eigenen Gewebes [233, 172, 10]. In einigen Fällen 

können Erreger pTreg induzieren, bzw. sorgen über Erhöhung der Konzentration von 

TGF-β für die optimalen Voraussetzungen dafür [118]. So ergibt sich eine ambivalente 

Rolle für Treg zwischen der Eindämmung überschießender Immunantwort und der Mög-

lichkeit zur Chronifizierung einer Infektion, wenn pathogene Erreger von der regulatori-

schen Aktivität profitieren und sich im Wirtsorganismus etablieren [102, 149, 22]. Bei 

Infektionen mit SARS-CoV-2 (coronavirus disease 2019, COVID-19) korreliert die Treg-

Frequenz im Blut invers mit der Schwere der Erkrankung, möglicherweise aufgrund einer 

Rekrutierung in Lungengewebe zur Regulierung der Schädigung [242, 10, 67, 58]. 

1.5 Ansatzpunkte für neue Therapien auf Grundlage der Treg-Biologie 

Aus der Entdeckung und fortschreitenden Erforschung der Treg ergeben sich einige An-

satzpunkte für neue Therapien bei Autoimmun-, Infektions-, und Tumorerkrankungen. In 

Frage kommen die Gabe von Treg als Zelltherapie oder die pharmakologische Manipula-

tion ihrer Entstehung, Stabilität und Funktion. 

Grundsätzlich können hier zwei Richtungen für Interventionen überlegt werden; zum ei-

nen die Bestärkung bzw. Wiederherstellung der Treg-Funktionalität bei Erkrankungen, die 

eine inadäquate Toleranz aufweisen, sodass autoreaktive Zellen nicht genügend gehemmt 

werden, wie es etwa bei Rheumatoider Arthritis (RA) oder Multipler Sklerose (MS) als 

Teil der Pathogenese beschrieben wird. Zum anderen können Treg-Funktionsmechanis-

men dort beschränkt werden, wo sie einer angemessenen Infektionsabwehr oder Tu-

morimmunität im Wege stehen (s. Abb. 1.9). 

Einige dieser Ansätze sind über die konzeptionelle Phase bereits weit hinaus und werden 

in ersten klinischen Studien erprobt. 
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Abbildung 1.9: Therapeutische Ansätze der Treg-Biologie. a stellt die Möglichkeiten zur Stärkung von 

Entstehung, Funktion, und Stabilität der Treg dar, um Autoimmunität einzuschränken, b zeigt An-

griffspunkte zur Treg-Hemmung mit dem Ziel einer stärkeren Tumorimmunität. Abbildung aus [30], 

mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer 

Nature. Nature Reviews Drug Discovery, Therapeutic opportunities for manipulating TReg cells in 

autoimmunity and cancer, Harald von Boehmer et al. © 2012. 
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1.5.1 Adoptive Zelltherapie oder Expansionsinduktion regulatorischer T-Zellen 

zur Verstärkung ihrer suppressiven Funktion 

Die Gabe von Treg als Zelltherapie (adoptive cell therapy, ACT) bei der Transplantation 

solider Organe wurde in experimentellen Modellen erfolgreich angewendet, um langfris-

tige Toleranz zu erreichen und gleichzeitig die Anwendung immunsuppressiver Medika-

mente mit ihren gefährlichen Nebenwirkungen zu vermindern [250]. Erste Berichte geben 

Hinweise auf Effektivität und Sicherheit in der Anwendung bei Menschen [255, 154, 

203], obwohl rare Studien an Primaten widersprüchliche Ergebnisse liefern. 

Die Anwendung von Treg zur Prophylaxe bzw. Therapie akuter und chronischer Graft-

versus-Host disease (GvHD) zeigte in Tierexperimenten bereits vielversprechende Er-

gebnisse [104, 201]. Pilotstudien bei Menschen konnten ebenfalls eine Wirksamkeit in 

der Vorbeugung der akuten GvHD unter Reduktion bzw. Verzicht traditioneller immun-

suppressiver Therapien nachweisen [72, 38, 39]. Herausforderungen auf dem Weg in die 

klinische Routine betreffen die optimale Wahl, Amplifikation und Kultivierung der Treg 

[195]. 

Die klinisch bereits lange Zeit angewandte und erprobte spezifische Immuntherapie als 

„Impfung“ gegen Allergien verdankt ihre Wirksamkeit unter anderem der Ausschüttung 

von IL-10 und TGF-β sowie der damit verbundenen Verstärkung der Treg-Wirkung [42]. 

Tierexperimentelle Daten weisen darauf hin, dass unter bestimmten Umständen erzeugte 

Treg die Entstehung von Diabetes im NOD (nonobese diabetic mouse) - Modell und von 

MS-ähnlicher Neurodegeneration im EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) 

- Modell verhindern können [31, 278, 156, 68, 224]. Treg-Zelltherapie zur Behandlung 

von Typ-1-Diabetes wird ebenfalls in klinischen Vorstudien untersucht und zeigt eine 

gute Sicherheit und Verträglichkeit [28]. Die Anwendung Treg-basierter Zelltherapie bei 

Krankheiten mit eng umschriebenen autoantigenen Triggern erfordert möglicherweise 

die Selektion oder Genmanipulation der eingesetzten Zellen, um eine antigenspezifische 

Aktivität zu erreichen [29]. Ausgehend von dem Erfolg der 2017 von der FDA (food and 

drug administration der USA) zugelassenen CAR-T (chimeric antigen receptor T cell)-

Therapie gegen Leukämie [175] bestehen derzeit etliche Bestrebungen und vielverspre-

chende Ansätze, die Fortschritte in der Erkenntnis über Treg und die Durchbrüche in mo-

lekularbiologischen Methoden wie CRISPR-basiertes Genediting zu vereinen, um krank-

heitsspezifische Suppressorzellen zu kreieren [79, 164, 56, 231]. So vermindern CAR- 
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Treg mit Spezifität für Lungenepithel in experimentellen Studien die Krankheitsaktivität 

des Asthma-Modells EAAI (experimental allergic airway inflammation) [239, 77]. 

Auch für chronisch entzündliche Erkrankungen werden Treg-basierte Therapieansätze un-

tersucht. Tierversuche konnten die Wirksamkeit einer Gabe von Treg zur Reduktion von 

Darmentzündung nachweisen [171, 178]. Die adoptive Zelltherapie mit Ovalbumin-spe-

zifischen Treg zeigt in klinischen Studien eine gute Verträglichkeit und vielversprechende 

Wirkung in der Behandlung refraktärer chronisch entzündlicher Colitis (Morbus Crohn) 

[71]. Bei der TRIBUTE-Studie werden Treg vor der Gabe mittels RARα (retinoic acid 

receptor α) - Agonismus zur Expression von Integrin α4β7 angeregt, um die Anreiche-

rung der therapeutischen Zellen mittels MAdCAM-1 (mucosal vascular adressin cell ad-

hesion molecule 1) in den intestinalen Schleimhäuten zu erreichen [60]. 

In einer Pilotstudie bei einigen Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose (ALS) zeigte 

die Treg-Zelltherapie gute Verträglichkeit und Hinweise auf Wirksamkeit in Form einer 

Progressionsverlangsamung [252]. 

Bei einzelnen Patienten mit kritischer COVID-19-Erkrankung wurde neben maximalen 

intensivmedizinischen Anstrengungen auch die Gabe eines Treg-Produktes eingesetzt, 

welche möglicherweise entscheidend an der klinischen Besserung beteiligt war, sodass 

entsprechende Studien angeregt wurden [2, 94, 242]. 

Neben dem Einsatz von Treg als Zelltherapie besteht die Möglichkeit der selektiven phar-

makologischen Stimulation. Erfolg versprechend ist der Ansatz, über niedrig dosiertes 

IL-2 die Anzahl der zirkulierenden Treg zu erhöhen [103]. Die Ausnutzung der Mechanis-

men der oralen Toleranz zur Treg-Induktion als Therapieansatz wurde in Tierversuchen 

bereits für verschiedene Autoimmunkrankheiten und Allergien erfolgreich demonstriert 

[270, 78, 41]. Diese aufgrund ihrer Einfachheit, Sicherheit und Kosteneffektivität attrak-

tive Methode zeigt auch in einigen klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse, wo-

bei Auswahl der Kandidaten für eine Intervention, der optimale Zeitpunkt und das genaue 

Protokoll große Herausforderungen darstellen [34, 150, 200]. 

Bei aller Euphorie über erste Erfolge bestehen jedoch weiterhin grundlegende Limitatio-

nen für die Anwendung Treg-basierter Therapien, insbesondere im Hinblick auf die vor-

liegende Arbeit der Bedarf an Oberflächenmarkern zur zuverlässigen (Sub-) Typisierung 

stabiler regulatorischer T-Lymphozyten [237]. 
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1.5.2 Depletion oder Hemmung regulatorischer T-Lymphozyten zur Stärkung 

antitumoröser oder antiinfektiöser Immunität 

Da die Antitumorimmunität eines Organismus der Hemmung tumorinfiltrierender Treg 

unterliegt, muss eine effektive immunmodulatorische Krebstherapie diese Aktivität un-

terbinden oder umlenken. Die vollständige Entfernung aller Treg führt im Mausmodell 

zwar zu erhöhter Tumorimmunität bis hin zur Heilung, birgt beim Menschen jedoch unter 

anderem das Risiko der Auslösung verheerender Autoimmunität [249]. 

Einige bereits erprobte und angewandte Therapien bestimmter Neoplasien beinhalten 

eine gegen Treg gerichtete Komponente, wie etwa CD25- oder CTLA-4-Antikörper, wel-

che die Frequenz regulatorischer T-Zellen im Tumorinfiltrat senken [127]. Andere Im-

mun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI), insbesondere PD-1-Antikörper führen bei einem Teil 

der behandelten Patienten zu einer beschleunigten Tumorprogression, welche möglicher-

weise auf einen stimulierenden Effekt auf Treg zurückzuführen ist [249]. 

Für etablierte und bereits lange Zeit verwendete Chemotherapeutika wie Cyclophospha-

mid oder Tyrosin-Kinase-Inhibitoren kann eine hemmende Wirkung auf Treg gezeigt wer-

den. Weiterhin kann durch Aktivierung einiger Signalwege die Resistenz von Effektor-

T-Zellen gegen die Hemmung durch Treg erhöht werden [101]. Vielversprechend ist der 

Ansatz, das Verhältnis zwischen Zellen, welche aktiv Krebszellen angreifen und solchen, 

die diese Immunität hemmen, durch Botenstoffe günstig zu beeinflussen. So fördert eine 

hochdosierte IL-2-Gabe in einem präklinischen Versuch die Aktivität tumorinfiltrieren-

der CD8+ T-Zellen, während sie die Expansion der Treg hemmt [48]. 

Im Gegensatz zum ausgeprägten Interesse der Forschungsgemeinschaft an der therapeu-

tischen Blockade regulatorischer T-Zellen im Rahmen von Krebs-Immuntherapien gibt 

es nur wenige Untersuchungen zur Behandlung von Infektionskrankheiten durch Modu-

lation oder Unterbrechung der Treg-Aktivität [74]. Ausgehend von den Erfahrungen mit 

Treg-Blockade bei Tumortherapien gibt es Ansätze zur Verwendung von ICI zur Verbes-

serung der Impfwirksamkeit durch Hemmung der Treg-basierten Einschränkung einer er-

wünschten Immunantwort [174, 168]. In einem Modell chronischer retroviraler Infektion 

konnte die Verbindung von Treg-Depletion und ICI die Aktivität CD8+ T-Zellen erhöhen 

und die Viruslast reduzieren [73]. 

Zusammenfassend lassen sich viele neue Ansatzpunkte für bahnbrechende Therapien aus 

den Möglichkeiten der Treg ableiten. Parallel zur beginnenden klinischen Anwendung sind 
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weiterhin viele grundlegende Fragen zu Beschaffenheit und Verhalten der Treg zu beant-

worten. 

1.6 Fragestellung 

Aus den dargestellten Erkenntnissen und Fragestellungen entwickelten sich auf der Su-

che nach neuen Einblicken in Charakterisierung und Heterogenität der Treg folgende 

konkrete Fragen;  

• Können mittels eines systematischen Screenings weitere Oberflächenmoleküle 

identifiziert werden, die eine neue Definition von Treg ermöglichen?  

• Welche Treg-Subpopulationen können im Screening dargestellt werden? 

• Ergeben sich aus genauerer Phänotypisierung neue funktionelle Ansätze? 

Systematik und Aufbau der Fragestellungen und experimentellen Herangehensweisen 

können mittels folgenden Schemas verfolgt werden: 

  

1. Schritt: Etablierung einer Gatingstrategie zur Differenzierung von Treg 

Welche Oberflächenmarker korrelieren am stärksten mit FoxP3-Expres-

sion? 

Vergleich gegenwärtiger Gating-Strategien mit FoxP3-Intrazellu-

lärfärbung 

 

2. Schritt: Durchführung eines ergebnisoffenen systematischen Screenings  

Können neue Treg-Marker oder -Subpopulationen identifiziert werden? 

Bestätigen sich bereits beschriebene Expressionsmuster? 

        Multiparameter-Oberflächenfärbung mit 332 Antikörpern 

 

3. Schritt: Validierung der Kandidaten  

Korreliert die Expression der gefundenen Oberflächenmarker mit 

FoxP3? 

 Intrazellulärfärbung mit FoxP3 

 

4. Schritt: Funktionelle Untersuchung der Suppressivität 

Eignen sich die neuen Marker zur CD25-unabhängigen Isolie-

rung suppressiver T-Zellen? 

       Zell-Sorting und CFSE-Suppressionsassay 

 

5. Schritt: Hinweise auf sekretorische Aktivität 

Welche Zytokine könnten bei der suppressorischen Aktivität 

der neu definierten Populationen eine Rolle spielen? 

Zytokinanalyse der Überstände aus den Suppressi-

onsversuchen 
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2 Material und Methoden  

Tabelle 2.1: Reagenzien, Pufferlösungen und Medien 

Substanz Bezugsquelle 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS: Phosphate 

Buffered Saline) pH 7,2 

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure), Titriplex®III Merck, Darmstadt, Deutschland 

X-Vivo™ 15, Serum-freies Medium Lonza, Köln, Deutschland 

Fetales Kälberserum FCS Gold PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Hitze-inaktiviertes humanes AB-Serum PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Penicillin / Streptomycin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Ficoll-Paque™ Plus Trennmedium (Dichte: 1.077 

g/ml) 

GE-Healthcare, Uppsala, Schweden 

Biocoll Separating Solution Trennmedium (Dichte: 

1.077 g/ml) 

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

EasySep™ Human CD4+ T Cell Enrichment Kit Anti-

körper-Set zur negativen Selektion 

Stemcell Technologies, Vancouver, Canada 

Gamunex® 10% (100mg/ml) Immunglobulin G Talecris Biotherapeutics, Frankfurt am Main, 

Deutschland 

True Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set Puf-

ferlösungen für Intrazellulärfärbung 

Biolegend, San Diego, CA, USA 

CellTrace™  CFSE  (Carboxyfluoresceindiacetat-

succinimidylester) 

Invitrogen, Paisley, UK  

CD3- und CD28-Antikörper Biolegend, San Diego, CA, USA 

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sytox® Blue Dead Cell Stain Invitrogen, Paisley, UK  

LegendPlex®  Human Th Cytokine Panel Biolegend, San Diego, CA, USA 

FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS Shutdown Solution BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
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Tabelle 2.2: Fluorochrom-konjugierte Antikörper 

Epitop Konjugat Klon Hersteller 

CD3 Brilliant Violet 510 UCHT1 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD4 FITC RPA-T4 BioLegend 

CD4 APC-Cy7 RPA-T4 BioLegend 

CD8a APC RPA-T8 BioLegend 

CD25 PE-Cy7 M-A251 BioLegend 

CD25 FITC  BD Pharmingen, Heidelberg 

CD35 FITC  Beckman Coulter, Krefeld 

CD45RO APC-Cy7 UCHL1 BioLegend 

CD49a PE  BioLegend 

CD85a PE MKT5.1 BioLegend 

CD127 Brilliant Violet 421 A019D5 BioLegend 

CD127 PE-Cy7 A019D5 BioLegend 

CD197 Brilliant Violet 510 G043H7 BioLegend 

CD200R PE OX-108 BioLegend 

CD272 (BTLA) Brilliant Violet 421 MIH26 BioLegend 

HLA-DR PerCP-Cy5.5 L243 BioLegend 

Integrin β7 PerCP-Cy5.5 FIB27 BioLegend 

FOXP3 Alexa Fluor 647 206D BioLegend 

LEGENDScreen™ (332 

Spezifitäten, s. Anhang) 
PE  BioLegend 

Mouse IgG1 FITC MOPC-21 BioLegend 

Mouse IgG2a APC-Cy7 MOPC-173 BioLegend 

Mouse IgG2a PerCP-Cy5.5 MOPC-173 BioLegend 

Mouse IgG1 Brilliant Violet 421 MOPC-21 BioLegend 

Mouse IgG1 PE-Cy7 MOPC-21 BioLegend 

Mouse IgG1 Alexa Fluor 647 MOPC-21 BioLegend 

Mouse IgG1 APC-Cy7 MOPC-21 BioLegend 

Mouse IgG2a APC MOPC-173 BioLegend 
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Tabelle 2.3: Laborzubehör 

Produkt Hersteller 

Pipettenspitzen: 

Biosphere® Tip 10µl farblos (REF 70.1130.200) 

Biosphere® Tip 200µl gelb (REF 70.760.202) 

Pipettenspitze 1000µl blau (REF 70.762.010) 

Pipettenspitze 5ml, Typ Eppend. (REF 70.1183.102) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipetten: 

MicroOne® 10, MicroOne® 300, ErgoOne® 10,  

ErgoOne® 200 

Starlab, Hamburg, Deutschland 

Pipetten: 

Research 2,5; 10; 100 

Research plus 1000, 5ml, 10ml 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Stabpipetten 5ml, 10ml, 20ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Elektrische Pipettierhilfe Pipetboy acu IBS Integra Biosciences, Fernwald, Deutsch-
land 

Transferpipette 3,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reagiergefäße: 

SafeSeal Microcentrifuge Tubes 0,65 ml 

Sorenson™ Bioscience, Salt Lake City, UT, USA  

Reagiergefäß 2,0 ml SafeSeal Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reagiergefäße (1ml; 2,5ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Cellstar® Konische Röhrchen, 15 ml, Polypropylen Greiner bio-one, Kremsmünster, Österreich 

Falcon® Konische Röhrchen, 15 ml, Polypropylen, 

17x120mm style 

Corning Science, Tamaulipas, Mexico 

Falcon® Konische Röhrchen, 50ml, Polypropylen, 

30x115mm style 

Corning Science, Tamaulipas, Mexico 

Falcon® Rundbodenröhrchen, 14ml Polystyrol, 

17x100mm Style  

Corning Science, Tamaulipas, Mexico 

FACS-Röhren (5ml, 75 x 12 mm) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Cellstar® 96 well round bottom Kulturplatten Greiner bio-one, Kremsmünster, Österreich 

“The Big Easy” Silver EASYSEP™ Magnet Stemcell Technologies, Vancouver, Canada 

Wasserbad WNB 10 Memmert, Schwabach, Deutschland 

Zentrifuge Rotina 380 Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Sterilbank Hera safe Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Brutschrank HERAcell®240 CO2 Incubator Kendro, Hanau, Deutschland 

Reagenzglasschüttler VWR, Darmstadt, Deutschland 

Neubaukammer  VWR, Darmstadt, Deutschland 
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Tabelle 2.4: Geräte, Software 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Automatischer Hämatologie-Analysator KX-21 N Sysmex, Norderstedt, Deutschland 

Durchflusszytometer FACSCanto II Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 

Durchflusszytometer und Zellsorter FACSAria III Becton Dickinson 

FACSDiva Software 8.0.1 Becton Dickinson 

Prism 6.01 GraphPad, San Diego, CA, USA 

Excel Microsoft, Albuquerque, NM, USA 

2.1 Herkunft der Proben 

Zur Probengewinnung wurden Restblutmaterialien (Buffy Coats) verwendet, die bei der 

Verarbeitung von Vollblutspenden in der Blutbank der Universitätsklinik Gießen als Ne-

benprodukte anfielen. Dabei handelt es sich um den Teil des Blutes, der übrigbleibt, nach-

dem die roten Blutkörperchen für Erythrozytenkonzentrate einerseits und die flüssigen 

Bestandteile für Frischplasmapräparate andererseits getrennt wurden. Die Proben stamm-

ten ausnahmslos von gesunden, erwachsenen Spendern unter 40 Jahren, die schriftlich 

der Verwendung ihres Blutes zu Forschungszwecken zugestimmt hatten. Diese Verfah-

rensweise entspricht dem Votum der Ethikkommission der Universität Gießen (Antrag 

Nr. 05/00). Die Buffy Coats wurden stets am selben Tag für Experimente verwendet, an 

dem sie gespendet und fraktioniert wurden. 

2.2 Isolierung von PBMC aus Buffy Coats mittels Dichtegradienten-Zentri-

fugation 

Da Buffy Coats immer noch beträchtliche Mengen an Plasma, Erythrozyten und Throm-

bozyten enthalten, kam die Dichtegradienten-Zentrifugation mit dem Trennmedium 

Ficoll, einem stark verzweigten synthetischen Polysaccharid, zum Einsatz, um die Buffy 

Coats weiter aufzureinigen und die gewünschte Leukozytenfraktion der mononukleären 

Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) zu erhalten. 

Hierbei macht man sich zunutze, dass sich Blutzellen in ihrer Dichte voneinander unter-

scheiden, wodurch die dichteren Zellen (Erythrozyten, Granulozyten) bei Zentrifugation 
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und Sedimentation schneller absinken. Die Sedimentationskoeffizienten der verschiede-

nen Zellpopulationen des Blutes bewegen sich jedoch in einem sehr engen Variationsbe-

reich, weswegen zu ihrer Auftrennung ein Dichtegradient herangezogen werden muss. 

Die Trennschärfe der Zentrifugation wird erhöht durch die Anwendung eines Mediums 

von definierter Dichte (Ficoll-Paque™ Plus (Dichte: 1.077g/ml), GE-Healthcare, Up-

psala, Schweden), die zwischen den unerwünschten und den erwünschten Zellen liegt, 

sodass diese unter- bzw. oberhalb des Mediums zu liegen kommen (siehe Abbildung 2.1) 

[35]. Zusätzlich wird die Sedimentation der Erythrozyten durch Agglutination bei Kon-

takt mit Ficoll beschleunigt.  

 

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Dichtegradienten-Zentrifugation. Die erwünschte Zell-

fraktion der PBMC (peripheral blood mononuclear cells) kommt nach Zentrifugation zwischen dem 

Trennmedium und dem Plasma zu liegen. Abbildung modifiziert aus [89], mit freundlicher Geneh-

migung durch Cytiva: GE Healthcare. Isolation of mononuclear cells: Methodology and applications, 

S. 7 © 1983–2014 General Electric Company. 

Das Blut aus den Buffy Coats wurde im Verhältnis 2:3 mit PBS verdünnt und jeweils 

35ml in einem 50ml Falcon-Röhrchen vorsichtig auf 15ml Ficoll geschichtet. Nach 30 

Minuten Zentrifugation ohne Bremse bei 500RCF und Raumtemperatur wurde der Inter-

phasering zwischen Ficoll und Blutplasma, welcher die PBMC enthält, mittels Pasteurpi-

pette entnommen. Um Thrombozyten und restliche Kontaminationen zu entfernen, wur-

den ein Waschschritt mit 400RCF für 5 Minuten und zwei Waschschritte mit 100RCF für 

jeweils 10 Minuten mit PBS angeschlossen. Die Qualität der Aufreinigung und die Aus-

beute an isolierten Zellen wurden am automatischen Zellzähler überprüft. 

 



42 

 

2.3 Anreicherung von CD4+ Zellen mittels magnetischer Negativselektion 

Bei Experimenten, deren Fragestellung sich auf CD4+ Zellen beschränkte, wurde eine 

negative Selektion mit dem „EasySep™ Human CD4+ T Cell Enrichment Kit“ vorge-

nommen. Dieses enthält eine Mischung von Antikörpern, die gegen verschiedene Epito-

pe gerichtet sind, welche nicht von CD4+ Zellen exprimiert werden. Durch Kopplung an 

Magnetpartikel können die so markierten Zellen in einem Magnetfeld von den unmar-

kierten CD4+ Zellen getrennt werden. 

Entsprechend der Angaben im Protokoll des Herstellers wurde eine Zellsuspension von 

5×107 Zellen/ml in Pufferlösung (PBS + 2%FCS mit 1mM EDTA) in einem 14ml Poly-

styrol-Röhrchen vorbereitet. Pro 1ml wurden nun 50µl des Antikörper-Cocktails zugege-

ben, vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die durch ausgiebiges 

Vortexen homogenisierten Magnetpartikel wurden für weitere 5 Minuten untergemischt. 

Anschließend wurde die Lösung mit Pufferlösung auf 10ml aufgefüllt und nach mehrma-

ligem Mischen für 5 Minuten ohne Deckel in einen passenden Magneten gestellt (“The 

Big Easy” Silver EASYSEP™ Magnet). Daraufhin wurde die ungelabelte Fraktion in ein 

neues Röhrchen abgeschüttet und ihre Reinheit im Durchflusszytometer nach Anfärbung 

von CD4 überprüft. 

2.4 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie hat sich seit der Markteinführung in den 1970er Jahren als eine 

Standardmethode der quantitativen Messung auf Einzelzellebene etabliert. Sie bietet viel-

fältige Anwendungsmöglichkeiten von der simplen Zell-, Bakterien- oder Partikelzäh-

lung über die Charakterisierung von molekularen Profilen bis hin zu Zellzyklusanalysen, 

Proliferations- oder Zytotoxizitätsmessungen [105]. 

Die grundlegenden Prinzipien der Durchflusszytometrie sind die Herstellung eines Pro-

benstromes, in dem einzelne Zellen hintereinander aufgereiht einen Lichtstrahl passieren 

(hydrodynamische Fokussierung), die optische Verarbeitung der dadurch entstehenden 

Brechungs- und Streuungsphänomene und schließlich die Erzeugung proportionaler 

elektrischer Signale, die digitalisiert am Computer analysiert werden können. 

Die hydrodynamische Fokussierung entsteht, indem die Probe unter Druck in eine Mess-

küvette transportiert und von einem Hüllstrom aus Trägerflüssigkeit umgeben wird, der 
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den sogenannten Probenkern in der Messkammer zentriert (Abb. 2.2). Durch Änderung 

des Drucks kann beeinflusst werden, ob die Zellen strenger hintereinander eingestellt sind 

oder zugunsten einer schnelleren Messung teilweise nicht absolut mittig durch den La-

serstrahl fließen. 

 

Abbildung 2.2: Grundprinzip der Durchflusszytometrie. Zellen werden durch hydrodynamische Fo-

kussierung im Probenkern zentriert und fließen in einem laminaren Strom durch die Messküvette. 

Der Laserstrahl trifft auf die Probe, sodass die optischen Streuphänomene Rückschlüsse auf Eigen-

schaften der Zelle erlauben. Abbildung modifiziert nach [146], mit freundlicher Genehmigung durch 

Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Der Experimentator: Immuno-

logie. Durchflusscytometrie von Werner Luttmann, Kai Bratke, Michael Küpper et al. © 2014. 

Das monochromatische (also nur eine bestimmte Wellenlänge enthaltende) Licht, wel-

ches der Probenstrom durchfließt, wird durch Laser (Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation) erzeugt. Das reflektierte und gestreute Licht wird durch Spiegel, 

Prismen, Linsen und Filter sortiert und zu Photodetektoren gelenkt (Abb. 2.3). 
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Abbildung 2.3: Beispiel eines optischen Systems mit vier Fluoreszenzkanälen. Das Streulicht eines 

monochromatischen Lasers wird durch Spiegel und Filter zu Photodetektoren gelenkt. Die FSC-Di-

ode (forward scatter) registriert ein größenproportionales Signal in orthotoper Richtung hinter der 

Messküvette („Zellschatten“). Das Streulicht, welches den SSC-Detektor (side scatter) erreicht, liefert 

Informationen zur Granularität der Zelle. FL1-4 detektieren Licht spezifischer Wellenlängen, wel-

ches von Fluorochromen emittiert wird. 488/10, 530/30, 585/42, 661/16: Bandpassfilter; 670LP: Long-

passfilter. Abbildung aus [146], mit freundlicher Genehmigung durch Springer Nature Customer 

Service Centre GmbH: Springer Nature. Der Experimentator: Immunologie. Durchflusscytometrie 

von Werner Luttmann, Kai Bratke, Michael Küpper et al. © 2014. 

Je nach Gerät kommen verschiedene Lasertypen zum Einsatz, die auch miteinander kom-

biniert werden können. Das für die vorliegenden Experimente hauptsächlich verwendete 

Zytometer FACSCanto™ II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) verfügt über drei 

Laser, die in Tabelle 2.5 genauer charakterisiert sind. 

Tabelle 2.5: Beschreibung der Laser des BD FACSCanto II. Aufgelistet sind die Bezeichnung des 

Herstellers, Wellenlänge des ausgestrahlten Lichts, sowie einige Fluorochrome, deren Exzitations-

maxima im entsprechenden Bereich liegen. 

Laser Wellenlänge (nm) Fluorochrome 

Coherent® Sapphire™  

Solid State 

488 (blau) FITC, PE, PE-Cy7,  

PerCP, PerCP-Cy5.5 

JDS Uniphase™ 1144-P HeNe  

Air Cooled 

633 (rot) APC, APC-Cy7 
 

Point Source™ iFLEX™2000- 

P-1-405-0.65-30-NP 

405 (violett) Pacific Blue™, AmCyan 
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Im Durchflusszytometer können bei bis zu 104 Zellen pro Sekunde mehrere Parameter 

gleichzeitig erfasst werden, die einen Rückschluss auf Art und Beschaffenheit der gemes-

senen Zelle erlauben. 

Das Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC), welches geradeaus hinter dem Proben-

strom aufgefangen wird, also gewissermaßen der Schatten der gemessenen Zelle, ist pro-

portional zu ihrer Größe. Das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) dient als Maß für die 

Granularität der Zelle, also ob sie eher homogen beschaffen ist oder nicht (Abb. 2.4). Je 

mehr unterschiedliche Strukturen der Zelle das Licht in verschiedene Richtungen bre-

chen, desto höher ist das SSC-Signal. Allein mit diesen beiden Werten lassen sich die 

Leukozyten des menschlichen Blutes schon in Lymphozyten, Monozyten und Granulozy-

ten unterscheiden (siehe Abb. 2.5). 

 

Abbildung 2.4: Forwardscatter und Sidescatter. Das in Verlängerung des Laserstrahls gestreute Licht 

(forward scatter, FSC) entspricht der relativen Zellgröße. Seitlich abgelenktes Licht (side scatter, SSC) 

wird als Parameter für die Granularität der Zellen herangezogen. Abbildung aus [146], mit freund-

licher Genehmigung durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Der 

Experimentator: Immunologie. Durchflusscytometrie von Werner Luttmann, Kai Bratke, Michael 

Küpper et al. © 2014. 

Die Möglichkeit, immer kleinere Zellgruppen voneinander abzugrenzen, wird durch die 

Markierung von Zellstrukturen mit spezifischen monoklonalen Antikörpern erreicht. Zur 

Messung werden diese Antikörper mit fluoreszierenden Molekülen (Fluorochromen) ge-

koppelt (konjugiert). Es steht eine Vielzahl an Fluorochromen zur Verfügung, die sich 

durch ihre Struktur und Größe, vor allem aber durch ihre Absorptions- und Emissions-

spektren unterscheiden. Die Absorptionswellenlänge bestimmt, durch welchen Laser ein 

Stoff angeregt werden kann. Zur Detektion des abgestrahlten Lichts müssen entspre-

chende optische Kanäle und Detektoren vorhanden sein. Jedes erdenkliche Molekül kann 
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so durch Färbung markiert und im Durchflusszytometer gemessen werden, insofern La-

ser, Farbstoff und Detektionskanal zusammenpassen. 

 

Abbildung 2.5: Durchflusszytometrische Differenzierung von Blutzellen anhand der Parameter for-

ward scatter (FSC) und side scatter (SSC). Größere Zellen zeigen hierbei höhere FSC-Werte, SSC 

dient als Maß für die Granularität der untersuchten Zellen. Granulozyten mit vielfältig verformten 

Kernen und reichlich zytoplasmatischen Einschlüssen zeigen die höchsten SSC-Werte. Die kleineren, 

zytoplasmaarmen Lymphozyten sind gut als relativ homogene Gruppe abzugrenzen. Monozyten neh-

men dazwischen eine Mittelstellung ein. Abbildung aus [230], mit freundlicher Genehmigung durch 

Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Grundwissen Immunologie von 

Christine Schütt, Barbara Bröker © 2011. 

2.4.1 Multiparameteranalyse und Kompensation 

Für die Experimente der vorliegenden Arbeit war es notwendig, mehrere Zellparameter 

gleichzeitig zu erfassen, um so die Unterscheidung von spezifischen Subpopulationen zu 

erlauben, die nur einen sehr geringen Anteil der PBMC ausmachen. Dabei sind eine 

gründliche Vorbereitung und Planung notwendig. Die Markierung der Zellen muss so 

erfolgen, dass eine eindeutige Zuordnung zu den gewünschten Populationen möglich ist. 

Die Antigene müssen für die konjugierten Antikörper erreichbar sein und die verwende-

ten Fluorochrome auf die Voraussetzungen des verwendeten Zytometers, also dessen La-

ser und Detektoren, abgestimmt sein [146]. 

Bei der Verwendung mehrerer Fluorochrome in derselben Messung müssen verschiedene 

Aspekte beachtet werden. Die Absorptionsspektren müssen im Wellenlängenbereich des 

Lasers liegen und die Emissionsspektren von der Anordnung der Filter und Detektoren 

so erfasst werden, dass sie eindeutig und ohne Überlappung zugeordnet werden können. 

Das entsprechende Setup des verwendeten Zytometers (siehe Abb. 2.6) wurde im 
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Rahmen der vorliegenden Versuche so eingestellt, dass außer FSC und SSC acht Kanäle 

zur Messung unabhängiger Parameter verfügbar waren (siehe Tabelle 2.6).  

 

Abbildung 2.6: Optisches System des FACSCantoII. Das dargestellte Setup erlaubt die gleichzeitige 

Messung von FSC, SSC, sowie vier Fluorochrom-spezifischen Wellenlängenbereichen aus dem Licht 

des 488nm Lasers. Die Detektionskanäle für den 633nm und den 405nm Laser können je zwei Flu-

orochrome unterscheiden. Abbildung aus [21], mit freundlicher Genehmigung durch BD 

Biosciences: BD FACSCanto II Flow Cytometer Reference Manual. BD FACSCanto is a trademark 

of Becton, Dickinson and Company or its affiliates © 2021 BD. All rights reserved.  

Tabelle 2.6: Absorptions- und Emissionsmaxima typischer Fluorochrome 

Laser 488nm 633nm 405nm 

Fluorochrom FITC PE PerCP-

Cy5.5 

PE-

Cy7 

APC APC-

Cy7 

Pacific 

Blue 

AmCyan 

Absorptionsmaxi-

mum (nm) 

495 480 482 480 650 650 410 467 

Emissionsmaximum 

(nm) 

519 578 695 785 660 785 455 510 

 

Neben dieser physischen Einstellung der optischen Komponenten muss für jeden Ver-

suchsaufbau auch eine Kalibrierung der rechnerischen Verarbeitung erfolgen. Diese 

Kompensation ist erforderlich, um Messartefakte zu vermeiden, welche durch Überlap-

pungen der Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome entstehen. Je mehr Farben 

gleichzeitig zum Einsatz kommen, desto wichtiger ist die Kompensation. Nachdem jedes 

Fluorochrom einzeln gemessen wurde, wird dessen individuelles Spektrum dargestellt 
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und die ungewollte Überstrahlung in die nicht dafür vorgesehenen Kanäle bestimmt, um 

sie anschließend als unspezifisches Hintergrundsignal aus der Messung heraus zu rech-

nen.  

Außer dieser optimalen Vorbereitung der Maschine ist eine strategische Auswahl der An-

tikörper-Fluorochrom-Konjugate aus weiteren Überlegungen heraus wichtig. Da sich die 

verfügbaren Fluorochrome nicht nur in ihren Absorptions- und Emissionsspektren, son-

dern auch in der Intensität des abgestrahlten Lichtes unterscheiden, sollten die signal-

stärksten Farben für jene Epitope verwendet werden, welche am schwächsten von den 

untersuchten Zellen exprimiert werden, während für zahlreich vorhandene Moleküle die 

Markierung mit Stoffen geringerer Lichtstärke genügt. So wird eine gute Messbarkeit 

auch bei Molekülen erreicht, die nur in geringer Anzahl oder auf einer sehr kleinen Zell-

population vorhanden sind. Darüber hinaus gibt es für viele kommerziell angebotene flu-

oreszenzgekoppelte Antikörper unterschiedliche Klone, welche je nach Versuchsaufbau 

und Kombination Vor- und Nachteile haben können. 

2.4.2 Fluorescence activated cell sorting (FACS) 

Über die Multiparameteranalyse hinaus ermöglicht die durchflusszytometrische Techno-

logie auch die Sortierung der gemessenen Zellen nach ihrer Fluoreszenz. So können bei-

spielsweise eine CD4+ und eine CD8+ Population aus einer Probe aussortiert werden, um 

sie daraufhin in weiteren Experimenten getrennt zu untersuchen und miteinander zu ver-

gleichen. 

Hierfür wird der Probenstrom durch Vibration in einzelne Tröpfchen aufgebrochen, nach-

dem er die Messküvette durchflossen hat. Entspricht eine Zelle den vorher eingestellten 

Auswahlkriterien, wird der entsprechende Tropfen elektrisch geladen. Nun fließen die 

Tröpfchen durch ein elektrostatisches Feld, welches von Ablenkplatten aufgebaut wird. 

Abhängig von ihrer Ladung werden die Tröpfchen in eine Richtung abgelenkt und landen 

im entsprechenden Probenbehälter (Abb. 2.7). 
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Abbildung 2.7: Fluorescence-activated cell sorting (FACS). Um Teile einer Probe zur Weiterverwen-

dung sortieren zu können, wird der Probenstrom nach der Messküvette in einzelne Tropfen 

aufgebrochen. Je nach Eigenschaft der Zelle wird der entsprechende Tropfen elektrisch geladen und 

durch Ablenkplatten in getrennte Behälter geführt. Abbildung aus [146], mit freundlicher 

Genehmigung durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Der 

Experimentator: Immunologie. Durchflusscytometrie von Werner Luttmann, Kai Bratke, Michael 

Küpper et al. © 2014. 

2.5 Färbung von Oberflächenmolekülen und Multiparameterscreening 

Zellen wurden je nach Färbeschema und Verwendungszweck in Konzentrationen von 

1×106/ml bis 1×108/ml in PBS + 1%FCS suspendiert. Zur Blockade der Fc-Rezeptoren 

wurden AB-Serum oder IgG (Gamunex, Talecris) verwendet. Nach Zugabe der Flu-

orochrom-konjugierten Antikörper und ihrer Isotyp-Kontrollen zur Oberflächenfärbung 

inkubierten die Zellen für 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen, um die lichtemp-

findlichen Farbstoffe nicht zu beeinflussen. Daraufhin wurde die Reaktion mit PBS im 

Überschuss abgestoppt. Eine Zentrifugation bei 400RCF für 5 Minuten wurde ange-

schlossen, der Überstand verworfen und die Zellen entweder für weitere Experimente in 

entsprechenden Lösungen resuspendiert oder in 100µl PBS am FACSCanto II gemessen. 
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Für das systematische Screening humaner regulatorischer T-Lymphozyten wurden CD4+ 

T-Zellen mit einem Antikörper-Panel zur Definition und Unterteilung von Treg und wei-

teren CD4+- T-Subpopulationen gefärbt (Tab. 2.7). CD3, CD4, CD25 und CD127 dienten 

zur Charakterisierung von Treg („Treg-Cocktail“), CD45RO und HLA-DR zur Einteilung 

in die T-Zell-Klassen „aktiviert“ (HLA-DR+) und „ruhend“ (HLA-DR-), sowie „memory“ 

(CD45RO+) und „naive“ (CD45RO-). Gescreent wurde mit spezifischen Antikörpern ge-

gen 332 verschiedene Oberflächenmoleküle (LEGENDScreen® Human PE Kit, BioLe-

gend, s. Anhang). Zur eindeutigen Abgrenzung positiver Fluoreszenzsignale wurden so-

wohl Isotyp- als auch FMO (fluorescence minus one) - Kontrollen mitgeführt. Es wurden 

vier unabhängige Screening-Durchläufe mit unterschiedlichen Spendern durchgeführt. 

Tabelle 2.7: Antikörper-Panel für das Oberflächenscreening 

 488 Laser 633 Laser 405 Laser 

 FITC  PE  PerCP-

Cy5.5  

Pe-Cy7  Alexa 

Fluor 

647  

APC-Cy7  Brilliant 

Violet 

421  

Brilliant 

Violet 

510 

Tubes 1-

332 

CD4 Legend 

Screen 

HLA-DR CD25  CD45RO CD127 CD3 

Tubes 

333-342 

CD4 IsoKtrl HLA-DR CD25  CD45RO CD127 CD3 

343 IsoKtrl - HLA-DR CD25  CD45RO CD127 CD3 

344 CD4 - IsoKtrl CD25  CD45RO CD127 CD3 

345 CD4 - HLA-DR IsoKtrl  CD45RO CD127 CD3 

346 CD4 - HLA-DR CD25  IsoKtrl CD127 CD3 

347 CD4 - HLA-DR CD25  CD45RO IsoKtrl CD3 

348 CD4 - HLA-DR CD25  CD45RO CD127 FMO 

349 FMO - HLA-DR CD25  CD45RO CD127 CD3 

350 CD4 FMO HLA-DR CD25  CD45RO CD127 CD3 

351 CD4 - FMO CD25  CD45RO CD127 CD3 

352 CD4 - HLA-DR FMO  CD45RO CD127 CD3 

353 CD4 - HLA-DR CD25  FMO CD127 CD3 

354 CD4 - HLA-DR CD25  CD45RO FMO CD3 

355 - - - -  - - - 
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2.6 Intrazellulärfärbung 

Um Strukturen färben zu können, die sich im Inneren der Zellen oder sogar im Zellkern 

befinden, müssen die Zellen zunächst fixiert und permeabilisiert, also für die Farbstoffe 

durchlässig gemacht werden. Da der Transkriptionsfaktor Forkhead Box Protein P3 

(FoxP3) der bisher zuverlässigste Marker für humane Treg und naturgemäß intranukleär 

verortet ist, muss diese Methode zur Anwendung kommen, wenn man mit einer gewissen 

Sicherheit den Nachweis führen will, dass es sich tatsächlich um Treg handelt. Die Perme-

abilisation und Fixation verhindert allerdings weitere funktionelle Experimente nach der 

Intrazellulärfärbung. 

Für die Intrazellulärfärbung wurde das True Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set 

(BioLegend, San Diego, CA, USA) verwendet. Durch Verdünnung von einem Teil 4x Fix 

Concentrate mit drei Teilen Fix Diluent wurde eine Fixierlösung hergestellt. Um einen 

Permeabilisationspuffer zu erhalten, wurde 10x Perm Buffer 1:10 mit Aqua destillata ver-

dünnt. 

Einer Suspension mit 1×106 Zellen in 100µl PBS wurden 0,5ml Fixierlösung zugegeben, 

die durch Vortexen gleichmäßig verteilt wurde. Nach Inkubation für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunklen wurde die Lösung zweimal mit 1ml Permeabilisationspuf-

fer gewaschen, bei 400RCF für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Die Zellen wurden mit Alexa Fluor 647™-konjugierten FoxP3-Antikörpern und entspre-

chenden Isotyp-Kontrollen weitere 30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur inku-

biert. Erneut folgten zwei Waschschritte mit 1ml Permeabilisationspuffer und 5 Minuten 

Zentrifugation bei 400RCF. Daraufhin konnten die Zellen in 100µl PBS aufgenommen 

und am Durchflusszytometer gemessen werden. 

2.7 Suppressionsassay 

Eine wichtige Eigenschaft der Treg ist ihre Fähigkeit, die proliferative Antwort von pro-

inflammatorischen Effektorzellen auf einen Stimulus zu unterdrücken. Diese kann im 

CFSE-Assay nachgewiesen und quantifiziert werden, indem man stimulierte Effektor-

zellen und Treg in verschiedenen Verhältnissen cokultiviert [262]. 

Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester (CFDA-SE, kurz CFSE) ist ein Farbstoff, 

der die Zellmembran passieren kann. Intrazellulär werden die Acetylgruppen 
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enzymatisch abgespalten und es kommt zur kovalenten Bindung des Succinimidylrestes 

von CFSE an Aminogruppen zytoplasmatischer Strukturen (Abb. 2.8) [192].  

 

Abbildung 2.8: CFDASE passiert die Zellmembran und wird intrazellulär enzymatisch gespalten. 

CFSE bindet an verschiedene Reste, welche teilweise die Zelle wieder verlassen (CFR1) oder in der 

Zelle verbleiben (CFR2). Abbildung aus [192], mit freundlicher Genehmigung durch Springer Na-

ture Customer Service Centre GmbH: Springer Nature. Nature Protocols, Monitoring lymphocyte 

proliferation in vitro and in vivo with the intracellular fluorescent dye carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester, Ben J C Quah et al. © 2007. 

Bei der Zellteilung verbleibt je eine Hälfte der Carboxyfluoresceinkonjugate in einer 

Tochterzelle, sodass sich auch die Fluoreszenz halbiert. Auf diese Weise können mehrere 

Zellteilungen durchflusszytometrisch dargestellt werden (Abb. 2.9) [147]. 

In einem 15ml Röhrchen wurden 1-5×106 Zellen in 1ml PBS aufgenommen. Nach Zu-

gabe von 10µl CFSE einer Konzentration von 100µM (Endkonzentration 1µM) wurde 

die Suspension umgehend gründlich durchmischt und für 6min bei 37°C im Wasserbad 

inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5ml warmem X-Vivo™15 Medium mit 10Vol% inak-

tiviertem AB-Serum und 1Vol% Penicillin/Streptomycin abgestoppt. Nach 5min Zentri-

fugation bei 400RCF wurde das Pellet in 5ml warmem Medium resuspendiert und für 

15min bei 37°C ins Wasserbad gestellt. Ein weiterer Waschschritt bei 400RCF für 5min 

wurde angeschlossen und die Zellen für den Proliferationsassay in einer Konzentration 

von 5×105/ml in Medium aufgenommen. 
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Für die Stimulation im Proliferationsassay wurden Antikörper gegen CD3 und CD28 ver-

wendet. Der Wachstumsreiz wird hierbei durch Interaktion mit den entsprechenden Re-

zeptoren auf der Oberfläche der T-Zellen hervorgerufen, welche eine intrazelluläre Sig-

nalkaskade auslöst. Beide Antikörper wurden in einer Konzentration von jeweils 1µg/ml 

den Zellkulturen hinzugefügt. 

 

Abbildung 2.9: Darstellung der stimulierten Zellteilung mittels CFSE-Färbung. Unstimulierte (A) 

sowie stimulierte Lymphozyten (B) können anhand der CFSE-Fluoreszenz auf ihre Teilungsfrequenz 

hin untersucht werden. Pro Teilungszyklus (0-7) halbiert sich die Fluoreszenz. Abbildung aus [148], 

mit freundlicher Genehmigung durch Wiley: Current Protocols in Cytometry (2004), Unit 9.11, A. 

Bruce Lyons and Kathleen V. Doherty. Copyright © 2004 by John Wiley & Sons, Inc. 

PBMC wurden wie oben beschrieben aus Buffy Coats gesunder Spender isoliert, die CD4+ 

Fraktion angereichert und für den Sort angefärbt. Im FACSAria® wurden zum Vergleich 

als „Standard-Treg“ eine CD25+, eine CD25+CD127- und eine CD127- Population sowie 

CD25- „nonTreg“ sortiert. Drei neue Negativmarker wurden herangezogen, um jeweils 

eine Population ohne und mit CD25 - Expression auszuwählen. Dabei wurden jeweils die 

ca. 5% der Zellen mit niedrigster Fluoreszenz sortiert (Abb. 2.10). 
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Abbildung 2.10: Exemplarische Darstellung der Sortgates zur Auswahl experimenteller und her-

kömmlicher Treg - Populationen. CD4-angereicherte PBMC wurden aufgeteilt und mit Antikörpern 

gegen BTLA, CD197, CD200R oder CD25 und CD127 markiert und Treg - Populationen ähnlicher 

Größenordnung für die Untersuchung in Suppressionsassays gesortet. 

CFSE-markierte PBMC wurden als Responderzellen verwendet und mit gesorteten Treg-

Populationen in absteigenden Mengen cokultiviert wie in Tabelle 2.8 dargestellt, um eine 

dosisabhängige Suppression der Proliferation nachweisen zu können. 

Tabelle 2.8: Versuchsanordnung für den Treg Suppression Assay 

Verhältnis  

Responder : Treg 

Responder-Zellen Treg 

1:0 5 × 104  

0:1  5 × 104 

1:1 5 × 104 5 × 104 

2:1 5 × 104 2,5 × 104 

4:1 5 × 104 1,3 × 104 

1:0 Kontrolle 5 × 104  

0:1 Kontrolle  5 × 104 
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Um Bezugswerte für die Proliferation zu erhalten, wurden Responderzellen allein sowohl 

stimuliert als auch unstimuliert kultiviert. Stimulierte und unstimulierte CFSE-markierte 

Kontrollen wurden ebenfalls für die Treg mitgeführt, um deren Anergie darzustellen, also 

ihre fehlende Reaktion auf Wachstumsreize. 

Die entsprechenden Antikörper- und Zellmengen wurden in jeweils 210µl Medium pro 

well in eine 96-well round bottom Kulturplatte gegeben und für 4 Tage bei 37°C und 5% 

CO2 inkubiert (Tabellen 2.9 und 2.10). 

Tabelle 2.9: Pipettierschema für den Suppression Assay 

Verhältnis  
Responder : Treg 

Responder 
(5×105/ml) 

Treg (5×105/ml) CD3- & CD28-Antikörper 
(20µg/ml) 

Medium 

1:1 100 μl 100 μl 10 μl - 

2:1 100 μl 50 μl 10 μl 50 μl 

4:1 100 μl 25 μl 10 μl 75 μl 

 

Tabelle 2.10: Layout der Cokulturen des Suppressionsassays. In Spalte 1 wird das Titrationsverhält-

nis Treg zu Responderzelle genannt. In den Feldern B2 bis G11 sind die gesorteten Populationen be-

schrieben. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B 1:1 

CD25+ 
CD25+ 

CD127- 
BTLA- CD197- CD200R- 

 

C 2:1  

D 4:1  

E 1:1 

CD25- CD127- CD25+ BTLA- 
CD25+ 

CD197- 

CD25+ 

CD200R- 

 

F 2:1  

G 4:1  

H             
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Für die Messung am FACSCanto™ II wurden die Zellen im well mit APC-CD8 und APC-

Cy7-CD4 gefärbt, zum Abstoppen in PBS im Überschuss in FACS-Röhrchen überführt 

und bei 400RCF 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 

in 100µl PBS resuspendiert. Unmittelbar vor der Messung wurde eine Nukleinsäurefär-

bung mit Sytox® Blue Dead Cell Stain (Invitrogen, Paisley, UK) vorgenommen, um Zel-

len mit verletzter Membranintegrität ausschließen zu können. 

Dieser Suppressions-Assay wurde für verschieden definierte Treg-Populationen jeweils in 

Duplikaten durchgeführt und drei unabhängige Wiederholungen mit Proben verschiede-

ner Individuen angefertigt. 

2.8 Zytokinanalyse 

Die Überstände aus den Ansätzen der Suppressionsversuche wurden durchflusszytomet-

risch auf die Konzentration verschiedener Zytokine hin untersucht, um darzustellen, 

welche humoralen Mikromilieus durch die verschiedenen Zellverhältnisse unter pro-

inflammatorischer Stimulation entstanden. Zu diesem Zweck wurde das BioLegend® 

LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel verwendet. Das Prinzip dieses Testkits 

entspricht dem klassischer Sandwich-Immunoassays, indem antikörpergekoppelte beads 

(Capture-Beads) den Analyten binden und anschließend durch Markierung mit 

fluoreszenten Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Die Übertragung des Prinzips auf ein 

Durchflusszytometer erlaubt eine genauere und empfindlichere Messung mehrerer Para-

meter simultan durch den Einsatz von Capture-Beads unterschiedlicher Größe und Eigen-

fluoreszenz. 

Entsprechend der Angaben im Herstellerprotokoll wurden 25µl des Überstandes der Zell-

kulturen aus den Suppressionsassays mit 25µl Assaypuffer, 25µl Titrationsstandard, 25µl 

Bead-Cocktail und 25µl biotinylierten Markierungs-Antikörpern vermischt und 2 Stun-

den lang bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einer Rüttelplatte inkubiert. Nach Zugabe 

des Farbstoffes SA-PE (Streptavidin-Phycoerythrin) und weiteren 30 Minuten Inkubati-

onszeit wurden die Proben 5 Minuten bei 1000RCF zentrifugiert und mit je 200µl Wasch-

puffer gewaschen. Nach Verwerfen des Überstandes und Resuspension wurden die Pro-

ben am FACSCanto™ II gemessen. 
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2.9 Statistik 

Alle Ergebnisse aus Experimenten mit n ≥ 3 wurden mit Mittelwert und Standardabwei-

chung dargestellt. Zur Erhebung der Signifikanz von Unterschieden wurde eine einfakto-

rielle Varianzanalyse durchgeführt und p ≤ 0,05 als signifikant gewertet. Dabei ist die 

eingeschränkte Aussagekraft aufgrund der niedrigen Stichprobenzahl zu beachten.   
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3 Ergebnisse 

Als Leitfaden für die Darstellung der Ergebnisse dient das Ablaufschema der Fragestel-

lungen und Vorgehensweisen: 

 

3.1 Vergleich des Oberflächenphänotyps CD4+CD45RO+CD25+CD127- mit 

Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 

Um regulatorische T-Lymphozyten (Treg) auf die Ausprägung von Oberflächenmolekülen 

hin untersuchen zu können, musste zunächst eine Gating-Strategie etabliert werden, wel-

che mit größtmöglicher Sicherheit eine Zellpopulation mit hoher FoxP3-Expression defi-

niert, ohne eine Intrazellulärfärbung durchzuführen.  

Mit Rücksicht auf beschriebene Strategien zur Differenzierung der verschiedenen T-Zell-

subpopulationen [32] wurde ein Panel aus sechs Markern erstellt, das die gleichzeitige 

1. Schritt: Etablierung einer Gatingstrategie zur Differenzierung von Treg 

Welche Oberflächenmarker korrelieren am stärksten mit FoxP3-Expres-

sion? 

Vergleich gegenwärtiger Gating-Strategien mit FoxP3-Intrazellu-

lärfärbung 

 

2. Schritt: Durchführung eines ergebnisoffenen systematischen Screenings  

Können neue Treg-Marker oder -Subpopulationen identifiziert werden? 

Bestätigen sich bereits beschriebene Expressionsmuster? 

        Multiparameter-Oberflächenfärbung mit 332 Antikörpern 

 

3. Schritt: Validierung der Kandidaten  

Korreliert die Expression der gefundenen Oberflächenmarker mit 

FoxP3? 

 Intrazellulärfärbung mit FoxP3 

 

4. Schritt: Funktionelle Untersuchung der Suppressivität 

Eignen sich die neuen Marker zur CD25-unabhängigen Isolie-

rung suppressiver T-Zellen? 

       Zell-Sorting und CFSE-Suppressionsassay 

 

5. Schritt: Hinweise auf sekretorische Aktivität 

Welche Zytokine könnten bei der suppressorischen Aktivität 

der neu definierten Populationen eine Rolle spielen? 

Zytokinanalyse der Überstände aus den Suppressi-

onsversuchen 
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Intrazellulärfärbung mit Alexa Fluor 647-anti-FoxP3 erlaubte, sowie den PE-Kanal für 

die Screening-Antikörper des LegendScreen-Kits freihielt (vgl. Tab. 2.7). Die gebräuch-

liche Treg-Definition CD4+CD25+CD127- zeigte eine hohe Übereinstimmung mit FoxP3, 

die durch Hinzunahme des Reifemarkers CD45RO noch verbessert werden konnte (Abb. 

3.1). Für die Auswertung des nachfolgenden Screenings wurden beide Strategien mitei-

nander verglichen, da der Ausschluss der CD45RO- Zellen zu einer geringeren Ausbeute 

an Treg führte, andererseits jedoch den Anteil der Zellen mit niedriger FoxP3-Expression 

verminderte. Im Folgenden wird der Einfachheit halber für CD4+CD25+ Zellen der Be-

griff Treg verwendet, sowie gelegentlich CD4+CD25- Zellen als „nonTreg“ bezeichnet. 

3.2 Differentielle Expression von 10 Oberflächenmolekülen auf Treg im 

Vergleich zu CD4+CD25- 

Im systematischen Oberflächenscreening wurden CD4+ Zellen auf Expression 332 ver-

schiedener Marker untersucht (vgl. Kap. 2.5). Ein großer Teil der Zielmoleküle konnte 

nicht bzw. in äußerst geringem Ausmaß auf den CD4+ Zellen nachgewiesen werden. Et-

liche weitere Antikörper konnten an nahezu alle untersuchten Zellen binden (Abb. 3.2). 

Für 10 Epitope konnte eine differentielle Expression sowohl zwischen CD25+CD127- Treg 

und CD25- „nonTreg“, als auch zwischen CD45RO+CD25+CD127- „memory“-Treg und 

der entsprechenden CD45RO+CD25- „nonTreg“-Population nachgewiesen werden (Abb. 

3.3). Bedingt durch das Versuchsdesign stellte CD25 den stärksten positiven Diskrimina-

tor dar und CD127 den stärksten negativen. Die Zellen, die über PE-Cy7-konjugierte 

CD25-Antikörper aus dem Treg-Cocktail als positiv gegatet wurden, wiesen also auch die 

höchsten Level des PE-Screening-Antikörpers gegen CD25 auf. Das Gleiche gilt umge-

kehrt für CD127. 

Darüber hinaus wurden 3 Moleküle auf Treg überexprimiert; CD39, CD71 und CD101 

(Tab. 3.1). Die Ectonucleotidase CD39 fand sich auf der Oberfläche von 46,5% der Treg 

und auf 1,75% der „nonTreg“, bzw. auf 65,475% der CD45RO+ Treg und auf 4,575% der 

CD45RO+ „nonTreg“. Damit stellte CD39 den Marker mit der stärksten Korrelation zum 

Phänotyp CD25+CD127- dar.  

Auch CD101 konnte überwiegend auf Treg gemessen werden (45,75%), während nur ein 

kleiner Teil der CD25- „nonTreg“ dafür positiv war (28,25%). Hier zeigten die CD45RO+ 

Subpopulationen diesen Unterschied ebenfalls noch deutlicher. 
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Eine Subpopulation der CD4+ T-Zellen exprimierte CD71. Diese Zellen zeigten überwie-

gend einen Treg - Phänotyp: 17,75% der Treg, bzw. 25,525% der „memory“ - Treg wiesen 

diesen Marker auf, während er auf „nonTreg“ und „memory - nonTreg“ fast gar nicht nach-

zuweisen war. 

Weitere differentiell exprimierte Oberflächenproteine zeigten eine umgekehrte Polarität, 

korrelierten also invers mit dem Treg - Phänotyp. So waren 76,5% der „nonTreg“ CD26+, 

im Gegensatz zu 33,25% der Treg. Ähnliche Unterschiede konnten auch beim Vergleich 

der CD45RO+ „memory - Treg“ mit der entsprechenden „nonTreg“ - Population gemessen 

werden.  

Auch CD49d konnte auf einer Minderheit der Treg (35,5%) gemessen werden, wohinge-

gen ein Großteil der „nonTreg“ (65,5%) diesen Oberflächenmarker exprimierte. Dieser 

Unterschied stellte sich bei der Betrachtung der „memory“ - Subpopulationen noch etwas 

deutlicher dar: 32,35% auf CD45RO+ Treg vs. 77,775% auf CD45RO+ „nonTreg“.  

Tabelle 3.1: Ausgewählte Ergebnisse des Screenings. Neben CD25 und CD127 wurden 8 Oberflä-

chenmarker differentiell exprimiert. (SD: standard deviation, p: Signifikanzwert, n = 4) 

Antigen Expression auf 

CD25+CD127- 

Treg (%, SD) 

Expression auf 

CD25- „nonTreg“ 

(%, SD) 

Anova: Treg 

vs. „non-

Treg” (p) 

Expression auf 

CD45RO+ Treg 

(%, SD) 

Expression auf 

CD45RO+ „non-

Treg” (%, SD) 

Anova: CD45RO+Treg 

vs. CD45RO+ „non-

Treg” (p) 

CD25 85,25 (16,42) 2,25 (0,96) <0,001 92,05 (7,99) 3,625 (1,87) <0,001 

CD26 33,25 (15,31) 76,5 (10,34) 0,003 20,375 (12,2) 70,275 (10,27) 0,001 

CD39 46,5 (18,73) 1,75 (0,5) 0,003 65,475 (16,12) 4,575 (0,91) <0,001 

CD49d 35,5 (13,3) 65,5 (16,66) 0,031 32,35 (7,62) 77,775 (6,78) <0,001 

CD71 17,75 (11,03) 2 (2,16) 0,031 25,525 (17,08) 5,3 (7,82) 0,075 

CD101 45,75 (15,33) 28,25 (17,33) 0,181 65,25 (9,45) 28,5 (12,99) 0,004 

CD127 22,75 (21,64) 83,75 (11,32) 0,002 14,55 (13,78) 85,95 (7,46) <0,001 

CD148 24 (12,06) 8 (4,69) 0,048 35,75 (18) 13,3 (7,78) 0,062 

CD197 35,75 (22,29) 73,25 (10,72) 0,023 18,2 (18,19) 39,25 (20,8) 0,178 

CD200R 5,25 (2,5) 23,25 (7,46) 0,004 7,875 (2,88) 46,425 (10,89) <0,001 

BTLA 5 (10) 21,5 (41) 0,611 3,55 (6,9) 19,325 (35,92) 0,422 

 

Der Lymphknoten - Homing - Rezeptor CCR7 (CD197) wurde auf 35,75% der Treg und 

auf 73,25% der „nonTreg“ gemessen. Seine Expression korrelierte stark invers mit dem 

Reifemarker CD45RO. Die „memory“ - Subpopulationen sowohl der Treg als auch der 
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nonTreg wiesen nur eine etwa halb so große CD197+ Gruppe auf wie die ohne CD45RO 

definierten Zellen. 

CD200R zeichnete eine kleine Untergruppe der Treg aus (5,25 %), bei den „nonTreg“ war 

dieser Teil mit 23,25% etwas größer. Betrachtet man die „memory“- Subpopulation, wird 

dieser Unterschied noch deutlicher: 7,875% der CD45RO+ Treg und 46,425% der „me-

mory - nonTreg“ waren CD200R+. 

Bei Messung der Expression des B- and T-Lymphocyte Attenuator BTLA (CD272) stellte 

sich ein Großteil der Treg negativ dar, während ein deutlich größerer Anteil der „nonTreg“ 

mit anti-BTLA markiert werden konnte, wobei hier erhebliche spenderabhängige 

Schwankungen auftraten. 

3.3 Validierung der identifizierten Marker über Intrazellulärfärbung mit 

FoxP3 

Um nachzuweisen, dass die Ausprägung der identifizierten Oberflächenmarker Treg - spe-

zifisch ist, wurde eine Reihe von Versuchen durchgeführt, welche die Intrazellulärfär-

bung von FoxP3 einschlossen. Somit konnten die Expressionsmuster der jeweiligen Mo-

leküle auf Zellen mit dem bisher zuverlässigsten Treg-Phänotyp CD3+CD4+CD25+FoxP3+ 

dargestellt werden (Abb. 3.4). Hierbei zeigten sich die differentiellen Expressionsmuster 

stabil. Einige Moleküle waren stärkeren interindividuellen Schwankungen unterworfen 

(Tab. 3.2). 

Die Korrelation von CD39 zum Treg - Phänotyp ließ sich auch anhand der FoxP3 - Mes-

sung bestätigen. Während nonTreg kaum CD39 trugen, ließ sich das Ectoenzym auf etwa 

einem Drittel der FoxP3+ Zellen messen, mit deutlichen Abweichungen zwischen den 

einzelnen Proben. 

Ein ähnliches Muster zeigte sich auch bei CD71. Rund ein Drittel der FoxP3+ Zellen tru-

gen den Marker, wohingegen er auf nonTreg kaum messbar war. 

Für CD101 ließ sich das Expressionsmuster des Screenings ebenfalls in der Validierung 

bestätigen. Es wird von einem Großteil FoxP3+ T-Zellen exprimiert, aber nur von ca. 

einem Viertel der nonTreg. 
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Abbildung 3.2: Ergebnis des Screenings 

(Punktwolken). Humane PBMC gesunder 

Spender wurden CD4-angereichert und 

mit Treg-Cocktail sowie 332 spezifischen 

Antikörpern sowie den entsprechenden 

Isotyp- und FMO-Kontrollen angefärbt. 

Die Expression auf CD25- wird der auf 

CD25+CD127- T-Zellen gegenübergestellt 

(oberes Diagramm). Im mittleren und un-

teren Panel werden beide Populationen 

zusätzlich in CD45RO+ und CD45RO- un-

terschieden. (n = 4) 
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Auch die Negativmarker zeigten sich in der Validierung stabil. CD26 konnte auf 19,6% 

der auf FoxP3+ Treg gemessen werden, während es von 71,87% der nonTreg exprimiert 

wurde. Somit stellt CD26 einen stabilen Diskriminator dar, welcher auf „nonTreg“ häufi-

ger vorkommt als auf Treg. Einschränkend muss festgehalten werden, dass auch ein nicht 

unerheblicher Anteil der Treg diesen Marker exprimiert. 

CD49d wurde auf etwa einem Drittel der FoxP3+ Zellen und auf ca. drei Viertel der 

nonTreg gemessen. Damit bestätigte sich auch hier die inverse Korrelation mit der 

Einschränkung einer substanziellen CD49d+ Subpopulation der FoxP3+ Zellen. 

CD197 zeigte in der Validierung eine ähnliche Verteilung wie auf der CD45RO+ „me-

mory“ - Subpopulation der T-Zellen im Oberflächenscreening. Weniger als 10% der 

FoxP3+ Treg trugen den Chemokinrezeptor, gegenüber etwa einem Drittel der nonTreg. 

Der Marker CD200R hatte im Screening besonders innerhalb der CD45RO+ Untergruppe 

eine deutliche negative Korrelation zu Tregs. Anhand der FoxP3 - Färbung wurde dieser 

Unterschied noch etwas klarer. Über die Hälfte der nonTreg konnten mit anti-CD200R 

markiert werden, während dieser Anteil bei den Treg ca. 10-20% ausmachte. 

Das Expressionsmuster von BTLA war im Screening stark spenderabhängig gewesen, 

hatte gemittelt aber eine differentielle negative Aussagekraft für den Treg - Phänotyp. In 

der Validierung konnte diese unterschiedliche Ausprägung noch deutlicher dargestellt 

werden. Weniger als 10% der Treg wiesen BTLA auf ihrer Oberfläche auf, bei nonTreg 

waren es etwa zwei Drittel. 

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Validierung durch Intrazellulärfärbung mit FoxP3. (SD: standard devi-

ation, p: Signifikanzwert, n = 3, *n = 4) 

Antigen Expression auf FoxP3+ 

Treg (%, SD) 

Expression auf „nonTreg“ 

(%, SD) 

Anova: FoxP3+ Treg vs. 

„nonTreg“ (p) 

CD26 19,6 (2,91) 71,87 (9,89) 0,001 

CD39 35,7 (31,51) 1,17 (1,22) 0,131 

CD49d 29,6 (3,25) 74.73 (14,84) 0,007 

CD71 30,9 (7,05) 1,5 (0,72) 0,002 

CD101 57,83 (40,16) 26,5 (23,23) 0,307 

CD197 3,7 (3,49)  35,3 (21,75) 0,068 

CD200R* 14,25 (5,14) 51,85 (8,42) <0,001 

BTLA (CD272) 6 (2,34) 66,53 (6,15) <0,001 
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3.4 Neu definierte Treg - Populationen supprimieren die Expansion von 

PBMC im CFSE-basierten in vitro Proliferationsassay 

Zur funktionellen Untersuchung postulierter neuer Treg - Populationen wurde ihre Sup-

pressivität im Proliferationsassay dargestellt. Die titrierten Cokulturen aus den verschie-

denen gesorteten Populationen mit CFSE-markierten homologen PBMC als Responder-

zellen wurden stimuliert und nach vier Tagen gemessen, wie in Kapitel 2.7 beschrieben. 

Wie beispielhaft in Abb. 3.5 zu sehen ist, konnte die beschriebene Suppressivität der her-

kömmlichen CD25+CD127- Treg reproduziert werden. Analog dazu gelang es auch, für 

die neu definierten Treg-Populationen eine dosisabhängige Hemmung der Responder-

proliferation darzustellen.  

 

 

Abbildung 3.5: Suppression im CFSE-Assay. CFSE-markierte PBMC wurden als Responderzellen 

verwendet. Nach Stimulation mit CD3- und CD28-Antikörpern stellen sich deutlich 4 Tochtergene-

rationen durch Halbierung der Fluoreszenz dar (a, oben). Im Gegensatz dazu ist nach 4-tägiger Kul-

tur ohne Stimulation praktisch keine Proliferation erkennbar (a, unten). b und c zeigen die gehemmte 

Proliferation bei Cokultur mit CD25+CD127- „Standard-Treg“ bzw. CD200R- T-Zellen, jeweils oben 

im Verhältnis 5×104 Responderzellen zu 5×104 Treg (1:1), unten 5×104 Responderzellen zu 1,25×104 

Treg (4:1). Die Darstellung ist repräsentativ für 3 unabhängige Wiederholungen. 
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Aus den CFSE-Messungen wurde der prozentuale Anteil der Responderzellen bestimmt, 

welche in der 4-tägigen Kulturzeit mindestens eine Teilung durchlaufen hatte. Die Supp-

ression wurde berechnet aus:  

100 - (Proliferation ohne Treg : Proliferation mit Treg) × 100 

 

Abbildung 3.6: Quantifizierung der suppressiven Aktivität unterschiedlicher Treg - Populationen im 

CFSE-basierten Proliferations-Assay. 9 verschiedene Treg - Gruppen (3 etablierte Definitionen und 6 

neue) sowie eine nonTreg - Kontrolle (CD25-) wurden gesortet und mit homologen PBMC unter Sti-

mulation mit anti-CD3 und anti-CD28 cokultiviert. Das Konzentrationsverhältnis wurde titriert; 1:1 

= 5x104 Responder (PBMC) zu 5x104 Treg. Suppression wurde berechnet aus:  

100 - (Proliferation ohne Treg : Proliferation mit Treg) × 100.  

Drei unabhängige Wiederholungen mit Zellen verschiedener Spender wurden jeweils in Dubletten 

durchgeführt. SD: standard deviation, *: Signifikanzniveau p ≤ 0,05 im Vergleich zu CD25-. 
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Für alle neu postulierten Treg-Populationen konnte eine dosisabhängige Suppression der 

Proliferation sowohl CD4+ als auch CD8+ Responderzellen dargestellt werden (Abb. 3.6). 

3.5 Zytokinanalyse der Überstände aus Suppressionsassays 

Aus den Überständen der Suppressionsversuche wurden die Konzentrationen typischer 

T-Zell-Zytokine bestimmt, um über die Hemmung der Proliferation hinaus weitere An-

haltspunkte auf funktionelle Aktivität der Cokulturen zu erhalten. Die neu postulierten 

Treg - Populationen verhielten sich hierbei ähnlich wie die „Standard - Treg“; in den Über-

ständen konnten erhöhte Mengen IL-10 gemessen werden, während die Ausschüttung 

proinflammatorischer Zytokine wie IFN-γ oder TNF-α vermindert war. Eine Ausnahme 

stellten hierbei die Populationen dar, die über niedrige Expression von CD197 definiert 

waren. In den entsprechenden Kulturüberständen waren neben hohen IL-10-Konzentrati-

onen auch vermehrt IFN-γ und TNF-α messbar (s. Abb. 3.7 und 3.8). 

 

Abbildung 3.7: IL-10-Konzentrationen in den Überständen der Suppressionsassays. Überstände aus 

4-tägiger Cokultur gesorteter Zellen („Treg“) mit PBMC wurden gemessen. Resp: Responderzellen 

(homologe PBMC), stim: stimuliert, unstim: unstimuliert, SD: standard deviation (n = 3). Statistische 

Signifikanz wurde nicht erreicht. 
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Abbildung 3.8: Konzentrationen von IFN-γ und TNF-α in den Überständen der Suppressionsassays. 

Überstände aus 4-tägiger Cokultur gesorteter Zellen („Treg“) mit PBMC wurden gemessen. Resp: 

Responderzellen (homologe PBMC), stim: stimuliert, unstim: unstimuliert, SD: standard deviation (n 

= 3), *: Signifikanzniveau p ≤ 0,05 im Vergleich zu CD 25-. 
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4 Diskussion 

Nachdem Durchführung und Ergebnisse der 5 Schritte des Versuchsablaufes dargestellt 

wurden, sollen die Methoden und Resultate nun im Einzelnen diskutiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Methodendiskussion 

Jede wissenschaftliche Methode geht einher mit Beschränkungen und Unsicherheiten. 

Hierbei stellt auch die Durchflusszytometrie keine Ausnahme dar. Beschränkungen der 

Aussagekraft beinhalten die Fokussierung auf Strukturen, welche über Antikörper mar-

kierbar sind. Bei der Untersuchung intakter Zellen ist somit lediglich die äußere Memb-

ranoberfläche zugänglich. Zur Färbung intrazellulärer Strukturen muss, wie bereits dar-

gestellt, die Membranintegrität verletzt werden, sodass daraufhin keine aussagekräftigen 

Untersuchungen dieser Zellen mehr möglich sind. Die Färbung von Oberflächenmerkma-

len ist zunächst rein deskriptiv und erlaubt Schlussfolgerungen auf funktionelle 

1. Schritt: Etablierung einer Gatingstrategie zur Differenzierung von Treg 

Welche Oberflächenmarker korrelieren am stärksten mit FoxP3-Expres-

sion? 

Vergleich gegenwärtiger Gating-Strategien mit FoxP3-Intrazellu-

lärfärbung 

 

2. Schritt: Durchführung eines ergebnisoffenen systematischen Screenings  

Können neue Treg-Marker oder -Subpopulationen identifiziert werden? 

Bestätigen sich bereits beschriebene Expressionsmuster? 

        Multiparameter-Oberflächenfärbung mit 332 Antikörpern 

 

3. Schritt: Validierung der Kandidaten  

Korreliert die Expression der gefundenen Oberflächenmarker mit 

FoxP3? 

 Intrazellulärfärbung mit FoxP3 

 

4. Schritt: Funktionelle Untersuchung der Suppressivität 

Eignen sich die neuen Marker zur CD25-unabhängigen Isolie-

rung suppressiver T-Zellen? 

       Zell-Sorting und CFSE-Suppressionsassay 

 

5. Schritt: Hinweise auf sekretorische Aktivität 

Welche Zytokine könnten bei der suppressorischen Aktivität 

der neu definierten Populationen eine Rolle spielen? 

Zytokinanalyse der Überstände aus den Suppres-si-

onsversuchen 
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Zusammenhänge lediglich auf Grundlage der Anwesenheit oder Abwesenheit von Mole-

külen, die für bestimmte Funktionen notwendig sind. Der CFSE-basierte in vitro-Supp-

ressionsassay stellt hierbei eine Ausnahme dar, indem die besonderen Eigenschaften des 

Farbstoffes herangezogen werden, um tiefer gehende Aussagen zu treffen – in diesem 

Fall die Proliferation der untersuchten Zellen. 

Das Probenmaterial bestimmt in erheblichem Maß die Aussagekraft eines Versuches. Im 

vorliegenden Fall wurde bewusst auf Blutproben gesunder junger erwachsener Spender 

zurückgegriffen, um eine gute Vergleichbarkeit zu erzielen. Daraus ergeben sich unwei-

gerlich Einschränkungen der möglichen Befunde, da gerade bei Immunzellen im periphe-

ren Blut bestimmte Charakteristika vorherrschen. So finden sich etliche für Treg beschrie-

bene Oberflächenmarker überhaupt nur oder in entscheidend höherer Frequenz auf Zel-

len, die aus Lymphknoten oder Mucosa-assoziierten lymphatischen Geweben (MALT) 

gewonnen werden [202]. Des Weiteren folgt aus der Spenderauswahl die Beschränkung 

auf Zellen in ruhendem Zustand ohne die Möglichkeit einer Betrachtung in vivo aktiver 

Treg, was auf der anderen Seite bekannte Schwierigkeiten der Identifikation suppressiver 

Regulatorzellen unter inflammatorischen Bedingungen durch Veränderungen des Rezep-

torrepertoires vermeidet (vgl. etwa [3]). 

Durch das ergebnisoffene Multiparameterscreening lassen sich Unterschiede der Ober-

flächenstrukturen verschiedener Zellen hervorragend unvoreingenommen quantifizieren. 

Limitationen sind allein durch das Versuchsdesign gegeben; in diesem Fall die Gating-

Strategie, welche lediglich die Identifizierung von Markern erlaubt, die abhängig der an-

gewandten Treg-Definition nachweisbar sind. 

4.2 Ergebnisdiskussion 

Im dargestellten ersten Schritt wurden verschiedene Treg-Definitionen miteinander ver-

glichen und insbesondere auf ihre Korrelation mit der FoxP3-Expression hin untersucht, 

um den optimalen Versuchsaufbau für das Oberflächenmarkerscreening zu erarbeiten. 

Hierbei zeigte sich eine hohe Übereinstimmung der CD3+CD4+CD25+CD127- T-Zellen 

mit der FoxP3+ Population, die durch Hinzunahme des Reifemarkers CD45RO noch ver-

stärkt wurde. Eine völlige Kongruenz war nicht zu erreichen. Diese Ergebnisse reprodu-

zieren vielfach beschriebene und diskutierte Messungen, wobei die Schwierigkeit einer 

fehlenden Standardisierung für ein Treg-Gating ebenso in Erscheinung trat wie die daraus 
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resultierende Unsicherheit, über welche Zellen man genau spricht, wenn der Begriff Treg 

verwendet wird (vgl. Abb. 3.1 sowie [223]). 

Die vorgestellte Versuchsanordnung des Oberflächenscreenings erlaubte die Identifika-

tion einiger Oberflächenmoleküle, welche auf Treg über- oder unterexprimiert sind im 

Vergleich zu CD25- T-Helferzellen. Etliche dieser Marker wurden bereits beschrieben 

und dienen als Richtmaß für die externe Validität der gemessenen Daten. 

Die Überexpression des Ectoenzyms CD39 auf humanen Treg wurde von mehreren Auto-

ren berichtet (vgl. Kap. 1.4.2) und gibt Anlass zu Überlegungen bezüglich einer funktio-

nellen Relevanz im Sinne einer Veränderung des extrazellulären Milieus mit hemmender 

Wirkung auf Stimulation und Costimulation proinflammatorischer Effektorzellen durch 

Erniedrigung der extrazellulären ATP-Konzentration [33, 69]. Die vorliegenden Ergeb-

nisse bestätigen beschriebene Unterschiede in der CD39-Expression zwischen Treg und 

nonTreg sowohl qualitativ als auch quantitativ. 

Als zusätzlicher Negativmarker, der ähnlich wie CD127 invers mit der FoxP3-Expres-

sion humaner Treg korreliert, wurde CD49d beschrieben [132]. Sowohl im Screening über 

Oberflächenmarker als auch in der Kontrolle mit intrazellulärer FoxP3-Färbung konnten 

die Ergebnisse mit ähnlichen Größenverhältnissen der CD49d+ bzw. CD49d- Treg-Popu-

lationen reproduziert werden.  

Einige Moleküle, die im Zusammenhang mit Treg-Subpopulationen oder -Funktionen be-

schrieben wurden, konnten in diesen Versuchen nicht oder nur unwesentlich auf Treg 

nachgewiesen werden. Im Falle von CTLA-4 erklärt sich dieser Umstand (s. Anhang 

11.2) durch die im Ruhezustand vorwiegend intrazelluläre Expression dieses Markers, 

der erst nach Stimulation vermehrt an der Oberfläche regulatorischer T-Zellen erscheint 

(vgl. etwa [122]). Im Falle von CD103, OX40 (CD134), PD-1 (CD279), Neuropilin-1 

(CD304), GITR (CD357) und GARP wurden niedrige bis sehr niedrige Frequenzen ge-

messen (s. Anhang 11.2), was mit Berichten übereinstimmt, die in Treg aus peripherem 

menschlichen Blut eine weitaus niedrigere Expression zeigen als in Treg aus MALT bzw. 

aus murinen Geweben [202]. 

Für CD62L, CD73, HLA-DR, CCR6 (CD196) und ICOS (CD278) konnte die beschrie-

bene Expression auf entsprechenden Treg-Subsets reproduziert werden (vgl. Tab. 1.1, An-

hang 11.2). 
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Aus der Versuchsanordnung ergibt sich die Annahme, dass Beobachtungen, die an über 

Oberflächenmarker definierten Treg gemacht werden, auch auf FoxP3+ Treg übertragbar 

sind. Die Marker mit der stärksten differentiellen Expression wurden zur Überprüfung im 

dritten Schritt auf ihre direkte Korrelation mit FoxP3 hin überprüft, wobei sich in der Tat 

einige Beobachtungen mit noch verstärktem Effekt bestätigten (vgl. Abb. 3.4), während 

andere relativiert wurden. 

In den funktionellen Versuchen mit stimulierten Cokulturen bereits etablierter und expe-

rimentell definierter Treg-Populationen mit autologen PBMC als Responderzellen zur Be-

stimmung der Proliferation bzw. Suppression und Messung sekretorischer Aktivität 

zeigte sich eine gute Reproduzierbarkeit veröffentlichter Ergebnisse anhand standardi-

sierter Protokolle. 

4.3 Neue Negativmarker 

In Oberflächenscreening und Validierung mit Intrazellulärfärbung wiesen drei Moleküle 

ein differentielles Expressionsmuster auf, welches invers mit dem Treg-Phänotyp korre-

lierte und die in diesem Zusammenhang in vorliegenden Berichten mit humanen Blutpro-

ben nicht näher untersucht wurden. CD197-, CD200R- und BTLA- T-Helferzellen zeigten 

darüber hinaus überzeugende suppressorische Aktivität in stimulierten Zellkulturen, wes-

halb diese Marker im Einzelnen genauer betrachtet werden sollen. 

4.3.1 CD197 

Bei CCR7 bzw. CD197 handelt es sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor für die 

C-C-Motiv-Chemokine CCL19 und CCL21 [26, 277]. Funktionell handelt es sich um 

einen Homing-Rezeptor, welcher eine „zentrale“ Migrationsroute naiver T-Zellen ermög-

licht; aus dem Blut in sekundäre Lymphorgane (Lymphknoten-Homing-Rezeptor) und 

über das Lymphgefäßsystem ins Blut zurück [172]. CCL21 wird von Lymphknoten-

Stromazellen sezerniert und auf Endothelzellen der High Endothelial Venules (HEV) prä-

sentiert, wodurch CD197+ naive T-Lymphozyten zur Extravasation befähigt werden [44]. 

Dieser Prozess benötigt darüber hinaus noch weitere Zelladhäsionsmoleküle und In-

tegrine. Dendritische Zellen, welche in den parakortikalen T-Zell-Zonen der Lymphkno-

ten residieren, produzieren CCL19 und CCL21, welche über die Bindung an CD197 die 

Lokalisierung der naiven T-Zellen in der T-Zell-Zone vermitteln, wo sie von APC 
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Antigene präsentiert bekommen [172]. Ein ähnlicher Mechanismus lenkt mithilfe weite-

rer Chemokin-Rezeptor-Interaktionen die Migration naiver T-Zellen in Mucosa-assozi-

ierte lymphatische Gewebe (MALT). Fehlende CCR7-Expression impliziert die Unfähig-

keit der Migration in lymphatische Organe, während dort aktivierte T-Lymphozyten zum 

Teil den Rezeptor wieder herunter regulieren, möglicherweise als Voraussetzung, das 

Gewebe verlassen zu können [44, 172].   

CD197 wird ebenso auf aktivierten Dendritischen Zellen hochreguliert, was sie zur Mig-

ration in Lymphknoten befähigt, wo sie das aktivierende Antigen präsentieren. B-Zellen, 

die im Lymphfollikel (B-Zell-Zone) aktiviert wurden, exprimieren gleichfalls vorüberge-

hend CD197, wodurch sie zur Grenze der T-Zell-Zone gelangen, um mit T-Zellen inter-

agieren und weitere costimulatorische Signale erhalten zu können [172]. 

CD197 findet sich auf aktivierten B- und T-Lymphozyten, insbesondere bei solchen, die 

mit Herpesviren infiziert sind [172]. Das Gen wurde identifiziert, da es nach Infektion 

mit Epstein-Barr-Virus vermehrt transkribiert wird (Epstein-Barr virus induced gene 1; 

EBI1) [26]. 

Der Chemokinrezeptor wird unter anderem dazu herangezogen, memory-T-Zellen zu un-

terscheiden, da „zentrale“ T-Gedächtniszellen (central memory T cells, TCM) CD197+ 

sind, „Effektor“- (effector memory T cells, TEM) und „gewebeständige“  T-Gedächtnis-

zellen (tissue-resident memory T cells, TRM) dieses Molekül jedoch nicht exprimieren 

[172, 220]. 

Im vorliegenden Versuch konnte dargestellt werden, dass Treg sich durch eine niedrige 

CD197-Expression auszeichnen, wenn sie mit CD25- „non-Treg“ verglichen werden, bzw. 

dass in der CD197-negativen T-Zell-Fraktion FoxP3+CD25+ Zellen angereichert sind. 

Die funktionelle Untersuchung im Suppressionsassay konnte eine dosisabhängige Hem-

mung der Proliferation stimulierter Responderzellen durch gesortete CD197- CD4-T-Zel-

len nachweisen. Die Analyse der Zytokinüberstände aus diesen Versuchen zeigte für die 

CD197- Population eine ambivalente Produktion sowohl pro- als auch antiinflammatori-

scher Zytokine, was darauf zurückgeführt werden könnte, dass diese Sort-Strategie un-

weigerlich auch einen Anteil an Effektor-T-Gedächtniszellen (TEM) beinhaltet, die nach 

Stimulation ihr proinflammatorisches Programm aktivieren. Konzeptionell schließt die 

Selektion CD197- Lymphozyten naive T-Zellen auf dem Weg in sekundäre lymphatische 
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Organe und TCM aus und beinhaltet neben TEM auch TRM, die im peripheren Blut jedoch 

kaum zu finden sind. 

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass CD197- Treg in nichtlymphatischen Organen 

angereichert sind und sich von CD197+ Treg durch ihre IL-2-Sensitivität unterscheiden 

[240]. 

Die weiterführende Frage ist, ob die dargestellten Ergebnisse schlicht dadurch zustande 

kommen, dass Treg im peripheren menschlichen Blut mehrheitlich CD197- sind und damit 

effector memory-Charakteristika aufweisen oder ob es sich bei den lediglich nach CD197-

Expression selektierten T-Helferzellen um eine Treg-Subpopulation handelt, welche spe-

zialisierte Funktionen wahrnehmen kann. 

4.3.2 CD200R  

Der CD200-Rezeptor ist wie sein Bindungspartner ein Typ1-Transmembrandomänen-

Glykoprotein aus der Immunglobulin-Superfamilie und wurde 2000 zuerst beschrieben 

[274]. Der extrazelluläre Rest beider Moleküle enthält sowohl eine V-Typ- als auch eine 

C-Typ-Domäne. Ein wesentlicher Unterschied betrifft den zytoplasmatischen Anteil. 

Hier trägt CD200 nur wenige Aminosäuren, die nach bisheriger Kenntnis keine funktio-

nalen Aufgaben erfüllen, wohingegen CD200R zwei Tyrosinreste aufweist, welche im 

phosphorylierten Zustand in der Lage sind, Signaltransduktionswege in Gang zu setzen 

[273, 162]. Der distale Tyrosinrest ist Teil eines Phosphotyrosinbindenden (PTB) NPxY-

Motivs, welches über das Adaptermolekül Dok2 (downstream of tyrosin kinase / docking 

protein) den Ras-p21-Proteinaktivator-1 (RasGAP GTPase-activating protein) -Weg ak-

tiviert. Dies führt zur Hemmung des Ras-ERK- und des PI3K-abhängigen Aktivierungs-

signals [160]. 

Daraus ergibt sich funktionell die Rolle eines coinhibitorischen Rezeptors, obwohl 

CD200R nicht über ein ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) verfügt 

[162, 136]. So führt die Interaktion von CD200 verschiedener Zellen mit seinem Rezeptor 

auf Makrophagen und Dendritischen Zellen zur Hemmung deren inflammatorischer Ant-

wort. Hierbei spielt eine Hemmung der Produktion proinflammatorischer Zytokine wie  

IFNγ und TNFα sowie die Induktion von IL10 und TGFβ eine Rolle [136]. Das Ausblei-

ben des CD200:CD200R-abhängigen Signals führt in experimentellen Modellen autoim-

muner Krankheiten zu einem rascheren Fortschreiten [108]. 
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Die Expressionsmuster beider Moleküle unterscheiden sich wesentlich; während CD200 

auf einer breiten Vielzahl sowohl hämatopoetischer als auch nicht-hämatopoetischer Zel-

len exprimiert wird, ist die Darstellung von CD200R deutlich begrenzter auf Zellen der 

myeloiden Reihe (Granulozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen, Mastzellen) und ei-

nige lymphoide Zellen [273]. Die CD200R-Expression auf T-Helferzellen ist bei pädiat-

rischen Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung erniedrigt, während die 

CD200+-Frequenz erhöht ist [75]. Im TME (tumor microenvironment) spielt die 

CD200:CD200R-Interaktion Untersuchungen zufolge eine Rolle durch Promotion der 

Tumorproliferation, sodass die Blockade dieses Signals als Immuncheckpoint in der Tu-

mortherapie untersucht wird [120]. 

Im hier durchgeführten Oberflächenscreening ist CD200R auf CD4+CD25+ Treg unterex-

primiert im Vergleich zu „non-Treg“. Diese Beobachtung ließ sich durch Intrazellulärfär-

bung mit FoxP3 auch auf diese Treg-Definition übertragen. Im Suppressionsassay konnte 

eine dosisabhängige Hemmung der Proliferation stimulierter Responderzellen durch ge-

sortete CD200R- T-Helferzellen dargestellt werden. In den Überständen wurde eine ge-

genüber der nicht gehemmten Kontrolle verminderte Produktion proinflammatorischer 

Zytokine wie IFN-γ und TNF-α, sowie eine moderate IL-10-Produktion gemessen.  

Angesichts des restriktiven Expressionsmusters des CD200-Rezeptors insbesondere auf 

lymphoiden Zellen sind diese Ergebnisse nicht ohne Weiteres selbstverständlich. Nur 

etwa die Hälfte der nonTreg-Zellen waren im Screening CD200R+. Möglicherweise exis-

tiert ein Gradient, an dessen unterem Ende Treg angereichert sind. 

Ein Fehlen von CD200R bei gleichzeitiger Expression des Agonisten CD200 ist gut ver-

einbar mit einer regulatorisch aktiven Zelle, die insbesondere hemmend auf myeloide 

Abwehrzellen wirkt. Allerdings zeigte im Screening nur eine kleine Subpopulation der 

CD4+ Zellen eine CD200-Expression, ohne signifikante Unterschiede zwischen Treg und 

nonTreg (s. Anhang 11.2). 

4.3.3 BTLA (CD272) 

Der B- and T-Lymphocyte Attenuator/Associated wurde erstmals 2003 beschrieben [269]. 

Es handelt sich um ein Transmembrandomänen-Rezeptorprotein aus der CD28-Immun-

globulin-Superfamilie [163]. BTLA enthält in seiner zytoplasmatischen Domäne ein 

ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) und ein ITSM (immunoreceptor 
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tyrosine-based switch motif), welche im (Tyrosin-) phosphorylierten Zustand inhibitori-

sche Phosphatasen rekrutieren können. Diese sind in der Lage, verschiedene Phos-

phatreste von Proteinen zu entfernen, welche von Tyrosinkinasen angefügt wurden, 

wodurch die Aktivierung dieser Proteine rückgängig gemacht und ihr Signalweg ge-

hemmt wird [172]. Es wird auf aktivierten T- und B-Zellen, sowie einigen Zellen des 

angeborenen Immunsystems exprimiert [172]. 

BTLA bindet im Gegensatz zu anderen Molekülen der CD28-Superfamilie keine B7-Mo-

leküle, sondern den Herpes Virus Entry Mediator HVEM (CD270), welcher zur TNFRSF 

zählt und auf ruhenden T-Zellen sowie unreifen Dendritischen Zellen hoch exprimiert 

wird [232]. Verfügt die Zielzelle nur über HVEM, löst die Bindung von BTLA die Akti-

vierung eines NFκB-abhängigen Überlebenssignals aus. Bei Coexpression beider Mole-

küle verhindert BTLA diesen HVEM-vermittelten Signalweg [172]. 

HVEM bindet seinerseits noch weitere Liganden. Ein costimulatorisches Signal wird 

durch Interaktion mit dem LIGHT-Molekül (CD258) empfangen. Als coinhibitorischer 

Rezeptor für HVEM fungiert analog zu BTLA auch CD160 [70]. 

Die Rolle von BTLA als coinhibitorischer Rezeptor wird durch Beobachtungen aus ex-

perimentellen Studien gestützt, die durch BTLA-Knockout das Auftreten verschiedener 

autoimmunologischer Phänomene herbeiführten [185]. Ein Suppressionsmechanismus 

durch Bindung von auf Treg exprimiertem HVEM mit BTLA auf Teff wird diskutiert [163]. 

Abweichend hiervon konnten sowohl für BTLA als auch für CD160 bei Bindung an 

HVEM eine Aktivierung NFκB-abhängiger Überlebenssignale beschrieben werden, wel-

che eine situationsabhängige stimulatorische Funktion implizieren [254]. 

Interessanterweise zeigte sich BTLA auf CD25+ Treg ebenso wie auf FoxP3+ Treg ernied-

rigt gegenüber der CD25- „nonTreg“-Population. Diese Beobachtung wurde bereits auf 

murinen Zellen beschrieben, wobei zusätzlich gezeigt wurde, dass Treg auf Stimulation 

hin einen deutlich schwächeren Anstieg der BTLA-Expression aufweisen als CD4+CD25- 

T-Zellen [115, 251]. 

Die gesortete BTLA- Population supprimierte die Proliferation stimulierter Responder-

zellen dosisabhängig und in vergleichbarem Ausmaß wie konventionell gesortete 

CD25+CD127- Treg. Die Zytokinanalyse der Überstände zeigte eine verminderte Konzent-

ration proinflammatorischer Zytokine sowie eine starke IL-10-Produktion. Als 



79 

 

Konsequenz dieser Beobachtungen vor dem Hintergrund der beschriebenen Erkenntnisse 

zur Funktion von BTLA lässt sich diskutieren, ob die Abwesenheit des Rezeptors auf der 

dargestellten, suppressorisch aktiven Population einen Surrogatmarker darstellt, welcher 

mit anderen, funktionell bedeutsameren Charakteristika lediglich koinzidiert, oder ob sich 

ein eigener, von BTLA oder dessen Abwesenheit getragener Mechanismus abgrenzen 

lässt. Eine Möglichkeit ist das Fehlen des Überlebenssignals, welches BTLA bei der Bin-

dung an HVEM auslöst, bei der Interaktion zwischen Treg und Teff. Des Weiteren könnte 

das Fehlen von BTLA bei gleichzeitiger Expression von HVEM durch Treg zu einer grö-

ßeren Überlebenswahrscheinlichkeit führen - ein möglicher Synergismus zur privilegier-

ten IL-2-Sensitivität der Treg auf Basis des hochaffinen IL-2-Rezeptors. Im vorliegenden 

Screening zeigten ca. 25% der Treg eine Expression von HVEM, welche allerdings deut-

lich niedriger war als auf non-Treg (s. Anhang 11.2). 

4.4 Ausblick, weiterer Forschungsbedarf 

Aus dem durchgeführten Oberflächenscreening ergibt sich ein breites Bild als Marker-

profil der CD4+ T-Zellen (s. Anhang 11.2), welches als Anhalts- und Ausgangspunkt wei-

terer Untersuchungen dienen kann. So können etwa Studien an Zellen anderer Gewebe 

oder unter immunaktiven Bedingungen mit diesem Bild im steady state verglichen wer-

den. 

Weitere Untersuchungen auf dieser Grundlage könnten tiefergehende funktionelle Aus-

sagen erlauben, indem etwa die Verteilung bestimmter Marker bei Patienten mit autoim-

munen, inflammatorischen oder Krebskrankheiten untersucht und mit der gesunder Spen-

der verglichen würde. Ebenso spannend ist ein Vergleich des dargestellten Markerprofils 

mit dem gewebeständiger Treg aus Lymphknoten oder Schleimhautproben. 

Die dargestellten Ergebnisse liefern Anhaltspunkte für bisher nicht untersuchte Treg-De-

finitionen bzw. –Subpopulationen. Weitere Untersuchungen könnten die Darstellung mo-

lekularbiologischer Hintergründe der neu postulierten Marker im Rahmen der etablierten 

genetischen und epigenetischen Konzepte des derzeitigen Treg-Modells beinhalten.  

Die Natur der untersuchten Negativmarker ermöglicht einen unkomplizierten Zugang zu 

suppressorisch aktiven Populationen, die über Färbung eines einzelnen Markers aus der 

CD4+ Fraktion von PBMC identifizierbar sind, ohne daraufhin von einem Fluorochrom-
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konjugierten Antikörper gebunden zu sein („untouched“). Somit könnten sie nach wei-

teren Untersuchungen und unabhängiger Bestätigung eine attraktive Alternative zu der-

zeitigen Vorgehensweisen darstellen, Treg für Forschung oder klinische Anwendungen zu 

isolieren.  
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5 Zusammenfassung 

Regulatorische T-Zellen (Treg) machen einen geringen Prozentsatz CD4+ T-Zellen aus, 

spielen jedoch eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Immunhomöostase. 

Sie tragen einen zellulären Mechanismus dominanter peripherer Toleranz, indem sie pro-

inflammatorische Zellen aktiv mittels eines eigenen Repertoires an Zelloberflächenmole-

külen und löslichen Faktoren hemmen. Die Biologie der Treg ermöglicht ein besseres Ver-

ständnis des Immunsystems und die Nutzbarmachung ihrer Eigenschaften stellt die Ent-

wicklung neuer Behandlungsansätze sowohl für Autoimmun- als auch für Krebserkran-

kungen in Aussicht. 

Die stabilste und entscheidendste Eigenschaft der heterogenen Zellfamilie ist eine epige-

netische Landschaft mit Treg-spezifischen demethylierten DNS-Regionen und einer star-

ken Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren, insbesondere FoxP3. Die Expres-

sion von Zelloberflächenmolekülen, vornehmlich CD25 kann herangezogen werden, um 

funktionell suppressive Treg für experimentelle und klinische Anwendungen zu beschrei-

ben und zu isolieren. Es bestehen jedoch weiterhin Herausforderungen für Fortschritte in 

Verständnis und Anwendung, da keine dieser Marker ausschließlich bei Treg zu finden 

sind. 

Um den Treg-Phänotyp weiter zu untersuchen, wurde ein durchflusszytometrisches Scree-

ning mit mehreren hundert Oberflächenepitopen an CD4+ Zellen aus peripherem Blut er-

wachsener humaner Spender durchgeführt, nachdem eine Gating-Strategie zur optimalen 

Korrespondenz mit nukleärer FoxP3-Expression feinjustiert worden war. Daraus ergab 

sich ein umfangreiches Oberflächenprofil CD4+ T-Zellen mit der Möglichkeit, verschie-

dene Subpopulationen zu untersuchen. Vielversprechende Kandidatenmoleküle wurden 

mittels Intrazellulärfärbung direkt mit der Expression von FoxP3 verglichen. Drei Mole-

küle zeigten eine niedrige Expression auf Treg im Vergleich zu CD4+CD25- oder FoxP3- 

Zellen, die vorher nicht im Zusammenhang mit Treg bechrieben wurden: CD197, CD200R 

und BTLA. Es folgten Experimente mit Cokulturen gesorteter Zellpopulationen anhand 

dieser Negativmarker. Die neu definierten Zellen zeigten ähnliche suppressive Kapazität 

und Zytokinsekretionsmuster wie herkömmliche Treg-Populationen. Diese Ergebnisse er-

öffnen neue Perspektiven auf Identität, Entwicklung und Verhalten von Treg und ermög-

lichen deren unmarkierte Isolierung.  
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6 Abstract 

Regulatory T cells (Treg) represent a small percentage of CD4+ T cells while playing a 

crucial role in the maintenance of immune homeostasis. They carry a cellular mechanism 

of dominant peripheral tolerance by actively suppressing proinflammatory cells using a 

distinct repertoire of cell surface molecules and soluble factors. Treg biology promises a 

better understanding of the immune system and the exploitation of its features can open 

new paths of treatment in both autoimmune disorders and cancer. 

The most stable and decisive characteristic of the heterogeneous cell family is an epige-

netic landscape with Treg-specific demethylated DNA regions and strong activation of 

certain transcription factors, most importantly FoxP3. Expression of cell surface markers, 

particularly CD25 can be used to describe and isolate functionally suppressive Treg in 

experimental and clinical applications. There remain challenges to the advancing under-

standing and implementation, however, since none of these markers are exclusive to Treg. 

In order to further elucidate the Treg surface phenotype, a flowcytometric screening for 

several hundred surface epitopes was carried out on CD4+ peripheral blood cells of adult 

human donors after fine-tuning a gating strategy which corresponds best with the nuclear 

expression of FoxP3. This yielded an extensive surface molecule profile of CD4+ T cells 

with the possibility to analyze various subpopulations. Promising candidate molecules 

were directly compared with FoxP3 expression using intracellular staining. Three mole-

cules showed low expression on Treg compared to CD4+CD25- or FoxP3- cells, that were 

not previously described in connection with Treg biology: CD197, CD200R and BTLA. 

Cell sorting and co-culture experiments followed to study these three negative markers. 

The newly defined cells showed similar suppressive capacity and cytokine secretion pat-

terns compared to conventional Treg populations. These results allow new perspectives on 

Treg identity, development and behavior as well as untouched access for isolation.   
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7 Abkürzungsverzeichnis 

ACT   Adoptive cell therapy 

ADP  Adenosindiphosphat 

Ag   Antigen 

ALS   Amyotrophe Lateralsklerose 

AmCyan Anemonia majano Cyan 

AMP  Adenosinmonophosphat 

AP-1   Activator protein 1 

APC  Antigen-presenting cell; Antigenpräsentierende Zelle 

APC (Fluorochrom) Allophycocyanin 

ATF1   Activating transcription factor 1 

ATP   Adenosintriphosphat 

at-RA   all-trans retinoic acid, Tretinoin 

Bcl-6  B-cell lymphoma protein 6 

BTLA   B- and T-Lymphocyte Attenuator (CD272) 

cAMP  cyklisches Adenosinmonophosphat 

CAR-T  Chimeric antigen receptor T cell 

CBFβ   Core-binding factor subunit β 

CCR   CC-Motiv-Chemokinrezeptor 

CD  Cluster of differentiation 

CFDA-SE / CFSE  Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester 

cMyc   cellular Myelocytomatosis 

CNS   Conserved non-coding sequence 
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COVID-19  Coronavirus disease 2019 

CREB   cAMP-responsive element-binding protein 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CTLA-4  Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CD152) 

CXCR  CXC-Motiv-Chemokinrezeptor  

Cy  Cyanin 

DC  Dendritic cell; Dendritische Zelle 

DNA  Deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsäure 

DNMT1  DNA methyltransferase 1 

DNS  Desoxyribonukleinsäure 

Dok  Downstream of tyrosin kinase / docking protein 

DR3  Death receptor 3 

EAAI   Experimental allergic airway inflammation 

EAE   Experimental autoimmune encephalomyelitis 

EBI1  Epstein-Barr virus induced gene 1 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

ENTPD1  Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase-1 (CD39) 

ERK  Extracellular-signal regulated kinases 

ETS  E26 transformation-specific 

FACS  Fluorescence activated cell sorting 

FAO   Fatty acid oxidation 

Fc  Fraction crystallizable 

FCS  Fetal calve serum 
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FDA   Food and drug administration der USA 

FITC  Fluoresceinisothiocyanat 

FMO  Fluorescence minus one 

FoxO   Forkhead box protein Gruppe O 

FoxP  Forkhead box protein Gruppe P 

FSC  Forward scatter 

GAL   Galectin 

GARP  Glycoprotein A Repetitions Predominant 

GATA-3 GATA-bindender Transkriptionsfaktor 3 

GITR   Glukokortikoid-induzierbarer TNF-Rezeptor (CD357, TNFRSF18) 

Glut1   Glukosetransporter 1 

GvHD   Graft-versus-Host disease 

HA   Hyaluronic acid; Hyaluronsäure 

HDAC  Histon-Deacetylase 

HEV  High Endothelial Venules 

HIF1α   Hypoxia-inducible factor 1α 

HLA  Humanes Leukozytenantigen 

HVEM  Herpes Virus Entry Mediator 

ICI   Immun-Checkpoint-Inhibitoren 

ICOS  Inducible T-Cell costimulator (CD278) 

IDO   Indolamin-2,3-Dioxygenase 

IFN-γ  Interferon gamma 

Ig  Immunglobulin 
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IKZF  Ikaros family zinc finger protein 

IL  Interleukin 

IPEX  Immundysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked 

IRF  Interferon regulatory factor 

ITAM   Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM  Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

iTreg  (in vitro) induzierte Treg 

ITSM  Immunoreceptor tyrosine-based switch motif 

KAT5   Histon-Acetyltransferase KAT5 

kDa  Kilodalton (atomare Masseneinheit) 

LAG-3  Lymphocyte activating gene 3 

LAP  Latency associated peptide 

LIGHT homologous to lymphotoxin, exhibits inducible expression and competes 

with HSV glycoprotein D for binding to herpesvirus entry mediator, a re-

ceptor expressed on T lymphocytes (TNFSF14, CD258) 

LPS   Lipopolysaccharid 

MAC  Membrane attack complex 

MAdCAM-1  Mucosal vascular adressin cell adhesion molecule 1 

MALT  Mucosa-associated lymphatic tissue; Mucosa-assoziierte lymphatische 

Gewebe 

MHC  Major histocompatibility complex; Haupthistokompatibilitätskomplex 

MS   Multiple Sklerose 

mTOR  mammalian/mechanisitic Target of Rapamycin 

NFAT   Nuclear factor of activated T cells 
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NF-κB  Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells 

NK  Natürliche Killerzelle 

NOD   Nonobese diabetic mouse 

Nrp-1  Neuropilin 1 

NT5E  Ecto-5´-Nucleotidase (5´-NT/CD73) 

nTreg  natürliche Treg 

OXPHOS  Oxidative Phosphorylierung 

PAMP  Pathogen-associated molecular pattern; Pathogenassoziiertes moleku-

lares Muster 

PBMC Peripheral blood mononuclear cells 

PBS Phosphate-buffered saline 

PD-1 Programmed cell death protein 1 (CD 279) 

PE Phycoerythrin 

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein 

PI3K  Phosphoinositid-3-Kinase 

PP1  Proteinphosphatase 1 

PPARγ   Peroxisome-proliferator-activated receptor γ 

PTB Phosphotyrosinbindende Domäne 

pTreg Peripherie-derivierte Treg 

RA  Rheumatoide Arthritis 

RAR  Retinoic acid receptor 

Ras Rat sarcoma (GTP-bindendes Protein) 

RCF Relative centrifugal force 
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REL Teil der NF-κB-Transkriptionsfaktoren 

ROR  RAR-related orphan receptor 

RORγt RAR-related orphan receptor gamma, thymusspezifische Isoform 

rrMS relapsing-remitting (schubförmig remittierende) Multiple Sklerose 

RUNX1  Runt-related transcription factor 1 

RXR  Retinoid X receptor 

SA-PE  Streptavidin-Phycoerythrin 

SARS-CoV-2    Severe acute respiratory syndrome corona virus 2 

SCFA  Short chain fatty acid 

SD Standard deviation 

SFB  Segmented filamentous bacteria 

SLE  Systemischer Lupus erythematosus 

SMAD Transkriptionsfaktorenfamilie mit genetischen Homologien zu SMA- 

(small worm phenotype) bei Caenorhabditis elegans und MAD- (mothers 

against decapentaplegic) bei Drosophila 

SSC Side scatter 

STAT Signal transducer and activator of transcription  

T-bet T-box expressed in T cells 

TC Cytotoxische T-Zellen 

TCM Central memory T-Zellen 

TCA cycle  Tricarboxylic acid cycle; Citratzyklus 

TCR T cell receptor 

Teff  T-Effektorzellen 

TEM Effector memory T-Zellen 



89 

 

TET   Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 

TGF-β Transforming growth factor β 

TH T-Helferzellen 

TIL  Tumorinfiltrierende Lymphozyten 

TLR  Toll-like receptor 

TME Tumor Microenvironment 

TNF Tumornekrosefaktor 

TNFRSF TNF-Rezeptor-Superfamilie 

Treg  Regulatorische T-Lymphozyten 

TRM  Tissue-resident memory T-Zellen 

TSDR  Treg-spezifische demethylierte Regionen 

tTreg  Thymus-derivierte Treg 

USP7   Ubiquitin-specific peptidase 7 

VDRE  Vitamin D Response Element 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 
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11 Anhang 

11.1 Übersicht über Inhalt und Anordnung des Biolegend LegendSCREEN 

http://www.biolegend.com/legendscreen 

Plate 1 

Location 
 

Clone Isotype 

A1 Blank 
  

A2 CD1a HI149 Mouse IgG1, κ 

A3 CD1b SN13 (K5-1B8) Mouse IgG1, κ 

A4 CD1c L161 Mouse IgG1, κ 

A5 CD1d 51,1 Mouse IgG2b, κ 

A6 CD2 RPA-2.10 Mouse IgG1, κ 

A7 CD3 HIT3a Mouse IgG2a, κ 

A8 CD4 RPA-T4 Mouse IgG1, κ 

A9 CD5 UCHT2 Mouse IgG1, κ 

A10 CD6 BL-CD6 Mouse IgG1, κ 

A11 CD7 CD7-6B7 Mouse IgG2a, κ 

A12 CD8a HIT8a Mouse IgG1, κ 

B1 CD9 HI9a Mouse IgG1, κ 

B2 CD10 HI10a Mouse IgG1, κ 

B3 CD11a HI111 Mouse IgG1, κ 

B4 CD11b ICRF44 Mouse IgG1, κ 

B5 CD11b CBRM1/5 Mouse IgG1, κ 

B6 CD11c 3,9 Mouse IgG1, κ 

B7 CD13 WM15 Mouse IgG1, κ 

B8 CD14 M5E2 Mouse IgG2a, κ 

B9 CD15 W6D3 Mouse IgG1, κ 

B10 CD16 3G8 Mouse IgG1, κ 

B11 CD18 TS1/18 Mouse IgG1, κ 

B12 CD19 HIB19 Mouse IgG1, κ 

C1 CD20 2H7 Mouse IgG2b, κ 

C2 CD21 Bu32 Mouse IgG1, κ 

C3 CD22 HIB22 Mouse IgG1, κ 

C4 CD23 EBVCS-5 Mouse IgG1, κ 

C5 CD24 ML5 Mouse IgG2a, κ 

C6 CD25 BC96 Mouse IgG1, κ 

C7 CD26 BA5b Mouse IgG2a, κ 

C8 CD27 O323 Mouse IgG1, κ 

C9 CD28 CD28.2 Mouse IgG1, κ 

C10 CD29 TS2/16 Mouse IgG1, κ 

http://www.biolegend.com/legendscreen
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C11 CD30 BY88 Mouse IgG1, κ 

C12 CD31 WM59 Mouse IgG1, κ 

D1 CD32 FUN-2 Mouse IgG2b, κ 

D2 CD33 WM53 Mouse IgG1, κ 

D3 CD34 581 Mouse IgG1, κ 

D4 CD35 E11 Mouse IgG1, κ 

D5 CD36 5-271 Mouse IgG2a, κ 

D6 CD38 HIT2 Mouse IgG1, κ 

D7 CD39 A1 Mouse IgG1, κ 

D8 CD40 HB14 Mouse IgG1, κ 

D9 CD41 HIP8 Mouse IgG1, κ 

D10 CD42b HIP1 Mouse IgG1, κ 

D11 CD43 CD43-10G7 Mouse IgG1, κ 

D12 CD44 BJ18 Mouse IgG1, κ 

E1 CD45 HI30 Mouse IgG1, κ 

E2 CD45RA HI100 Mouse IgG2b, κ 

E3 CD45RB MEM-55 Mouse IgG2b, κ 

E4 CD45RO UCHL1 Mouse IgG2a, κ 

E5 CD46 TRA-2-10 Mouse IgG1 

E6 CD47 CC2C6 Mouse IgG1, κ 

E7 CD48 BJ40 Mouse IgG1, κ 

E8 CD49a TS2/7 Mouse IgG1, κ 

E9 CD49c ASC-1 Mouse IgG1, κ 

E10 CD49d 9F10 Mouse IgG1, κ 

E11 CD49e NKI-SAM-1 Mouse IgG2b, κ 

E12 CD49f GoH3 Rat IgG2a, κ 

F1 CD50 CBR-IC3/1 Mouse IgG1, κ 

F2 CD51 NKI-M9 Mouse IgG2a, κ 

F3 CD51,CD61 23C6 Mouse IgG1, κ 

F4 CD52 HI186 Mouse IgG2b, κ 

F5 CD53 HI29 Mouse IgG1, κ 

F6 CD54 HA58 Mouse IgG1, κ 

F7 CD55 JS11 Mouse IgG1, κ 

F8 CD56 HCD56 Mouse IgG1, κ 

F9 CD57 HCD57 Mouse IgM, κ 

F10 CD58 TS2/9 Mouse IgG1, κ 

F11 CD59 p282 (H19) Mouse IgG2a, κ 

F12 CD61 VI-PL2 Mouse IgG1, κ 

G1 CD62E HAE-1f Mouse IgG1, κ 

G2 CD62L DREG-56 Mouse IgG1, κ 

G3 CD62P AK4 Mouse IgG1, κ 

G4 CD63 H5C6 Mouse IgG1, κ 

G5 CD64 10,1 Mouse IgG1, κ 

G6 CD66a/c/e ASL-32 Mouse IgG2b, κ 

G7 CD66b G10F5 Mouse IgM, κ 
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G8 CD69 FN50 Mouse IgG1, κ 

G9 CD70 113-16 Mouse IgG1, κ 

G10 CD71 CY1G4 Mouse IgG2a, κ 

G11 CD73 AD2 Mouse IgG1, κ 

G12 CD74 LN2 Mouse IgG1, κ 

H1 CD79b CB3-1 Mouse IgG1, κ 

H2 CD80 2D10 Mouse IgG1, κ 

H3 CD81 5A6 Mouse IgG1, κ 

H4 CD82 ASL-24 Mouse IgG1, κ 

H5 CD83 HB15e Mouse IgG1, κ 

H6 CD84 CD84.1.21 Mouse IgG2a, κ 

H7 CD85 MKT5.1 Rat IgG2a, κ 

H8 CD85d 42D1 Rat IgG2a, κ 

H9 CD85 17G10.2 Mouse IgG1, κ 

H10 CD85h 24 Mouse IgG2b, κ 

H11 CD85 GHI/75 Mouse IgG2b, κ 

H12 CD85k ZM4.1 Mouse IgG1, κ 

 

Plate 2 

Location 
 

Clone Isotype 

A1 Blank 
  

A2 CD86 IT2.2 Mouse IgG2b, κ 

A3 CD87 VIM5 Mouse IgG1, κ 

A4 CD88 S5/1 Mouse IgG2a, κ 

A5 CD89 A59 Mouse IgG1, κ 

A6 CD90 5E10 Mouse IgG1, κ 

A7 CD93 VIMD2 Mouse IgG1, κ 

A8 CD94 DX22 Mouse IgG1, κ 

A9 CD95 DX2 Mouse IgG1, κ 

A10 CD96 NK92.39 Mouse IgG1, κ 

A11 CD97 VIM3b Mouse IgG1, κ 

A12 CD99 HCD99 Mouse IgG2a, κ 

B1 CD100 A8 Mouse IgG1, κ 

B2 Please Inquire BB27 Mouse IgG1, κ 

B3 CD102 CBR-IC2/2 Mouse IgG2a, κ 

B4 CD103 Ber-ACT8 Mouse IgG1, κ 

B5 CD104 58XB4 Mouse IgG2a, κ 

B6 CD105 43A3 Mouse IgG1, κ 

B7 CD106 STA Mouse IgG1, κ 

B8 CD107a H4A3 Mouse IgG1, κ 

B9 CD108 MEM-150 Mouse IgM, κ 

B10 CD109 W7C5 Mouse IgG1, κ 
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B11 CD111 R1.302 Mouse IgG1, κ 

B12 CD112 TX31 Mouse IgG1, κ 

C1 CD114 LMM741 Mouse IgG1, κ 

C2 CD115 9-4D2-1E4 Rat IgG1, κ 

C3 CD116 4H1 Mouse IgG1, κ 

C4 CD117 104D2 Mouse IgG1, κ 

C5 CD119 GIR-208 Mouse IgG1, κ 

C6 CD122 TU27 Mouse IgG1, κ 

C7 CD123 6H6 Mouse IgG1, κ 

C8 CD124 G077F6 Mouse IgG2a, κ 

C9 CD126 UV4 Mouse IgG1, κ 

C10 CD127 A019D5 Mouse IgG1, κ 

C11 CD129 AH9R7 Mouse IgG2b, κ 

C12 CD131 1C1 Mouse IgG1, κ 

D1 CD132 TUGh4 Rat IgG2b, κ 

D2 CD134 Ber-ACT35 (ACT35) Mouse IgG1, κ 

D3 CD135 BV10A4H2 Mouse IgG1, κ 

D4 CD137 4B4-1 Mouse IgG1, κ 

D5 4-1BB Ligand 5F4 Mouse IgG1, κ 

D6 CD138 DL-101 Mouse IgG1, κ 

D7 CD140a 16A1 Mouse IgG1, κ 

D8 CD140b 18A2 Mouse IgG1, κ 

D9 CD141 M80 Mouse IgG1, κ 

D10 CD143 5-369 Mouse IgG1, κ 

D11 CD144 BV9 Mouse IgG2a, κ 

D12 CD146 SHM-57 Mouse IgG2a, κ 

E1 CD148 A3 Mouse IgG1, κ 

E2 CD150 A12 (7D4) Mouse IgG1, κ 

E3 CD152 L3D10 Mouse IgG1, κ 

E4 CD154 24-31 Mouse IgG1, κ 

E5 CD155 SKII.4 Mouse IgG1, κ 

E6 CD156c SHM14 Mouse IgG1, κ 

E7 CD158a/h HP-MA4 Mouse IgG2b, κ 

E8 CD158b DX27 Mouse IgG2a, κ 

E9 CD158d mAB 33 (33) Mouse IgG1, κ 

E10 CD158e1 DX9 Mouse IgG1, κ 

E11 CD158f UP-R1 Mouse IgG1, κ 

E12 CD161 HP-3G10 Mouse IgG1, κ 

F1 CD162 KPL-1 Mouse IgG1, κ 

F2 CD163 GHI/61 Mouse IgG1, κ 

F3 CD164 67D2 Mouse IgG1, κ 

F4 CD165 SN2 (N6-D11) Mouse IgG1, κ 

F5 CD166 3A6 Mouse IgG1, κ 

F6 CD167a 51D6 Mouse IgG3, κ 

F7 CD169 7-239 Mouse IgG1, κ 
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F8 CD170 1A5 Mouse IgG1, κ 

F9 CD172a SE5A5 Mouse IgG1, κ 

F10 CD172b B4B6 Mouse IgG1, κ 

F11 CD172g LSB2.20 Mouse IgG1, κ 

F12 CD178 NOK-1 Mouse IgG1, κ 

G1 CD179a HSL96 Mouse IgG1, κ 

G2 CD179b HSL11 Mouse IgG1, κ 

G3 CD180 MHR73-11 Mouse IgG1, κ 

G4 CD181 8F1/CXCR1 Mouse IgG2b, κ 

G5 CD182 5E8/CXCR2 Mouse IgG1, κ 

G6 CD183 G025H7 Mouse IgG1, κ 

G7 CD184 12G5 Mouse IgG2a, κ 

G8 CD193 5E8 Mouse IgG2b, κ 

G9 CD195 T21/8 Mouse IgG1, κ 

G10 CD196 G034E3 Mouse IgG2b, κ 

G11 CD197 G043H7 Mouse IgG2a, κ 

G12 CD200 OX-104 Mouse IgG1, κ 

H1 CD200R OX-108 Mouse IgG1, κ 

H2 CD201 RCR-401 Rat IgG1, κ 

H3 CD202b 33.1 (Ab33) Mouse IgG1, κ 

H4 CD203c NP4D6 Mouse IgG1, κ 

H5 CD205 HD30 Mouse IgG1, κ 

H6 CD206 15-2 Mouse IgG1, κ 

H7 CD207 10E2 Mouse IgG1, κ 

H8 CD209 9E9A8 Mouse IgG2a, κ 

H9 CD210 3F9 Rat IgG2a, κ 

H10 CD213a2 SHM38 Mouse IgG1, κ 

H11 CD215 JM7A4 Mouse IgG2b, κ 

H12 CD218a H44 Mouse IgG1, κ 

 

Plate 3 

Location 
 

Clone Isotype 

A1 Blank 
  

A2 CD220 B6.220 Mouse IgG2b, κ 

A3 CD221 1H7/CD221 Mouse IgG1, κ 

A4 CD226 11A8 Mouse IgG1, κ 

A5 CD229 Hly-9.1.25 Mouse IgG1, κ 

A6 CD231 SN1a (M3-3D9) Mouse IgG1, κ 

A7 CD235ab HIR2 Mouse IgG2b, κ 

A8 CD243 UIC2 Mouse IgG2a, κ 

A9 CD244 C1.7 Mouse IgG1, κ 

A10 Please Inquire DY12 Mouse IgG1, κ 
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A11 CD252 11C3.1 Mouse IgG1, κ 

A12 CD253 RIK-2 Mouse IgG1, κ 

B1 CD254 MIH24 Mouse IgG1, κ 

B2 CD255 CARL-1 Mouse IgG3, κ 

B3 CD257 T7-241 Mouse IgG1, κ 

B4 CD258 T5-39 Mouse IgG2a, κ 

B5 CD261 DJR1 Mouse IgG1, κ 

B6 CD262 DJR2-4 (7-8) Mouse IgG1, κ 

B7 CD263 DJR3 Mouse IgG1, κ 

B8 CD266 ITEM-1 Mouse IgG1, κ 

B9 CD267 1A1 Rat IgG2a, κ 

B10 CD268 11C1 Mouse IgG1, κ 

B11 HVEM 122 Mouse IgG1, κ 

B12 CD271 ME20.4 Mouse IgG1, κ 

C1 CD273 24F.10C12 Mouse IgG2a, κ 

C2 CD274 29E.2A3 Mouse IgG2b, κ 

C3 CD275 9F.8A4 Mouse IgG1, κ 

C4 CD276 MIH42 Mouse IgG1, κ 

C5 CD277 BT3.1 Mouse IgG1, κ 

C6 CD278 C398.4A Arm. Hamster IgG 

C7 CD279 EH12.2H7 Mouse IgG1, κ 

C8 CD282 TL2.1 Mouse IgG2a, κ 

C9 CD284 HTA125 Mouse IgG2a, κ 

C10 CD286 TLR6.127 Mouse IgG1, κ 

C11 CD290 3C10C5 Mouse IgG1, κ 

C12 CD294 BM16 Rat IgG2a, κ 

D1 CD298 LNH-94 Mouse IgG1, κ 

D2 CD300e UP-H2 Mouse IgG1, κ 

D3 CD300F UP-D2 Mouse IgG1, κ 

D4 CD301 H037G3 Mouse IgG2a, κ 

D5 CD303 201A Mouse IgG2a, κ 

D6 CD304 12C2 Mouse IgG2a, κ 

D7 CD307e 509f6 Mouse IgG2a, κ 

D8 FcRL4 413D12 Mouse IgG2b, κ 

D9 CD314 1D11 Mouse IgG1, κ 

D10 CD317 RS38E Mouse IgG1, κ 

D11 CD318 CUB1 Mouse IgG2b, κ 

D12 CD319 162,1 Mouse IgG2b, κ 

E1 CD324 67A4 Mouse IgG1, κ 

E2 CD325 8C11 Mouse IgG1, κ 

E3 CD326 9C4 Mouse IgG2b, κ 

E4 CD328 6-434 Mouse IgG1, κ 

E5 CD334 4FR6D3 Mouse IgG1, κ 

E6 CD335 9E2 Mouse IgG1, κ 

E7 CD336 P44-8 Mouse IgG1, κ 
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E8 CD337 P30-15 Mouse IgG1, κ 

E9 CD338 5D3 Mouse IgG2b, κ 

E10 CD340 24D2 Mouse IgG1, κ 

E11 CD344 CH3A4A7 Mouse IgG1, κ 

E12 CD351 TXD1 Mouse IgG1, κ 

F1 CD352 NT-7 Mouse IgG1, κ 

F2 CD354 TREM-26 Mouse IgG1, κ 

F3 CD355 Cr24.1 Mouse IgG2a, κ 

F4 CD357 621 Mouse IgG1, κ 

F5 CD360 2G1-K12 Mouse IgG1, κ 

F6 β2-microglobulin 2M2 Mouse IgG1, κ 

F7 CD272 MIH26 Mouse IgG2a, κ 

F8 C3aR hC3aRZ8 Mouse IgG2b 

F9 C5L2 1D9-M12 Mouse IgG2a, κ 

F10 CCR10 6588-5 Arm. Hamster IgG 

F11 CLEC12A 50C1 Mouse IgG2a, κ 

F12 CLEC9A 8F9 Mouse IgG2a, κ 

G1 CX3CR1 2A9-1 Rat IgG2b, κ 

G2 CXCR7 8F11-M16 Mouse IgG2b, κ 

G3 Delta Opioid Receptor DOR7D2A4 Mouse IgG2b, κ 

G4 DLL1 MHD1-314 Mouse IgG1, κ 

G5 DLL4 MHD4-46 Mouse IgG1, κ 

G6 DR3 JD3 Mouse IgG1, κ 

G7 EGFR AY13 Mouse IgG1, κ 

G8 erbB3 1B4C3 Mouse IgG2a, κ 

G9 FcεRIα AER-37 (CRA-1) Mouse IgG2b, κ 

G10 Please Inquire 2H3 Mouse IgG2b, κ 

G11 Galectin-9 9M1-3 Mouse IgG1, κ 

G12 GARP 7B11 Mouse IgG2b, κ 

H1 HLA-A,B,C W6/32 Mouse IgG2a, κ 

H2 HLA-A2 BB7.2 Mouse IgG2b, κ 

H3 HLA-DQ HLADQ1 Mouse IgG1, κ 

H4 HLA-DR L243 Mouse IgG2a, κ 

H5 HLA-E 3D12 Mouse IgG1, κ 

H6 HLA-G 87G Mouse IgG2a, κ 

H7 IFN-γ R b chain 2HUB-159 Hamster IgG 

H8 Ig light chain κ MHK-49 Mouse IgG1, κ 

H9 Ig light chain λ MHL-38 Mouse IgG2a, κ 

H10 IgD IA6-2 Mouse IgG2a, κ 

H11 IgM MHM-88 Mouse IgG1, κ 

H12 IL-28RA MHLICR2a Mouse IgG2a, κ 

 

Plate 4 
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Location  Clone Isotype 

A1 Blank   
A2 Integrin α9β1 Y9A2 Mouse IgG1, κ 

A3 integrin β5 AST-3T Mouse IgG2a, κ 

A4 Integrin β7 FIB504 Rat IgG2a, κ 

A5 Jagged 2 MHJ2-523 Mouse IgG1, κ 

A6 LAP TW4-6H10 Mouse IgG1, κ 

A7 
Lymphotoxin β Re-

ceptor 31G4D8 Mouse IgG2b, κ 

A8 Mac-2 Gal397 Mouse IgG1, κ 

A9 MAIR-II TX45 Mouse IgG1, κ 

A10 MICA/MICB 6D4 Mouse IgG2a, κ 

A11 SUSD2 W3D5 Mouse IgG2a, κ 

A12 SUSD2 W5C5 Mouse IgG1, κ 

B1 MSC W7C6 Mouse IgG1, κ 

B2 MSC,NPC W4A5 Mouse IgG1, κ 

B3 TNAP W8B2 Mouse IgG1, κ 

B4 NKp80 5D12 Mouse IgG1, κ 

B5 Notch 1 MHN1-519 Mouse IgG1, κ 

B6 Notch 2 MHN2-25 Mouse IgG2a, κ 

B7 Notch3 MHN3-21 Mouse IgG1, κ 

B8 Notch 4 MHN4-2 Mouse IgG1, κ 

B9 NPC 57D2 Mouse IgG1, κ 

B10 Podoplanin NC-08 Rat IgG2a, λ 

B11 Pre-BCR HSL2 Mouse IgG1, κ 

B12 PSMA LNI-17 Mouse IgG1, κ 

C1 Siglec-10 5G6 Mouse IgG1, κ 

C2 Siglec-8 7C9 Mouse IgG1, κ 

C3 Siglec-9 K8 Mouse IgG1, κ 

C4 SSEA-1 MC-480 Mouse IgM, κ 

C5 SSEA-3 MC-631 Rat IgM, κ 

C6 SSEA-4 MC-813-70 Mouse IgG3, κ 

C7 SSEA-5 8E11 Mouse IgG1, κ 

C8 TCR gamma/delta B1 Mouse IgG1, κ 

C9 TCR Vβ13.2 H132 Mouse IgG1, κ 

C10 TCR Vβ23 αHUT7 Mouse IgG1, κ 

C11 TCR Vβ8 JR2 (JR.2) Mouse IgG2b, κ 

C12 TCR Vβ9 MKB1 Mouse IgG2b, κ 

D1 TCR Vδ2 B6 Mouse IgG1, κ 

D2 Vγ9 B3 Mouse IgG1, κ 

D3 TCR Vα24-Jα18 6B11 Mouse IgG1, κ 

D4 TCR Vα7.2 3C10 Mouse IgG1, κ 

D5 TCR α/β IP26 Mouse IgG1, κ 

D6 Tim-1 1D12 Mouse IgG1, κ 

D7 Tim-3 F38-2E2 Mouse IgG1, κ 
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D8 Tim-4 9F4 Mouse IgG1, κ 

D9 TLT-2 MIH61 Mouse IgG1, κ 

D10 TRA-1-60-R TRA-1-60-R Mouse IgM, κ 

D11 TRA-1-81 TRA-1-81 Mouse IgM, κ 

D12 TSLPR 1B4 Mouse IgG1, κ 

E1 IgG1, κ Isotype Ctrl MOPC-21 Mouse IgG1, κ 

E2 IgG2a, κ Isotype Ctrl MOPC-173 Mouse IgG2a, κ 

E3 IgG2b, κ Isotype Ctrl MPC-11 Mouse IgG2b, κ 

E4 IgG3,k Isotype Ctrl MG3-35 Mouse IgG3, κ 

E5 IgM, κ Isotype Ctrl MM-30 Mouse IgM, κ 

E6 IgG1, κ Isotype Ctrl RTK2071 Rat IgG1, κ 

E7 IgG2a, κ Isotype Ctrl RTK2758 Rat IgG2a, κ 

E8 IgG2b, κ Isotype Ctrl RTK4530 Rat IgG2b, κ 

E9 IgM, κ Isotype Ctrl RTK2118 Rat IgM, κ 

E10 IgG Isotype Ctrl HTK888 Arm. Hamster IgG 

E11-H12 Blank   
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11.2 Vollständige Ergebnisse des Oberflächenscreenings 
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