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1 Einleitung 

1.1 TNF und TNF Rezeptoren 

1.1.1 Rezeptoren der TNF Superfamilie (TNFRSF)  

Zurzeit sind 29 Rezeptoren der TNFR Superfamilie bekannt (1). Es handelt sich hierbei 

um Typ I Transmembranproteine, bestehend aus einer Ektodomäne, einer Transmem-

brandomäne sowie einer intrazellulären Domäne, welche weitere intrazelluläre Signal-

wege aktiviert. Die Ektodomänen der TNFRSF bestehen aus mehreren Cystein-rei-

chen Domänen, welche lange Strukturen bilden, die mit den Liganden interagieren 

(2,3). 

Unterteilt werden die Rezeptoren in (I) Todesrezeptoren (death receptors, DR), welche 

in ihrem intrazellulären Anteil eine Todesdomäne (death domain, DD) besitzen und 

Apoptose über die FAS-associated death domain (FADD), TNFR1-assoziierte DD 

(TRADD) oder andere DD assoziierte Pathways induzieren können. 

Die zweite Gruppe der TNFRSF (II) besteht aus Rezeptoren, die mit dem TNFR-

associated factor (TRAF) interagieren und eine Rolle bei Entzündungen, bei einer an-

tiviraler Immunantwort sowie bei der Apoptose spielen. Auch der in dieser Arbeit näher 

betrachtete TNFR2 gehört zu dieser Kategorie (4). Bei der dritten Gruppe (III) handelt 

es sich um Decoy-Rezeptoren ohne bekannte intrazelluläre Interaktionspartner. Ihre 

Funktion besteht darin, Mitglieder der TNFL Superfamilie zu binden und zu neutralisie-

ren. Eine Besonderheit der TNFRSF besteht außerdem darin, dass auch die extrazel-

luläre Domäne von Mitgliedern der Gruppe I und II von der Zellmembran abgespalten 

werden kann und als Decoy-Rezeptoren dient (1). 

 

1.1.2 TNF-Rezeptoren 

TNF sowie auch Lymphotoxin (LT) sind sowohl in löslicher als auch in membrange-

bundener Form in der Lage an zwei unterschiedliche Rezeptoren zu binden, an TNFR1 

(TNFreceptor type 1; CD120a; p55/60) und an TNFR2 (TNF receptor type 2; CD120b; 

p75/80). TNFR1 hat eine Größe von 55 kDa und TNFR2 von 75 kDa. Die Liganden 

dieser Rezeptoren sind membrangebundenes TNF (memTNF), lösliches TNF (sTNF) 

und das sezernierte homotrimere LT-Molekül (5). 
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1.1.2.1 TNFR1 

TNFR1 ist ein ubiquitär auf den meisten Körperzellen exprimierter Rezeptor (6,7). Der 

Effekt der Aktivierung von TNFR1 (oder auch tumor necrosis factor receptor superfa-

mily member 1A (TNFRSF1A) bzw. CD120a) wird über die Bildung zweier Komplexe 

vermittelt (8,9) und kann zu zwei sehr unterschiedlichen Ergebnissen führen, Zelltod 

(Apoptose) oder aber Überleben. Zur Bildung des ersten Komplexes kommt es durch 

eine Bindung von TNF an den TNFR1. Dies führt zu einer Trimerisierung des Rezep-

tors. Diese Konformationsänderung ermöglicht die Bindung des Adaptermoleküls 

TRADD an die intrazelluläre Todesdomäne (DD). An TRADD können nun wiederum 

die intrazellulären Proteine RIP1 sowie TRAF2 binden. Der entstandene Komplex wird 

als complex I bezeichnet und ist im Folgenden in der Lage, sich vom TNFR1 zu lösen, 

und liegt frei im Intrazellularraum vor. Der freie complex I bindet hier FADD, welches 

wiederum Procaspase-8 rekrutiert. Man spricht nun vom complex II. Durch eine Multi-

merisierung von Procaspase-8 Molekülen werden diese zur Caspase-8 aktiviert und 

initiieren den Zelltod durch Apoptose (10–13). 

In der zweiten Variante der Signalkaskade kommt es nicht zu einer Lösung des com-

plex I von der intrazellulären DD des TNFR1. Stattdessen binden weitere Moleküle, 

unter anderem die Ubiquitin Ligasen cIAP1 und cIAP2, an den complex I. Diese Liga-

sen wiederum rekrutieren „linear ubiquitination chain assembly complex„ (LUBAC)- 

Proteine, welche zu einer Polyubiquitinierung von RIP1 führen. Das polyubiquitinierte 

RIP1 ist nun in der Lage, an die NEMO Komponente des IκBα-Kinase-Komplexes 

(IKK) sowie an TAK1 zu binden. TAK1 und RIP1 aktivieren im Folgenden den IKK, was 

wiederum zu einer Phosphorylierung von Iκ-B und dadurch zu dessen Zerstörung, so-

wie zu einer Freisetzung von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated 

B-cells (NF-κB) führt. NF-κB aktiviert, neben weiteren Mechanismen, die ein Überleben 

der Zelle fördern, die Transkription von cFLIP. Bei cFLIP handelt es sich um einen 

Inhibitor der Caspase-8 und führt dadurch zu einem Überleben der Zelle. 

Welche Faktoren das Gleichgewicht der beiden Signalkaskaden beeinflussen und so-

mit über Leben und Tod der Zelle entscheiden, ist aktuell Gegenstand intensiver For-

schung (14). 
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1.1.2.2 TNFR2 

Beim TNFR2 (tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B (TNFRSF1B) 

oder auch CD120b) handelt es sich um einen Rezeptor, dessen Expression stark re-

guliert ist (15). Seine Expression beschränkt sich auf einige T-Zell Subpopulationen 

wie z.B. CD4+ und CD8+ Lymphozyten, Endothelzellen, Mikroglia und Neurone, Oli-

godendrozyten, Myozyten, Thymozyten sowie mesenchymalen Stammzellen (6,7,16). 

Die Aktivierung von TNFR2 erfolgt ausschließlich über die Bindung von membrange-

bundenem TNF (memTNF) (17). Im Gegensatz zu TNFR1 besitzt der TNFR2 keine 

intrazelluläre Todesdomäne. Stattdessen besitzt er Bindungsstellen für intrazelluläre 

Adaptermoleküle, den TRAFs (TNF Receptor-Associated Factors) (18). TRAF 1, 2, 3, 

5 und 6 sind in der Lage, an den intrazellulären Anteil von TNFR2 zu binden. Die 

Adaptermoleküle sind über unterschiedliche Signalwege in der Lage, über eine lang-

anhaltende Aktivierung von NF-κB ein Überleben und Proliferation der Zelle zu fördern. 

Die wichtigste Rolle scheint hierbei TRAF2 zu spielen. So wird über TRAF2 die NIK 

(NuclearFactor-kappaƒnB Inducing Kinase) aktiviert, die wie der Name impliziert, NF-

κB induziert (11,19). Neben der Aktivierung von NIK führt TRAF2 zu einer Depletion 

von Inhibitor NF-κB (IκB), was wiederum in einem vermehrten Vorliegen von NF-κB 

resultiert. 

Um eine Überaktivierung durch TRAF2 assoziierte Signalwege zu verhindern, existiert 

eine Feedback Schleife. Bei TNFR2 Aktivierung kommt es zu einer Ubiquitinierung mit 

konsekutiver Depletion von TRAF2 über Proteasomen (20). 

 

1.1.2.3 Crosstalk  

Ein weiterer für das Verständnis der Funktion der beiden TNF Rezeptoren wichtiger 

Mechanismus stellt der Crosstalk zwischen TNFR1 und TNFR2 dar. 

Wie in 1.1.2.1 dargestellt, handelt es sich bei den Signalwegen des TNFR1 um ein 

Gleichgewicht, welches den Ausschlag zwischen Überleben der Zelle und Apoptose 

geben kann (2,14). Die Funktion von TNFR2 galt lange als ausschließlich anti-apopto-

tisch und pro-proliferativ. Seit der Entdeckung, dass Zellreihen existieren, bei denen 

eine alleinige Stimulierung von TNFR2 zur Induktion von Apoptose führt, vermutete 

man, dass es eine Überschneidung der Signalwege von TNFR1 und TNFR2 geben 

muss. Einer der Hauptmechanismen scheint hierbei die Depletion von TRAF2 im Rah-

men der Autoregulation von TNFR2 zu sein (21). Diese führt zu einer Verschiebung 
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des TNFR1 Gleichgewichts in Richtung der Caspase-8-vermittelten Apoptose und so-

mit zum Zelltod.  

Welchen Einfluss TNFR2 auf die Wirkung von TNFR1 hat, scheint von vielen Faktoren 

abhängig zu sein. Dazu zählen zum einen der Zelltyp, der Aktivierungszustand der 

Zelle, die individuelle intra- und extrazelluläre Umgebung, das Alter der Zelle sowie die 

Tatsache, ob NF-κB konstitutionell exprimiert wird. 

 

1.1.3 Liganden der TNF Superfamilie 

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte konnten neben den beiden anfänglich entdeckten 

Zytokinen zahlreiche weitere Mitglieder der TNF Superfamilie identifiziert werden. Ak-

tuell sind 19 Mitglieder bekannt. Zu Ihnen zählen unter anderem TNF, LT, OX40L (Lig-

and von OX40 oder auch TNFRSF4 genannt) und glucocorticoid-induced TNFR ligand 

(GITR). Bis auf LT sowie dem „A proliferation-inducing ligand“ (APRIL) handelt es sich 

um Typ II Transmembranproteine, welche von Zellen des Immunsystems exprimiert 

werden (22). Neben der membrangebundenen Form existiert für die meisten der 

TNFRL eine lösliche Form. In der Regel ist die Aktivierung der TNFR über membran-

gebundene TNFRL effektiver. 

Bis auf CD40L, OX40L, GITRL, CD27, CD30L, und 4-1BBL (CD137L) binden die Lig-

anden der Superfamilie an mehr als einen Rezeptor. Das führt zu komplizierten Sig-

nalwegen und Interaktionen (1). Die Funktionen der TNFSF Liganden sind vielfältig 

und reichen von Immunregulation über Zellproliferation und Differenzierung und Orga-

nogenese zur Induktion von Zelltodmechanismen (23). Speziell die pro-apoptotische 

Wirkung der TNFSF stand in den letzten Jahren und Jahrzehnten im Fokus der Tu-

morforschung (2,3,24,25). 

 

1.1.4 Tumornekrosefaktor 

1.1.4.1 Entdeckung des Tumornekrosefaktors 

Der Tumornekrosefaktor (TNF) ist ein Zytokin, welches eine zentrale Rolle sowohl bei 

lokalen als auch bei systemischen Entzündungsprozessen spielt. Die Existenz eines 

proinflammatorisch und Zellschaden-induzierenden Moleküls wurde bereits in den 

1940er Jahren vermutet und zu diesem Zeitpunkt noch als „Nekrosin“ bezeichnet (26).  
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Erstmalig näher beschrieben wurde TNF dann von Dr. Gale A Granger im Jahr 1968. 

Die damalige Bezeichnung für den von Lymphozyten sezernierten zytotoxischen Fak-

tor lautete Lymphotoxin (LT) (27). Die Bezeichnung TNF wurde von Dr. Lloyd J. Old 

1975 geprägt, der ebenfalls ein zytotoxisch wirkendes Protein identifizierte, welches 

allerdings von Makrophagen als Reaktion auf bakterielle Endotoxine ausgeschüttet 

wurde (28). Bei der Analyse der cDNA fand sich 1984 eine enge Verwandtschaft beider 

Moleküle, weshalb man sich verwirrenderweise entschloss LT in TNFβ und Tumornek-

rosefaktor in TNFα zu benennen (29). Die Tatsache, dass später neben LTα auch ein 

LTβ gefunden wurde, führte dazu, TNFβ wieder LT(α) zu nennen und TNF, ohne die 

Zusatzbezeichnung α abzukürzen. Mit zunehmendem Verständnis der zugrundelie-

genden Pathways wandelte sich das Verständnis von TNF als rein proinflamatori-

schem Molekül zu einem entscheidenden Immunmodulator, welcher bei Erkrankungen 

wie Diabetes Typ I oder der Lupus Nephritis sogar einen protektiven Einfluss haben 

kann (30,31).  

 

1.1.4.2 Struktur des Tumornekrosefaktors 

Bei TNF handelt es sich um ein 233 Aminosäuren (26 kDa)-großes Typ II Transmemb-

ranprotein, welches als Monomer exprimiert wird und sich zu stabilen, membrange-

bundenen und biologisch aktiven Trimeren zusammenlagert (memTNF). Die lösliche 

Form des TNF (soluble TNF, sTNF) wird über proteolytische Spaltung durch die Me-

talloprotease ADAM17 (TACE) von der Zellmembran abgespalten und hat eine Größe 

von 157 Aminosäure (17 kDa) (32,33). Beide Formen von TNF sind in der Lage, an 

TNF-Rezeptoren zu binden, dies geschieht mit einer hohen Affinität. Ein Unterschied 

besteht in der Fähigkeit, die jeweiligen Rezeptoren zu aktivieren. memTNF ist in der 

Lage, sowohl den TNFR1 als auch den TNFR2 zu aktivieren, während sTNF nur 

TNFR1 aktiviert. (1,17,34). 

 

1.1.4.3 Funktion des Tumornekrosefaktors 

Bei TNF handelt es sich um ein Zytokin, welches eine wichtige Rolle sowohl bei der 

lokalen als auch bei der systemischen Entzündungsreaktion spielt. Insbesondere bei 

der Abwehr von bakteriellen und viralen Infektionen ist es von großer Bedeutung. 

Hauptsächlich wird es von Makrophagen produziert, wobei auch andere Zelltypen wie 
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T-Zellen, NK-Zellen, neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie Mastzellen und 

Neurone in der Lage sind, TNF zu produzieren.  

 

1.1.4.4 Klinische Bedeutung von TNF 

Schon lange vor der Entdeckung des TNF Moleküls fand die Induktion von Entzündung 

durch die Injektion von Bakterienlösung in Tumoren in Form von Coley‘s toxin Anwen-

dung (35). Auch wenn die Methoden archaisch waren, ließ sich die Wirkung von TNF 

schon gezielt nutzen. So fand auch TNF nach seiner Entdeckung zunächst hauptsäch-

lich Anwendung in der Onkologie (36). Unkontrollierbare Entzündungsreaktionen 

durch zu hohe TNF-Spiegel waren jedoch gefährliche Nebenwirkungen. Mit der zu-

nehmenden Erforschung von Antikörpern und deren therapeutischen Einsatzmöglich-

keiten etablierte sich die Therapie mit anti-TNF Antikörper zur effektiven Immunsupp-

ression bei zahlreichen Krankheiten (37–41). 

 

1.1.5 TNCscTNF80 (STAR2) 

Als Alternative zu Antikörpern zur Steuerung der Aktivierung von TNF-Rezeptoren ent-

stand aus dem von Krippner-Heidenreich et al (42) beschriebenen Single-Chain TNF  

durch genetische Fusion ein als TNCscTNF80 bezeichnetes Protein. Bei 

TNCscTNF80 (tenascin-trimerized single-chain mouse TNF receptor p80 (TNFR2) - 

specific TNF) handelt es sich um einen TNFR2-spezifischen Agonisten, welcher in ak-

tuellen Publikationen auch als STAR2 (selective mouse TNF-based agonist of TNF 

receptor 2) bezeichnet wird (43). Der Aufbau des Moleküls ist in Abb. 1 schematisch 

dargestellt. Die Selektivität der Bindung des Proteins an TNFR2 wird über die Mutation 

zweier Aminosäuren (D143N/A145R) erreicht (44). Dies wurde in in vitro Assays eva-

luiert und bestätigt (44). Die Trimerisierung über Tenascin-Domänen wiederum ahmt 

die nonamere Konfiguration membranständiger TNF Moleküle nach und ermöglicht so 

die von Zellmembranen unabhängige Bindung von TNCscTNF80 an TNFR2 und des-

sen Aktivierung mit nachfolgenden Signalkaskaden (17,43,45). Hierdurch konnten 

anti-apoptotische Effekte von TNFR2 durch TNCscTNF80 ausgelöst werden (45). 
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Abb. 1 Schematische Darstellung von TNCscTNF80 

Das Molekül besteht aus drei über GGGGS-linker verknüpfte TNF Monomeren (scTNF) welche sich 
wiederum über Tenascin-Domänen zu einem Trimer zusammenlagern (TNCscTNF80). Funktionell han-
delt es sich hierbei um ein scTNF80 Nonamer. Abbildung modifiziert nach Fischer et al. (45). 

 

1.2 Regulatorische T-Zellen (Treg) 

1.2.1 Geschichte 

Das Konzept der immunsuppressiv wirksamen T-Zelle wurde erstmals in den 1970er 

Jahren von Richard K. Gershon diskutiert (46). Die technischen Voraussetzungen zur 

genauen Charakterisierung der Zellpopulation und Analyse möglicher Wirkmechanis-

men waren zu dieser Zeit jedoch nicht gegeben und wurden erst in den nächsten Jahr-

zehnten geschaffen. Folglich wurde die Existenz der „suppressor T-cells“ angezweifelt 

und geriet aus dem Fokus der Wissenschaft. Erst in den 1990er Jahren gelang es 

Simon Sakaguchi, die Subpopulation der Treg näher zu beschreiben und deren Exis-

tenz zu bestätigen (47–49). 

 

1.2.2 Phänotyp 

Auch mit dem Nachweis der Treg als Teil des adaptiven Immunsystems durch Saka-

guchi et al. (47) war eine eindeutige Phänotypisierung der Subpopulationen initial nicht 

möglich. Denn, wie sich im Verlauf der Jahre herausstellte, handelt es sich bei um eine 

sehr heterogene Gruppe. 

So erwies sich auch die Annahme von Simon Sakaguchi, dass es sich bei Treg um 

eine klar definierte Population der CD4+ T-Zellen handle, als nicht vollständig korrekt 

(49). Vielmehr werden aktuell zur Gruppe der Treg Interleukin (IL) 17-produzierenden 

Th17-Zellen, IL-10 produzierende TR1-Zellen, Transforming growth factor (TGF)-β pro-

duzierende TH3-Lymphozyten, NK-T-Zellen sowie CD8+ Treg gezählt (50–52). 
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Herausragend in ihrer suppressiven Potenz und klinischen Bedeutung sind jedoch die 

ursprünglich von Sakaguchi et al. beschriebenen (47,49,53) und mittlerweile gut cha-

rakterisierten CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen.  

Kennzeichnend für diese Zellpopulation ist eine dauerhafte Expression von CD25+, der 

alpha Untereinheit des IL-2 Rezeptors (54). Diese wird zwar auch von konventionellen 

T-Zellen exprimiert, allerdings nur bei Aktivierung der Zellen und nicht konstant. 

Ein weiterer phänotypischer Marker stellt der Transkriptionsfaktor forkhead/winged-

helix transcription factor box p3 (Foxp3, scurfin) dar (55,56). Es handelt sich hierbei 

um ein Protein, welches entscheidend für die Funktion der Treg ist (57) (siehe 1.2.4). 

Ein entscheidender Nachteil von FoxP3 als Marker zu Phänotypisierung von Treg stellt 

die intrazelluläre Lokalisation dar. Eine immunhistologische Färbung ist daher nur mit 

fixierten Zellen möglich, deren Zellwände permeabilisiert wurden und somit für Anti-

körper-Fluorochrom Komplexe durchgängig sind (58). 

 

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf Treg mit dem Phänotyp CD4+CD25+FoxP3+. Zellen 

dieses Phänotyps haben sich als potente Regulatoren der Immunantwort sowohl durch 

zelluläre als auch humorale Faktoren erwiesen (59). 

Des Weiteren war man in der Lage, Phänotypen zu bestimmen, die Aussagen über die 

Suppressivität der Treg zulassen. Zu diesen Markern zählt unter anderem TNFR2 (60–

63) sowie CD62L in naiven Mäusen (64). 

 

1.2.3 Natürliche Treg und induzierte Treg 

Treg lassen sich nach ihrem Ursprungsort einteilen. Der primäre Entstehungsort von 

Treg befindet sich im Thymus, man spricht in diesem Fall von natürlichen Treg (nTreg) 

(34). Die Differenzierung von CD4+/CD8+ doppeltpositiven Zellen zu nTreg erfolgt im 

Rahmen der Affinitätsreifung in Bezug auf Selbstreaktivität für den MHC Komplex. 

Lymphozyten-Vorläuferzellen mit hoher Affinität zu Selbstantigenen gehen in 

Apoptose um eine Autoreaktivität zu verhindern (negative Selektion) (65). Lymphozy-

ten-Vorläuferzellen mit einer niedrigen Affinität werden zu konventionellen T-Zellen. 

Die Population der T-Zellen mit einer mittleren Affinität reifen unter der Stimulierung 

mit IL-2 und IL-15 (66,67) zu nTreg heran. Der Prozess ist schematisch in Abb. 2 

dargestellt. 
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Differenzieren sich Treg in der Peripherie aus konventionellen CD4+-Zellen spricht 

man von induzierten Treg (iTreg). Die Entstehung der iTreg wird durch eine Stimulie-

rung des T-Zell Rezeptors (TCR) in Anwesenheit der Zytokine IL-2 und TGFβ ange-

stoßen, TNF wird nicht benötigt (68,69). Eine phänotypische Unterscheidung der Zell-

populationen ist schwierig (70).  

 

 

Abb. 2 Schematische Darstellung der Treg Entwicklung im Thymus 

DP, doppelt positiv (CD4+CD8+); CD4SP, CD4 einfach positiv (CD4+CD8neg); CD8SP, CD8 einfach po-
sitiv (CD8+CD4neg); cTEC, kortikale Epithelzellen des Thymus; mTEC, medulläre TEC; Mac, Makro-
phage; FOXP3, Forkhead box P3; TSLP, thymic stromal lymphopoietin. Abbildung modifiziert nach Nie 
et al. 2015 (71). 

 

1.2.4 Funktion 

Treg sind ein wichtiger Bestandteil der Selbsttoleranz und verhindern eine Autoreakti-

vität des Immunsystems. Ihre Wirkung entfalten Treg an verschiedenen anderen Zel-

len des Immunsystems, unter anderem auf CD4+-Zellen. Diese Wirkung beschrieb Si-

mon Sakaguchi erstmals 1995 (47). Eine Fehlfunktion der Treg kann sich als entzünd-

liche Autoimmunerkrankung äußern. Ein Beispiel hierfür ist das immunodysregulation 
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polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome (IPEX), bei welchem der Tran-

skriptionsfaktor FoxP3, welcher eine entscheidende Rolle in der Funktion der Treg 

spielt, defekt ist. Die erkrankten Patienten leiden unter einer deutlichen Vergrößerung 

der sekundären Lymphorgane und entwickeln sehr früh ausgeprägte Autoimmunreak-

tionen mit Enteropathie und Endokrinopathie. Als Folge treten typischerweise Durch-

fälle, Ekzeme, ein neonataler Diabetes mellitus sowie eine Hypothyreose auf. Blair et 

al. (72) zeigten, dass der Transfer von CD4+ Zellen gesunder Mäuse zu einer Heilung 

der Erkrankung führt. 

 

1.2.4.1 Zelluläre Mechanismen 

Versuche, in denen Treg und Effektor T-Zellen (Teff) durch eine semipermeable 

Membran voneinander getrennt wurden, machten deutlich, dass der Zell-Zellkontakt 

ein wichtiger Bestandteil der suppressiven Mechanismen von Treg ist. Dies gilt sowohl 

für murine als auch für humane Zellen (49,73). 

Die suppressiven Effekte von Treg werden durch Oberflächenantigene auf Treg wie 

CTLA-4 (CD152), lymphozyte-activation gene 3 (LAG3) oder aber auch durch die ko-

stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 auf Antigen Presenting Cells (APCs) ver-

mittelt (74,75). 

Durch CTLA-4 Stimulierung wird der Tryptophan Katabolismus von APC aktiviert, wel-

cher in Teff eine verminderte IL-2 Genexpression zur Folge hat, woraus wiederum eine 

Treg-vermittelte verminderte Proliferation von Zellen der Immunantwort resultiert (76). 

Eine gezielte Blockade von CTLA-4 in vivo führt zu Autoimmunreaktionen, wie sie auch 

typischerweise bei einer Depletion von Treg auftreten (74,77). 

 

1.2.4.2 Humorale Mechanismen 

Neben den über Zell-Zell Kontakt-vermittelten Suppressionsmechanismen verfügen 

Treg auch über die Möglichkeit, ihr suppressives Potential über humorale Mechanis-

men wie die Produktion von IL-10 zu vermitteln. Annacker et. al konnte dies am Bei-

spiel von CD4+ Zellen im murinen Colitis-Model zeigen (78). 

Neben IL-10 scheint auch TGF-β als weiteres Zytokin eine Rolle zu spielen (79). Da  

TGF-β allerdings primär in membrangebundener Form auf Treg zu finden ist, liegt des-

sen Rolle am ehesten in der zellvermittelten Immunsuppression (80). 
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1.2.5 Klinische Bedeutung der Treg 

Im klinischen Alltag spielen in Bezug auf Treg zwei Komponenten eine Rolle. Dies sind 

zum einen Ursachen von Erkrankungen, zum anderen Therapiemöglichkeiten. Zu ers-

terem zählen durch eine Fehlfunktion der Treg-ausgelösten Erkrankungen mit autoim-

munologischer Genese (81). 

So gehört bei Patienten mit dem IPEX Syndrom (siehe 1.2.4) und der damit einherge-

henden gestörten Funktion von Treg ein sich früh manifestierender Diabetes Typ I zum 

Bild der Erkrankung (82). Auch bei der multiplen Sklerose, der rheumatoiden Arthritis, 

sowie dem systemischen Lupus erythematodes scheint eine gestörte Funktion der 

Treg eine Rolle zu spielen (83–86). 

Daraus folgt die Überlegung, Treg durch gezielte Hemmung oder Stimulierung dieser 

Zellen therapeutisch zu nutzen.  

Besonders im Bereich der Zelltherapie zur Behandlung der Graft-versus-host Disease 

konnte der protektive Effekt von Treg in Bezug auf Prävention und Prognose der Er-

krankung nachgewiesen werden (64). 

 

1.3 Ziel dieser Arbeit 

Aufgrund der Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Männel am Institut für 

Immunologie der Universität Regensburg war zu erwarten, dass sich natürlich vorkom-

mende Treg der gesunden Maus (nTreg) durch TNCscTNF80 genauso expandieren 

lassen, wie es für humane nTreg durch einen agonistischen TNFR2-spezifischen An-

tikörper von Okubo et al. (87) beschrieben wurde. Daher sollen nTreg von wt- und 

TNFR2-defizienten Mäusen mit einem recombinanten, multimerisierten TNF 

(TNCscTNF80) +/- IL-2 in Kultur genommen und die Entwicklung der Treg anhand der 

Proliferation, der IL-2-Produktion, der Foxp3- und CD25-Expression sowie der GITR- 

und TNFR2-Expression verfolgt werden. 

Mit Hilfe einer Mauslinie, deren CD4-Zellen keinen TNFR2 exprimieren 

(CD4cre/TNFR2fl/fl) sollte des Weiteren überprüft werden, ob der Phänotyp TNFR2-

defizienter Mäuse in Bezug auf die gestörte Treg-Entwicklung davon abhängig ist, 

dass nTreg auf ihrer Zellmembran TNFR2 tragen, oder ob der vermehrte, lösliche 

TNFR2-Spiegel in diesen Mäusen für den Phänotyp verantwortlich ist. Im Vergleich zu 

wt- bzw. TNFR2-defizienten Mäusen wurde dafür in naiven CD4cre/TNFR2fl/fl, sowie 
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in wt-Mäusen, die Treg-Frequenz und deren Phänotyp durchflußzytometrisch be-

stimmt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 1: Chemikalien 

Reagenz Hersteller 

β-Mercaptoethanol Pan - Biotech GmbH 

β-Mercaptoethanol Gibco LifeTechnologies 

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) Invitrogen 

DMEM w/o L-Glutamin Gibco LifeTechnologies 

Fetal Bovine Serum (FCS) Pan - Biotech GmbH 

Fetal Bovine Serum (FCS) Gibco LifeTechnologies 

Foxp3-Staining Buffer Set  BD Biosciences GmbH 

HEPES 1M Pan - Biotech GmbH 

IL-2 (Proleukin S) Novartis 

L-Glutamin Pan - Biotech GmbH 

MEM-Vitamin Solution Pan - Biotech GmbH 

Natrium-Pyruvat 1 mM Pan - Biotech GmbH 

Para-Formaldehyd Merck Millipore 

Penicillin /Streptomycin Gibco LifeTechnologies 

Penicillin /Streptomycin Pan - Biotech GmbH 

RPMI 1640 Pan - Biotech GmbH 

Tris-HCL Merck Millipore 

Trypan-Blau Lösung 0,2 % Sigma Aldrich 

TÜRK’sche Lösung Merck Millipore 

Tween 20 Fluka 
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2.1.2 Medien und Puffer 

Tabelle 2: Liste der Medien und Puffer 

Material Zusammensetzung 

Erythrozyten-Lyse Puffer (ACK-Puffer) 
8,29 g NH4Cl, 1 g KHCO3, 37.2 mg 
Na2EDTA, 800 ml H2O, pH 7,2-7,4, auto-
klaviert, Lagerung bei 4 °C 

FACS-Buffer 1 % FKS/PBS 

MACS-Buffer 2 mM EDTA, 1 % FKS/PBS 

Zellkulturmedium für Treg-Expansion 

40 ml DMEM 1x ,4 ml FCS, 200 µl MEM-
Vitamin Solution, 400 µl Natrium-
Pyruvat, 400 µl P/S, 400 µl HEPES 40 µl 
β-Mercaptoethanol 400 µl L-Glutamin 

Zellkulturmedium Milzzellkultur 
RPMI 1640, 10 % FCS, 50 μM β-Mercao-
ptoethanol, 100 U/mL Penicillin, 
100 U/mL Streptomycin 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 3: Liste der Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Eppendorf Cups 
Eppendorf, Hamburg & Sarstedt, Nüm-
brecht 

FACS-Röhrchen 5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Foxp3-Staining Buffer Set  
Fixation/Permeabilization 
(Concentrate & Diluent) 

BD Biosciences GmbH, Heidelberg 

Röhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Röhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One, USA 

Kanülen (20 G, 22 G, 27 G) BD Biosciences, Heidelberg 

MACS Separation Columns 25 LS/MS/L Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

PCR-Tubes Sarstedt, Nümbrecht 

Petrischalen (6 cm, 12 cm) BD Biosciences, Heidelberg 

Petrischalen (12 cm) Corning, USA 

Pipettenspitzen 
(10 μl, 200 μl, 300 μl, 1000 μl) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 
(20 μl, 200 μl, 300 μl, 1000 μl) 

Rainin, USA 

Sarstedt-Cups (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
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Serologische Pipetten (steril) 
(5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Spritzen (steril) (1 ml, 5 ml, 10 ml) BD Biosciences, Heidelberg 

Zellkultur Multiwellplatten 
(6, 12, 96 well) 

Becton Dickinson Labware, USA 

Zellkultur Multiwellplatten 96 well Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 

Zellsieb Cell Strainer 40 µm, 70 µm  
(Nylon) 

BD Bioscience, Heidelberg 

 

2.1.4 Kits (Zellisolation, Treg Expansion) 

Tabelle 4: Kits 

Kit Hersteller 

Treg Expansion Beads CD3/CD28 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

anti-PE beads UltraPure    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

  

2.1.5 Verwendete Antikörper 

Tabelle 5: Antikörper 

Zielantigen Konjugat Klon Verdünnung Hersteller 

CD3 PE SP34-2 1:200 BD Biociences 

CD3ε - 145.2C11 Versuchsabhängig AG Männel 

CD4 PerCP RM 4-5  eBioscience 

CD4 APC RM 4-5  eBioscience 

CD4 PE RM 4-5  eBioscience 

CD4 FITC RM 4-5 1:1000 BD Biosciences 

CD4 Pacific-Blue RM4-5 1:1600 BD Biosciences 

CD8 PerCP 53-6.7 1:2000 BD Biosciences 

CD25 APC PC 61.5   

CD25 PE PC61  BD Biosciences 

FoxP3 PE FJK-16s   

CD62L PE    

CD62L APC MEL-14  BD Biosciences 

GITR PE    
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CTLA-4 Brilliant Violet    

FcγR-AK - 2.4G2  AG Männel 

TNFR2 PE    

 

2.1.6 Verwendete Geräte 

Tabelle 6: Geräteliste 

Gerät Hersteller 

CO2-Inkubatoren, Cell Safe Integra Biosciences 

Durchflusszytometer BD LSRII BD Biosciences, Heidelberg 

Durchflusszytometer FACSAria™ BD Biosciences, Heidelberg 

Inverses Mikroskop Leitz DM IL Leica Microsystems, Wetzlar 

Inverses Mikroskop Olympus ck2 Olympus, Hamburg 

Lichtmikroskop Axiostar Plus Carl Zeiss, Jena 

MACS Multistand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Microplatereader Emax (Elisa) Molecular Devices, USA 

Multikanalpipette (100 μl und 300 μl) Eppendorf, Hamburg 

Neubauer Zählkammer Brandt, Wertheim 

Pipettensätze:  

(10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl) Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 

Reference (10 μl, 1000 μl) Eppendorf, Hamburg 

Research (10 μl, 20 μl, 100 μl, 1000 μl) Eppendorf, Hamburg 

Lite XLS (2 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl) Rainin, USA 

(20μl, 200 μl, 1000 μl) Gilson, Frankreich 

Discovery (1000 μl) ABIMED, Langenfeld 

Labmate (10 μl, 200 μl) ABIMED, Langenfeld 

Pipettierhilfe Accu-Jet Pro Brandt, Wertheim 

Sterilwerkbank Laminar Flow HB2448 Heraeus, Hanau 

Vortex MS2 Minishaker IKA, Staufen 

Wasserbad TW20 Julabo, Seelbach 
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Zentrifuge 5418 Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

 

2.1.7 TNCscTNF80 (STAR2) 

Das in den Versuchen verwendete TNCscTNF80 wurde von Dorothea Weber-Steffens 

aus der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Männel, Institut für Immunologie der Universität 

Regensburg hergestellt und gereinigt. 

 

2.1.8 Mäuse 

2.1.8.1 Tierhaltung 

Alle Mäuse wurden gemäß der deutschen Tierhaltungsrichtlinien gehalten. Das Zucht-

programm wurde von der Regierung von Unterfranken, Würzburg genehmigt. (Az: 54-

2532.1-27/10, AZ: 54-2532.1-37/13).  

 

2.1.8.2 57BL/6 

Die C57BL/6 Mäuse wurden bei Janvier (LeGenest, France) erworben, es handelt sich 

hierbei um den Wildtyp (wt). 

 

2.1.8.3 TNFR2-/- 

Die TNFR2-defizienten Mäuse (C57BL/6-Tnfrsf1btm1Mwm) (88) wurden von Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) erworben. 

 

2.1.8.4 TNFR2fl/fl 

Die Mäuse mit dem konditionellen TNFR2fl/fl  Allel (TNFR2fl/fl) wurden durch die Zucht 

von Tnfrsf1btm1a(EUCOMM)Wtsi Mäusen zu FLPe-delete Mäusen erzeugt (89). Die Position 

und Orientierung der beiden loxP Domänen sowie die Deletion des beta-galactosidase 

Reporter Gens und der Neomycin Resistenz Kasette wurden durch Klonieren des kor-

respondierenden PCR Produkts und Sequenzanalysen verifiziert. Zur Genotypisierung 

wurden folgende Primer genutzt: 5‘ TGTGAGTGCAAGGACACACGGTGC 3‘ und 5‘ 

GGCCAGGAAGTGGGTTACTTTAGGGC 3‘. 
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2.1.8.5 CD4cre/TNFR2fl/fl 

Die zellspezifische Deletion von TNFR2 auf T-Zellen (CD4cre/TNFR2fl/fl) wurde durch 

die Paarung von TNFR2fl/fl Mäusen mit CD4-Cre Mäusen erreicht (90). 

CD4cre/TNFR2fl/fl Mäusen exprimieren keinen TNFR2 auf der Oberfläche ihrer T-Zellen. 

Andere Zelllinien tragen den Rezeptor weiterhin. 

Die Tatsache, dass auch die CD8+Zellen dieser Mäuse TNFR2 defizient sind, ist auf 

ein Knockout des TNFR2 im CD4+CD8+ doppeltpositiven Entwicklungsstadium der Zel-

len im Thymus zurückzuführen (91). 

 

2.1.9 Software 

Die Arbeit wurde mit Microsoft Office 2016 erstellt. Die zitierte Literatur wurde mit Citavi 

6.5.0 verwaltet. Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit FlowJo 

7.6.5 (FlowJo, LLCm Ashland, Oregon). Alle Graphen, Diagramme und statistische 

Tests wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, USA) 

erstellt. 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkulturbedingungen 

Sämtliche Arbeitsschritte zur Anlage und Fortführung von Zellkulturen erfolgte unter 

sterilen Bedingungen unter einer Laminar Flow HB2448 Herasafe Sterilwerkbank. Zur 

Handhabung der Zellen wurden ausschließlich sterile Reagenzien, Pipetten und Zell-

kulturplatten verwendet. Die Zellkulturen wurden regelmäßig auf Pilz oder bakterielle 

Kontamination überprüft. 

 

Proliferationsassay: 

Die Versuche mit in Kultur genommener Milzzellsuspension wurden bei 37 °C und 5 % 

CO2 in Medium (RPMI 1640 mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS), 1 % Penicillin/ 

Streptomycin und 90 µM β-Mercaptoethanol) durchgeführt. 

 

Treg-Expansion: 

Die Versuche mit aus wt Mäusen isolierten CD4+CD25highCD62L+ Zellen (siehe 0) wur-

den bei 37 °C und 7,5 % CO2 in Medium (DMEM mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS), 
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1 % Penicillin/ Streptomycin, 50 µM β-Mercaptoethanol, 0,5 % MEM-Vitamin Solution, 

1 mM Natrium Pyruvat, 10 mM HEPES) durchgeführt. 

 

2.2.2 Beurteilung der Proliferationsrate mit Hilfe von CFSE 

Um den Effekt von TNCscTNF80 auf die Proliferationsrate von Lymphozyten in vitro 

besser beurteilen zu können, wurden die Milzzellen im Verlauf der Aufarbeitung mit 

dem zellmembrangängigen carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDASE) 

markiert. CFDASE ist in höheren Konzentrationen zytotoxisch. In niedrigen Konzent-

rationen, wie sie für diese Versuche verwendet wurden, ist die Toxizität minimal und 

kann vernachlässigt werden. Die intrazellulären Vorgänge sind im Folgenden in Abb. 

3 dargestellt. 

 

 

Abb. 3 CFSE-Schema  

Eine schematische Darstellung der unterschiedlichen Vorgänge die während der Markierung von Zellen 
mit Hilfe von CFDASE ablaufen. CFDASE ist ein gut membrangängiges Molekül. Intrazellulär kommt es 
durch Esterasen zur Abspaltung von Acetatgruppen. Das entstandene CFSE ist nach wie vor memb-
rangängig, ist allerdings in der Lage über eine Succinimidyl-Gruppe kovalente Bindungen zu intrazellu-
lären Proteinen zu formen. Eine Diffusion über die Zellmembran ist nun nicht mehr möglich. Abbildung 
modifiziert nach Quah et al 2007 (92). 
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Im Verlauf des Zellzyklus der proliferierenden Zelle kommt es im Rahmen der Zelltei-

lung zu einer gleichmäßigen Verteilung der zytosolischen Proteine. Durch die kova-

lente Bindung der CFSE Moleküle an die intrazellulären Proteine wird mit jeder Zelltei-

lung auch jeweils die Hälfte des Farbstoffs auf die Tochterzellen aufgeteilt. In der 

durchflusszytologischen Messung kommt es mit jeder Zellteilung zu einer Reduktion 

der Fluoreszenzintensität um die Hälfte. In der Messung stellt sich dies als Fluores-

zenzpeak dar (Abb. 4). 

 

Abb. 4 Beispiel einer Proliferationsanalyse mittels CFSE und durchflusszytometrischer Analyse 

Jeder Peak im abgebildeten Histogramm stellt einen Proliferationszyklus dar. Durch Gating lässt sich 
der Prozentsatz der Zellen der Anzahl der Teilungszyklen zuordnen.  

 

2.2.2.1 Durchführung 

Zur Entnahme der Milz wurde die Maus zunächst mittels zervikaler Dislokation getötet. 

Die Milz wurde anschließend entnommen und in ein mit sterilem 1 ml kaltem PBS ge-

füllten 1,5 ml Eppendorf-Cup überführt. Unter sterilen Bedingungen wurde die Milz nun 

über ein 40 µm Sieb mit Hilfe eines Spritzenstempels in ein 50 ml Falcon Tube zer-

drückt. Das Sieb wurde in regelmäßigen Abständen mit kaltem sterilem PBS gespült, 

bis ein Endvolumen von 15 ml Zellsuspension erreicht war und sämtliche Milzzellen 

aus der Milzkapsel herausgelöst waren und sich in Suspension befanden. Die Milzzel-

len wurden durch eine 10-minütige Zentrifugation (300 g, 4 °C) pelletiert. Das Pellet 

wurde im Folgenden mit 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer (6 ml steriler ACK-Puffer + 

4 ml 1 % FKS/PBS) sorgfältig resuspendiert und 1 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Anschließend erfolgte eine weitere Zentrifugation für 6 Min. (300 g, 4 °C). Der Über-

stand wurde vorsichtig dekantiert. Das Pellet wurde in 10 ml 10 % FKS/PBS resuspen-

diert und für 7 Min. zentrifugiert (300 g 4 °C). Die Zellen wurden nun in 10 ml 1 % 

FKS/PBS resuspendiert und erneut über ein steriles 40 µm Sieb in ein neues 50 ml 

Falcon-Tube filtriert. Das alte Falcon Tube wurde nun erneut mit 5 ml kaltem 1 % 

FKS/PBS gespült und die entstandene Suspension wurde über das Sieb in das neue 

Falcon-Tube filtriert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der Zellkonzentration mit-

tels Färbung mit 1:10 Trypanblau und der Zählung in einer Neubauerzählkammer. Die 

benötigte Menge an Zellsuspension wurde anschließend aus dem Falcon Tube in ein 

neues 15 ml Falcon Tube überführt und für 5 Min. zentrifugiert (300 g, 4 °C). Der Über-

stand wurde vorsichtig dekantiert. Anschließend erfolgte die Färbung der Zellen mit 

0,5 µl einer 2,5 µM CFSE-Lösung/107 Zellen in 2 ml sterilem 1 % FKS/PBS. Die Zellen 

wurden sorgfältig in der Färbelösung resuspendiert und anschließend im Dunkeln für 

8 Min. bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Sofort im Anschluss wurde die Färbung durch 

Zugabe der 4-fachen Menge an eiskaltem 10 % FKS/PBS gestoppt. Es erfolgt eine 

erneute Zentrifugation (5 Min., 300 g, 4 °C). Das makroskopisch gelb erscheinende 

Zellpellet wurde in 5 ml Komplettmedium aufgenommen und gründlich resuspendiert. 

Die Zellzahl wurde erneut mittels Trypanblau-Färbung und Zählung in der Neubauer-

Kammer bestimmt. Anschließend wurde die Zell-Konzentration der Suspension durch 

Zugabe von mehr Komplettmedium auf eine Endkonzentration von 2x106 Zellen/ml 

eingestellt und in Versuchen weiterverarbeitet. Eine kleine Menge gefärbter sowie un-

gefärbter Zellen wurden direkt im Anschluss zur Färbung durchflusszytometrisch auf 

ein starkes Fluoreszenzsignal im FITC Kanal überprüft. 

 

2.2.3 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie stellt ein Verfahren zur phänotypischen und funktionellen 

Analyse einzelner Zellen dar. Die Zellen werden bei diesem Verfahren in einer mobilen 

Phase einzeln durch einen Laserstrahl geleitet. Je nach Granularität und Größe der 

Zellen unterscheidet sich der Brechungsgrad des Lichts. Die gebrochenen Lichtstrah-

len werden durch Detektoren erfasst. 

Außerdem besteht die Möglichkeit mit Laser unterschiedlicher Wellenlängen Flu-

orochrome (2.1.5) auf der Oberfläche der zu analysierenden Zellen anzuregen. Das 

von den Fluorochromen emittierte Licht wird wiederum von Detektoren erfasst. 
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2.2.3.1 Oberflächenfärbung 

Zur genauen Analyse der in den Versuchen gewonnen Zellen wurden zur Identifizie-

rung nötige Oberflächenantigene mit an Fluorochrome gekoppelte Antikörper gefärbt. 

Hierzu wurden die Zellen aus den Proliferationsassays bzw. den Treg-Expansions-

Assays durch sorgefältiges Pipettieren und gründlichem Resuspendieren aus den 96 

well Platten in mit 1 ml PBS befüllten FACS-Tubes überführen. Anschließend wurden 

die wells mit je 100 µl PBS nachgespült. Dann wurden die FACS-Tubes zentrifugiert 

(5 Min., 4 °C, 300 g). Der Überstand wurde vorsichtig dekantiert und jedes der Zellpel-

lets in 1 ml PBS resuspendiert. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation 

(5 Min., 4 °C, 300 g). Der Überstand wurde nach dem Waschschritt erneut dekantiert. 

Zu den analysierenden Proben sowie der Kompensationskontrolle wurden nun 250 µl 

einer 1:1000 Verdünnung von Viability Dye hinzugegeben. Die Zellsuspension mit Vi-

ability Dye wurde nun für 30 Min. bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Im Folgenden wurde 

die Färbung durch Zugabe von 2 ml 1 % FKS/PBS unterbrochen und die Tubes erneut 

zentrifugiert (5 Min., 4 °C, 300 g). 

Der Überstand wurde dekantiert und zu sämtlichen Proben wurden jeweils 5 µl einer 

0,2 µg/µl Lösung eines FcγR-Antikörpers hinzu pipettiert, um unspezifische Bindungs-

stellen auf der Zelloberfläche zu blockieren. Die Mischung wurde nun kurz zentrifugiert 

(1 Min., 4°C, 300g), danach kurz geschüttelt und für 10 Min. bei 4 °C im Dunkeln inku-

biert. Im nächsten Schritt erfolgte die Färbung mit den in 2.1.5 aufgelisteten Antikörper-

Fluorochrom-Konjugaten in der entsprechenden Verdünnung in 5 µl 1 % FKS/PBS. 

Nach erneuter Zentrifugation und Inkubation der Proben für 30 Min. bei 4 °C im Dun-

keln erfolgte ein letzter Waschschritt mit 1 ml 1 % FKS/PBS und die anschließende 

Fixierung der Proben mit 200 µl 4 % Paraformaldehyd (PFA). Bei der Analyse Treg 

erfolgte anstatt der Fixierung mit PFA die weitere intrazelluläre Färbung mit Anti-FoxP3 

Antikörper. 

 

2.2.3.2 Intrazelluläre Färbung mit FoxP3 

Da es sich bei FoxP3 um ein intrazelluläres Protein handelt, ist zur Färbung eine Per-

meabilisierung der Zellmembran nötig. Die Tubes mit intrazellulär zu färbenden Zellen 

wurden mit 500 µl frisch hergestellter Fixation/Permeabilization working solution ver-

setzt und kurz gevortext. Anschließend wurden die Proben für mindestens 30 Min. bei 
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4 °C im Dunklen inkubiert. Der Permeabilisationsprozess wurde nun mit 2 ml Permea-

bilization Buffer beendet. Die Zellsuspension wurde nun erneut zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Zu jedem zu färbenden Tube wurden 30 µl einer mit Anti-FoxP3-

AK (in Permeabilization Buffer) versetzten Lösung hinzu pipettiert. Die Tubes wurden 

erneut zentrifugiert (1 Min., 4 °C, 300 g). Jetzt wurden die Proben mit 1 ml Permeabi-

lization Buffer versetzt. Erneute Zentrifugation (5 Min., 4 °C, 300 g). Verwerfen des 

Überstandes und Zugabe von 200 µl PBS. Anschließend erfolgte die Analyse der Pro-

ben im Durchflusszytometer. 

 

2.2.3.3 Durchflusszytometrische Analyse 

Nach der in 2.2.3.1 und 2.2.3.2 durchgeführten Färbung der zu untersuchenden Zell-

populationen wurden die Zellen im Durchflusszytometer LSRII analysiert. 

Durch die Färbung auf CFSE (2.2.2.1) von CD4, CD8, CD25, FoxP3, GITR, CD62 und 

TNFR2 war es möglich einzelne Zellpopulationen zu betrachten und Aussagen bezüg-

lich ihres Phänotyps zu treffen. Das Gating mittels FlowJo erfolgte wie in Abb. 5 dar-

gestellt. 

 

Abb. 5 Gating nach CFSE-Labeling 

Nach der Durchflusszytometrischen Analyse wurden mit Hilfe von FlowJo Gates erstellt, um einzelne 
Zellpopulationen zu unterscheiden. Das erste Gate a wurde erstellt, um toten Zellen von der weiteren 
Betrachtung auszuschließen. Anschließend wurde ein Gate um die zu untersuchende Population b in 
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diesem Fall Lymphozyten gesetzt. Um Dubletten und Zellcluster aus der Analyse auszuschließen wurde 
ein weiteres Gate c erstellt. Anschließend konnten Subpopulationen der Lymphozyten anhand ihrer 
Fluoreszenzsignale unterschieden werden d. Die Subpopulationen wurden im Weiteren auf ihren Phä-
notyp bezüglich CD25 und FoxP3 e sowie ihres Proliferationsverhaltens f (und Abb. 6) untersucht. 

 

Abb. 6 Auswertung der Proliferationsrate 

Zunächst wurde anhand einer nicht stimulierten Negativkontrolle ein Gate gesetzt um den Cut-off für 
nicht proliferierende Zellen zu setzen (a). Im Folgenden wurde das Gate auf die restlichen Proben an-
gewendet, um den Anteil der proliferierenden Zellen zu identifizieren (b).  

 

Mit Hilfe der Gating Strategie in Abb. 5 ist es möglich, nicht proliferierende Zellen, 

welche keine Reduktion der Fluoreszenzintensität aufweisen, von einer weiteren Ana-

lyse auszuschließen. Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewährleisten, wurden 

die Ergebnisse im Bezug zu einer Probe mit anti-CD3ε-gefärbten Zellen normiert und 

in Prozent (%) dieser Kontrolle angegeben. 

 

2.2.4 MACS und FACS 

Um gezielt Treg aus Milzzellsuspension zu gewinnen und in Kultur zu nehmen, wurden 

zwei Verfahren kombiniert, um eine maximal homogene Zellpopulation zu erhalten. 

Nach Herstellung der Milzzellsuspension wurden die Zellen mit Anti-CD25-PE Antikör-

pern gefärbt und über einen weiteren Schritt mit Anti-PE-Antikörpern gekoppelten 

Microbeads per Positivselektion über eine MACS-LS Säule angereichert (93). Im 

nächsten Schritt erfolgte eine weitere Färbung mittels Anti-CD8-PerCP, sowie Anti-

CD62L-APC und Anti-CD4-PacificBlue. 

Direkt vor der durchflusszytometrischen Sortierung am FACS-ARIA wurden die Zellen 

mit Propidiumiodid gefärbt, um tote Zellen zu identifizieren und zu verwerfen. Im 

FACS-ARIA erfolgte nun die gezielte Gewinnung von lebenden CD4+CD25highCD62L+ 
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(Treg) Zellen. Anschließend erfolgte eine Reanalyse zur Bestätigung der Reinheit, 

diese ist in Abb. 7 exemplarisch dargestellt. 

 

Abb. 7 Gating der Reinheitsanalyse der CD4+CD25highCD62L+ Zellen nach Sort am FACS-Aria 

Im ersten Schritt (a) wurde ein Gate um die Lymphozyten Population gelegt. Bei den nicht im Gate 
liegenden Signalen handelt es sich am ehesten um Zelltrümmer. Im Weiteren erfolgte ein Gating auf 
Einzelzellen (b-c). Hierbei zeigt sich, dass keine Doubletten vorhanden sind. Nach einem Gating auf 
lebende Zellen mit Hilfe von Propidiumiodid sowie auf CD4+ und CD8+ Zellen zeigt sich eine hohe Rein-
heit von 98,6 % CD4+ Zellen. Diese wiederum sind fast ausschließlich CD25high und CD62L+. 
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2.2.5 T-Zell-Proliferationsassay 

Für diesen Versuchsaufbau wurden Milzen von naiven Mäusen unterschiedlicher 

Mauslinien wie unter 2.2.2.1 aufbereitet und in Kultur genommen und über einen Zeit-

raum von 72 h mit einem anti-CD3ε Antikörper (0,1-0,5 µg/ml) sowie unterschiedlicher 

Konzentrationen (im Bereich von 0,5 ng/ml bis zu 500 ng/ml) von TCN-scTNF80 sti-

muliert. 

Anschließend erfolgte die immunhistochemische Färbung wie in 2.2.3.1 dargestellt. 

Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte wie unter 2.2.3.3 beschrieben am LSRII 

mit nachfolgender Auswertung mit FlowJo. 

 

2.2.6 Treg-Expansionsassay 

Die Milzen von naiven Mäusen wurden wie in 2.2.2.1 zu einer Milzzellsuspension ver-

arbeitet. Um eine isolierte Betrachtung der Treg zu ermöglichen, erfolgte nach einer 

Anreicherung über MACS-Säulen (siehe 0) die fluoreszenzassistierte durchflusszyto-

metrische Sortierung am FACS Aria. Das Resultat sind Treg mit einer maximalen Rein-

heit von mehr als 98 % und dem Phänotyp CD4+CD25highCD62L+ (Abb. 7). Die Zellen 

wurden wie unter 2.2.1 beschrieben auf 96 well Platten in Kultur genommen und mit 

anti-CD3ε- und anti-CD28-beschichteten Beads sowie humanem rekombinantem IL-2 

und TNCscTNF80 stimuliert. An Tag 4 wurden die Zellen erneut mit 100 µl Medium mit 

2000 U/mL IL-2 +/- 100ng/ml TNCscTNF80 gefüttert. Im Falle von verbrauchtem Me-

dium oder Erreichen eines dichten Zellrasens wurden die Zellen gesplittet. 

An Tag 7 werden die Zellen geerntet, gewaschen und durch kurze Bindung der Tubes 

an einen Magneten von anti-CD3ε- und anti-CD28-beschichteten Beads befreit. 

Anschließend wurden die Zellen in Zellkulturmedium mit 2000 U/mL IL-2  resuspen-

diert und ausgezählt. 

Ein Teil der Zellen wurde wie in 2.2.3.1 - 2.2.3.3 beschrieben gefärbt und analysiert. 

In einer 24 well Platte wurden die übrigen Zellen anschließend mit einer Konzentration 

1x10⁶ Zellen/1000µl mit zu Tag 0 -Tag 7 identischen Zellkulturbedingungen und Sti-

mulierung ausgesät und über weitere 7 Tage inkubiert.  Zwischen Tag 7 und Tag 14 

der Zellkultur erfolgte wie bereits in der ersten Woche eine regelmäßige Beurteilung 

der Zelldichte, eine Fütterung der Zellen erfolgte zunächst an Tag 9 und erneut nach 
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einem Splitten der Zellen an Tag 11. An Tag 14 wurden alle Zellen geerntet, ausge-

zählt und erneut wie oben beschrieben, gefärbt und analysiert. 

 

2.2.7 Statistik 

Sofern nicht anders beschrieben, wurde in sämtlichen Experimenten mit technischen 

Triplikaten oder Duplikaten gearbeitet. Die statistische Auswertung der Datensätze er-

folgte mit Graphpad Prism unter Verwendung des „regular two-way ANOVA“ mit Post-

Hoc Bonferroni Korrektur oder des students t-test. Die abgebildeten Fehlerbalken ge-

ben, sofern nicht anders angegeben, die Standardabweichung (standard deviation, 

SD) an. Als signifikant wurden p-Werte von <0,05 (*) gewertet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Phänotypisierung der Mauslinien 

Die Milzen der verwendeten Mauslinien, welche alle die C57bl/6 Mauslinie (Wildtyp, 

wt) als genetische Grundlage haben, wurden, wie in 2.2.2.1 beschrieben, zu einer Milz-

zellsuspension verarbeitet und anschließend, wie in 2.2.3.1 und 2.2.3.2 dargestellt, mit 

Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern gefärbt. Spezielles Augenmerkt lag hierbei auf 

der Betrachtung der TNFR2-Expression und dem Nachweis des erfolgten konditionel-

len Knockouts von TNFR2 auf CD4+ Zellen im Falle der CD4creTNFR2fl/fl Maus sowie 

dem ubiquitären Fehlen von TNFR2 auf allen Zelllinien im Falle der TNFR2-/-
 Maus. 

Anschließend erfolgte die Analyse der Zellen am Durchflusszytometer LSRII unter an-

schließender Auswertung der Daten in FlowJo und Graphpad Prism. Der Versuch 

wurde zweimal durchgeführt, in  Abb. 8, Abb. 9 und Abb. 10 sind die Ergebnisse 

repräsentativ dargestellt. 

Der Phänotyp entsprach den Erwartungen. Wie in Abb. 8a zu sehen ist, besitzen alle 

Mauslinien einen vergleichbaren prozentualen Anteil an Treg im Bereich von 6-8%. 

Signifikante Unterschiede sind nicht festzustellen. Die TNFR2-Expression auf den wei-

ter untersuchten Treg zeigt ein komplettes Fehlen von TNFR2 sowohl auf den CD4+, 

CD8+ und Treg der TNFR2-/- Maus als auch der CD4creTNFR2fl/fl Mäuse (siehe Abb. 

9 und Abb. 10) 
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Abb. 8 Phänotypisierung in Bezug auf Treg 

Abgebildet sind in (a) jeweils der prozentuale Anteil der Treg an der Gesamtpopulation der Lymphozy-
ten. In (b) ist deren TNFR2-Expression dargestellt.  
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Abb. 9 Phänotypisierung in Bezug auf CD4+ Zellen 

Abgebildet sind in (a) jeweils der prozentuale Anteil der CD4+ Zellen an der Gesamtpopulation der Lym-
phozyten. In (b) ist deren TNFR2-Expression dargestellt.  
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Abb. 10 Phänotypisierung in Bezug auf CD8+ Zellen 

Abgebildet sind in (a) jeweils der prozentuale Anteil der CD8+ Zellen an der Gesamtpopulation der Lym-
phozyten. (b) ist deren TNFR2-Expression dargestellt.  

 

Neben der Betrachtung der TNFR2-Expressionsmusters der Mauslinien konnte ge-

zeigt werden, dass sich die TNFR2fl/fl
 Mauslinie in Bezug auf ihren Phänotyp wie der 

wt verhält. 

 

3.2 Untersuchung der biologischen Aktivität von TNF-Elutionen 

Vor Beginn der in vitro Experimente wurde durch Dorothea Weber-Steffens und Tobias 

Schmid aus der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Männel, Institut für Immunologie der 

Universität Regensburg, die Produktion von TNCscTNF80 etabliert (94). 
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Daran anschließend wurde im Rahmen dieser Arbeit zunächst eine standardisierte 

Überprüfung des durch Flag-Elution gereinigten TNCscTNF80 durchgeführt. 

 

3.3 Etablierung des Proliferationsassay  

3.3.1 Titration von anti-CD3ε 

In einem 72 h T-Zell Proliferationsassay mit einer Milzzellkultur wurde zunächst eine 

optimale Konzentration an anti-CD3ε durch Titration ermittelt. Es wurde eine feste Kon-

zentration an TNCscTNF80 verwendet, welche sich an den Vorarbeiten von Konstantin 

Molitor (95) und Nils Müller (96) orientierte. Bei einer Konzentration von 0,1 µgl/ml anti-

CD3ε fand sich hierbei eine gute mittlere Proliferationsrate mit signifikantem kostimu-

latorischen Effekt auf CD4+ Zellen (Abb. 11) und ebenso für CD8+ Zellen bei niedrigen 

Konzentrationen von anti-CD3ε (Abb. 12). Die weiteren Experimente wurden daher 

mit der ermittelten optimalen Konzentration von 0,1 µg/ml anti-CD3ε für CD4+ Zellen 

durchgeführt. 

 

Abb. 11 Titration von anti-CD3ε (CD4+) 

In einem 72 h Proliferationsassay wurde eine optimale Konzentration von anti-CD3ε ermittelt, um den 
vermuteten kostimulatorischen Effekt von TNCscTNF80 bei CD4+ Zellen zu beobachten. 
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Abb. 12 Titration von α-CD3ε (CD8+) 

In einem 72 h Proliferationsassay wurde eine optimale Konzentration von α-CD3ε ermittelt, um den 
vermuteten kostimulatorischen Effekt bei CD8+ Zellen von TNCscTNF80 zu beobachten. 

 

3.3.2 Titration von TNCscTNF80 

Nachdem eine Konzentration von anti-CD3ε festgelegt war, erfolgte die Titration von 

TNCscTNF80, um zu untersuchen, ob bei der Stimulierung mit TNCscTNF80 eine Do-

sis-Abhängigkeit des bekannten kostimulatorischen Effektes besteht. 

Mit zunehmender Konzentration von TNCscTNF80 zeigte sich eine Steigerung der 

Proliferation sowohl in der CD4+ Population als auch in der Gruppe der CD8+ Lympho-

zyten (Abb. 13, Abb. 14). Der Effekt von TNCscTNF80 ließ sich nur bei gleichzeitiger 

Stimulierung des T-Zell Rezeptors mit α-CD3ε-Antikörpern beobachten. Eine alleinige 

Stimulierung des TNFR2 durch den Agonisten hatte keinen Einfluss auf die Prolifera-

tionsrate der Zellen. In der Negativkontrolle sowie in der ausschließlich mit 

TNCscTNF80 stimulierten Probe fanden sich am Ende der 72 h nahezu keine Treg 

wieder (Abb. 15).   
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Abb. 13 TNCscTNF80-abhängige Proliferation der CD4+Zellen 

In einem 72 h T-Zell Proliferationsassay wurde der kostimulatorische Effekt einer Gesamtmilzsuspen-
sion mit dem TNFR2 spezifischen Agonisten TNCscTNF80 untersucht. Zur Aktivierung der T-Zellen 
erfolgte die Zugabe eines α-CD3ε-Antikörpers. Die alleinige Stimulierung mit 0,1 µg/ml α-CD3ε wurde 
als 100 % definiert.  
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Abb. 14 TNCscTNF80-abhängige Proliferation der CD8+ Zellen 

In einem 72 h T-Zell Proliferationsassay wurde der kostimulatorische Effekt einer Gesamtmilzsuspen-
sion mit dem TNFR2 spezifischen Agonisten TNCscTNF80 untersucht. Zur Aktivierung der T-Zellen 
erfolgte die Zugabe eines α-CD3ε-Antikörpers. Die alleinige Stimulierung mit 0,1 µg/ml α-CD3ε wurde 
als 100 % definiert. 
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In einer noch niedrigen Konzentration von 0,5 ng/ml TNFscTNF80 fand sich zudem 

eine Zunahme der Treg Population an den CD4+ Zellen (Abb. 15). Dies bestätigte sich 

in weiteren Experimenten. In höheren Konzentrationen des Agonisten verschwand der 

signifikante Unterschied bezüglich des prozentualen Anteils der Treg in der CD4+ Zell-

population. Die absoluten Zellzahlen nahmen jedoch mit zunehmender Dosis von 

TNCscTNF80 zu (Abb. 15). Im Rahmen der Titration Abb. 14 zeigte sich neben Wir-

kung von TNCscTNF80 auf Treg auch ein deutlicher kostimulatorischer Effekt auf 

CD8+ Zellen. Dieser Effekt ließ sich nicht auf CD8+ Zellen von TNFR2-/- Mäusen nach-

weisen. 

 

0

50

100

150

200

CD4+ CD25+ FoxP3+ der CD4+

C
D

2
5
+

 F
o

x
P

3
+

d
e
r 

C
D

4
+

 Z
e

ll
e
n

  
[%

]

scTNF80 - - 500ng/ml 0,5ng/ml 5ng/ml 50ng/ml 

α-CD3ε - 0.1µg/ml - 0.1µg/ml 0.1µg/ml 0.1µg/ml 

 

Wildtyp (C57BL/6)

TNFR2 fl/fl

CD4creTNFR2 fl/fl

TNFR2-/-

✱

 

Abb. 15 Prozentualer Anteil der Treg an den CD4+ Zellen 

In einem 72 h T-Zell Proliferationsassay wurde der kostimulatorische Effekt bei der Stimulierung einer 
Gesamtmilzzellsuspension mit dem TNFR2 spezifischen Agonisten TNCscTNF80 untersucht. Zur Akti-
vierung der T-Zellen erfolgte die Zugabe eines α-CD3ε-Antikörpers. Die alleinige Stimulierung mit 0,1 
µg/ml α-CD3ε wurde als 100 % definiert.  
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Abb. 16 Treg-Zellzahl relativ zur Positivkontrolle 

In einem 72 h T-Zell Proliferationsassay wurde der kostimulatorische Effekt bei der Stimulierung einer 
Gesamtmilzzellsuspension mit dem TNFR2 spezifischen Agonisten TNCscTNF80 untersucht. Zur Akti-
vierung der T-Zellen erfolgte die Zugabe eines α-CD3ε-Antikörpers. Die alleinige Stimulierung mit 
0,1 µg/ml α-CD3ε wurde als Positivkontrolle definiert. 

 

3.4 In vitro Expansion von Treg 

Um spezifisch den Effekt von TNCscTNF80 auf Treg, unter Ausschluss anderer Milz-

zellen und deren Zell-Zellinteraktionen, zu betrachten, wurde eine Kultur mit möglichst 

reinen Treg angelegt. Die sich darauf anschließende in vitro Expansion der Treg er-

folgte nach einem Expansions-Protokoll der Arbeitsgruppe Edinger-Hoffmann (94), um 

den zuvor in der Gesamtmilzsuspension beobachteten kostimulatorischen Effekt auf 

Treg gezielt nachzuweisen. 

Treg wurden wie unter 2.2.4 beschrieben gewonnen und wie unter 2.2.6 beschrieben 

in Kultur genommen. Es ließ sich unter Zugabe von TNCscTNF80 eine 29,4-fache Ex-

pansionsrate gegenüber einer 23,9-fachen Expansionsrate mit dem Standardprotokoll 

von Miltenyi Biotec (≙ ⌀ scTNF80 in Abb. 17) nachweisen (Abb. 17). Wie erwartet, 

profitierten die Treg aus TNFR2-defizienten Mäusen nicht von der exogenen Zufuhr 

des TNFR2 Agonisten. Die in drei unabhängigen Experimenten ermittelten Expansi-

onsraten lagen hierbei maximal bei 24,7-fach bei TNFR2-/- Treg und bewegten sich 
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somit im gleichen Bereich wie die 24,1-fache Expansion mit Hilfe des Standardproto-

kolls bei wt Mäusen ohne Zugabe von TNCscTNF80 (Abb. 17). Auch die Reinheit der 

expandierten Treg lag mit 97 % nahe dem Ausgangswert von Tag 0 (Abb. 18). 
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Abb. 17 Treg-Expansion - Vergleich der Mauslinien 

CD4+CD25highCD62L+ Treg von wt Mäusen sowie von TNFR2-defizienten (TNFR2−/−) Mäusen wurden 
in Gegenwart von anti-CD3ε, anti-CD28, und rekombinantem humanen IL-2 (≙ Protokoll von Miltenyi 
Biotech) mit oder ohne TNCscTNF80 in Kultur genommen. Nach 7 Tagen wurde die Ausbeute der Treg 
(CD4+Foxp3+) von wt Mäusen und TNFR2-defizienten Mäusen bestimmt und die Expansionsrate be-
rechnet. 
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Abb. 18 Treg-Reinheit nach der Expansion 

CD4+CD25highCD62L+ Treg von wt Mäusen sowie von TNFR2-defizienten (TNFR2−/−) Mäusen wurden 
in Gegenwart von anti-CD3ε, anti-CD28, und rekombinantem humanen IL-2 mit oder ohne 
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TNCscTNF80 in Kultur genommen. Nach 7 Tagen wurde die Reinheit der Zellkultur in Bezug auf Treg 
(CD4+Foxp3+) von wt Mäusen und TNFR2-defizienten Mäusen bestimmt. 

 

In einer Wiederholung des Experimentes mit wt Mäusen über einen Zeitraum von ins-

gesamt 14 Tagen, wobei nach 7 Tagen die Kulturen neu angelegt werden mussten, 

ließ sich bei niedrigerer Expansionsrate derselbe kostimulatorische Effekt von 

TNCscTNF80 in Kombination mit dem Expansionsprotokoll der Firma Miltenyi auf Treg 

nachweisen wie in Abb. 19 und Abb. 20. dargestellt. 

d0 d7

0

20

40

60

80

Absolute Zellzahl

Tage

Z
e
ll
e
n

/m
l 
x
1
0
^

4

[Z
e
ll
z
a
h

l]

d7
d14

0

50

100

150

200

Absolute Zellzahl

Tage

Z
e
ll
e
n

/m
l 
x
1
0
^

4

[Z
e
ll
z
a
h

l]

+ 2000U/ml IL-2

+ CD3/CD28 Beads
no scTNF80

20ng/ml scTNF80

a b

 

Abb. 19 Expansion von CD4+CD25highCD62L+ Treg von wt Mäusen 

CD4+CD25highCD62L+ Treg von wt Mäusen wurden in Gegenwart von anti-CD3ε, anti-CD28, und rekom-
binantem humanen IL-2 mit oder ohne TNCscTNF80 in Kultur genommen. Nach 7 Tagen wurden die 
Zellen geerntet, die Zellzahl bestimmt (a), eine Färbung auf CD4, CD8 und FoxP3 durchgeführt und die 
Zellen erneut für 7 Tage in Kultur genommen, erneut gezählt und gefärbt (b). 
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Abb. 20 Absolute Zellzahlen der Treg nach d0, d7, d14 

Ausgehend von den der in Abb. 19 dargestellten Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe der FACS Daten die 
absolute Zellzahl von vitalen Treg errechnet. Die proportionale Verteilung entspricht den in Abb. 19 
dargestellten Ergebnissen. 

 

Die im Rahmen von 2.2.6 gewonnenen und in Abb. 19 gezeigten Zellen wurden mit 

CD4, CD8 und FoxP3 Antikörpern gefärbt und der Anteil der Treg an den lebenden 

Einzelzellen berechnet. Ausgehend hiervon wurden die absoluten Zellzahlen der Treg 

berechnet. In a) sind Tag 0 – 7 und in b) Tag 7 - 14 der Kultur aufgetragen (Abb. 20). 
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Die untersuchten Oberflächenmarker für Treg zeigten, wie in Abb. 21 dargestellt, eine 

nahezu identische Expression der Oberflächenmarker für CD62L bei wt- und TNFR2-

defizienten Mäusen (Abb. 22a). Die Expression von GITR ist nach Stimulierung mit 50 

ng/ml TNCscTNF80 leicht reduziert (Abb. 22a). Bei den TNFR2-defizienten Mäusen 

lässt sich, wie zu erwarten war, kein TNFR2 auf der Oberfläche nachweisen (Abb. 

21b). 

 

Abb. 21 Phänotypisierung von Treg nach Expansion (d7) aus TNFR2-/- 

CD4+CD25highCD62L+ Treg von TNFR2−/−-Mäusen wurden in Gegenwart von anti-CD3ε, anti-CD28, und 
rekombinantem humanen IL-2 mit (blau) oder ohne TNCscTNF80 (rot) in Kultur genommen. Nach 7 
Tagen wurden die Zellen geerntet und der Phänotyp über Oberflächenfärbungen bestimmt, im Fall von 
GITR und TNFR2 erfolgt der Vergleich mit einer Isotyp Färbung (gelb). Die Expression der untersuchten 
Oberflächenmarker sind in a GITR b TNFR2 sowie c CD62L dargestellt.  
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Abb. 22 Phänotypisierung von Treg nach Expansion (d7) aus wt 

CD4+CD25highCD62L+ Treg von wt Mäusen wurden in Gegenwart von anti-CD3ε, anti-CD28, und re-
kombinantem humanen IL-2 mit (blau) oder ohne TNCscTNF80 (rot) in Kultur genommen. Nach 7 Tagen 
wurden die Zellen geerntet und der Phänotyp über Oberflächenfärbungen bestimmt, im Fall von GITR 
und TNFR2 erfolgt der Vergleich mit einer Isotyp Färbung (gelb). b u. c Expression von CD62L sowie 
TNFR2. 

 

3.4.1 Stabiler Phänotyp bei Stimulierung von wt Treg mit TNCscTNF80 

In Bezug auf die untersuchten phänotypischen Merkmale wurde zwischen den Kultu-

ren mit TNCscTNF80 und den Kulturen ohne TNCscTNF80 kein messbarer Unter-

schied gefunden. Die untersuchten Treg exprimierten weiterhin CD62L, GITR und 

TNFR2 (Abb. 22). 
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4 Diskussion 

Die Therapie von Erkrankungen, denen eine Dysfunktion unseres Immunsystems zu-

grunde liegt, gestaltete sich bisher immer als schwierig. Eine besondere Herausforde-

rung ist die Balance zwischen zu viel Aktivierung im Falle der pathologischen Autoim-

munität und der Unfähigkeit, adäquat auf Pathogene oder entartete Zellen zu reagieren 

im Falle der Immunsuppression oder bei Tumorerkrankungen. Bei vielen Erkrankun-

gen, die sich aus einer Dysbalance des Immunsystems ergeben, wie den entzündli-

chen Erkrankungen des Nervensystems und auch der rheumatoiden Arthritis, handelt 

es sich um Krankheitsbilder, die oft einen chronischen Verlauf haben (97,98). Die The-

rapiemöglichkeiten sind eingeschränkt und eine medikamentöse Immunsuppression 

birgt Risiken wie eine erhöhte Empfänglichkeit für bakterielle, virale und Pilzinfektio-

nen. In den vergangenen Jahren wurden immer wieder Anhaltspunkte dafür gefunden, 

dass eine Dysfunktion von Treg oder des TNF-TNFR Systems eine wichtige Rolle in 

der Ätiologie dieser Erkrankungen spielen. Die TNFR2-gesteuerte Expansion von Treg 

wurde als vielversprechendes therapeutisches Ziel identifiziert, dies gilt z.B. für die 

rheumatoide Arthritis oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (86,99,100). In 

Mausmodellen wurde aber auch für weitere Erkrankungen wie den Pemphigus vulga-

ris, der Autoimmunhepatitis, der multiplen Sklerose, dem Asthma bronchiale oder auch 

für Allergien im Allgemeinen gezeigt, dass Treg in der Krankheitsentstehung beteiligt 

sind und der Einsatz von Antigen-spezifischen Treg einen neuen Therapieansatz dar-

stellen könnte (101–103). Clough et al zeigen außerdem, dass eine Therapie mit Treg 

nicht nur kurzzeitige Effekte hat, sondern, dass sich expandierte Treg auch noch ein 

Jahr nach Therapie in relevanten Mengen in Probanden nachweisen ließen (100). 

Speziell für den systemischen Lupus erythematodes führte die Gabe von in ex vivo 

expandierten Treg in den Mäusen zu einer erst später im Verlauf einsetzenden Nie-

renbeteiligung und dadurch zu einem verlängerten Überleben (104,105). Es konnte 

auch in ersten Versuchen an Patienten mit systemischem Lupus erythematodes durch 

Gabe von rekombinantem IL-2 die Treg-Proliferation angeregt und dadurch eine Re-

duktion der Krankheitsaktivität erreicht werden (106).  

 

Als medikamentöser Angriffspunkt ist TNFR2 interessant sowohl für Erkrankungen mit 

überreaktivem Immunsystem (84,107,108) als auch für Erkrankungen mit krankhafter 
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Treg-Aktivität, wie z.B. im Rahmen von Tumorerkrankungen (109), bei welchen Tu-

more durch die Präsenz von Treg vor einer effektiven Immunantwort geschützt wer-

den. Ein möglicher Therapieansatz wäre eine gezielte Suppression von TNFR2 mit 

antagonistischen Antikörpern oder einem TNF-Fusionsproteinen (110,111). Dadurch 

wären durch eine TNFR2 vermittelte Hemmung der Proliferation von Treg wieder zu-

gänglich für die zelluläre Immunantwort. 

Durch das gezielte Ansteuern von TNFR2 erhofft man sich, die Wirkung auf den ge-

wünschten Effekt zu begrenzen und dadurch Nebenwirkungen zu verhindern. Dies ist 

von besonderem Interesse, da in der bereits etablierten Therapie mit anti-TNF-Medi-

kamenten, wie z.B. Infliximab, Eternacept oder Adalimumab, z.T. so starke Nebenwir-

kungen auftreten, dass die anti-TNF-Therapie beendet werden muss. Ein Beispiel hier-

für ist der Anti-TNF-induzierte systemische Lupus erythematosus, der mit einer Inzi-

denz von ca. 0,2 % unter Therapie mit Infliximab auftritt (112). In Einzelfällen wurde 

auch von Demyelinisierung im ZNS als Nebenwirkung der anti-TNF-Therapie berich-

tet. Die betroffenen Patienten entwickelten eine Neuritis nervi optici, Verwirrtheit oder 

Gangstörungen (113,114). Dies ist interessant, da bei demyelinisierenden Erkrankun-

gen des ZNS wie der multiplen Sklerose bekannt ist, dass das TNF-TNFR-System in 

der Krankheitsentstehung beteiligt ist (115,116). Daher ist ein genaueres Verständnis 

der Pathomechanismen von Nöten, um hier gezielt therapieren zu können. Es zeichnet 

sich jedoch ab, dass ein gezielter TNFR2-Agonismus einen neuroprotektiven Effekt 

hat (117). 

 

Die Wirkung der anti-TNF Antikörper zeigt sich durch Blockade von TNFR1, dessen 

Signalwege bereits sehr gut untersucht wurden, im Gegensatz dazu sind die für den 

TNFR2 relevanten Signalwege nach wie vor nicht bis ins letzte Detail erforscht. Insbe-

sondere die Ambiguität in Bezug auf Apoptose und Zellproliferation birgt eine nicht zu 

unterschätzende Komplexität für die Identifikation von Therapiemöglichkeiten. 

 

Nach Abschluss der in vivo Experimente im Mausmodell ist der systemische Einsatz 

von TNCscTNF80 zur Immunmodulation beim Menschen durchaus denkbar. Ein zu 

dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten murinen TNCscTNF80 analoges humanes 

Protein existiert bereits (43).  
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Da TNFR2 seine herausragende immunmodulatorische Rolle durch Stimulierung von 

T-Zell Subpopulationen, unter anderem von Treg, zu entfalten scheint, ist die phäno-

typische und in Bezug auf ihre Expansion auch funktionelle Analyse dieser Zellen das 

Hauptziel dieser Arbeit. Hierzu kamen Zellen unterschiedlicher Mauslinien mit modifi-

zierter TNFR2-Expression sowie der spezifische TNFR2-Agonist TNCscTNF80 zum 

Einsatz. 

 

Ein spezieller Fokus dieser Arbeit lag auf der gezielten Expansion von Treg in vitro 

unter der Verwendung von TNCscTNF80 im Hinblick auf eine mögliche Anwendung 

zur Zelltherapie. In weiteren Schritten kann TNCscTNF80 dann auch ergänzend als 

Immunmodulator in vivo zur Therapie chronisch entzündlicher Erkrankungen verwen-

det werden, wie dies bereits von Lamontain et al. im Mausmodell gezeigt wurde (86). 

  

Da die Phänotypisierung der in den Versuchen eingesetzten Mauslinien keinen signi-

fikanten Unterschied bezüglich der TNFR2 Expression zwischen den wt Mäusen sowie 

den TNFR2fl/fl zeigte und der konditionelle Knockout des TNFR2 auf T-Zellen in der 

CD4creTNFR2fl/fl Maus sowohl bei CD4+ als auch CD8+ Zellen erfolgreich war, konnte 

die Wirkung des TNFR2-Agonisten im Proliferationsassay getestet werden und eine 

optimale Dosis der TNCscTNF80 Konzentration für weitere Versuche bestimmt wer-

den.  

 

In den durchgeführten Versuchen zeigte sich, dass durch eine Stimulierung des 

TNFR2 in Kombination mit TCR Aktivierung in einer Gesamtmilzsuspension eine 

starke T-Zell Proliferation erreicht wird.  

Bereits in früheren Arbeiten war ein kostimulatorischer Effekt bei TCR-Stimulierung in 

Kombination mit einem TNFR2-Agonismus unabhängig von der TNFR1-Aktivierung 

beobachtet worden. (118). Diese Ergebnisse ließen sich in den im Rahmen dieser Ar-

beit durchgeführten Versuchen erneut bestätigen. Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zel-

len zeigten nach Aktivierung des TNFR2 mit einem selektiven Agonisten eine erhöhte 

Proliferationsrate (siehe 3.3.2). Dies bestätigt frühere Ergebnisse von Kim et al. wel-

cher eine Steigerung der T-Zell Aktivität nach TNFR2-Stimulierung beschrieb (119). 

Aufgrund der ausgesprochen starken Proliferation von CD8+ Zellen ist zu erwarten, 

dass eine selektive effektive Treg-Expansion aus einer Gesamtmilzsuspension nicht 
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möglich ist. Da CD8+ T-Zellen insbesondere auch bei Autoimmunerkrankungen eine 

herausragende Rolle sowohl in der Entstehung als auch in deren physiologischer Re-

gulation spielen (120), sollte in Zukunft eine genauere Untersuchung der Wirkung des 

TNFR2-spezifischen Agonisten auf CD8+ Zellen erfolgen.  

 

Bei einer in vitro Expansion von Treg muss sichergestellt sein, dass keine Kontamina-

tion der Treg durch andere Zellpopulationen wie Teff oder Bakterien geschieht und die 

Funktion der entstandenen Treg unbeeinträchtigt bleibt (121). In 3.4 konnte nachge-

wiesen werden, dass TNCscTNF80 gegenüber einem Standard-Protokoll der Treg Ex-

pansion eine höhere Treg-Ausbeute bei gleichbleibender Reinheit und identischem 

Phänotyp in Bezug auf CD62L, FoxP3, GITR erbringt. Der Effekt ließ sich wie erwartet 

bei TNFR2-/- Treg nicht nachweisen (siehe Abb. 17). Nach Stimulierung mit 

TNCscTNF80 kam es zu einer leichten Verminderung der Expression von CD25, dies 

ist konsistent mit ähnlichen Experimenten von Konstantin Molitor (95). 

 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass TNCscTNF80 zu-

sammen mit TCR-Aktivierung einen TNFR2 abhängigen kostimulatorischen Effekt auf 

T-Zellen im Allgemeinen hat und in einer reinen Treg-Kultur ohne Verlust der spezifi-

schen Treg-Merkmale eine höhere Ausbeute im Expansionsassay ermöglicht. 
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5 Ausblick 

In vitro Expansion von Treg unter Verwendung von TNCscTNF80 mit anschließender 

Replantation in vivo birgt großes Potential. Besonders im Vergleich mit der bereits 

etablierten in vitro Expansion mit den Protokollen der Firma Miltenyi Biotec ist eine 

Steigerung der Ausbeute an Treg interessant.  

Die in vivo Experimente von Lamontain et al., welche in Kooperation mit der Abteilung 

für experimentelle Rheumatologie und Neuroendokrino-Immunologie der Universität 

Regensburg durchgeführt wurden, zeigten im Mausmodell für die rheumatoide Arthritis 

nach Gabe von TNCscTNF80 in vivo eine effektive Suppressivität der stimulierten Treg 

mit einer einhergehenden Immunmodulation und in Folge reduzierten Krankheitsakti-

vität. (86). 

Es sind weitere Versuche mit durch TNCscTNF80 in vitro expandierten und anschlie-

ßend in vivo replantierten Treg nötig, um zu beurteilen, ob sich TNCscTNF80 im Ver-

gleich zu bisherigen Treg-Expansionsassays bewährt. Dadurch ließe sich möglicher-

weise eine Verbesserung der bisherigen in vivo Zelltherapie, wie sie z.B. von Arbeits-

gruppe Edinger-Hoffmann, José Carreras Centrum für Interventionelle Immunologie, 

Universität Regensburg sowie von weiteren internationalen Arbeitsgruppen durchge-

führt wird, erreichen (101,122). 

 

Trotz vielversprechenden Therapieoptionen durch gezielte TNFR2 vermittelte Immun-

modulation sollte für eine mögliche zukünftige klinische Anwendung beachtet werden, 

dass der direkte Eingriff in das T-Zell-Signaling bereits früher zu unerwarteten schwer-

wiegenden Nebenwirkungen geführt hat (123). 
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6 Zusammenfassung 

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirkung von TNCscTNF80 in vitro 

auf Zellen der T-Zell Reihe, insbesondere jedoch auf Treg. Nach Bestimmung optima-

ler Kulturbedingungen und Titration von TNCscTNF80, erfolgte eine Phänotypisierung 

der Milzzellen, um eine grundlegende Charakteristik der Zellen zu erhalten. Die Zellen 

hierfür wurden aus unterschiedlicher Mauslinien (wt, TNFR2-/-, TNFR2fl/fl, 

CD4cre/TNFR2fl/fl) Milzen gewonnen. Wir konnten den stark proliferativen Effekt von 

TNCscTNF80 auf CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Gesamtmilzkultur nachweisen.  

In weiteren Experimenten wurden aus Milzen der zuvor phänotypisierten Mauslinien 

Treg über MACS und FACS isoliert und in Einzelkultur überführt. Anschließend erfolgte 

eine TNCscTNF80 vermittelte TNFR2-Stimulierung. Hier konnte eine Steigerung der 

Zell-Expansion bei stabilem Phänotyp der gewonnen Zellen nachgewiesen werden.
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

AK Antikörper 

APC Antigen Presenting Cell 

CFDASE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester 

CTLA cytotoxic lymphocyte antigen 

FACS fluorescence-activated cell sorting 

FADD FAS-associated protein with death domain 

FAS first apoptosis signal receptor 

FcγR  Fc-γ-Rezeptor 

FITC Fluorescein Isothiocyanat 

FoxP3 Forkhead-Box-Protein P3 

GITR) glucocorticoid-induced TNFR ligand  

IκB Inhibitor of NF‑κB 

IL Interleuktin  

IPEX immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked 

syndrome  

LUBAC linear ubiquitination chain assembly complex 

LT Lymphotoxin 

MACS Magnetic-activated cell sorting 

memTNF Membrangebundener Tumornekrosefaktor 

NF-κB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

SD standard deviation 

STAR2 selective mouse TNF-based agonist of TNF receptor 2 (siehe 

TNCscTNF80) 

sTNF Soluble Tumornekrosefaktor 

TACE  tumor necrosis factor-α-converting enzyme (auch ADAM17) 

TCR T-Zell Rezeptor 

Teff Effektor T-Zellen 

TGF Transforming growth factor 
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TNF Tumornekrosefaktor  

TNCscTNF80 spezifischer TNF-Rezeptor Agonist (siehe STAR2) 

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor 

TRADD Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH Do-

main protein 

TRAF TNF-receptor adaptor factor 

Treg regulatorische CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen 

wt Wildtyp 
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