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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

In der ständigen Auseinandersetzung des menschlichen Körpers mit den Mikroorganismen und Viren 

sind immunologische Schutzmechanismen überlebenswichtig. Zu diesen Schutzmechanismen gehören 

auch physiologische Funktionen und anatomische Strukturen, die der Abwehr von Krankheitserregern 

dienen. Ein wichtiger Faktor ist der Aufbau von Haut und Schleimhäuten, die durch ihre Zell-Zell-

Kontakte Barrieren zur Außenwelt und gegen das Eindringen von Pathogenen bilden. Sehr saure oder 

basische pH-Werte von Körpersekreten können diese physikalische um eine chemische Barriere 

ergänzen. Das Immunsystem kann in eine angeborene, schnell handlungsfähige und unspezifische 

Komponente, und in eine erworbene, oder adaptive Komponente eingeteilt werden, die verzögert 

reagiert und spezifisch für die Antigene ist, mit denen sich der Körper auseinandersetzt. Darüber 

hinaus kann man bei der erworbenen und angeborenen Immunantwort zelluläre und humorale 

Abwehrmechanismen unterscheiden. [3; 2] 

1.1.1 Die angeborene Immunantwort 

Zum angeborenen Immunsystem zählende humorale Faktoren sind die antimikrobiellen Peptide, sowie 

das Komplementsystem. Auch Akute-Phase-Proteine und Zytokine können zur angeborenen 

Immunantwort gezählt werden. Zytokine fungieren auto-, parakrin oder in einigen Fällen auch 

endokrin als Botenstoffe. Sie beeinflussen neben der Migration die Proliferation und Differenzierung 

von Immunzellen und weiteren Zellarten. [5; 4] Antimikrobielle Peptide werden vor allem in Epithelien 

produziert und können an den Körperoberflächen, den Barrieren zur Umwelt, Mikroorganismen 

unspezifisch neutralisieren. [6] Bei der unspezifischen Bekämpfung fremder Organismen, die die 

Barrieren des Körpers überwinden und in Gewebe eindringen, spielt das Komplementsystem eine 

Rolle. [7] Dabei interagieren Komplementfaktoren mit mikrobiellen Oberflächen-Strukturen, was die 

Zerstörung von Krankheitserregern und ihre Bekämpfung von Zellen der angeborenen Immunantwort 

ermöglicht. [6] Zu den Zellen der angeborenen Immunantwort zählen Makrophagen, dendritische 

Zellen und Granulozyten, Mastzellen und angeborene lymphatische Zellen (innate lymphoid cells). 

Viele dieser Zellen, nämlich Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten 

erkennen fremde Organismen anhand von Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition 

Receptor, PRR), die bestimmte Pathogen-assoziierte Strukturen (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs), oder entzündungsassoziierte körpereigene Strukturen (danger-associated 

molecular patterns, DAMPs) binden und dann deren Phagozytose induzieren. [6] Makrophagen 

exprimieren den Oberflächenmarker CD14, einen PRR [5], und zirkulieren vor der Einwanderung in  

Gewebe als Monozyten im Blut. [3] Neben der Beseitigung von Pathogenen durch Phagozytose ist die 

anschließende Präsentation von Antigenen eine wichtige Funktion der Makrophagen, wie auch von 
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dendritischen Zellen (DZ). Beide Zellarten prozessieren im Zellinneren, was sie phagozytiert haben, und 

präsentieren Fragmente davon über MHC-II-Moleküle an ihrer Zelloberfläche den Zellen der adaptiven 

Immunabwehr. Sie heißen deshalb auch Antigen-präsentierende Zellen (APZ). Die Antigen-

präsentierenden Zellen stehen an einer wichtigen Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver 

Immunität. [5; 8] APZ phagozytieren allerdings nicht nur Krankheitserreger, sondern auch kommensale 

Mikroorganismen oder körperfremde Moleküle aus der Umgebung, z.B. der Nahrung [9], sodass auch 

Epitope, die nicht aus Pathogenen stammen, den Zellen der adaptiven Immunantwort präsentiert 

werden können. Die Gruppe der Granulozyten kann weiter in neutrophile, basophile und eosinophile 

Granulozyten eingeteilt werden. Neutrophile phagozytieren Krankheitserreger, töten sie ab und gehen 

dabei selbst zugrunde. Bei Basophilen und Eosinophilen steht die Funktion im Vordergrund, die 

zytotoxischen Proteine aus ihren Granula freizusetzen. So bekämpfen sie Parasiten, sind aber auch an 

allergischen Reaktionen vom Soforttyp beteiligt. [5]  

1.1.2 Die adaptive Immunantwort 

Die Besonderheit der adaptiven, oder erworbenen Immunantwort liegt in ihrer ausgeprägten 

Anpassung gegenüber potenziellen Pathogenen: Sie besitzt die Fähigkeit, Milliarden unterschiedliche 

Antigene spezifisch zu binden und dann angemessen zu reagieren. Dies ist möglich, weil B- und T-

Lymphozyten, die Zellen der adaptiven Immunantwort, Rezeptoren produzieren, die Antigene mit 

hoher Spezifität binden. Bei B-Zellen handelt es sich dabei um lösliche oder membranständige 

Immunglobuline (Ig), bei T-Zellen um den stets membranständigen T-Zell-Rezeptor (TZR). Sowohl der 

TZR als auch die Immunglobuline verfügen über variable Domänen zur Antigen-Bindung. [10] Die Gene 

der variablen Regionen lagern sich während der Reifung von Lymphozyten in Thymus oder 

Knochenmark im Rahmen der somatischen Rekombination um. So entsteht eine Vielzahl von 

Nukleotidsequenzen in den Genabschnitten der Antigen-bindenden Domänen von TZR und 

Immunglobulinen und es bildet sich ein großes Repertoire von Immunglobulinen und TZR mit einer 

hohen Vielfalt [11]. Bei B-Zellen kommt hinzu, dass die Immunglobulin-Gene nach erstmaligem 

Antigenkontakt und Aktivierung durch T-Zellen mit der somatischen Hypermutation eine 

Affinitätsreifung durchlaufen, die die Bindungsstärke ihrer Antikörper verbessern kann. Im Rahmen 

der B-Zell-Reifung findet mithilfe spezialisierter T-Zellen auch der Isotypenwechsel statt. [12] Es gibt 

fünf Immunglobulin-Isotypen. Sie unterscheiden sich in der konstanten Domäne, welche 

Effektorfunktionen der Immunglobuline vermittelt. Zunächst produzieren B-Zellen vor allem IgM, die 

Antigene opsonieren und eine Komplementaktivierung bewirken können. Nach einem 

Isotypenwechsel können auch IgG, IgA und IgE gebildet werden. IgG gelangen aufgrund des Vorliegens 

als Monomer in zahlreiche Gewebe und aktivieren das Komplementsystem. IgA liegen als Dimere auf 

Schleimhäuten vor und neutralisieren dort Mikroorganismen. IgE sind meist über FCε-Rezeptoren an 

Mastzellen gebunden und bewirken bei Antigenbindung deren Degranulation. Die Produktion und 
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Freisetzung der Immunglobuline, die Effektorfunktion der B-Lymphozyten, ist der humorale Teil der 

adaptiven Immunantwort. [13]   

1.2 T-Zellen 

T-Zellen oder T-Lymphozyten sind der wesentliche zelluläre Teil der adaptiven Immunantwort. Sie 

töten als zytotoxische CD8+ T-Zellen körpereigene Zellen ab, die entartet oder von intrazellulären 

Erregern befallen sind, oder organisieren als CD4+ T-Helferzellen (THZ) die effektive Bekämpfung von 

Krankheitserregern durch Rekrutierung und Aktivierung anderer Zellen des Immunsystems. 

1.2.1 Entwicklung und Reifung von T-Lymphozyten 

Bevor T-Zellen ihre Funktionen erfüllen können, durchlaufen sie komplexe Reifungsprozesse. Diese 

beginnen im Thymus, wo sich T-Zell-Vorläufer zu antigen-naiven T-Zellen entwickeln. Dabei kommt es 

in den T-Zell-Rezeptor-Genen zur somatischen Rekombination und damit zur Veränderung der 

variablen Region der TZR. Sobald die T-Zellen ihren reifen TZR exprimieren, werden sie anhand von 

zwei Kriterien selektiert: Der TZR muss einen von Thymusepithel-Zellen präsentierten 

Selbstpeptid:MHC-Komplex binden können. Gelingt dies, erhält die T-Zelle im Rahmen der positiven 

Selektion Überlebenssignale. Ansonsten kommt es zur Apoptose der T-Zelle. Bindet ein TZR besonders 

stark an einen Selbstpeptid:MHC-Komplex, wird die T-Zelle ebenfalls apoptotisch. So können durch die 

negative Selektion stark autoreaktive T-Zellen eliminiert werden. [14] Selektierte, reife T-Zellen 

verlassen den Thymus und können in die sekundären lymphatischen Organe, also Milz, Lymphknoten 

oder Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) migrieren. Dort treffen naive T-Zellen auf 

zahlreiche Antigen-präsentierende Zellen. Es kommt zu vielen Interaktionen, bei denen sich der TZR 

Antigen:MHC-Komplexen auf APZ anlagert, und, nur wenn er einen Komplex spezifisch binden kann, 

die Aktivierung der T-Zelle auslöst. Kommen zur TZR-vermittelten Aktivierung noch ko-stimulatorische 

und Zytokin-vermittelte Signale von der Antigen-präsentierenden Zelle hinzu, beginnt ein weiterer 

Reifungsprozess: die T-Zelle tritt wieder in den Zellzyklus ein und proliferiert. Ihre Klone differenzieren 

sich zu Effektor-T-Zellen und Gedächtnis-T-Zellen. Statt des Zellmarkers CD45RA für antigen-naive T-

Zellen wird CD45RO, ein Marker für T-Gedächtniszellen, exprimiert. Auch die Expression der für die 

Migration der T-Zellen relevanten Homing-Moleküle verändert sich, sodass Antigen-erfahrene T-Zellen 

die sekundären lymphatischen Gewebe verlassen und in andere Gewebe einwandern können. Eine 

wichtige Gruppe von Homing-Molekülen sind die Integrine. Die Expression der Integrin-β7-Kette 

ermöglicht T-Zellen zum Beispiel die Migration in die Mukosa des Darms. [15] 

1.2.2 Antigen-Präsentation und die Aktivierung von T-Zellen  

Fast alle Zellen des Körpers präsentieren auf ihrer Oberfläche Antigene in Peptid:MHC-Komplexen. 

MHC steht für Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitätskomplex). MHC-Moleküle 

binden kurze Peptide mit Sequenzlängen von 8-13 (MHC-I) bis über 12-20 (MHC-II) Aminosäuren und 
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präsentieren diese Antigene den T-Zellen. [16] Ein Antigen-MHC Komplex wird vom passenden TZR 

gebunden und das präsentierende MHC-Molekül wird zusätzlich von einem Ko-Rezeptor des TZR 

gebunden. Die Ko-Rezeptoren heißen für MHC-II-Moleküle CD4 und für MHC-I-Moleküle CD8. Fast alle 

kernhaltigen Zellen des Körpers sowie Thrombozyten präsentieren zur Identifikation als körpereigen 

MHC-Klasse-I-Moleküle, auf die Proteinfragmente aus dem Zellinneren aufgeladen werden. Vor allem 

Antigen-präsentierende Zellen präsentieren auf ihrer Zelloberfläche auch MHC-Klasse-II-Moleküle. Die 

APZ können Peptide auf MHC-II-Moleküle laden, die aus phagozytierten Krankheitserregern, aus 

anderen körperfremden oder auch aus körpereigenen Strukturen stammen. [17] Einige MHC-

Polymorphismen sind mit dem Auftreten von autoimmunen und chronisch entzündlichen 

Erkrankungen assoziiert. [18] Die Aktivierung von T-Zellen wird durch den T-Zell-Rezeptor initialisiert. 

Der TZR ist ein Transmembranprotein aus einer α- und einer β-Kette. Ein kleiner Anteil der T-Zellen 

exprimiert auch anders aufgebaute TZR (z.B. γδ-T-Zellen). In der variablen, antigen-bindenden Region 

des α:β-TZR befinden sich drei Schleifen, deren Konformation maßgeblich für die spezifische Antigen-

Bindung des TZR ist. Durch das spezifische Binden des TZR an sein Antigen kommt es mithilfe der Ko-

Rezeptoren CD4 oder CD8 zur Phosphorylierung intrazellulärer Domänen des TZR. Das ist der Beginn 

einer Kaskade intrazellulärer Signale, die in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFAT und 

NFκB mündet, welche das Programm der nun aktivierten T-Zelle verändern. Damit die Signale effektiv 

weitergeleitet und amplifiziert werden, ist die Aktivierung von mehreren, bei CD4+ T-Zellen von 

mindestens 50 T-Zell-Rezeptoren erforderlich. [19] Außerdem sind die Aktivierung ko-stimulatorischer 

Moleküle auf T-Zellen, auch Signal 2 genannt, und die Stimulation der T-Zellen durch Zytokine, das 

sogenannte Signal 3, für die T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung notwendig. Ko-stimulatorische 

Moleküle verstärken die intrazelluläre Signalgebung des TZR. Zu ihnen zählen CD28 oder ICOS 

(Inducible T-cell Costimulator) und viele weitere. Auch der CD40-Ligand (CD154) stabilisiert eine T-Zell-

Aktivierung, indem er CD40 auf APZ bindet. Das Ausbleiben ko-stimulatorischer Signale beim Erst-

Kontakt mit dem Antigen führt dazu, dass T-Zellen bei erneutem Antigenkontakt nicht mehr aktivierbar 

sind. Diesen Zustand bezeichnet man als Anergie. Andere Oberflächenproteine auf T-Zellen können 

auch inhibitorisch in die TZR-vermittelte Aktivierung eingreifen. Einzelne dieser ko-inhibitorischen 

Moleküle tun dies, indem ihre intrazelluläre Aktivität mit der Signalkaskade des TZR interferiert, wie 

PD-1. Häufiger konkurrieren die ko-inhibitorischen Moleküle jedoch mit den ko-stimulatorischen um 

einen gemeinsamen Liganden auf den APZ. Das ist zum Beispiel der Fall bei CD28 (stimulatorisch) und 

CTLA-4 (inhibitorisch), die beide CD80 oder CD86 auf APZ binden können. Auch der ko-inhibitorische 

Rezeptor TIGIT konkurriert mit DNAM-1 um das von APZ exprimierte CD155. TIGIT und CTLA-4 haben 

gemein, dass sie ihre Liganden mit höherer Affinität binden als die mit ihnen konkurrierenden ko-

stimulatorischen Rezeptoren. [20; 19]  



 5 

1.2.3 Differenzierung von T-Helferzellen 

Die dritte Komponente in der Aktivierung von T-Zellen neben TZR-Aktivierung und Ko-Stimulation ist 

die Signalgebung durch Zytokine. Sie ist maßgeblich für die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in eine 

der funktionellen Subgruppen von T-Helferzellen oder TH-Zellen. Bei der Primärprägung sezerniert die 

Antigen-präsentierende Zelle, deren Peptid:MHC-Komplex von einer naiven THZ gebunden wurde, 

Zytokine, welche in der folgenden Proliferations- und Reifungsphase die Funktionen und Fähigkeiten 

der T-Zell-Klone maßgeblich beeinflussen. Das geschieht durch die Aktivierung von STAT-

Transkriptionsfaktoren, die wiederum weitere Transkriptionsfaktoren induzieren, welche das 

charakteristische Programm der verschiedenen TH-Zell-Subpopulationen induzieren. [15] 

TH1-Zellen entstehen unter dem Einfluss von Interferon-γ (IFN-γ) und Interleukin-12, die die 

Aktivierung von STAT1 und -4 und damit von T-bet bewirken. TH1-Zellen produzieren selbst Interferon- 

γ. Sie können bei B-Zellen einen Isotypenwechsel hin zu IgG bewirken und Makrophagen dahingehend 

aktivieren, dass diese intrazelluläre Erreger, die sich in ihrem Zellinneren befinden, abtöten. TH1-Zellen 

bekämpfen vor allem intrazelluläre Krankheitserreger wie Viren und bestimmte Bakterien. [21; 15] 

TH2-Zellen entwickeln sich, wenn die reifenden T-Zellen dem Interleukin-4 (IL-4) ausgesetzt sind. Es 

kommt zur Aktivierung von STAT6 und GATA3 und damit zur Induktion der TH2-Zytokine Interleukin-4 

(IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-13 (IL-13). Diese können bei B-Zellen die Produktion von IgE 

induzieren und rekrutieren zudem Mastzellen sowie eosinophile und basophile Granulozyten, die an 

der Bekämpfung extrazellulärer, ein- oder mehrzelliger Parasiten beteiligt sind. Eine überschießende 

Th2-Reaktion tritt bei Allergien vom Soforttyp auf. [21; 15] 

TH17-Zellen können sich unter dem Einfluss von Interleukin-23, Interleukin-6 (IL-6) und Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β) entwickeln. Die Induktion der Transkriptionsfaktoren STAT3 und RORγT führt 

zur Produktion der Zytokine Interleukin-17 und -22 (IL-17, IL-22). TH17-Zellen sind an der Bekämpfung 

von extrazellulär lebenden Bakterien und Pilzen beteiligt. Dazu rekrutieren sie neutrophile 

Granulozyten in infizierte Gewebe und unterstützen den Isotypenwechsel bei B-Zellen, sodass diese 

IgG oder IgA bilden können. [15; 22] 

TFH-Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von IL-6. Sie exprimieren die Transkriptionsfaktoren 

STAT3 und Bcl-6. Ihre Funktion besteht darin, in den Lymphknoten die B-Zellen bei der Aktivierung und 

Affinitätsreifung zu unterstützen. Daher sind TFH-Zellen unter anderem durch die Expression des 

Chemokin-Rezeptors CXCR5 für ein Homing in sekundären lymphatischen Organen gekennzeichnet. 

TFH-Zellen können Zytokine verschiedener T-Zell-Subpopulationen produzieren. Die genaue Beziehung 

oder Zuordnung zu den anderen Subpopulationen ist bislang nicht geklärt. [21; 15; 23] 
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Die Entwicklung eines regulatorischen Phänotyps kann im Thymus sowie bei bereits peripher 

zirkulierenden T-Zellen induziert werden. So kann man die natürlichen (nTReg), die ihren 

regulatorischen Phänotyp schon im Rahmen der Reifung im Thymus ausprägen und auto-reaktiv sind, 

unterscheiden von den peripher induzierten TReg (iTReg). [15]  Der regulatorische Phänotyp wird durch 

die Zytokine TGF-β und Interleukin-2 (IL-2) induziert, was zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

STAT5 und FoxP3 führt. TReg produzieren Interleukin-10 und TGF-β, welche inhibitorisch auf andere 

Immunzellen wirken. Außerdem hat eine starke Expression von CTLA-4 die Funktion, mit CD28-

Molekülen von anderen T-Zellen um CD80 oder CD86 auf APZ zu konkurrieren und damit die Ko-

Stimulation anderer T-Lymphozyten zu hemmen. Vermutlich spielt die Induktion des TReg-Phänotyps 

außerhalb des Thymus eine Rolle bei T-Zellen, die reaktiv sind für fremde, aber harmlose Antigene, z.B. 

kommensalen Mikrobiota. Auch Nahrungsmittel-spezifische TReg wurden schon beschrieben. [24]  

Neben den hier beschriebenen T-Zell-Sub-Populationen sind in der Literatur weitere beschrieben. Die 

Einteilung der TH-Subgruppen ist bislang nicht abschließend erforscht. Darüber hinaus wurde auch Th-

Zell-Plastizität, d.h. der Übergang von Zellen von einer zur einer anderen Th-Subpopulation 

beschrieben. Die Rolle und Häufigkeit von Th-Zell-Plastizität beim menschlichen Immunsystem ist 

jedoch bislang nicht abschließend geklärt. [21] 

1.3 Toleranzmechanismen des Immunsystems 

Zur Vermeidung überschießender Immunreaktionen sind Toleranzmechanismen erforderlich, die 

Immunantworten beenden oder ihre Entstehung verhindern können. Denn die Effektorfunktionen des 

Immunsystems können neben Krankheitserregern auch körpereigene Gewebe schädigen. [25] 

1.3.1 Mechanismen zur Gewährleistung immunologischer Toleranz 

Viele Toleranzmechanismen hängen mit dem Verhalten von T-Lymphozyten zusammen. Allerdings 

spielt auch die Antigensegregation eine Rolle. Sie beschreibt, dass Antigene nur in bestimmten 

immunprivilegierten Organen wie Gehirn oder Augen vorkommen, sodass das Immunsystem nicht mit 

ihnen in Kontakt kommen und deshalb keine Immunreaktion auslösen kann. Das verdeutlicht, dass 

nicht nur Zellen des Immunsystems zu Toleranz beitragen. Auch eine funktionierende 

Kompartimentierung des Körpers, beispielsweise eine intakte Blut-Hirn-Schranke, ist erforderlich, 

damit potenziell immunogene Antigene nicht in Kontakt mit Immunzellen kommen, die eine 

Entzündungsreaktion auslösen könnten. [25] Die T-Zell-vermittelten Toleranz-Mechanismen werden 

in zentrale und periphere Mechanismen unterteilt. Dabei spielt sich zentrale Toleranz im Thymus und 

periphere Toleranz in den sekundären lymphatischen Organen ab. [26] Zunächst dient die negative 

Selektion während der T-Zell-Reifung im Thymus der Elimination von autoreaktiven T-Zellen, die 

besonders stark an körpereigene, von Thymusepithelzellen präsentierte Antigene binden. Außerdem 

können autoreaktive T-Zellen mit intermediärer Affinität im Thymus, anstatt abzusterben, einen 
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regulatorischen Phänotyp ausbilden. Sie differenzieren sich zu natürlichen regulatorischen T-Zellen 

(nTReg). [14] Auch in sekundären lymphatischen Organen kann, falls die negative Selektion im Thymus 

versagt, bei autoreaktiven T-Zellen die Apoptose induziert werden. Zudem kann eine starke 

Aktivierung von T-Zellen zu ihrem Zelltod führen. [25] Des Weiteren spielt für die periphere Toleranz 

die T-Zell-Prägung eine wichtige Rolle: Für die Aktivierung einer naiven T-Zelle ist neben dem Signal 

ihres TZR ein ko-stimulatorisches Signal notwendig. Durch eine verminderte Expression von Liganden 

ko-stimulatorischer Rezeptoren können APZ bei der Primärprägung von T-Zellen Anergie induzieren. 

[25; 26] Darüber hinaus können T-Zellen durch die Expression von ko-inhibitorischen Rezeptoren ihre 

eigene Aktivierung stören. Binden ko-inhibitorische Rezeptoren der T-Zellen, z.B. CTLA-4 oder TIGIT, 

ihren Liganden auf einer APZ, können sie eine TZR-vermittelte T-Zell-Aktivierung hemmen. [20; 19] T-

Zellen, die aktiviert werden, erhöhen die Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren [19], sodass die 

Beendigung ihrer Aktivierung wahrscheinlicher wird. Bei der Primärprägung naiver T-Zellen kann auch 

ein tolerogener Phänotyp induziert werden. APZ beeinflussen durch das dritte Signal, die Zytokine, die 

sie sezernieren, die T-Zell-Differenzierung in eine Subpopulation. Unter dem Einfluss von Transforming 

Growth Factor-β und Interleukin-2 wird ein regulatorischer Phänotyp induziert. [15] Deshalb wird die 

entsprechende T-Zell-Population auch induzierte Regulatorische T-Zellen (iTReg) genannt. Bei 

natürlichen und induzierten regulatorischen T-Zellen führt eine Aktivierung durch ihr Antigen nicht zu 

einer verstärkten Entzündungsreaktion, sondern zu anti-inflammatorischen Signalen. Dazu zählen die 

Produktion von TGF-β und IL-10, welche inflammatorische Antworten hemmen können. Unter Einfluss 

von IL-10 wird zudem ein Toleranz-förderndes Verhalten bei APZ induziert, zum Beispiel sinkt ihre 

Expression von Liganden ko-stimulatorischer Moleküle und von proinflammatorischen Zytokinen. [15] 

Bereits vor ihrer Aktivierung exprimieren TReg konstitutiv den hochaffinen Interleukin-2-Rezeptor 

(CD25) und CTLA-4. Für beide Moleküle wird angenommen, dass sie mit CD25, bzw. CTLA-4 von 

anderen T-Helferzellen um die Liganden, also IL-2, bzw. CD80 und CD86 konkurrieren. So könnten TReg 

wichtige Stimuli für die pro-inflammatorische Reaktion konventioneller Th-Zellen abfangen. [15]  

1.3.2 Mukosale und Orale Toleranz 

Es wird angenommen, dass der Kontakt mit Antigenen, die auf den Schleimhäuten der Atemwege oder 

des Gastrointestinaltrakts vorkommen, zu Toleranzreaktionen des Immunsystems führt. Für dieses 

Phänomen wird der Begriff der mukosalen Toleranz verwendet. Dem untergeordnet wird die orale 

Toleranz (OT) abgegrenzt, die immunologische Toleranz nämlich, die gegenüber oral zugeführten 

Antigenen, etwa aus Nahrungsmitteln, besteht. [28; 29; 27] Das Funktionieren mukosaler Toleranz ist 

wichtig, weil Schleimhäute Grenzflächen zur Außenwelt darstellen und der Körper dort ständig mit 

anderen Organismen und weiteren körperfremden Stoffen in Kontakt steht. Dazu zählen im 

Gastrointestinaltrakt insbesondere kommensale Mikrobiota, Pathogene, sowie organische und 

anorganische Stoffe aus Nahrung und Stoffwechsel der Mikrobiota. [30; 29] Das mukosale 
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Immunsystem muss also ständig zwischen Antigenen von Krankheitserregern, harmlosen 

Kommensalen und nützlichen Stoffen aus der Nahrung unterscheiden. Wie genau die Interaktion des 

Immunsystem mit eigentlich harmlosen mukosalen Antigenen funktioniert, ist bislang nicht 

ausreichend verstanden. Neben Lymphozyten können auch Antigen-präsentierende Zellen eine Rolle 

bei Toleranzreaktionen spielen. So können Dendritische Zellen im Darmepithel Antigene aus 

Mikrobiota oder Nahrungsmitteln aufnehmen, dann in die mesenterialen Lymphknoten wandern und 

dort naive T-Zellen aktivieren. Unter Einfluss von TGF-β und Retinsäure aus den APZ prägen diese einen 

regulatorischen Phänotyp aus. [28; 31; 27] So können iTReg Toleranz etwa gegenüber Mikrobiota 

vermitteln. Darüber hinaus wurde die Entstehung FoxP3-negativer, ebenfalls regulatorischer T-Zell-

Populationen bei T-Zellen gegen Nahrungsmittelantigene beschrieben. [28; 32] Diese könnten 

demnach in der Darmschleimhaut, dem MALT und den mesenterialen Lymphknoten durch Produktion 

von IL-10 zum Überleben von TReg und zur Verminderung entzündlicher Signale von APZ beitragen. 

Daneben können Nahrungsmittel-spezifische T-Zellen im Rahmen ihrer Primärprägung auch anerg 

werden, sodass sie durch ihr Antigen nicht mehr aktiviert werden können. [29] Es gibt außerdem 

Hinweise, dass die Aktivierung von Nahrungsmittel-spezifischen T-Zellen zu deren Apoptose führen 

kann. Makrophagen, die apoptotische T-Zellen phagozytieren, könnten nach der Phagozytose verstärkt 

Interleukin-10 produzieren. [32] Für die B-Zell-vermittelte Toleranz gegenüber Nahrungs-Antigenen 

spielt der Isotypenwechsel hin zu IgG eine Rolle: Die Produktion Nahrungsmittel-spezifischer IgG gilt 

als Zeichen der physiologischen Auseinandersetzung des Immunsystems mit den 

Nahrungsmittelantigenen [33] und kann im Mausmodell die Ausbildung einer Typ-1-Allergie 

verhindern. [34] B-Zellen können sich unter Einfluss von Th17-Zellen oder TReg zu IgA-produzierenden 

Plasma-Zellen differenzieren. Immunglobuline A können auf die Schleimhautoberfläche sezerniert 

werden und tragen durch Opsonierung dort zur Abwehr von Mikroorganismen und zur Intaktheit der 

Darmschleimhaut bei. Für die Aufrechterhaltung mukosaler Toleranz ist auch das Funktionieren der 

Immunabwehr und der Schleimhautbarriere notwendig, damit eine Translokation von Bakterien oder 

Pilzen in die Mukosa, die eine Entzündung auslösen kann, vermieden wird. [29; 6] 

1.4 Chronisch Entzündliche Darmerkrankungen 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen (CED) weisen seit Jahrzehnten steigende Prävalenzen in 

Industrie- und Entwicklungsländern auf. [35] Die Krankheitsentstehung gilt als multifaktoriell und ist 

nicht vollständig verstanden. Trotz moderner Therapieansätze ist eine kurative Behandlung bisher 

nicht bekannt. [36] CED gehen aufgrund der Entzündung von Dünn- oder Dickdarm mit Diarrhoe, 

gestörter Verdauungsfunktion und intestinalem Blutverlust einher. [37; 36] Komplikationen wie 

Fisteln, Strikturen und intraepitheliale Neoplasien bis hin zu Darmkrebs können operative Eingriffe 

erforderlich machen. [36] Aufgrund steigender Inzidenzen bei oft jungem Erkrankungsalter in 

Kombination mit chronischen Krankheitsverläufen und geringer Mortalität ist mit CED eine erhebliche 
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Krankheitslast verbunden, welche global absehbar wachsen wird. [36; 35] CED werden unterteilt in 

Morbus Crohn (MC), Colitis Ulcerosa (CU) und die mikroskopische Kolitis, welche im Folgenden jedoch 

nicht weiter behandelt wird. Während MC im Allgemeinen alle Abschnitte des Verdauungstrakts und 

alle Schichten der Darmwand betreffen kann, ist CU eher auf die Mukosa des Kolons beschränkt. [36] 

Die strikte Trennung zwischen MC und CU gilt allerdings aufgrund der differenzierten 

Charakterisierung der CED der letzten Jahre zunehmend als überholt, eher wird von einem Spektrum 

von Erkrankungen ausgegangen. [18] Im Folgenden werden die Pathomechanismen der CED 

beschrieben und die Rolle von Nahrungsmitteln betrachtet. 

1.4.1 Defekte Schleimhautbarriere 

Die mukosale Barriere des Darms besteht aus einer luminalen Mukus-Schicht, aus Epithel mit 

Enterozyten, intraepithelialen Lymphozyten, Becherzellen und Paneth-Körnerzellen, sowie der Lamina 

Propria, in der neben Stroma- und Endothelzellen auch eine Reihe von Immunozyten vorkommen. Die 

Integrität der Schleimhautbarriere basiert auf der funktionalen Interaktion zwischen all diesen 

Bestandteilen. [29] Ihre Störung führt bei CED zu einer erhöhten Permeabilität der Mukosa [39; 25; 38; 

36], welche vielfältige Ursachen hat. So sind Gen-Varianten vor allem mit Morbus Crohn assoziiert, 

welche die Erkennung mikrobieller Antigene durch NOD2 [40] sowie die antimikrobielle Abwehr durch 

Paneth-Körnerzellen mithilfe von ATG16L1 [41] einschränken können. Bei Colitis Ulcerosa kann eine 

veränderte Muzin-Produktion die Schutzfunktion der Mukus-Schicht mindern. [36] Es sind weitere 

Gene mit CED assoziiert, welche die Barrierefunktion des Darmepithels betreffen. [40; 42] In CED wird 

außerdem die veränderte Expression von Genen beobachtet, deren Produkte den sogenannten 

Schlussleistenkomplex (Tight Junctions, Zonula occludens) bilden. [40] Durch die Hoch-Regulation von 

Claudin-2 wird etwa seine Durchlässigkeit erhöht, was die Translokation luminaler Antigene in die 

Mukosa vereinfacht. Die Expression von Proteinen der Zonula Occludens unterliegt unter anderem 

äußerlichen Faktoren, insbesondere der Produktion kurzkettiger Fettsäuren durch Mikrobiota [36] und 

möglicherweise auch der Ernährung. [38] Insgesamt führt die eingeschränkte Abwehr von 

Mikroorganismen sowie ihr vermehrtes Eindringen in die Mukosa bei CED vermutlich zu einer 

dysregulierten Immunreaktion. Die verstärkte Entzündungsreaktion kann, vermittelt etwa durch 

intraepitheliale zytotoxische T-Zellen, wiederum die Darmbarriere stören. [40]  

1.4.2 Dysregulierte Immunreaktion 

CED sind von einer überschießenden Immunreaktion in der Darmschleimhaut gekennzeichnet, die 

durch Veränderungen in der angeborenen und der erworbenen Immunabwehr entstehen kann. Neben 

genetischen Varianten wie Einzelnukleotidpolymorphismen in Signalkaskaden des Immunsystems 

tragen die defekte Schleimhautbarriere sowie ein verändertes Mikrobiom zur überschießenden 

Entzündung bei. [43; 25] Bei der angeborenen Immunantwort führen viele der CED-assoziierten 
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genetischen Varianten zu einer veränderten Antigenpräsentation durch Makrophagen und 

dendritische Zellen, wie etwa NOD2, ATG16L (MC) oder MHC-Klasse-II-Moleküle (CU). [18; 41] Auch 

SNPs im Gen von CARD9, das in der Signalkaskade eines PRR von Makrophagen steht, kommen in CED 

gehäuft vor. [25] Der Antigenpräsentation und der T-Zell-vermittelten Immunität wird eine wichtige 

Rolle in der Pathophysiologie von CED zugeschrieben, denn CED-assoziierte Gene sind insbesondere in 

Signalwegen von APZ und T-Zellen angereichert. [43] Zum abweichenden Verhalten von T-Zell-

Subpopulationen tragen genetische Varianten in den Signalkaskaden verschiedener Zytokine (IL-10, IL-

12, IL-23, TNF-α, IFN-γ) bei. [43] So sind für Morbus Crohn eine deregulierte Th1- Antwort und für MC 

und Colitis Ulcerosa eine deregulierte, oder pathologische Th17-Antwort beschrieben. [44; 40; 42; 45] 

T-Zellen mit tolerogenem Phänotyp sind demgegenüber reduziert [46] oder in ihrer Funktion gestört. 

[47] Überdies ist der Zellzyklus von T-Zellen der Lamina propria verändert: Bei MC treten die T-Zellen 

häufiger in den Zellzyklus ein, ihre Apoptoserate ist vermindert. Bei CU scheint der Zellzyklus der T-

Zellen verlangsamt zu sein, während Apoptosen häufiger vorkommen. [48] Die Rolle von B-Zellen im 

Krankheitsgeschehen ist dagegen wahrscheinlich weniger ausgeprägt. Darauf weisen genetische 

Untersuchungen [43] und Therapieversuche mit auf B-Zellen zielenden Medikamenten hin. [40] 

Dennoch werden auch in der B-Zell-Antwort Veränderungen bei CED beobachtet: Antikörper gegen ein 

körpereigenes Antigen (ANCA) in CU oder gegen mukosale, mikrobielle Antigene, wie anti-

Saccharomyces-Cerevisiae-Antikörper (ASCA) sind in MC sind häufig erhöht. [49] Dabei besteht, anders 

als im Gesunden, eine Dominanz von IgG gegenüber IgA im Plasma. Die Frage, ob IgG im Unterschied 

zu IgA zur Pathophysiologie von CED beitragen, ist noch ungeklärt. [40]    

1.4.3 Verändertes Mikrobiom 

Das Mikrobiom bezeichnet die Gesamtheit der Mikroorganismen, welche einen Menschen besiedeln. 

[40] Mit Blick auf CED ist besonders das Mikrobiom im Darm von Interesse. Verschiedene Gruppen 

stellten bei dessen Untersuchung Unterschiede zwischen CED und dem gesunden Zustand fest: Bei CED 

sind demnach die Menge und die Diversität der Mikrobiota reduziert. [29; 42] Einige Stämme werden 

mit dem Auftreten von CED assoziiert, insbesondere enteroadhäsive E. coli. [29] Zahlreiche weitere 

Bakterien, Pilze und Viren wurden und werden darauf hin untersucht, ob sie das intestinale 

Immunsystem zu der überschießenden Immunreaktion stimulieren könnten, die bei CED stattfindet. 

[42] Dahinter steht die Annahme, dass mikrobielle Antigene pathologische Reaktionen bei den 

spezifischen CD4+ T-Zellen induzieren und so krankheitstreibend sind. [40] Diese These wird von der 

Beobachtung gestützt, dass die entzündeten Darmregionen bei CED meist die sind, in denen die 

bakterielle Besiedelung hoch ist, nämlich Kolon und terminales Ileum. [42] Bei den untersuchten 

Mikroben die mit einer veränderten T-Zell-Immunität in Verbindung gebracht wurden, handelt es sich 

unter anderem um Candida albicans [50] und E. Coli. [51] Es wurden demgegenüber allerdings auch 

Bakterien-Stämme entdeckt, welche TReg induzieren oder durch die Produktion kurzkettiger Fettsäuren 
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die Integrität der Schleimhautbarriere verbessern können. [42; 36; 36] Die Häufigkeit einiger dieser 

Stämme ist im Mikrobiom von CED-Patienten reduziert, so zum Beispiel die Häufigkeit von Bacteroides, 

Faecalibacterium prausnitzii, und von bestimmten Clostridienstämmen. [42] 

1.4.4 Rolle von Nahrungsmitteln 

Es gibt viele Vermutungen über und nur wenige klare Hinweise auf einen Einfluss der Ernährung auf 

das Krankheitsgeschehen bei CED. [54; 53; 52] Bekannt ist, dass mit der sogenannten westlichen Diät, 

die durch einen hohen Gehalt an gesättigten Fettsäuren und Zucker und geringe Mengen von 

Ballaststoffen und Vitaminen charakterisiert ist, ein erhöhtes Erkrankungsrisiko für CED einhergeht. 

[52] Dafür sind unterschiedliche Erklärungen denkbar. So sind bei der mediterranen Diät, die den 

Konsum großer Mengen von Obst, Gemüse und als gesund geltenden Fetten einschließt, wichtige 

Entzündungsmarker im Serum niedriger als bei der westlichen Diät. [38] Dabei können bereits 

subklinisch erhöhte Entzündungsmarker das Risiko für entzündliche Erkrankungen erhöhen. [55] Mit 

der westlichen Diät können im Mausmodell zudem Veränderungen in der Zusammensetzung des 

Mikrobioms einhergehen, die den Veränderungen in CED ähneln. [52] Ernährungsbedingte 

Veränderungen des Mikrobioms können darüber hinaus zu einer erhöhten Permeabilität der 

Darmschleimhaut führen. [38] Nahrungsmittel könnten die Durchlässigkeit der Schleimhautbarriere 

allerdings auch direkt vergrößern. Das wurde unter anderem für eine hohe Glucose-Zufuhr im 

Mausmodell [56] und für die Zufuhr des Weizen-Proteins Gliadin in vitro [39] beschrieben. Es wäre 

außerdem denkbar, dass Nahrungsmittel-spezifische T-Zellen in CED eine pathologische 

Immunreaktion auslösen, wie es auch für Mikrobiota-spezifische T-Zellen angenommen wird. 

Ó'Moráin et al. beschrieben 1984 eine Diät, die bei Kindern mit Morbus Crohn eine Remission 

induzieren konnte. Diese untersuchte „Elemental Diet“ enthält nur freie Aminosäuren, aber keine 

Peptide, die möglicherweise als immunogene Antigene fungieren könnten. [37] Einen weiteren 

Hinweis darauf, dass Nahrungsbestandteile als Antigene dysregulierter T-Zellen eine Rolle in CED 

spielen könnten, liefern Visekruna et al. mit Versuchen an Nahrungsmittel-abhängigen T-Zellen von 

MC-Patienten. Diese T-Zellen sind seltener apoptotisch, wobei in der Arbeit gezeigt wird, dass das 

Absterben Nahrungsmittel-abhängiger T-Zellen die Aufrechterhaltung oraler Toleranz beeinflusst. [32]  

1.5 Analyse von T-Zellen in Abhängigkeit ihrer Antigen-Spezifität 

Für die in dieser Arbeit vorgestellte Untersuchung von T-Helferzellen, die durch Nahrungsmittel-

Antigene aktiviert werden, wurde die Antigen-reaktive T-Zell-Anreicherung (Antigen-reactive T Cell 

enrichment, ARTE) genutzt. ARTE ermöglicht die ex-vivo Analyse von CD4+ T-Zellen nach Aktivierung 

durch ihr Antigen und ist sensitiv genug, um auch sehr seltene antigen-reaktive T-Zellen direkt in 

humanen Proben nachweisen zu können. [57] Das Protokoll basiert auf der Hoch-Regulation von 

CD154 auf CD4+ T-Zellen innerhalb von fünf bis sieben Stunden nach Erkennung ihres Antigens und 
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kombiniert die magnetische Anreicherung CD154 exprimierender T-Zellen mit deren Untersuchung in 

einem Multi-Parameter-Durchflusszytometer. [57] Für die in dieser Arbeit untersuchten 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen wurden ganze Nahrungsmittel-Proteine wie Gliadin oder Glutenin 

oder sogar Proteingemische aus Weizen und Milch genutzt.  Da die Antigene von CD4+ T-Zellen Peptide 

mit einer Sequenzlänge von ca. 13 Aminosäuren sind [17], enthalten die verwendeten 

Nahrungsmittelproteine eine Vielzahl von Epitopen für T-Zell-Rezeptoren. Es ist daher anzunehmen, 

dass bei die als reaktiv analysierten CD154+ T-Zellen ein Spektrum an T-Zell-Rezeptoren mit 

verschiedenen Spezifitäten aufweisen. [57] 

1.6 Zielsetzung und Fragestellung 

CD4+ T-Zellen organisieren die adaptive Immunantwort und sie weisen in CED ein dysreguliertes 

Verhalten auf. Die krankheitsrelevanten Antigene in CED sind aber bislang nicht bekannt. Ziel der 

vorliegenden Arbeit ist es, eine mögliche Rolle Nahrungsmittel-reaktiver T Zellen für die chronische 

Entzündungsreaktion bei CED zu untersuchen. Mit der Antigen-reaktiven T-Zell-Anreicherung steht 

dafür eine sensitive Methode zu Verfügung. Es wurden Nahrungsmittel-reaktive CD4+ T-Zellen im Blut 

von gesunden Spendern und Patienten mit CED untersucht, um folgende Fragen zu adressieren: 

1. Welchen Phänotyp und funktionelle Eigenschaften haben Nahrungsmittel-reaktive CD4+ T-

Zellen bei gesunden Probanden? 

2. Wie können die Ergebnisse mit Blick auf die Frage nach Mechanismen der oralen Toleranz 

eingeordnet werden? 

3. Gibt es Unterschiede in Anzahl oder Verhalten Nahrungsmittel-reaktiver CD4+ T-Zellen von 

CED-Patienten bei Stimulation mit ihrem Antigen in der ex-vivo Analyse? 

2 Material 

2.1 Blutproben und Leukozytenfilter 

Die 34 CED-Patienten und -Patientinnen wurden im Comprehensive Center for Inflammation Medicine 

des UKSH und im gastroenterologisch-hepatologischen MVZ Kiel rekrutiert. Den Patienten und 

Patientinnen wurden nach Aufklärung und Einwilligung 50 bis 100 ml Blut entnommen. Das Blut von 

18 gesunden Spendern und Spenderinnen wurde nach deren Einwilligung entnommen. Bei der 

Rekrutierung gesunder Kontrollen wurde die Geschlechter- und Alters-Verteilung in den beiden CED-

Kohorten (Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa) soweit möglich berücksichtigt (siehe Tabelle 1 sowie 

Tabelle 14 im Anhang). Die Blutentnahmen und -untersuchungen erfolgten im Rahmen der Studie 

„Antigen-spezifische T-Zell-Antwort bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED)“, die von 

der Ethik-Kommission des UKSH in Kiel genehmigt wurde (Aktenzeichen D 427/19). Für die 
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Charakterisierung Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im Gesunden wurden Leukozytenretentions-

systeme, kurz LRS, vom Blutspendezentrum des UKSH verwendet (siehe Tabelle 15 im Anhang). 

Tabelle 1: Übersicht über die Kohorten der AgCED-Studie 

 Gesund Morbus Crohn Colitis Ulcerosa 

Kohortengröße1 (n) 18 17 15 

Durchschnittsalter 36,4 Jahre (22-70) 35,4 Jahre (20-61) 40,3 Jahre (23-72) 

Geschlecht 

weiblich 61,1% (11/18) 41,2% (7/17) 40,0% (6/15) 

männlich 38,8% (7/18) 58,8% (10/17) 60,0% (9/15) 

mittlere 
Erkrankungsdauer k.A.  

9,1 Jahre (1-35)  
unbekannt: 1 Patient 

12,7 Jahre (4-26) 
unbekannt: 2 Patienten 

Krankheitsaktivität2 
 
  

k.A. 
  

mittlerer HBI: 3,3 Punkte 
(1-9) 
unbekannt: 5 Patienten 

Mayo-Score 0: 10 
Mayo-Score 1: 1 
unbekannt: 4 Patienten 

Lokalisation3 

  
  
  

k.A. Oberer GIT 4 Pankolitis 4 

k.A. term. Ileum  5 Linksseitenkolitis 10 

k.A. Ileokolon  7 Proktitis  0 

k.A. Kolon  1 unbekannt 1 
1 Anzahl der in das Arte-Screening eingeschlossenen Patienten und Gesundspender 
2 Morbus Crohn: Harvey-Bradshaw-Index; Colitis Ulcerosa: Mayo-Score [58; 59] 
3 nach Montreal-Klassifikation für Morbus Crohn (L1-L4), bzw. Colitis Ulcerosa (E1-E3) [60]  
 

2.2 Chemikalien, Puffer und Medien 

Tabelle 2: Chemikalien, Puffer und Medien 

Gebrauchsbezeichnung Handelsname Hersteller 

AB-Serum Humanserum Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

Aqua ad iniectabilia Ampuwa® Spüllösung 
Plastipur® 

Fresenius Kabi, Sèvres, Frankreich 

Brefeldin A Brefeldin A aus Penicillium 
brefeldianum 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

BSA Bovines Serumalbumin Serva, Heidelberg, Deutschland 

CD4-Beads CD4 MicroBeads, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

DMSO Dimethylsulfoxide Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

EDTA UltraPure™ 0.5M EDTA, pH 8.0 
 

Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, 
Vilnius, Lithuania 

Ficoll Ficoll-PaqueTM PLUS GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Schweden 

Interleukin 2 Mouse IL-2 IS, premium grade Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

Ionomycin Ionomycin, Calciumsalz aus 
Streptomyces conglobatus 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

Life-Death-Farbstoff Viobility 405/520 Fixable Dye Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

PBS Phosphate Buffered Saline  Lonza, Wakersville, MD, USA 

Penicillin-Streptomycin Penicillin-Streptomycin Sigma Aldrich, Rehovot, Israel 
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PMA (Phorbol-12-
myristat-13-acetat) 

PMA Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

Propidium Iodid Propidium Iodide Solution Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

RPMI GibcoTM RPMI 1640 Medium Life Technologies, Paisley, 
Vereinigtes Königreich 

TexMACS TexMACSTM Medium Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

X-Vivo X-VivoTM 15 Lonza, Verviers, Belgien 

 

Tabelle 3: Zusammensetzung von Puffern und Medien 

Bezeichnung Inhalt 

Expansionsmedium für 
Zellkulturlinien 

TexMACS mit humanem AB-Serum (1:20), Penicillin-Streptomycin 
(1:100), Interleukin-2 (1:500) 

Freezing Medium zum 
Einfrieren von Zellen 

X-Vivo, humanes AB-Serum, DMSO im Verhältnis 2:2:1 

PBS  
 

2,683 mM KCl, 1,470 mM KH2PO4, 136,893 mM NaCl, 8,058 mM 
Na2HPO4 ∙ 7 H2O, ohne Magnesium oder Calcium 

PEB PBS, 2 mM EDTA, je nach Verwendung 0,5% BSA oder ABS 

RPMI RPMI 1640 mit L-Glutamin und 25mM HEPES 

TexMACS Glutamin, humanes Albumin, Phenolrot, pH: 6,5-7,9 

X-Vivo 15 Gentamicin, Phenolrot 

 

2.3 Kits 

Tabelle 4: Verwendete Kits 

Handelsname Hersteller 

CD154 MicroBead Kit, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD4+ T Cell Isolation Kit, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

FoxP3 Staining Buffer Set Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

IgG Food Screen 7 ELISA IBL International, Hamburg, Deutschland 

Inside Stain Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

 

2.4 Antigene 

Tabelle 5: Zur Stimulation verwendete Antigene 

Bezeichnung Konzentration  Inhalt Hersteller 

Albumine und 
Globuline, ALGL 

100 µg/ml Leukosin und Edestin  Zedira, Darmstadt, Deutschland 

Gliadin 100 µg/ml Weizen-Prolamin Zedira, Darmstadt, Deutschland 

Glutenin 50 µg/ml Weizen-Glutelin Zedira, Darmstadt, Deutschland 

Wheat 100 µg/ml entfettetes gesamt-
Weizenprotein 

Stallergenes Greer, Lenoir, NC, USA 

Gliadin 100 µg/ml Weizen-Prolamin Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA 

Milk 100 µg/ml Entfettetes gesamt-
Milchprotein 

Stallergenes Greer, Lenoir, NC, USA 

Candida albicans 40 µg/ml Candida albicans  Stallergenes Greer, Lenoir, NC, USA 

Candida tropicalis 40 µg/ml Candida tropicalis Kooperation mit B. Hube, HKI, Jena 
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Escherichia Coli 40 µg/ml Escherichia coli Kooperation mit S. Bereswill, 
Charité, Berlin 

2.5 Geräte 

Tabelle 6: Geräte 

Gebrauchsbezeichnung Handelsname Hersteller 

Brutschrank HeracellTM 150i CO2 Inkubator Heraeus, Hanau, Deutschland 

ELISA Reader infinite M200 Tecan Austria, Grödig, 
Österreich 

FACSAria BD FACSAriaTM Fusion Cell Sorter BD Life Sciences, San Jose, CA, 
USA 

Fortessa LRSFortessaTM Flow Cytometer BD Biosciences, San Jose, CA, 
USA 

Große Zentrifuge Megastar 3.0R VWR, Leuven, Belgien 

MACS-Magnetständer MACS® Multi stand Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 

MACSQuant 10 MACSQuant® Analyzer 10 Flow 
Cytometer 

Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 

MACSQuant 16 MACSQuant® Analyzer 16 Flow 
Cytometer 

Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 

Mikroliterpipetten 10µl/ 
20µl/ 100µl/ 200µl/ 1000µl 

Eppendorf Research® plus Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

Multikanalpipette 200ml Eppendorf Research® plus Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

Multikanalpipette 5-50 µl Finnpipette F1 Thermo Fisher Scientific Oy, 
Vantaa, Finnland 

Multistepper  Multipipette® M4  Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

Nukleofektor mit X-Unit 4D-NukleofectorTM Lonza, Basel, Schweiz 

Schüttelgerät Titramax 101 Heidolph, Schwabach, 
Deutschland 

Separationsmagneten QuadroMACSTM Separator, 
OctoMACSTM Separator 

Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 

Serologische Pipette accu-jet® pro Brand, Wertheim, Deutschland 

Sterilbank LaminAir Heraeus, Hanau, Deutschland 

Thermocycler QuantStudioTM 5  Life Technologies, Singapur 

Tischzentrifuge  Micro Star 17R VWR, Leuven, Belgien 

Vortex-Gerät MS2 Minishaker IKA-Werke, Staufen, 
Deutschland 

 

2.6 Programme zur Datenanalyse 

Tabelle 7: Programme zur Datenanalyse 

Bezeichnung Hersteller 

FlowJo 10.6 BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

GraphPad Prism 9 GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 

MACSQuantify® Software Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Microsoft Office 2019 Standard Microsoft, Redmond, WA, USA 
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3 Methoden 

3.1 Isolation mononukleärer Zellen des peripheren Blutes 

Die Isolation von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (engl.: peripheral blood mononuclear 

cells, PBMC) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll. Nach der Verdünnung von 50ml 

peripherem, venösem Vollblut mit PBS wurden je 35 ml des Blutes über 15 ml Ficoll geschichtet. Es 

folgten drei Zentrifugationsschritte: Zunächst die Dichtegradientenzentrifugation bei 700 g und 

Raumtemperatur ohne Bremse. Nach Entnahme der mononukleären Zellen aus der Grenzfläche von 

Ficoll und Plasma wurden die PBMC anschließend mit PBS bei 400 g und 4 °C gewaschen, um 

Rückstände des Ficolls zu entfernen. Der letzte Wasch- und Zentrifugationsschritt mit RPMI diente der 

Reduktion des Anteils von Thrombo- und Granulozyten und erfolgte daher bei 200 g. Zur Lagerung 

wurden die PBMC in frischem RPMI mit 5% humanem AB-Serum aufgenommen. Die Aufbereitung 

erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl der Zellsuspension 

entnommen und in 90µl PEB verdünnt. Nach Zugabe von 1 µl Propidiumiodid zum Ausschluss toter 

Zellen konnten die Zellen am MACSQuant 16 gezählt werden. 

3.2 Gewinnung von Plasma 

Zur Gewinnung von Plasma wurde ein mit Blut gefülltes 4,5 ml-EDTA-Röhrchen für 15 Minuten bei 

1700 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Anschließend wurde unter sterilen Bedingungen 1 ml 

Plasma entnommen, sofort eingefroren und bei -20 °C gelagert. Ziel war die spätere Untersuchung auf 

Nahrungsmittel-IgG. 

3.3 Antigen-reaktive T Zell Anreicherung mit direkter ex-Vivo-Analyse (ARTE) 

Die Antigen-reaktive Ex-Vivo-Analyse von CD4+ T Lymphozyten (folgend als T-Zellen bezeichnet) 

ermöglicht die Analyse der T-Zellen in Abhängigkeit von ihrer Antigen-Spezifität [57]. Sie beginnt mit 

der Stimulation von PBMC mit dem Antigen von Interesse. Nach mehrstündiger Inkubation 

exprimieren die Antigen-reaktiven T Zellen den Aktivierungsmarker CD154, oder CD40-Ligand. Dieser 

wird mit anti-CD154-Biotin markiert und sekundär mit magnetischen anti-Biotin-Beads gekoppelt. 

Dieser Schritt erlaubt anschließend die magnetische Anreicherung der aktivierten T Zellen. Nach extra- 

und intrazellulärer Färbung können die Zellen am Durchflusszytometer aufgenommen und gemessen 

werden. Die Schritte des ARTE-Protokolls werden im Folgenden detailliert beschrieben (3.3.1 bis 3.3.7).  

3.3.1 Original-Färbung 

Um die natürliche, oder originale Verteilung von Subgruppen wie naiven und Gedächtnis-T-Zellen 

innerhalb der T Helfer Zellen festzuhalten, wurden den PBMC 1∙106 Zellen entnommen. Sie wurden 

mit 1 ml PEB gewaschen (4°C, 400 g, 5 Minuten) und dann bei 4 °C für 15 Minuten mit einem 

Antikörpermix zur Oberflächenfärbung inkubiert (siehe Tabelle 8). Im Anschluss wurden die Zellen 
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erneut mit 1 ml PEB gewaschen und dann in 350 µl frischem PEB aufgenommen. Nach Zugabe von 3,5 

µl Propidiumiodid konnten die Zellen am MACSQuant16 gemessen werden. Für die Gating-Strategie 

siehe Abbildung 1. 

Tabelle 8: Antikörper-Liste für die Original-Färbung 

Zielstruktur Fluorochrom Verhältnis 

CD4 VioBlue 1:50 

CD8 PerCP 1:50 

CD14 PerCP 1:50 

CD20 PerCP 1:50 

CD127 APC 1:50 

CD25 PE 1:50 

CCR7 FITC 1:50 

CD45RA VioGreen 1:50 

CD45RO PE-Vio 770 1:100 

 Propidium Iodid 1:100 

 

3.3.2 Stimulation 

Die PBMC-Suspension wurde in einer Kulturplatte auf mindestens zwei Ansätze, also in mindestens 

zwei Vertiefungen (Wells) verteilt. Jeder Ansatz enthielt die gleiche Zellzahl, das heißt 1∙107 bis 4∙107 

PBMC. Bei jeder Stimulation gab es einen Ansatz, dem kein Antigen zugesetzt wurde, damit bei der 

Analyse die Hintergrund-Aktivierung berücksichtigt werden konnte. Die weiteren Ansätze wurden mit 

jeweils einem Nahrungsmittelantigen stimuliert. Diese Antigene wurden im Verhältnis 1:10 (100 

µg/ml) bzw. 1:20 (50 µg/ml) für Glutenin, zugesetzt. Außerdem wurde auch ein anti-CD40-Antikörper 

im Verhältnis 1:100 (1µg/ml) zu allen Ansätzen gegeben. Dieser verhinderte das Binden des 

Aktivierungsmarkers CD154 an von antigen-präsentierenden Zellen exprimiertes CD40 – und damit die 

Internalisierung von CD154. So stand das CD154 später an der Zelloberfläche für die magnetische 

Markierung zu Verfügung. Nach fünfeinhalbstündiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 

wurde Brefeldin A im Verhältnis 1:1000 (1µg/ml) zu den Zellen gegeben. So konnten Proteine, die in 

Reaktion auf die Antigen-Stimulation produziert wurden, im endoplasmatischen Retikulum 

akkumulieren und wurden auf diese Weise intrazellulär anfärbbar. Es folgten weitere 1,5 Stunden der 

Inkubation. Zur Gewährleistung der selektiven Stimulation mit dem Antigen von Interesse erfolgte die 

Stimulation unter sterilen Bedingungen. 

3.3.3 Antigen-reaktive T-Zell Anreicherung 

Nach der siebenstündigen Stimulation der PBMC wurden die Zellen in je ein 1,5 ml-Mikrotube pro 

Ansatz überführt. Nach einem Waschschritt mit PEB (5 Minuten, 4 °C, 400 g) wurden die Zellen für 15 

Minuten bei Raumtemperatur mit der Matrixfärbung inkubiert. Diese enthielt neben anti-CD154-Biotin 

zur späteren Kopplung der magnetischen anti-Biotin-Beads an aktivierte Zellen zwei verschiedene anti-

CD4-Antikörper (CD4-BV421 und CD4-APCVio770). Die Färbung mit den beiden CD4-Antikörpern 
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diente der Bildung von Subgruppen nach dem Barcode-Prinzip. Das ermöglichte nach einem 

Waschschritt mit PEB (5 Minuten, 4 °C, 400 g) die Zusammenführung der verschieden stimulierten 

Ansätze eines Spenders. Nach einem weiteren Waschschritt (5 Minuten, 4 °C, 400 g) erfolgte die 

Inkubation mit den magnetischen anti-Biotin-Beads für 15 Minuten bei 4 °C. Nach diesen Schritten 

folgte die magnetische Anreicherung. Dafür wurde die Probe erneut wie oben beschrieben gewaschen, 

und dann auf eine MS Säule gegeben, die sich in einem Magnetfeld befand. So durchlief der Großteil 

der PBMC die Säule, während v.a. die magnetisch markierten, CD154+ Zellen auf der Säule verblieben. 

Die Zellen wurden mit 1 ml PEB und dann mit 0,5 ml PBS gespült. Die dann verbliebenen Zellen wurden 

auf der magnetischen Säule für 15 Minuten mit der Oberflächen-Färbung inkubiert (siehe Tabelle 9). 

Zum Schutz der Fluorochrome wurde die Säule abgedunkelt. Nach erneutem Spülen mit 0,5 ml BPS 

wurden die Zellen mit 0,8 ml PEB von der Säule eluiert. Zur Fixierung folgte eine zehnminütige 

Inkubation der Zellen mit 0,2 ml Inside Fix bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Zellen auf 

eine zweite magnetische Säule gegeben. Dort wurden sie mit 0,2 ml Inside Perm permeabilisiert, 

sodass Antikörper auch intrazelluläre Strukturen erreichen konnten. Dann folgte auf der Säule und 

abgedunkelt, für 12 Minuten die intrazelluläre Färbung (siehe Tabelle 10). Schließlich wurde die Säule 

wieder mit InsidePerm gespült. Dann wurden die angereicherten, gefärbten, antigen-reaktiven Zellen 

mit 1 ml PEB in ein 5ml-FACS-Röhrchen eluiert und schließlich am LSRFortessa gemessen.  

Tabelle 9: Antikörper-Liste für die Oberflächenfärbung 

Panel 1 Panel 2 

Zielstruktur Fluorochrom Verhältnis Zielstruktur Fluorochrom Verhältnis 

CD8 VioGreen 1:50 CD8 VioGreen 1:50 

CD14 VioGreen 1:50 CD14 VioGreen 1:50 

CD20 VioGreen 1:50 CD20 VioGreen 1:50 

CD45RA PE-Cy5 1:60 CD45RA PE-Cy5 1:60 

PD1 PE 1:10 PD1 BV785 1:20 

Integrin β7 BV650 1:50    

TIGIT APC 1:50 TIGIT APC 1:50 

 Viobility 1:60  Viobility 1:60 

Tabelle 10: Antikörper-Liste für die intrazelluläre Färbung  

Panel 1   Panel 2   

Zielstruktur Fluorochrom Verhältnis Zielstruktur Fluorochrom Verhältnis 

CD154 FITC 1:50 CD154 FITC 1:50 

IFN-γ AF700 1:100 IFN-γ AF700 1:100 

IL-22 PerCP-eFlour 710 1:100 IL-22 PerCP-eFlour 710 1:100 

IL-10 PE-Dazzle 1:50 IL-10 PE-Dazzle 1:50 

TNF-α BV711 1:20 TNF-α BV711 1:20 

GM-CSF PE-Vio 770 1:50 GM-CSF PE-Vio 770 1:50 

IL-17A BV785 1:20 IL-17A BV650 1:20 

CTLA-4 BV605 1:20 IL-4 BV605 1:20 

   IL-13 PE 1:50 

Für eine Probe wurden für den extra- und intrazellulären Färbemix je 60 µl angesetzt. Die Antikörper 
wurden in Vitamin C, TSE und Inside Perm verdünnt. 
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3.3.4 Durchflusszytometrische Analyse und Gating Strategie 

Zur Auswertung der am Durchflusszytometer generierten Daten wurden die Software MACSQuantify 

(Original-Färbung) und FlowJo 10.6 (ARTE) verwendet. Für die vollständigen Gating-Strategien von 

Original-Fraction-Färbung und ARTE siehe Abbildung 1 und 2 auf den folgenden Seiten. Für beide 

Gating-Strategien werden zunächst Vorwärts- und Seitwärtsstreuung gegeneinander aufgetragen, um 

die Lymphozyten-Population anhand ihrer Morphologie zu identifizieren (1.). Dann folgt jeweils der 

Ausschluss von Zell-Doubletten (2.) und im nächsten Schritt (3.) werden unter den Lymphozyten CD4+ 

Zellen ein- und CD8+, CD14+ und CD20+ sowie tote Zellen ausgeschlossen. Für die Bestimmung der T-

Zell-Subpopulationen in der Original-Färbung werden dann die CD4+ T-Zellen werden anhand von CD25 

und CD127 in regulatorische, bzw. konventionelle T Zellen unterschieden (4.). Innerhalb dieser 

Populationen wird der Anteil von naiven und Gedächtnis T-Zellen anhand der Marker CCR7 und 

CD45RO bestimmt (a, b). Dagegen werden in der Gating-Strategie für die Antigenreaktive T-Zell-

Anreicherung die CD4-positiven T-Zellen mit der Matrixfärbung (4., CD4-APCVio770/ CD4-BV421) in 

die T-Zellen in den Subgruppen unterteilt, die mit demselben Antigen stimuliert wurden. Innerhalb 

dieser Subgruppen werden die aktivierten CD154+ (5.) und innerhalb derer die Gedächtnis-T-Zellen 

(CD45RA-) ausgewählt (6.). Die so ausgewählten Antigen-reaktiven CD4+ T-Gedächtnis-Zellen sind die 

Population von Interesse. Deshalb werden sie in untergeordneten Gates weiter auf die Expression von 

Zytokinen (7.a) oder inhibitorischen Rezeptoren (7.b) untersucht. 

 
Abbildung 1: Gating-Strategie für die Original-Fraction-Färbung 
Die Gating-Strategie dient der Bestimmung der relativen Aufteilung von T-Zell-Subgruppen in PBMC. 
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Abbildung 2: Gating-Strategie für die Antigen-reaktive T-Zell Anreicherung mit Ex-Vivo Analyse 
Die Gating-Strategie dient der Identifikation und Charakterisierung Antigen-reaktiver T-Zellen. 

3.4 Expansion Antigen-reaktiver T Zellen 

Die Antigen-reaktive T Zell Anreicherung ermöglicht alternativ zur direkten Ex-Vivo-Analyse auch, die 

Nahrungsmittel-reaktiven T Zellen in Kultur zu nehmen, zu expandieren und sie dann auf ihr Verhalten 

gegenüber verschiedenen Antigenen hin zu analysieren. So kann durch die Restimulation (3.4.5) auf 

etwaige Kreuzreaktivität der Antigen-reaktiven T Zellen getestet und ihre funktionelle Affinität zu 

ihrem Antigen bestimmt werden. Die gesamte Bearbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Davon 

ist nur der letzte Teil des Protokolls, die Prozessierung und Färbung (3.4.5.4) ausgenommen. 

3.4.1 Stimulation von PBMC 

Für jede Spezifität von Interesse wurden PBMC in RPMI mit 5% AB-Serum in ein Well einer 

Zellkulturplatte gegeben und über Nacht bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Nahrungsmittel-Antigene 

wurden im Verhältnis 1:10 (100 µg/ml) zugesetzt. Für die Anreicherung wurde ein anti-CD40-

Antikörper im Verhältnis 1:100 zu den PBMC gegeben. Der unstimulierte Kontroll-Ansatz entfiel, da 

der unspezifische Background nicht expandiert wurde. Als Kontrolle wurden stattdessen Candida 

albicans-spezifische T Helfer Zellen expandiert. C. albicans-Lysat wurde im Verhältnis 1:25 (40 µg/ml) 

zu den PBMC gegeben, zusammen mit dem anti-CD40-Antikörper (1:100) und einem anti-CD28-
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Antikörper (1:2000). Letzterer diente der Kostimulation der Candida-albicans-spezifischen T Zellen. Die 

PBMC wurden mit den Antigenen für 6 Stunden unter oben genannten Bedingungen inkubiert, bevor 

sie weiter prozessiert wurden. 

3.4.2 Magnetische Anreicherung aktivierter T Helfer Zellen (CD154-MACS) 

Nach der sechsstündigen Stimulation der PBMC wurden die Zellen in je ein 50 ml-Röhrchen pro Ansatz 

überführt und mit PEB gewaschen (5 Minuten, 4 °C, 400 g). Dann wurden sie für 15 Minuten bei 4°C 

mit einem Anti-CD154-Antikörper-Biotin-VioBright FITC-Konjugat inkubiert (1 µl/2∙107 Zellen). Nach 

einem weiteren Waschschritt mit 10 ml sterilem PEB-Puffer (5 Minuten, 4 °C, 400 g) wurden die PBMC 

für 15 Minuten bei 4 °C mit anti-Biotin-Beads inkubiert (1 µl/2∙107 Zellen), um diese an die mit Biotin 

markierten, CD154+ T-Zellen zu koppeln. Nach einem erneuten Waschschritt (5 Minuten, 4 °C,  

400 g) wurden die Zellen zur Separation in 1 ml PEB auf eine magnetische Säule (MS Column) gegeben. 

Die CD154-negative Fraktion, die die Säule durchlief, wurde aufgefangen und für 20 Minuten mit 13 

Gy bestrahlt und als sogenannte Feeder-Zellen genutzt. Die CD154+ Zellen wurden im Dunkeln für 15 

Minuten mit einer Oberflächenfärbung auf der magnetischen Säule inkubiert. Die Oberflächenfärbung 

erlaubte es, beim Fluoreszenz-aktivierten Zell-Sortieren nur eine definierte Population aktivierter T 

Zellen zu sortieren (siehe Abbildung 3 und Tabelle 11). Nach Inkubation mit der Oberflächenfärbung 

wurden die Zellen mit 1ml RPMI mit 5% AB-Serum in einen 15 ml-Falcon eluiert.  

3.4.3 Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortieren 

Das FACS-Sortieren (Fluorescence-activated Cell Sorting, FACS) der bereits angereicherten antigen-

reaktiven T-Zellen erhöht die Reinheit der antigen-reaktiven T Zellen noch einmal deutlich. Bei allen 

Experimenten wurden die T-Zellen einer Antigen-Reaktivität als Gruppe in ein Well einer Kulturplatte 

sortiert („Bulk Sort“). Dafür wurden die Feeder-Zellen in einer 96-Well-Rundboden-Platte vorgelegt: 

Pro Spezifität wurde ein Well mit 5∙105 bestrahlten Feeder-Zellen und 50 µl Expansionsmedium befüllt. 

Die restlichen Feeder-Zellen wurden aliquotiert und mit X-Vivo und Freezing-Medium im Verhältnis 1:1 

bei -20 °C eingefroren. Für die Gating-Strategie siehe Abbildung 3. Im Anschluss an das Sortieren der 

Antigen-spezifischen T-Zellen wurde den Zellen 30 ng aktivierender CD3-Antikörper OKT3 zugesetzt, 

um die Proliferation der Antigen-spezifischen T-Zellen zu fördern. 

Tabelle 11: Oberflächenfärbung für die CD154+ Fraktion 

Zielstruktur Konjugiertes Fluorochrom Verhältnis 

CD4 APC-Vio 770 1:50 

CD8 VioGreen 1:50 

CD14 VioGreen 1:50 

CD20 VioGreen 1:50 

CD69 PE 1:50 

CD45RA VioBlue 1:50 

CCR7 PE-Vio 770 1:50 
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Abbildung 3: Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortieren (FACS) 
Es wurden nur CD4+ CD8- CD14- CD20- Lymphozyten als antigen-reaktive T-Zellen sortiert, die die 
Aktivierungsmarker CD154 und CD69 exprimierten. 

3.4.4 Expansion Antigen-reaktiver Zellen 

Die antigen-reaktiven T-Zellen wurden 3-4 Wochen expandiert. Dazu wurden die Zellen im Inkubator 

bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert. Das Expansionsmedium wurde regelmäßig gewechselt und als 

Wachstumsstimulus wurden etwa alle sieben Tage neue Feeder-Zellen mit 30 ng OKT3 zu den 

kultivierten T Zellen gegeben. Wenn sie proliferierten, wurden die Zellen in mehrere Wells aufgeteilt 

oder in eine Kultur-Platte mit größeren Wells transferiert, in der Regel das erste Mal nach einer Woche, 

dann im Abstand von einigen Tagen. 

3.5 Restimulation expandierter Antigen-reaktiver Zellen 

Zur Charakterisierung der in vitro expandierten antigen-spezifischen T-Zellen wurden diese erneut 

stimuliert, sodass Reaktivität, die funktionelle Affinität sowie Kreuzreaktivitäten der T-Zellen für ihr 

Antigen bestimmt werden konnten [57]. Für eine Restimulation wurden CD14+ Monozyten als APZ aus 

PBMC derselben SpenderInnen isoliert, von denen auch die antigen-spezifischen T Zellen stammten. 

3.5.1 Ruhigstellen der Antigen-reaktiven T-Zellen 

Um den Antigen-spezifischen T Zellen Wachstums- und Aktivierungsstimuli vor der Restimulation 

vorerst zu entziehen, wurden sie mindestens 24 Stunden vor der Restimulation aus den Kulturplatten 

entnommen, abzentrifugiert und mit RPMI mit 5% AB-Serum wieder ausplattiert. Zudem wurden die 

expandierten Zellen zur weiteren Versuchsplanung gezählt. 
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3.5.2 Magnetische Anreicherung von Monozyten: CD14-MACS 

Zur Isolation von CD14+ Monozyten wurden zunächst PBMC mit 15µl anti-CD14-Microbeads pro 

1∙107markiert (Inkubation für 15 Minuten bei 4°C). Dann wurden die PBMC mit PEB-Puffer gewaschen 

(5 Minuten, 4 °C, 400 g) und anschließend auf eine magnetische Säule (je nach Zellzahl MS oder LS 

Column) gegeben. Die Säule wurde mehrmals mit PEB gespült, bevor die magnetisch markierten 

Monozyten eluiert wurden. Je nach Zeitpunkt der Isolation wurden die Monozyten mit X-Vivo und 

Freezing Medium bei -20°C eingefroren, oder direkt in X-Vivo in eine Kulturplatte transferiert. 

Entweder wurden 1∙105 APZ je Vertiefung (Well) einer 384-Well-Platte oder 3∙105 bis 5∙105 APZ je Well 

einer 96-Well-Platte ausplattiert. 

3.5.3 Ko-Kultur von Antigen-präsentierenden Zellen und Antigen-reaktiven T Zellen 

Die Antigen-spezifischen T Zellen wurden im Verhältnis 1:1 zu den APZ transferiert, also entweder 1∙105 

je Well einer 384-Well-Platte oder 3∙105 bis 5∙105 je Well einer 96-Well-Platte. Dazu wurden die T Zellen 

aus ihrer Kulturplatte entnommen, abzentrifugiert und in 20 µl frischem RPMI mit 5% AB-Serum zu 

den APZ transferiert. 

3.5.4 Prozessierung und Färbung 

Für die Restimulation wurden immer ein unstimulierter Ansatz als Negativ-Kontrolle und ein mit PMA 

Ionomycin stimulierter Ansatz als Positivkontrolle mitgeführt. Zudem wurde die Kreuzreaktivität gegen 

verschiedene Antigene getestet. Es wurde außerdem eine Affinitätstitration durchgeführt, indem den 

Antigen-spezifischen T-Zellen ihr Antigen in mehreren Ansätzen in absteigenden Konzentrationen von 

1:10 bis 1:105 zugesetzt wurde. Für die sechsstündige Stimulation wurden die Zellen im Inkubator bei 

37 °C und 5 % CO2 gelagert, nach 2 Stunden wurde Brefeldin A im Verhältnis 1:1000 zugesetzt. Im 

Anschluss an die Stimulation wurden aus jedem Well 40µl Überstand entnommen. So konnte die 

komplette weitere Prozessierung in den Vertiefungen der Kulturplatten erfolgen, in denen die T-Zellen 

und die APZ sich schon befanden. Die Zellen wurden nun mit der Oberflächenfärbung 15 Minuten lang 

inkubiert (siehe Tabelle 12), zum Schutz des Fluorochroms abgedunkelt und zur besseren 

Durchmischung für die ersten Minuten auf einem Schüttelgerät. Anschließend wurden die Zellen mit 

8 µl Inside Fix fixiert, und 12 Minuten lang abgedunkelt und auf dem Schüttelgerät inkubiert.  

Tabelle 12: Antikörper-Liste für die Färbungen bei der Restimulation 

Antikörpermix Zielstruktur Konjugiertes 
Fluorochrom 

Verhältnis Angenommenes 
Volumen 

Tatsächliches 
Volumen  

Oberflächenfärbung CD4 FITC 1:50 15 µl 2 µl 

Intrazelluläre 
Färbung 

CD154 APC 1:50 15 µl 5 µl 

TNFα PE-Vio 770 1:50 
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Abbildung 4: Gating-Strategie bei Restimulation  
1. Vorwärts- und Seitwärtsstreuung werden gegeneinander aufgetragen und die Lymphozyten-
Population ausgewählt. 2. Ausschluss von Zell-Doubletten. 3. Nur CD4+ T-Zellen werden ausgewählt, 
Antigen-präsentierende Zellen sind nun ausgeschlossen. 4. CD154TNF-α+ Zellen gelten als reaktiv. 

Für die intrazelluläre Färbung wurde der Antikörpermischung für die intrazelluläre Färbung 

konzentrierter 10x Permeabilization Buffer zugesetzt und die Zellen für 15 Minuten abgedunkelt und 

auf dem Schüttelgerät inkubiert. Dann folgte ein Waschschritt: 40 µl PEB wurden zu den Zellen in die 

Wells gegeben, die Kulturplatte wurde dann für 5 Minuten bei 400g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und alle Wells mit frischem PEB aufgefüllt. Die Zellen wurden am MACSQuant 10 (384-

Well-Kulturplatte) oder am MACSQuant 16 (96-Well-Kulturplatte) aus den Platten aufgenommen und 

gemessen. Für die Oberflächenfärbung wurde der Antikörper in PEB verdünnt, für die intrazelluläre 

Färbung wurden die Antikörper in 10x Permeabilization Buffer verdünnt. Um in den kleinen 

Vertiefungen der 384-Well-Platte arbeiten zu können, wurde mehr Volumen für die Antikörper-

Färbungen veranschlagt, als tatsächlich eingesetzt wurde. 

3.6 Bestimmung Nahrungsmittel-spezifischer Immunglobuline der Klasse G aus 

Blutplasma 

Um Anwesenheit und Konzentration Nahrungsmittel-spezifischer IgG bestimmen zu können, wurde 

das Food IgG7 ELISA Kit von Tecan verwendet. Dabei wurden die Gebrauchsanweisungen aus dem 

beigelegten Handbuch befolgt. Die Platten waren bereits mit Nahrungsmittelantigenen beschichtet, 

an die spezifische IgG direkt binden konnten, sofern im Plasma vorhanden. Nach Inkubation mit dem 

Plasma erfolgte der Nachweis mit einem anti-humane-IgG-Meerretichperoxidase-Konjugat und 

3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin. Die Arbeitsschritte werden im Folgenden erläutert. Zunächst wurde das 
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Plasma um 1:100 mit Verdünnungspuffer verdünnt. Die Kalibratoren und das verdünnte Plasma 

wurden in die Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert. Nach einer Inkubation bei 37 °C für 60 Minuten 

wurde die Platte dreimal mit 300 µl Waschpuffer befüllt und auf Zellstoffpapier ausgeschlagen. 

Anschließend wurden in jedes Well 100 µl Enzym-IgG-Konjugat pipettiert, es folgte eine 30-minütige 

Inkubation bei 37 °C. Im Anschluss wurde die Enzym-Konjugat-Lösung entfernt und die Platte wird wie 

bereits beschrieben dreimal gewaschen. Dann wurden in jedes Well 100 µl TMB-Substrat-Lösung 

pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 12 Minuten wurden 100 µl der TMB-Stop-Lösung 

hinzugefügt. Die optische Extinktion wurde anschließend am ELISA Reader bei 450 nm und 620 nm 

gemessen. Die Vorbeschichtung einer Platte ermöglichte die Bestimmung von IgG gegen sieben 

verschiedene Nahrungsmittel bei sechs Spendern sowie die Messung der Kalibratoren, stets mit 

Duplikaten. Um möglichst geringe Abweichungen zwischen den Messungen zu erreichen, wurde das 

Protokoll immer im selben Raum durchgeführt, die Inkubationszeiten wurden nicht variiert und für die 

Dauer der Inkubationen wurden die Platten in den Inkubator gestellt. 

3.7 Erhebung klinischer Parameter 

Klinische Informationen zu den CED-Erkrankten beinhalten Schweregrad und Medikation sowie 

Entzündungsparameter zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Auch die Lokalisation [60] und die 

Erkrankungsdauer wurden erhoben. Diese Informationen wurden freundlicherweise von Frau Dr. 

Sievers, Studienärztin des UKSH, zusammengetragen. Zur Erhebung von Informationen über 

Nahrungsmittelunverträglichkeiten und Ausschlussdiäten teilten die beteiligten Studienärzte und  

-ärztinnen einen Fragebogen an die PatientInnen aus. Der Fragebogen sowie die Tabelle 14 mit den 

klinischen Parametern sind im Anhang zu finden. 

3.8 Mathematische Auswertung  

3.8.1 Antigen-reaktive T Zell Anreicherung: Berechnung der Frequenzen 

Die Frequenzen (F) antigen-reaktiver T-Zellen sind Maß für deren Häufigkeit in der Gesamtheit der 

CD4+ T Zellen. Zur Berechnung wird die Zahl der antigen-reaktiven T-Zellen ins Verhältnis zur Menge 

aller stimulierten T-Zellen gesetzt. Das Ergebnis wird mit dem prozentualen Anteil von 

Gedächtniszellen an den antigen-reaktiven THZ multipliziert und durch 100 dividiert. So werden naive 

T-Zellen von der Analyse ausgeschlossen. Das ist nötig, weil die Zellen von Interesse ihr Priming in Vivo 

durchlaufen haben sollen und somit nur die T-Gedächtniszellen für die Analyse interessant sind. 

𝐹 =
𝑁(𝐶𝐷154+ 𝑇𝐻𝑍)

𝑁(𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑇𝐻𝑍)
×

% 𝐺𝑒𝑑ä𝑐ℎ𝑡𝑛𝑖𝑠𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

100
 

Die Frequenz drückt also als Bruchteil von 1 den Anteil der Antigen-reaktiven T-Zellen an der 

Gesamtheit der T-Zellen aus.  
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3.8.2 Konzentration Nahrungsmittel-spezifischer Immunglobuline G: Polynomiales Modell 

Die Berechnung der Antikörper-Konzentration im Plasma erfolgte in Excel. Nach Auftragen der 

Kalibrierungskurve wurde mithilfe des Trendlinien-Formatierers eine polynomische Funktion dritten 

Grades berechnet, mithilfe derer aus den gemessenen optischen Dichten die gesuchten IgG-

Konzentrationen berechnet werden konnten. [61] 

3.9 Statistische Analyse: Lagemaß, Normalitätstests und Varianzanalysen 

Lagemaß war der arithmetische Mittelwert. Zum Vergleich mehrerer Kohorten oder Antigen-

Spezifitäten wurden verschiedene parametrische und nicht-parametrische Tests genutzt. (Für die 

Anwendung, s. Tabelle 13) Zur Überprüfung auf Normalverteilung der Datensätze wurde der Shapiro-

Wilk-Test genutzt. P-Werte < 0,0332 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die statistische 

Auswertung erfolgte in GraphPad Prism 9. 

Tabelle 13: Statistische Tests und ihre Anwendung 

 Normalverteilte Datensätze Nicht normalverteilte Datensätze 

Vergleich zwischen 
Individuen 

ANOVA Kruskal-Wallis-Test 

AgCED-Screening AgCED-Screening 

Vergleich innerhalb von 
Individuen 

ANOVA mit Messwiederholungen Friedmann-Test 

LRS-Screening LRS-Screening 

 

4 Ergebnisse 
Bislang konnten aufgrund technischer Limitationen Nahrungsmittel-spezifische T-Zellen im gesunden 

Zustand und bei Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen (CED) nur begrenzt analysiert werden. 

[62] Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Frequenzen, Phänotyp und funktionelle Eigenschaften Nah-

rungsmittel-reaktiver T-Zellen zu charakterisieren und mögliche Veränderungen in CED zu detektieren. 

Da Antigen-reaktive T-Zellen aufgrund der hohen Diversität des T-Zell-Rezeptor-Repertoires sehr 

selten sind, wird zu ihrer Detektion die Antigen-reaktive T-Zell-Anreicherung (ARTE-Protokoll) genutzt. 

Sie ermöglicht es, auch seltene reaktive T-Zellen magnetisch anzureichern und so ausreichende 

Zellzahlen zu detektieren, um aussagekräftige Ergebnisse zu erzielen. In diesem Kapitel wird im ersten 

Teil (4.1) zunächst das Verhalten Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im Gesunden beschrieben. Dafür 

werden die Ergebnisse aus dem Screening von Leukozytenretentionssystemen (LRS, n=14) dargestellt. 

Im zweiten Abschnitt (4.2) werden Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen bei CED-Patienten und gesunden 

Spendern verglichen. Die Ergebnisse dieses zweiten Abschnitts stammen aus der Untersuchung von 

Blutproben, die im Rahmen der AgCED-Studie gewonnen wurden. So soll zunächst zu einer 

allgemeinen Charakterisierung Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im gesunden Zustand und dann zu 

einem genaueren Verständnis ihrer Rolle bei CED beigetragen werden. 
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4.1 Untersuchung zirkulierender, Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen gesunder Spender 

4.1.1 Nachweis Nahrungsmittel-reaktiver CD4+ T-Zellen mittels ARTE 

Zur Charakterisierung von Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen wurden je nach Verfügbarkeit 2-4x10e7 

PBMC jedes Spenders für sieben Stunden mit Weizen- oder Milch-Proteinen inkubiert. Anschließend 

wurden CD154-positive Zellen magnetisch angereichert, mit Fluorochrom-markierten Antikörpern 

gefärbt und am Durchflusszytometer untersucht (Kapitel 3.3, Arte-Protokoll). Durch Färbung von 

CD154, als Marker für T-Zell-Aktivierung, konnten Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen nachgewiesen 

werden. Abbildung 5 zeigt dazu exemplarisch Punktdiagramme der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen 

eines gesunden Spenders. Während für alle Nahrungsmittel-Antigene reaktive CD154+ Zellen zu sehen 

sind, finden sich im Kontrollansatz ohne Antigen (w/o, without) nur wenige CD154+ T-Zellen. Diese 

Abbildung 5: Nahrungsmittel-reaktive CD4+ T-Lymphozyten  
2-4x10e7 PBMCs eines Gesundspenders wurden nach Stimulation mit Nahrungsmittel-Antigenen und 
Zugabe von anti-CD40 für 7 Stunden inkubiert. Dann wurden CD154 exprimierende T-Zellen magnet-
isch angereichert, mit Flourochrom-markierten Antikörpern gefärbt und durchflusszytometrisch 
erfasst. A: CD4+ T-Zellen unter denen die CD154+ markiert sind. Antigene: w/o (Negativkontrolle), 
ALGL (Albumine und Globuline, wasserlösliche Weizenproteine), Gliadin (wasserunlösliches Weizen-
Prolamin), Glutenin (wasserunlösliches Weizen-Glutelin), Milch (Entfettetes gesamt-Milchprotein) B: 
unter den CD154+, reaktiven T-Zellen werden naive (CD45RA+) von Gedächtniszellen (CD45RA-) 
unterschieden. Abbildungen eines Gesundspenders. 

Entsprechen einer „Hintergrund-Aktivierung“. Um unter den reaktiven T-Zellen zwischen naiven und 

Gedächtnis-T-Zellen zu unterscheiden, wurde der Marker CD45RA gefärbt, der von naiven, aber nicht 

Gedächtnis-T-Zellen exprimiert wird. Wie Abbildung 5B zeigt, konnten unter den CD154+ sowohl 

CD45RA+ als auch CD45RA- Zellen detektiert werden. Somit gibt es bei gesunden Spendern neben 

naiven Nahrungsmittel-reaktiven auch T-Gedächtniszellen, die vermutlich aus einer in vivo Interaktion 

mit dem Antigen stammen. Wie Abbildung 6 zeigt, konnten bei allen analysierten Spendern 
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Nahrungsmittel-reaktive Gedächtnis-T-Zellen detektiert werden: Insgesamt ergeben sich für 

Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen niedrige Frequenzen im Bereich von 2,9x10e-6 bis 5,2x10e-4. Die 

höchsten Frequenzen wurden gegen die lösliche Weizenfraktion ALGL gemessen, während Milch die 

niedrigste T-Zell-Reaktion auslöst (p=0,0005 für ALGL vs. Milch). Die beiden Weizen-Fraktionen Gliadin 

und Glutenin liegen zwischen ALGL und Milch. Auch beim Anteil der T-Gedächtniszellen (Abb. 6B) 

wurden Unterschiede detektiert: Gliadin und Glutenin-reaktive Zellen haben insgesamt einen höheren 

Anteil an Gedächtniszellen als ALGL und Milch. Diese Unterschiede lassen sich möglicherweise durch 

die Menge der Antigenzufuhr mit der Nahrung erklären. So macht das Protein Gluten, das das Gliadin 

und Glutenin enthält, einen hohen Anteil des gesamten Weizen- Proteins aus, während der Anteil der 

wasserlöslichen Weizen-Albumin und Globulin Fraktion kleiner ist. [63]  

 
Abbildung 6: Frequenzen und Gedächtnis-Anteil Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen 
A: Frequenzen ALGL-, Gliadin-, Glutenin-, und Milch-reaktiver T-Zellen B: Gedächtnis-Anteil unter den 
für das jeweilige Antigen reaktiven T-Helferzellen. Daten aus dem Screening von PBMC, die aus 
Leukozytenfiltern gewonnen wurden (LRS-Screening). Es sind die Mittelwerte abgebildet.  n= 14  
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

Zusammenfassend konnten Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen bei jedem in dieser Arbeit untersuchten 

Spender mit geringen Frequenzen nachgewiesen werden. Ein hoher Anteil der auf Nahrungsmittel 

reagierenden T Zellen hat einen Gedächtnis-Phänotyp, was für eine in vivo Interaktion der T-Zellen mit 

den Nahrungsmittelantigenen spricht. Nahrungsmittel mit einem hohen Proteinanteil aktivieren 

insgesamt geringere Frequenzen spezifischer T-Zellen, jedoch ist innerhalb der reagierenden Zellen ein 

höherer Anteil an Gedächtniszellen detektierbar. 

4.1.2 Geringe Zytokin-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen mit Ausnahme von TNF-α 

Als nächstes wurden die funktionellen Eigenschaften der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen analysiert. 

T-Helferzellen können in mehrere Subpopulationen unterteilt werden, die mithilfe unterschiedlicher 

Zytokine verschiedene Effektorfunktion erfüllen. Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, produziert nur ein  
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Abbildung 7: Zytokin-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen  
Punktdiagramme mit T-Gedächtniszellen eines gesunden Spenders, die A: ALGL-, bzw. B: Milch-
reaktive T-Zellen zeigen. Gating-Strategie: CD4+ CD8-CD14-CD20- CD154+ CD45RA- Zellen, vgl. 
Kapitel 3, Abb. 2. In den Analysefenstern sind die T-Zellen eingeschlossen, die das jeweilige Zytokin 
produzieren. C: Anteil von Zytokin-Produzenten unter Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen aus dem 
LRS-Screening. Es sind die Mittelwerte abgebildet. n=14 (p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; 
p < 0,0001 ****) 

kleiner Teil der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen die Effektor-Zytokine IFN-γ, IL-17A, IL-22 oder IL-10. 

Dagegen wird TNF-α wird von einem großen Anteil der Zellen produziert. Abbildung 7C zeigt die 

statistische Auswertung der Zytokin-Produktion aller Gesundspender für alle getesteten 

Nahrungsmittel-Antigene. Dabei fällt auf, dass die Glutenin-reaktive T-Zellen besonders viel TNF-α 

produzieren. Dagegen produzieren Gliadin- und Milch-reaktiven T Zellen signifikant höhere Levels an 
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IL-17A. Um zu verstehen, ob die Effektor-Zytokine IFN-γ, IL-17A, IL-10 und IL-22 von den gleichen oder 

unterschiedlichen Zellen produziert werden, wurde als nächstes ihre Ko-Produktion analysiert. Sie ist 

in Abbildung 8 exemplarisch für ALGL- und Milch-reaktive T-Zellen dargestellt. Insgesamt lag der Anteil 

an Zellen, die zwei oder mehrere Zytokine ko-produzieren im Mittel unter 2%. Interessant ist dennoch, 

dass eine kleine Fraktion (1-5%) ausschließlich IL-10 produziert. Dies könnte auf eine regulatorische 

Funktion von IL-10 für Nahrungsmittel-spezifische T-Zellen hindeuten.  

Abbildung 8: Zytokin-Ko-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen  
Anteil von Einfach- und Mehrfach-Zytokin-Produzenten unter Gliadin-reaktiven T-Zellen. A: Zytokin-
Ko-Produzenten unter ALGL-reaktiven T-Zellen. B: Zytokin-Ko-Produzenten unter Milch-reaktiven T-
Zellen. Die Mittelwerte sind abgebildet.  

 

4.1.3 Hohe Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren durch Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen  

Um die funktionellen Eigenschaften und potenzielle weitere Regulationsmechanismen 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen weiter zu untersuchen, wurde als nächstes die Expression der 

inhibitorischer Rezeptoren PD-1, CTLA4 und TIGIT analysiert. Diese können die Aktivierung von T-Zellen 

hemmen, einen regulatorischen Phänotyp, oder sogar den Zelltod induzieren und könnten so 

gegebenenfalls zur T-Zell-Toleranz gegenüber Nahrungsmittel-Antigenen beitragen. Insgesamt zeigen 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen eine deutliche Expression von PD-1, TIGIT und CTLA4 (Abbildung 9). 

Lediglich der Transkriptionsfaktor Helios wird nur von einem kleinen Teil der Nahrungsmittel-reaktiven 

T-Zellen exprimiert (Mittelwert=1,67% für ALGL bis 5,73% für Milch). Wie Abbildung 9 C zeigt, bestehen 

auch Unterschiede zwischen den Nahrungsmittel-Antigenen. So weisen Milch-reaktive T-Zellen eine 

deutlich höhere Expression von PD-1 und TIGIT auf als Weizen-reaktive T-Zellen. Somit könnte die hohe 
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Expression von PD-1 TIGIT und CTLA-4 tatsächlich eine wichtige Rolle bei T-Zell-vermittelter Toleranz 

vor allem gegenüber Milch-Proteinen spielen. Allerdings ist bekannt, dass T-Zellen inhibitorische  

 
Abbildung 9: Expression inhibitorischer Moleküle auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen 
Exemplarische Punktdiagramme mit CD45RA-negativen A: ALGL-, bzw. B: Milch-reaktiven T-Zellen 
eines gesunden Spenders. Gating-Strategie: CD4+ CD8-CD14-CD20- CD154+CD45RA- Lymphozyten. 
Gating-Strategie: vgl. Kapitel 3, Abb.2. C: Prozentualer Anteil der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen, 
der den jeweiligen inhibitorischen Marker exprimiert. Es sind die Mittelwerte abgebildet. N = 14 (LRS) 
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

Rezeptoren nach Aktivierung hochregulieren, um ihre eigene Reaktivität zu begrenzen [20]. Damit 

bleibt die Frage offen, ob Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen in besonderem Maß durch die Expression 

von PD-1, TIGIT und CTLA-4 reguliert sind, oder ob die hohe Expression dieser Rezeptoren eher eine 

kürzlich in vivo erfolgte T-Zell-Aktivierung reflektiert. Als nächstes wurde die Ko-Expression der 
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inhibitorischen Rezeptoren analysiert. Abbildung 10A und B zeigen diese beispielhaft für ALGL- und 

Milch-reaktive T-Zellen. Anders als die untersuchten Zytokine werden die inhibitorischen Moleküle zu 

einem hohen Grad ko-exprimiert. Nur 32,31 % der ALGL, bzw. 15,09 % der Milch-reaktiven T-Zellen 

exprimieren im Mittel keinen der untersuchten inhibitorischen Rezeptoren. Insbesondere der Anteil 

der Doppel-Produzenten für PD-1 entweder mit TIGIT oder mit CTLA-4 ist hoch. Nahrungsmittel-

reaktive T-Zellen zeigen also sowohl ein insgesamt hohes Expressionsniveau 

 
Abbildung 10: Ko-Expression inhibitorischer Moleküle auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen  
Einfach- und Mehrfach-Expression inhibitorischer Rezeptoren auf A: ALGL-, bzw. B: Milch-reaktiven 
T-Zellen bei Gesundspendern aus dem LRS-Screening. Die Mittelwerte sind abgebildet.  n = 14 (LRS)  

als auch eine starke Ko-Expression. Dass sich die Expression der inhibitorischen Rezeptoren zwischen 

Weizen- und Milch-reaktiven T-Zellen klar unterscheidet, suggeriert eine unterschiedliche Relevanz für 

die Regulation, bzw. die Inhibition bei Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen hin. Vor allem die signifikant 

höhere Expression von PD-1 und TIGIT bei Milch-reaktiven T-Zellen deutet darauf hin, dass diese 

Rezeptoren eine hervorgehobene Rolle in der Regulation der Milch-reaktiven T-Zellen spielen könnten. 

4.1.4 Expression des Homing-Rezeptors Integrin β7 auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen  

Es ist davon auszugehen, dass ein großer Teil der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen ihr Priming in GALT 

oder mesenterialen Lymphknoten erfährt und dass dabei Darm-Homing-Rezeptoren wie Integrin β7 

induziert werden. Deshalb wurde auf den Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen mit Gedächtnisphänotyp 

auch die Expression des Integrins β7 untersucht. Wie Abbildung 11A zeigt, exprimieren jedoch durch-

schnittlich nur etwa 15-20% der Weizen-, bzw. Milch-reaktiven T-Zellen Integrin β7. Zwischen den 

Antigenen bestehen nur leichte Unterschiede, am niedrigsten ist die Expression unter Milch-reaktiven 

T-Zellen. Eine mögliche Erklärung für die niedrige Expression könnte sein, dass für die Analyse PBMC 

genutzt wurden – Zellen also, welche das GALT, bzw. die Mukosa wieder verlassen haben, bei denen 
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die Integrin β7-Expression möglicherweise herunterreguliert ist. Um zu analysieren, wie sich Integrin 

β7-positive T-Zellen verhalten, wurde die Expression von Zytokinen und inhibitorischen Rezeptoren 

zwischen Integrin β7-positiven und -negativen Zellen verglichen (Abb. 11B). Hier zeigte sich, dass die 

Integrin β7-positiven T-Zellen mehr IFN-γ, aber weniger IL-10, IL-17A und CTLA-4 exprimieren. Diese 

Effekte waren bei allen untersuchten Nahrungsmittel-Antigenen gleich ausgeprägt. Insgesamt 

exprimiert also nur eine kleine Fraktion zirkulierender Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen Integrin-β7. 

Diese Fraktion exprimiert einen geringeren Anteil inhibitorischer Moleküle (z.B. CTLA-4 oder IL-10), 

weist aber eine höhere IFN-γ-Expression auf.   

Abbildung 11: Expression von Integrin β7 durch 

Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen  

A: Anteil der Integrin β7 exprimierenden T-

Zellen an den Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen.  

Es sind die Mittelwerte abgebildet.  

B: Anteil der T-Zellen, die Integrin β7 und einen 

weiteren Marker exprimieren im Verhältnis zu 

den T-Zellen, die nicht Integrin β7, aber den 

zweiten Marker exprimieren. Ist die Ratio > 1, 

wird der jeweilige Marker eher von Integrin β7-

positiven T-Zellen exprimiert, ist sie < 1, wird er 

eher von Integrin β7-negativen T-Zellen 

exprimiert. Es sind die Mittelwerte abgebildet.  

n = 14 (LRS-Screening) 

 

4.1.5 Geringe Reaktivität Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen nach in-vitro-Expansion  

Das ARTE-Protokoll basiert auf der selektiven Anreicherung und Analyse Antigen-reaktiver T-Zellen. Als 

Kontrolle dafür, dass die Aktivierung der T-Zellen im ARTE-Protokoll tatsächlich antigen-spezifisch ist, 
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wurden Nahrungsmittel-reaktive FACS-sortierte CD154+ T-Zellen in vitro expandiert und dann erneut 

auf ihre Reaktivität getestet (vgl. Kapitel 3.4). Dazu erfolgte eine Restimulation mit Eigen- und Fremd-

antigenen, um eine spezifische Aktivierung der T-Zellen nachzuweisen. Hier reagierten die Nahrungs- 

Abbildung 12: 

Restimulation 

Nahrungsmittel-

reaktiver T-Zellen 

Die Punktdiagramme 

zeigen die Reaktivität  

(d.h. Expression von 

CD154 und TNF-α) bei 

Restimulation von in 

vitro expandierten  

A: Weizen-, B: Milch- 

und C: C. albicans-

reaktiven T-Zellen. 

Unstimulierter Ansatz 

(Negativ-kontrolle), 

Stimulation mit dem 

Eigenantigen sowie 

mit PMA/Ionomycin 

(Positiv-kontrolle). 

Gating-Strategie: Vgl. 

Kapitel 3, Abb. 4. 

 
Abbildung 13: Verhalten Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Restimulation  
Reaktivität von zunächst als A Milch-, B Weizen-, oder C C. albicans-reaktiv sortierten und in 
Zellkultur expandierten CD4+ T-Zellen (vgl. Kapitel 3.4). In verschiedenen Ansätzen wurden die Zellen 
mit dem Eigenantigenen, sowie weiteren Antigenen zum Vergleich stimuliert. Unstimulierte Ansätze 
als Negativkontrolle, PMA/Ionomycin als Positivkontrolle. Abgebildet sind die Mittelwerte. 

mittel-reaktiven T-Zellen nur auf Antigene, mit denen sie ursprünglich stimuliert wurden (Abb. 12, 13). 

Doch insbesondere zuvor Weizen-reaktive T-Zellen reagieren auf die Stimulation mit Weizen-Protein 

insgesamt nur schwach (Reaktivität durchschnittlich 6,66 %), während Milch-reaktive T-Zellen und 

Zellen gegen das Kontrollantigen C. albicans eine deutlichere höhere Reaktivität (im Mittel 23,01 % für 
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Milch, bzw. 48,58 % für C. albicans) aufweisen. Insgesamt reagieren also initial mit Nahrungsmitteln 

stimulierte T-Zellen wieder auf ihr Antigen. Allerdings zeigten v.a. die zunächst Weizen-stimulierten 

Zellen nur eine geringe Proliferation und Reaktivität. Das könnte den niedrigen Frequenzen der 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen sowie dem hohen Anteil inhibitorischer Rezeptoren geschuldet sein 

und somit Korrelat der im Gesunden unterhaltenen immunologischen Toleranz für Nahrungsmittel 

sein. Diese Arbeit kann die Ursache der niedrigen Reaktivität bei Restimulation jedoch nicht klären. 

4.2 Vergleich zirkulierender, Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im Gesunden und bei 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen  

Nachdem im ersten Abschnitt dieses Kapitels Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen im gesunden Zustand 

beschrieben wurden, sollen nun Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen in CED charakterisiert und auf 

Unterschiede zum gesunden Zustand untersucht werden. Dazu wurden Nahrungsmittel-reaktive T-

Zellen bei 18 gesunden Probanden, 17 Morbus-Crohn- und 15 Colitis-Ulcerosa-Patienten analysiert.   

4.2.1 Vergleich der Zellzusammensetzung im peripheren Blut zeigt keine wesentlichen 

Unterschiede 

Um eine mögliche generelle Veränderung des CD4+ T-Zell-Kompartments bei CED-Patienten aus zu-

schließen, wurde zunächst die CD4+ T-Zell-Zusammensetzung in den PBMC von Patienten und Gesund-

spendern verglichen. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede mit Blick auf den Anteil an CD4+ T-

Zellen, konventionellen, bzw. regulatorischen T-Zellen oder naiven, bzw. Gedächtniszellen (Abbildung 

14). Die PBMC-Zusammensetzung der drei Kohorten unterscheidet sich damit nicht signifikant. 

Abbildung 14: Originalfärbung der PBMC von Gesundspendern und CED-Patienten  
A: Anteil CD4+ T-Zellen an den PBMC, B: Verhältnis von regulatorischen zu konventionellen T-Zellen 
C:  Verhältnis von naiven zu Gedächtnis-T-Zellen unter den konventionellen T-Zellen. Die Mittelwerte 
sind abgebildet. Gesunde Kontrollen (orange) n=18, Morbus Crohn (rot) n=17, Colitis Ulcerosa (blau) 
n=15 

4.2.2 Phänotyp und Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn 

verändert 

Als nächstes wurden mögliche Unterschiede Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen mittels ARTE analysiert. 

Wie bei gesunden Spendern, konnten bei allen analysierten CED-Patienten Nahrungsmittel-reaktive T-
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Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 15). Interessanterweise wiesen Morbus-Crohn-Patienten 

signifikant höhere Frequenzen und mehr Gedächtniszellen gegen Weizen-, sowie den gleichen Trend  

 

Abbildung 15: Antigen-reaktive T-Zellen unter CD4+ Lymphozyten  
A-C: Repräsentative Punktdiagramme eines Spenders je Kohorte (A: Gesund, B: MC, C: CU)  
Links: CD154+, Antigen-reaktive T-Zellen, darauf folgt rechts: Einschluss von CD45RA-Gedächtnis-
zellen unter den CD154+. Gating-Strategie: Einschluss der Lymphozyten (Vorwärts-Seitwärts-Streu-
ung), Ausschluss von CD8+, CD14+ und CD20+ Zellen, Einschluss CD4+ Zellen (Gating: vgl. Kapitel 3, 
Abb. 2) D: Frequenzen der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen. E: Prozentualer Anteil von CD45RA-
negativen Gedächtniszellen unter den CD154+ T-Zellen. Es sind die Mittelwerte abgebildet. Orange: 
Gesunde Spender n = 18 (Milch und Weizen), 7 (Gliadin); Rot: M. Crohn n = 17 (Weizen), 16 (Milch), 7 
(Gliadin); Blau: Colitis Ulcerosa n = 14 (Weizen), 15 (Milch), 5 (Gliadin).  
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

gegen Milch auf (Abbildung 15 D; Weizen p=0,0115). Aufgrund der signifikanten Veränderungen gegen 

Weizen wurden bei einigen Probanden in einem weiteren Ansatz PBMC mit Gliadin stimuliert. Damit 

sollte getestet werden, gegen welche Antigene sich die veränderte T-Zell-Antwort möglicherweise 

richten könnte. Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, haben die Gliadin-reaktiven T-Zellen sehr ähnliche 
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Frequenzen (15 D) und einen ähnlichen Gedächtnisanteil (15 E) wie die Weizen-reaktiven T-Zellen. Das 

gilt für Gesundspender und MC-Patienten gleichermaßen und könnte darauf zurückzuführen sein, dass 

ein Großteil der Weizen-reaktiven T-Zellen möglicherweise reaktiv ist für das im Weizenprotein-

Gemisch enthaltene Gliadin. Insgesamt kommen Nahrungsmittel-, und insbesondere Weizen-reaktive 

T-Zellen bei Morbus Crohn häufiger vor als bei Colitis Ulcerosa und im gesunden Zustand. Gleichzeitig 

haben die Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen bei Morbus Crohn häufiger einen Gedächtnis-Phänotyp 

als bei gesunden Spendern oder CU-Patienten, was auf eine vergleichsweise stärkere 

Auseinandersetzung der T-Zellen mit ihren Antigenen hindeuten könnte. Möglicherweise ist das 

Protein, für das die meisten Weizen-reaktiven T-Zellen reaktiv sind, das Gliadin. 

4.2.3 Zytokin-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Gesundspendern und CED-

Patienten  

4.2.3.1 Zytokin-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen zeigt Th1-Antwort in Morbus Crohn 

Um die funktionellen Eigenschaften Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen zu erfassen, wurde die 

Produktion von T-Zell-Zytokinen in Reaktion auf die Antigen-Stimulation untersucht. Mit Blick auf die 

Weizen reaktiven T-Zellen fällt vor allem eine veränderte Zytokin-Produktion bei Morbus Crohn auf, 

während zwischen den gesunden Kontrollen und Colitis Ulcerosa keine signifikanten Unterschiede 

vorkommen. Wie die Graphik in Abbildung 16 zeigt, produzieren Weizen-reaktive T-Zellen von MC-

Patienten besonders viel Tumornekrosefaktor-α, Interferon-γ und GM-CSF. Diese Unterschiede sind 

für IFN-γ und TNF-α statistisch signifikant (gesund vs. Morbus Crohn: IFN-γ p<0,0001, TNF-α p=0,0017). 

Bei dem regulatorischen Zytokin Interleukin-10 zeigt sich eine gegenläufige Veränderung: Es wird von 

Weizen-reaktiven T-Zellen bei Morbus Crohn signifikant weniger produziert als bei Gesundspendern 

oder CU-Patienten (p=0,0206). Die Verschiebung von einer Produktion des antiinflammatorischen IL-

10 hin zu IFN-γ ist auch in Abbildung 16 exemplarisch an Punktdiagrammen zu sehen. Die 

beschriebenen Veränderungen könnten Hinweise sein für eine verstärkte, inflammatorische T-Zell-

Antwort auf Weizen-Proteine bei Morbus Crohn. Keine statistisch signifikanten Unterschiede 

bestanden zwischen den drei Gruppen bei der IL-17A- und IL-22-Produktion der Weizen-reaktiven T-

Zellen. Da bei den Weizen-reaktiven T-Zellen von MC-Patienten vor allem die Produktion des IFN-γ, 

eines Th1-Zytokins erhöht ist, scheint eine verstärkte Th1-Reaktion, aber keine ausgeprägte Th17-

Antwort vorzuliegen. Die bei MC ebenfalls verstärkt produzierten Zytokine TNF-α und GM-CSF sind 

nicht spezifisch für eine bestimmte T-Zell-Antwort, könnten aber im Rahmen der Th1-Antwort 

ebenfalls produziert werden. Um genauere Informationen über die Muster der Zytokin-Produktion zu 

erhalten, wurde als nächstes die Zytokin-Ko-Produktion untersucht. Sie zeigt, dass bei Morbus Crohn, 

Colitis Ulcerosa und Gesundspendern die meisten Weizen-reaktiven T-Zellen – abgesehen von TNF-α 

– nur ein weiteres Zytokin produzieren. (s. Anhang: Abbildungen zur Zytokin-Ko-Produktion in den 

AgCED-Kohorten) Bei Morbus Crohn ist zwar der Anteil der IFN-γ-GM-CSF-Ko-Produzenten etwas 
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erhöht. Einzel-Produzenten von IFN-γ und GM-CSF kommen jedoch deutlich häufiger vor. 

Zusammenfassend fallen bei Morbus Crohn die signifikant erhöhte Produktion von Th1-Zytokinen bei 

gleichzeitig reduzierter IL-10-Produktion auf, während sich die Weizen-reaktiven T-Zellen von 

Gesundspendern und CU-Patienten in der Zytokin-Produktion nicht unterscheiden.  

 
Abbildung 16: Zytokin-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen  
A: IFN-γ- und IL-10 Produktion. Repräsentative Punktdiagramme je eines Spenders aus jeder Kohorte. 
Gating-Strategie: CD4+ CD8-CD14-CD20- CD154+CD45RA- Lymphozyten, vgl. Kapitel 3, Abb. 2.  
B: Zytokin-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen bei Gesundspendern und CED-Patienten. Getrennte 
Darstellung der drei Kohorten. Farbkodierung: orange = Gesundspender (n=18), rot = Morbus Crohn-
Patienten (n=17), blau = Colitis Ulcerosa-Patienten (n=13). Es sind die Mittelwerte abgebildet.  
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

Aufgrund der Unterschiede zwischen Gesundspendern und MC-Patienten, die sich auch mit Blick auf 

die Zytokin-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen abzeichneten, wurde im Verlauf des Screenings 

Gliadin als Antigen zur Stimulation hinzugenommen. Damit sollten Hinweise darauf gefunden werden, 

für welches Weizen-Protein die vielen T-Zellen bei MC-Patienten reaktiv sind. Tatsächlich zeichneten 

sich bei der Zytokin-Produktion Gliadin-reaktiver T-Zellen ähnliche Trends wie bei den T-Zellen ab, die 
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mit dem Weizenprotein- Gemisch stimuliert worden waren: eine erhöhte TNF-α-, IFN-γ- und GMCSF-

Produktion sowie eine reduzierte IL-10-Produktion (s. Anhang:  Abbildungen zur funktionellen Analyse 

Gliadin-reaktiver T-Zellen). Zusammen mit den ähnlich hohen Frequenzen Gliadin- und Weizen-

reaktiver T-Zellen (Kapitel 4.2.2) deutet auch die Zytokin-Produktion auf eine hohe Überschneidung 

zwischen Gliadin- und Weizen-reaktiven T-Zellen hin. Möglicherweise reagierte also ein großer Teil der 

Weizen-reaktiven T-Zellen auf das im Weizen-Protein enthaltene Gliadin. 

4.2.3.2 Leicht erhöhter Th1- und Th17-Anteil unter Milch-reaktiven T-Zellen in Morbus Crohn und 

verstärkte Th17-Reaktion bei einzelnen Colitis-Ulcerosa Patienten 

Auch die funktionellen Eigenschaften von Milch-reaktiven T-Zellen bei Chronisch Entzündlichen 

Darmerkrankungen wurden durch Messung der Zytokin-Produktion nach Antigen-Stimulation 

untersucht. Die Ergebnisse sind weniger eindeutig als bei Weizen-reaktiven T-Zellen. Doch auch bei 

Milch-reaktiven T-Zellen zeichnen sich einige Unterschiede zwischen den Gesundspendern und den 

CED-Patienten ab, wie die Graphik in Abbildung 17 zeigt. In der Morbus-Crohn-Kohorte ist der Anteil 

von IFN-γ-, GM-CSF- und IL-17A-Produzenten unter Milch-reaktiven T-Zellen verglichen mit den 

Gesundspendern leicht erhöht. Bei den Colitis-Ulcerosa-Patienten sind die TNF-α-produzierenden 

Milch-reaktiven T-Zellen im Vergleich zur gesunden Kohorte signifikant erhöht (p=0,0453). Außerdem 

produzieren die Milch-reaktiven T-Zellen einzelner Colitis-Ulcerosa-Patienten darüber hinaus 

besonders viel IL-17A und GM-CSF. Die IL17-A- und GMCSF-Produktion der Milch-reaktiven T-Zellen 

anderer CU-Patienten ist allerdings im selben Bereich wie bei den Gesundspendern. Zusammenfassend 

ist bei Colitis Ulcerosa die TNF-α-Produktion der Milch-reaktiven T-Zellen leicht erhöht. Diese 

Veränderung ist kein Hinweis für eine bestimmte Th-Antwort, deutet aber auf eine erhöhte Reaktivität 

gegenüber Milch-Protein hin. Darüber hinaus besteht bei einzelnen CU-Patienten eine verstärkte IL-

17A- und GM-CSF-Produktion. Bei Milch-reaktiven T-Zellen von MC-Patienten ist kein Zytokin 

signifikant gegenüber den gesunden Kontrollen erhöht. Für detailliertere Informationen über das 

Verhalten der T-Zellen wurde die Ko-Produktion der Zytokine analysiert (s. Anhang: Abbildungen zur 

Zytokin-Ko-Produktion in den AgCED-Kohorten). TNF-α war von der Analyse ausgeschlossen, da es 

keine Hinweise auf eine bestimmte Th-Subpopulation liefert. In den drei untersuchten Gruppen 

produzieren die meisten Milch-reaktiven T-Zellen außer TNF-α nur ein weiteres Zytokin. Bei Morbus 

Crohn und Colitis Ulcerosa ist allerdings der Anteil der GM-CSF-IL-17A-Ko-Produzenten etwas erhöht. 

Letztlich herrschen unter den Milch-reaktiven T-Zellen – von TNF-α- abgesehen - Zytokin-Einzel-

Produzenten vor. Bei einzelnen Colitis-Ulcerosa-Patienten scheint eine verstärkte Th17-Reaktion mit 

erhöhtem Anteil von Zytokin-Ko-Produzenten vorzuliegen. Bei Morbus Crohn ist der Anteil von Th1- 

und von Th17-Zytokinen im Vergleich zu den Gesundspendern nicht signifikant erhöht. Bei den meisten 

Beobachtungen handelt es sich also lediglich um Trends, die statistisch nicht signifikant sind. Um 
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festzustellen, ob es sich bei den CU-Patienten mit hoher IL-17A-Produktion um Ausreißer oder eine 

tatsächliche Subgruppe handelt, müssten mehr CED-Patienten untersucht werden.  

 
Abbildung 17: Zytokin-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen 
A: TNF-α- und IL-17A-Produktion. Repräsentative Punktdiagramme je eines Spenders aus jeder 
Kohorte. Gating-Strategie: CD4+ CD8-CD14-CD20- CD154+CD45RA- Lymphozyten, vgl. Kapitel 3, 
Abb.2; B: Anteil der Zytokin-Produzenten an Milch-reaktiven T-Zellen. Getrennte Darstellung der drei 
Kohorten. Farbkodierung: orange = Gesundspender (n=18), rot = Morbus Crohn-Patienten (n=16), 
blau = Colitis Ulcerosa-Patienten (n=14). Es sind die Mittelwerte abgebildet.  
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

4.2.3.3 Geringe Produktion der Th2-Zytokine Interleukin-13 und Interleukin-4  

Lang bestand die Hypothese, dass insbesondere Colitis Ulcerosa durch eine veränderte Th2-Antwort 

charakterisiert ist. Außerdem stellte sich im Verlauf des Screenings der CED-Patienten die Frage, ob 

die erhöhte Zytokin-Produktion bei Weizen-reaktiven T-Zellen in Morbus Crohn tatsächlich nur Th1-

Zytokine betrifft. Um also einschätzen zu können, ob bei den Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen von 

CED-Patienten auch eine erhöhte Produktion von Th2-Zytokinen vorliegt, untersuchten wir die 

Produktion von Interleukin-4- und Interleukin-13. Wie Abbildung 18 A exemplarisch zeigt, ist der Anteil 

von IL-13- und IL-4-Produzenten unter den Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen insgesamt in allen drei 
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Gruppen gering. In den Abbildungen 18 B-D ist zu sehen, dass die IL-13-, bzw. IL-4-Produktion bei 

Weizen-, Gliadin- und Milch-reaktiven T-Zellen von CED-Patienten tendenziell sogar geringer ist als bei 

den gesunden Kontrollen. Die zwei Gesundspender mit den höchsten Anteilen von IL-13- und IL-4-

Produzenten an Weizen-reaktiven T-Zellen haben eine Typ-1-Allergie gegen verschiedene Gräser, 

unter anderem Roggen. Möglicherweise erklärt das die erhöhte Produktion der Th2-Zytokine spezifisch 

gegen Weizen. Letztlich ist bei Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen in Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa 

die IL-13- und IL-4-Produktion nicht erhöht, sondern abgeschwächt. Das macht eine ausgeprägte Th2-

Antwort gegen Weizen oder Milch in Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen unwahrscheinlich. 

Abbildung 18: IL-13- und IL-4-Produktion unter Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen  
A: Exemplarische Punktdiagramme Weizen-reaktiver T-Zellen dreier Studienteilnehmer aus je einer 
Kohorte. Gating-Strategie: CD4+ CD8-CD14-CD20- CD154+CD45RA- Lymphozyten, vgl. Kapitel 3, Abb. 
2. Darunter: Prozentualer Anteil der IL-13- und IL-4-Produzenten unter B: Weizen-, C: Gliadin-, bzw.  
D: Milch-reaktiven T-Zellen. Farbkodierung: orange = Gesundspender (n=6), rot = Morbus Crohn (n=6 
für Weizen und Gliadin, n=5 für Milch), blau = Colitis Ulcerosa (n=4 für Weizen und Gliadin, n=5 für 
Milch). Es sind die Mittelwerte abgebildet.  
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

 

4.2.4 Veränderte Expression inhibitorischer Rezeptoren auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen 

 Bei Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen besteht eine dysregulierte Immunreaktion. Sowohl 

bei Morbus Crohn als auch bei Colitis Ulcerosa konnte außerdem ein verändertes 

Proliferationsverhalten von CD4-positiven T-Zellen nachgewiesen werden. [48] Zusätzlich kann die 
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Inhibition von wichtigen Immuncheckpoint-Rezeptoren von T-Zellen, wie CTLA-4 und PD-1, im Rahmen 

von Tumortherapien eine Kolitis auslösen. [64] All diese Beobachtungen lassen vermuten, dass auch in 

CED Veränderungen bei der Signalgebung inhibitorischer Rezeptoren eine Rolle spielen könnten. 

Unklar ist, auf welche Antigene die dysregulierten T-Zellen reagieren könnten. Um zu prüfen, ob 

Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen Veränderungen in der Expression inhibitorischer Rezeptoren 

aufweisen, wurde die Expression von PD-1, TIGIT und CTLA-4 auch bei CED-Patienten untersucht.  

 
Abbildung 19: Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Weizen-reaktiven T-Zellen  
A: Anteil der Weizen-reaktiven T-Zellen, die PD-1, CTLA-4 oder TIGIT exprimieren. B: Anteil der Milch-
reaktiven T-Zellen, die PD-1, CTLA-4 oder TIGIT exprimieren. Es sind die Mittelwerte abgebildet.  
Farbkodierung: orange = Gesundspender, rot = Morbus Crohn, blau = Colitis Ulcerosa.  
Gesunde Kontrollen n = 18 (PD1, TIGIT), n= 13 (CTLA-4); Morbus Crohn n = 17/16 (Weizen/Milch) 
(PD1, TIGIT), n = 11 (CTLA-4); Colitis Ulcerosa n = 13/14 (Weizen/Milch) (PD1, TIGIT), n=10 (CTLA-4). 
(p < 0,0332 *; p < 0,0021 **; p < 0,0002 ***; p < 0,0001 ****) 

Insgesamt bestehen jedoch nur geringfügige Unterschiede zwischen Gesundspendern und CED-

Patienten. So exprimieren die Weizen reaktiven T-Zellen von Gesundspendern und CED-Patienten in 

etwa gleich viel PD-1 (Abbildung 19 A). Die Expression des Rezeptors TIGIT ist auf Weizen-reaktiven T-

Zellen bei Morbus Crohn leicht reduziert. In der Tendenz besteht diese Veränderung auch bei Gliadin-

reaktiven T-Zellen von MC-Patienten (s. Anhang:  Abbildungen zur funktionellen Analyse Gliadin-

reaktiver T-Zellen). Nur CTLA-4 wird signifikant häufiger auf Weizen-reaktiven T-Zellen von CU-

Patienten als von Gesunden exprimiert (p=0,0109). Wie Abbildung 19 B zeigt, gibt es bei den Milch-

reaktiven T-Zellen keinerlei signifikante Unterschiede zwischen CED-Patienten und Gesundspendern. 

Zusammenfassend bestehen bei der Expression inhibitorischer Moleküle kaum Unterschiede im 

Vergleich von Gesundspendern mit CED-Patienten. Die erhöhte Expression von CTLA-4 bei Weizen-

reaktiven T-Zellen von CU-Patienten könnte auf eine gewisse Erschöpfung („Exhaustion“) hindeuten. 

Die leicht reduzierte TIGIT-Expression auf Weizen-reaktiven T-Zellen bei Morbus Crohn könnte zu einer 

dysregulierten T-Zell-Antwort beitragen. 
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4.3 Trends aus Korrelations- und Einzelfallanalysen  

4.3.1 Zusammenhang zwischen Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen und dem 

Befallsmuster der chronisch entzündlichen Darmerkrankung  

Um einen etwaigen Zusammenhang zwischen der Krankheitslokalisation und Phänotyp, Frequenzen 

oder funktioneller Kapazität der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen zu erkennen, wurden die Morbus 

Crohn- und Colitis Ulcerosa-Patienten nach ihrer Krankheitslokalisation in Subgruppen unterteilt. Diese 

basieren auf der Montreal-Klassifikation für CED [65] und unterscheiden bei Morbus Crohn zwischen 

Befall des oberen Gastrointestinaltraktes, also Ösophagus, Magen oder Duodenum, mit oder ohne 

Befall von Ileum oder Kolon und der rein aboralen Krankheitslokalisation, gestaffelt in Ileum, Ileokolon 

und Kolon sowie bei Colitis Ulcerosa Pankolitis, Linksseitenkolitis und Proktitis. Da sich aufgrund der 

Größe der AgCED-Kohorten kleine Subgruppen ergeben (von n=0 für Proktitis bis n=10 für 

Linksseitenkolitis), ist eine Einweg-Varianzanalyse unzuverlässig. Mit Blick auf die Trends, die in den 

Diagrammen in Abbildung 20 zu sehen sind, zeichnet sich jedoch ab, dass die Frequenzen der 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen bei eher oral lokalisiertem Befall höher sind als bei rein aboralem 

Befall. Die Frequenzen sind also vor allem bei den CED-Patienten mit Befall von Magen, Duodenum 

oder terminalem Ileum erhöht. Bei Patienten mit alleinigem Befall des Kolons sind sie tendenziell 

niedriger. Allerdings sind in der Abbildung zwei Kohorten (MC und CU) abgebildet, die sich mit Blick 

auf die Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ohnehin unterscheiden (Kapitel 4.2.2). Der 

Eindruck, dass ein Befall des oberen Gastrointestinaltraktes mit hohen Frequenzen einhergeht, besteht 

jedoch auch, wenn man nur die MC-Kohorte betrachtet. Die Frequenzen Weizen-reaktiver T-Zellen in 

der Gruppe „oberer GIT betroffen“ sind signifikant höher als in der Gruppe „Ileokolon“ (p=0,0464). Ein 

analoger Zusammenhang ist bei der Zγtokin-Produktion nicht zu beobachten. Es scheinen also vor 

allem die Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im peripheren Blut mit der 

Entzündungslokalisation zusammenzuhängen. Eine mögliche Erklärung wäre, dass Proteine als 

wichtige Nahrungsbestandteile bereits im oberen Gastrointestinaltrakt enzymatisch gespalten und im 

Dünndarm resorbiert werden. Die stärkste Exposition der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen 

gegenüber ihren Antigenen ist demnach in Magen und Duodenum zu erwarten, sie müsste nach aboral 

abnehmen. Eine Entzündungsaktivität im oberen Gastrointestinaltrakt geht mit einer dortigen Störung 

der Schleimhautbarriere einher, wodurch Nahrungsmittel-Peptide vermehrt in die Mukosa eindringen 

können. [66] Das könnte dazu führen, dass die Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen aufgrund der 

verstärkten Exposition und des entzündlich veränderten Milieus in Magen und Duodenum eher 

proliferieren und eine stärkere Gedächtnis-Antwort aufbauen.  
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Abbildung 20: Abhängigkeit zwischen T-Zell-Frequenzen und Krankheitslokalisation  
Frequenzen von A: Weizen- und B: Milch-reaktiven T-Zellen der CED-Patienten. Auf der X-Achse sind 
die Subgruppen der CED-Patienten unterteilt nach Krankheitslokalisation. Diese entspricht der 
Montreal-Klassifikation [60]. Es sind die Mittelwerte abgebildet. rot = Morbus Crohn, blau = Colitis 
Ulcerosa. Anzahl untersuchter Individuen: Morbus Crohn n=17 (Weizen), n=16 (Milch); Colitis 
Ulcerosa n=14 (Weizen), n=15 (Milch) 

4.3.2 Erhöhte Plasma-Spiegel Nahrungsmittel-spezifischer IgG in Morbus Crohn 

Um zu prüfen, ob die veränderte funktionelle Kapazität der Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen in CED 

die B-Zell-Antwort beeinflusst, wurden Spenderplasmen asserviert und mittels indirektem ELISA auf 

die Konzentration von Nahrungsmittel-spezifischen Immunglobulinen G (IgG) untersucht. Über die 

erhöhte Konzentration Nahrungsmittel-spezifischer IgG im Plasma von CED-Patienten wurde bereits 

berichtet [67]. Auch bei den für das AgCED-Screening untersuchten Probanden zeigten sich erhöhte 

Konzentrationen Nahrungsmittel-spezifischer Immunglobuline G, die vor allem bei Morbus Crohn 

höher als bei den Gesundspendern waren (Abbildung 21). Auch bei Colitis Ulcerosa erscheinen die IgG 

im Vergleich zur gesunden Kohorte leicht erhöht. Um einen Eindruck davon zu erhalten, ob zwischen 

der Menge der Nahrungsmittel-bindenden IgG als Ausdruck einer B-Zell-Antwort und der Reaktion 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ein Zusammenhang besteht, wurden entsprechende 

Korrelationsanalysen durchgeführt. Dabei zeigt sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der 

Konzentration Milch-, bzw. Weizen-spezifischer IgG und den Frequenzen, bzw. der Zytokin-Produktion 

der Milch- und Weizen-reaktiven T-Zellen. Zusammenfassend liegt insbesondere bei Morbus Crohn 

eine erhöhte Produktion Nahrungsmittelspezifischer IgG vor. Sie ist statistisch nicht signifikant und im 

Fall von Weizen und Milch nicht mit der Ausprägung der Antigen-abhängigen T-Zell-Reaktion korreliert. 

Es ergibt sich also kein klarer Hinweis auf eine direkte B-Zell-Beteiligung bei veränderter Th-Antwort 

gegenüber Nahrungsmitteln. 
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Abbildung 21: Plasma-Konzentration Nahrungsmittel-spezifischer IgG  
Die Heatmap zeigt die Konzentrationen Nahrungsmittel-spezifischer IgG in den drei Kohorten. Jede 
Spalte entspricht einem Spender der jeweiligen Kohorte, jede Zeile entspricht einer Antikörper-
Spezifität. Anzahl der Probanden: Gesunde Spender n=20, Morbus Crohn n=21, Colitis Ulcerosa n=18. 

5 Diskussion 
Die vorgestellten Ergebnisse sollen nun im Kontext der eingangs gestellten Fragen diskutiert werden: 

(i) Welchen Phänotyp und welche funktionellen Eigenschaften haben Nahrungsmittel-reaktive CD4+ T-

Zellen bei gesunden Probanden? (ii) Wie können die Ergebnisse mit Blick auf die Frage nach 

Mechanismen der oralen Toleranz eingeordnet werden? (iii) Bestehen Unterschiede in Anzahl oder 

Verhalten Nahrungsmittel-reaktiver CD4+ T-Zellen von CED-Patienten im Vergleich mit 

Gesundspendern?  

5.1 Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen sind bei Gesundspendern mit geringen 

Frequenzen nachweisbar, exprimieren ko-inhibitorische Rezeptoren und wenige 

inflammatorische Zytokine 

Die Existenz Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen wurde schon von mehreren Gruppen mit 

unterschiedlichen Methoden nachgewiesen. [24; 68; 69] Mithilfe des ARTE-Protokolls konnten bei 

allen untersuchten gesunden Spendern T-Zellen detektiert werden, welche auf Weizen- bzw. Milch-

Proteine reagieren. Eine in-vivo Exposition erscheint mit Blick auf den recht hohen Anteil CD45RA-

negativer Gedächtniszellen unter den Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen wahrscheinlich. Sie ist 

außerdem plausibel, da der Konsum von Milch- und Weizen-Produkten wichtiger Bestandteil einer 

westlichen Ernährung ist und Nahrungsmittel-Proteine kurz nach ihrem Verzehr in der 

Darmschleimhaut nachweisbar sind. [28] Die Frequenzen zirkulierender Nahrungsmittel-reaktiver T-
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Zellen im Bereich von 10-6 bis 10-4 (entsprechend 0,0001 % bis 0,01 %) sind sehr niedrig. [62] 

Frequenzen in diesem Bereich wurden für Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen mit der ARTE-Methode 

bereits ermittelt. [24] Auch Tetramer-Färbungen ergaben für Gluten-bindende T-Zellen im Gesunden 

ähnliche Frequenzen. Damit sind Milch- und Weizen-reaktive T-Zellen 10- bis 100-fach seltener als T-

Zellen, die gegen verschiedene Viren, Bakterien und Pilze, wie C. albicans, Cytomegalovirus, E.coli oder 

S. aureus reagieren. [70; 24] Die Interaktion mit diesen Pathobionten führt im Vergleich zu 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen offensichtlich zu einer stärkeren Immunreaktion und damit 

höheren Frequenzen. Mechanismen wie Apoptose und Deletion werden von einigen Autoren als 

wichtige Merkmale oraler Toleranz diskutiert [28; 32; 27]. Die im ARTE-Screening ermittelten niedrigen 

Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen könnten also das Ergebnis wiederholter Exposition und 

daraus folgender Deletion der spezifischen T Zellen als ein Toleranzmechanismus sein. Damit wäre 

auch denkbar, dass die niedrigeren Frequenzen Milch-reaktiver T-Zellen auf eine im Vergleich zu 

Weizen höhere Protein-Zufuhr und damit eine stärkere Antigen-Exposition zurückzuführen sind. 

5.1.1 Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen produzieren wenige inflammatorische Zytokine 

Die Analyse der Zytokin-Ko-Produktion hat gezeigt, dass die Mehrheit der Nahrungsmittel-reaktiven T-

Zellen kein IFN-γ, IL-17A, IL-22 oder IL-10 produziert. Lediglich TNF-α wird von einem Großteil der 

reaktiven T Zellen produziert. Viele Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen können anhand ihrer Zytokin-

Produktion also keiner klassischen Th-Subpopulation zugeordnet werden. [71] Welche Rolle diesen 

Zellen zukommt, ob sie möglicherweise andere Zytokine produzieren, welche nicht untersucht 

wurden, oder ob sie andere Effektorfunktionen haben, wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. 

Weniger als 10 % der Weizen- und Milch-reaktiven T-Zellen produzieren die Th17-Zytokine IL-17A und 

IL-22 oder das Th1-Zytokin IFN-γ. [71] In Analysen Gliadin-reaktiver T-Zellen aus peripherem Blut 

gesunder Spender entdeckten Rodríguez-Sillke et al. ebenfalls eine niedrige IFN-γ- und IL-17A-

Produktion. [69] Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das anti-

inflammatorische Zytokin IL-10 ebenfalls von ca. 10 % der Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen 

produziert wird. Obwohl für die Th-Subpopulationen typischen Zytokine also generell wenig von 

Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen produziert werden, lässt sich ableiten, dass im Gesunden ein 

Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen vorliegt.  

5.1.2 Ein großer Teil Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen exprimiert inhibitorische Rezeptoren 

Die Analyse von inhibitorischen Rezeptoren auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen hat gezeigt, dass 

PD-1 von der Mehrheit (durchschnittlich 54,2 % der ALGL- bis 77,8 % der Milch-reaktiven T-Zellen) 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen exprimiert wird, und auch andere inhibitorische Rezeptoren wie 

TIGIT und CTLA-4 häufig exprimiert werden. Durch Tetramer-Färbungen konnten Christophersen et al. 

ebenfalls eine hohe PD-1-Expression Gluten-bindender T-Zellen nachweisen. [23]  Joosse et al. 
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beschrieben, dass Darm-assoziierte T-Zellen unbekannter Spezifität in hohem Maß TIGIT und CTLA-4 

exprimieren. [46] Die häufige Expression inhibitorischer Rezeptoren auf Nahrungsmittel-spezifischen 

T-Zellen könnte zur Aufrechterhaltung der oralen Toleranz beitragen. [72; 73] Visekruna et al. 

beschreiben in murinen Peyer Plaques eine Nahrungs-Antigen-abhängige T-Zell-Population, die Helios 

und PD-1 exprimiert und nach Aktivierung zu Apoptose neigt. [32] Demnach könnte auch die Induktion 

der Apoptose durch inhibitorische Rezeptoren eine überschießende Immunreaktion Nahrungsmittel-

reaktiver T-Zellen begrenzen. [32; 27] Im Unterschied zu Daten von Visekruna et al. wurde in dieser 

Arbeit nur eine geringe Expression des Transkriptionsfaktors Helios auf Nahrungsmittel-spezifischen T 

Zellen festgestellt. Die Diskrepanz bezüglich der Helios-Expression könnte möglicherweise durch 

Unterschiede zwischen Gewebe und zirkulierenden T Zellen erklärt werden. Beim Vergleich von Milch- 

und Weizen-reaktiven T-Zellen fällt auf, dass Milch-reaktive T-Zellen signifikant mehr Helios, PD-1 und 

TIGIT exprimieren, wobei TIGIT und PD-1 stark ko-exprimiert sind (vgl. Kapitel 4.1.3, Abb. 9, 10). Dies 

könnte ein Hinweis sein, dass die Hoch-Regulation inhibitorischer Rezeptoren nicht nur ein Zeichen für 

die Aktivierung von T-Zellen ist, sondern dass T-Zellen mit verschiedenen Antigenen in 

unterschiedlichem Maße durch die inhibitorischen Rezeptoren reguliert sein könnten. Die niedrigeren 

Frequenzen von Milch-reaktiven T-Zellen könnten mit der hohen Expression ko-inhibitorischer 

Rezeptoren zusammenhängen, da diese die Proliferation Milch-reaktiver T-Zellen effektiv inhibieren 

könnten. T-Zell-vermittelte Toleranz gegenüber Milch könnte somit stärker als bei Weizen durch 

inhibitorische Rezeptoren vermittelt sein. Eine Nebenwirkung von Immun-Checkpoint-Inhibitor 

Therapien sind gastro-intestinale Beschwerden. Wenn inhibitorische Rezeptoren an der Regulation 

von Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen beteiligt sind, liegt die Vermutung nahe, dass ein Ausfall der 

inhibitorischen Signalwege unter Immun-Checkpoint-Inhibitor-Therapie zu überschießenden 

Immunreaktionen gegen Nahrungsmittel führen könnte. Diese Hypothese könnte in zukünftigen 

Studien durch Analyse von Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen bei Patienten unter Checkpoint 

Therapie überprüft werden. 

5.1.3 Geringe Reaktivität Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen nach in vitro Expansion  

Die hier ermittelte Reaktivität Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei erneuter Stimulation nach in-

vitro-Expansion war eher gering im Vergleich zu beschriebenen Daten mit Pilz- oder Virus-reaktiven T-

Zellen. [57; 50] Die Frage nach der Ursache und möglichen Fehlern in der Handhabung konnte letztlich 

nicht abschließend geklärt werden. Bei Proliferationsassays mit Gluten-Tetramer-bindenden T-Zellen 

entdeckten Christophersen et al. ebenfalls eine Abnahme des Anteils Gluten-HLA-Tetramer-bindender 

T-Zellen bei Gesundspendern. [68] Im Zusammenhang mit der hohen Expression inhibitorischer 

Rezeptoren könnte man jedoch vermuten, dass Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen eine schwache 

proliferative Kapazität besitzen. [26] Damit hätten nicht-spezifische Zellen während der in vitro Kultur 

einen Selektionsvorteil, wodurch der Anteil tatsächlich Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen über die 
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Dauer der in-vitro-Expansion zurückgegangen wäre. Auch eine Deletion, bzw. Apoptose aktivierter 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen wäre als Ursache der niedrigen Reaktivität bei Re-stimulation 

denkbar. [32; 27] Eine eingeschränkte Proliferation sowie die Deletion Nahrungsmittel-reaktiver T-

Zellen könnten somit Kennzeichen immunologischer Toleranz gegenüber Nahrungsmittel-Antigenen 

sein. [32; 27] 

5.2 Veränderungen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Morbus Crohn und Colitis 

Ulcerosa 

Zahlreiche Untersuchungen konnten Veränderungen von CD4+ T-Zellen in Chronisch Entzündlichen 

Darmerkrankungen nachweisen. [48; 50; 74; 46; 32; 27; 73; 69] Jedoch sind die Antigene, die 

veränderte T Zellreaktionen bei CED auslösen bislang weitestgehend unbekannt. Kürzlich wurde eine 

Studie veröffentlicht, die bei Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen Veränderungen bei CED Patienten im 

Vergleich zum gesunden Zustand beobachtet hat [32; 27; 69; 69]. Die hier durchgeführte Analyse 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen von CED-Patienten hat weitere funktionale und phänotypische 

Veränderungen von Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen bei CED identifiziert.  

5.2.1 Erhöhte Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Gedächtniszellen bei Morbus Crohn  

Die Analyse Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei CED-Patienten hat eine signifikante Erhöhung des 

Nahrungsmittel-reaktiver Gedächtnis T-Zellen bei Morbus Crohn gezeigt. Mögliche Ursachen könnte 

einer verstärkte Translokation von Nahrungsmittel-Protein in die Mukosa aufgrund der gestörten 

Barrierefunktion im Darm von MC-Patienten sein [40]. Dies wird von den Ergebnissen gestützt, dass 

auch die Lokalisation der Entzündung für die Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen eine Rolle 

spielt. So sind die Frequenzen höher bei Befall des oberen Gastrointestinaltrakts, also Magen und 

Dünndarm, wo Nahrungsmittel-Proteine hauptsächlich degradiert und resorbiert werden. [75] Den 

erhöhten Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Morbus Crohn könnte außerdem ein 

veränderter Zellzyklus zugrunde liegen. So beschreiben Sturm et al. bei Morbus Crohn, aber nicht 

Colitis Ulcerosa, eine schnellere Proliferation von T-Zellen der Lamina propria. [48] Einige Autoren 

gehen davon aus, dass die erhöhte Proliferation von T-Zellen bei Morbus Crohn die Toleranz gegenüber 

Nahrungsmittel-Antigenen stören und so auch zum Krankheitsgeschehen beitragen könnte. [32; 27] 

Festzuhalten bleibt, dass die erhöhten Frequenzen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Morbus 

Crohn wahrscheinlich mit einer Barrierestörung und somit erhöhten Exposition vor allem im oberen 

Gastrointestinaltrakt zusammenhängen.  

5.2.2 Erhöhte Th1-Antwort gegenüber Weizen und Gliadin bei Morbus Crohn 

Die funktionelle Analyse der Nahrungsmittel-spezifischen T Zellen hat eine erhöhte Produktion der 

Th1-Zytokine IFN-γ, GM-CSF und TNF-α gegenüber Weizen-Protein und Gliadin bei Morbus Crohn 

gezeigt. Eine erhöhte TNF-α- und IFN-γ-Produktion Gluten-reaktiver T-Zellen in MC sowie in Zöliakie 
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[69] wurde auch von Rodríguez-Sillke et al. beschrieben. Insbesondere ist in diesem Zusammenhang 

die in dieser Arbeit identifizierte reduzierte IL-10-Produktion der Weizen- und Gliadin-reaktiven T-

Zellen bei Morbus Crohn interessant. Kürzlich wurde eine gestörte IL-10 Induktion in CD4+ T Zellen in 

Morbus Crohn aufgrund eines veränderten Notch/STAT3-vermittelten Signalwege identifiziert [73], die 

das Phänomen möglicherweise erklärt. Der von Ó’Moraín et al. beschriebenen „Elemental Diet“ liegt 

die Hypothese zugrunde, dass Nahrungsmittelproteine in Morbus Crohn entzündungstreibend sein 

könnten. [37] Auch die von Glauben et al. beschriebene  Expression pro-inflammatorischer Zytokine  

könnte auf eine entzündungstreibende Rolle der Weizen-reaktiven T-Zellen bei Morbus Crohn 

hinweisen, zumal Frequenzen und Zytokin-Produktion Ähnlichkeiten zu Zöliakie aufweisen und Gliadin-

reaktive T-Zellen in Zöliakie erwiesenermaßen krankheitstreibend sind [76; 69]. Im Vergleich zum 

Gesunden zeigt sich also ein verändertes Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine 

Weizen-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn. Diese Dysbalance, mit Ähnlichkeiten zur Zöliakie, könnte 

bei Morbus Crohn zum Entzündungsgeschehen beitragen. Da es sich bei den hier vorliegenden Daten 

jedoch lediglich um in-vitro-Analysen handelt, kann eine Relevanz der veränderten T-Zellen für das 

Krankheitsgeschehen bei Morbus Crohn nicht nachgewiesen werden. Hierfür wäre eine von ARTE-

Analysen begleitete klinisch-diätetische Intervention zur Korrelation von T-Zell-Verhalten, Antigen-

Exposition und Entzündungsaktivität interessant (s. Kapitel 5.3. Einschränkungen sowie 5.4. 

Empfehlungen). 

5.2.3 Individuelle Colitis Ulcerosa Patienten haben erhöhte Th17-Antwort gegen Milch 

Milch-reaktive T-Zellen von Morbus Crohn-Patienten weisen leichte Veränderung bei der Zytokin-

Produktion auf, jedoch weniger ausgeprägt als bei Weizen-reaktiven T Zellen. So ist die Produktion von 

IL-17A, GM-CSF und IFN-γ in Morbus Crohn etwas erhöht, bei einem geringen Anteil von IFN-γ-IL-17A-

Ko-Produzenten. Bei Colitis Ulcerosa-Patienten konnte insgesamt eine erhöhte TNF-α Produktion 

Milch-reaktiver T Zellen festgestellt werden. Auffällig war jedoch, dass Milch-reaktive T Zellen 

individueller Colitis Ulcerosa-Patienten eine stark erhöhte Produktion von GM-CSF und IL-17A 

aufwiesen, und beide Zytokine auch Ko-produziert werden. Solche potenziell pathologischen Th17-

Populationen wurden bei CED bereits beschrieben. [40; 45; 73] Jedoch sind die Antigene, die diese 

Zellen aktivieren bislang unbekannt. Prinzipiell könnte eine Exposition mit Milchprotein im Kolon 

ursächlich sein. Auch eine Kreuzreaktivität, beispielsweise mit Antigenen der Mikrobiota wäre 

denkbar. Klinisch zeigte sich bei den Individuen mit veränderter T-Zell-Antwort gegenüber Milch-

Protein keine nennenswerte Auffälligkeit. Es bestanden keine Allergien oder Unverträglichkeiten 

gegenüber, bzw. Karenz von Milchprodukten oder anderen Nahrungsmitteln. Die Therapie, 

Erkrankungsschwere und Entzündungsparameter unterschieden sich nicht von den übrigen CU-

Patienten. Es ergibt sich insgesamt kein Hinweis, dass die T-Zell-Antwort gegen Milch das 

Krankheitsgeschehen von Colitis Ulcerosa klinisch messbar beeinflusst. 
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5.2.4 Geringe Veränderungen ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Nahrungsmittel-reaktiven T-

Zellen in CED  

Die Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Milch- und Weizen-reaktiven T-Zellen unterscheidet 

sich kaum zwischen Gesundspendern und CED-Patienten. Man hätte auch eine reduzierte Expression 

der ko-inhibitorischen Rezeptoren erwarten können, da eine Abnahme mit Inflammation und 

Autoimmunität in Verbindung gebracht wird. [20] Allerdings könnte auch eine im Vergleich zum 

gesunden Zustand stabile Expression möglicherweise pathologischen Wert haben. Denn aufgrund der 

chronischen Entzündung und einer erhöhten Exposition gegenüber Nahrungsproteinen in CED durch 

die Barrierestörung könnte auch eine Erschöpfung („Exhaustion“) Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen 

eintreten. Diese wird beispielsweise bei chronischen Infektionen beobachtet und ist gekennzeichnet 

durch eine erhöhte Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren [20], sodass auch die erhöhte Expression 

ko-inhibitorischer Rezeptoren vorstellbar wäre. Unter den untersuchten inhibitorischen Rezeptoren 

war die CTLA-4-Expression auf Weizen-reaktiven T-Zellen in CU erhöht und könnte einen solchen 

Erschöpfungszustand reflektieren. Bei den Weizen-reaktiven T-Zellen in Morbus Crohn ist die TIGIT-

Expression hingegen leicht reduziert. Eine reduzierte TIGIT-Expression wurde bereits bei CD38-

positiven T-Zellen von MC-Patienten beobachtet. [74; 46] Ahlers et al. beschreiben, dass die 

Aktivierung des NOTCH/STAT3-Signalwegs in gesunden CD4-positiven T-Zellen die Produktion von IL-

10 sowie die Hochregulation inhibitorischer Rezeptoren wie TIGIT induziert. Bei MC-Patienten ist 

dieser Signalweg jedoch gestört, was zur reduzierten Expression von IL-10 und TIGIT führt. [73] Auf 

Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen in MC könnte die reduzierte TIGIT-Expression somit durch eine 

gestörte NOTCH/STAT3-Signalgebung verursacht sein und darüber hinaus in Verbindung zu der 

veränderten, proinflammatorischen Zytokin-Produktion der Weizen-reaktiven T-Zellen stehen. 

Insgesamt bleibt dennoch festzuhalten, dass die verstärkte Antigen-Exposition Nahrungsmittel-

reaktiver T-Zellen in CED nur geringe Veränderungen in der Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren 

auslöst. 

5.3 Einschränkungen 

Ziel dieser Arbeit war es generelle Veränderungen Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen zu ermitteln. Um 

validere Aussagen zu Subgruppen treffen zu können – etwa MC-Patienten mit Krankheitsmanifestation 

im oberen Gastrointestinaltrakt oder CU-Patienten mit ausgeprägter Th17-Antwort gegen Milch – 

wäre mit Blick auf eine bessere statistische Power der Einschluss von mehr Probanden wünschenswert 

gewesen.  Korrelationsanalysen zwischen Parametern des ARTE-Screenings und klinischen Parametern 

waren aufgrund von kleinen Kohorten-Größen ebenfalls wenig aussagekräftig, obwohl sie zur 

Beantwortung der Frage nach der Relevanz Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen für das 

Krankheitsgeschehen interessant sind. Wo Korrelationen zu bestehen scheinen, wären außerdem 

weiterführende Experimente interessant gewesen. Die Befunde zur verstärkten Th1-Antwort gegen 
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Weizen in Morbus Crohn etwa deuten auf eine fehlende Regulation bei reduzierter TIGIT- und IL-10-

Expression hin. Diese Befunde sind bislang nur korrelativ, es bedürfte hier zusätzlicher funktioneller 

Analysen. Insbesondere mit Blick auf die Th1-Reaktion gegen Weizen in Morbus Crohn stellt sich die 

Frage nach der Relevanz der Weizen-reaktiven T-Zellen für das Krankheitsgeschehen. Um diese Frage 

zu beantworten, wären weiterführende funktionelle Analysen der Weizen-reaktiven T-Zellen in 

Morbus Crohn sowie Verlaufsbeobachtungen unter einer Eliminationsdiät interessant. Eine andere 

Einschränkung, die der zugrundeliegende Datensatz mit sich bringt, ist, dass nur Analysen an PBMC 

vorgenommen wurden. Die Inflammation vermittelnden T-Zellen bei CED sind in Darmschleimhaut und 

mesenterialen Lymphknoten lokalisiert [40]. Lymphozyten migrieren zwischen verschiedenen 

Geweben und zirkulieren im Blut  [77], sodass die T-Zellen aus dem peripheren Blut zumindest zu 

einem gewissen Teil repräsentativ für T-Zellen des intestinalen Immunsystems sein könnten. Prinzipiell 

könnte jedoch auch eine Veränderung des Phänotyps ihre Rezirkulation aus dem Darm erst 

ermöglichen. Es gibt zudem einige Mukosa-ständige T-Zellen (Resident Memory T Cells) [77], die von 

der vorliegenden Arte-Analyse weitestgehend ausgeschlossen sind. Eine Analyse Nahrungsmittel-

reaktiver T-Zellen aus MALT und mesenterialen Lymphknoten wäre also eine wichtige Ergänzung mit 

Blick auf die zentrale Frage, wie die Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen sich im Zielorgan der Chronisch 

Entzündlichen Darmerkrankung tatsächlich verhalten. Die Untersuchungen Nahrungsmittel-

spezifischer IgG [67] weisen darauf hin, dass die Immunantwort gegen weitere Nahrungsmittel in CED 

verändert sein könnte. Damit stellt sich die Frage, wie die T-Zell-Reaktion gegenüber anderen 

Nahrungsmitteln aussieht, ob es einen bestimmten Phänotyp Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen gibt 

oder sich Subgruppen bilden lassen. Im Gesunden Zustand könnte die Analyse weiterer 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen zudem mehr Informationen über die Vermittlung oraler Toleranz 

liefern. Zusammenfassend könnten weitere Experimente wie ein umfangreiches Arte-Screening, 

funktionelle Analysen sowie klinische Studien die bisherigen Informationen ergänzen und tiefere 

Einblicke in die Mechanismen oraler Toleranz sowie die Relevanz Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen für 

das Krankheitsgeschehen in Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen gewähren.  

5.4 Empfehlungen 

Aus den vorliegenden Ergebnissen folgt eine Reihe von Fragen, welche man mithilfe weiterer 

Untersuchungen zu beantworten könnte. Zunächst wäre eine umfassendere Charakterisierung 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen interessant. Dafür könnte man mehr Probanden mit und ohne CED 

auf Veränderungen bei Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen screenen. Um ein umfassenderes Bild von 

oraler Toleranz gegenüber Nahrungsmitteln zu erhalten und andere Nahrungsmittel mit veränderter 

T-Zell-Reaktion in CED zu detektieren, könnte man weitere Nahrungsmittel-Antigene in das Screening 

einschließen. Die ARTE-Analyse könnte man außerdem mit Blick auf die zu analysierenden Parameter 

ausweiten. So wäre die Untersuchung weiterer Zytokine, ko-inhibitorischer und ko-stimulatorischer 
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Rezeptoren, zytotoxischer Moleküle oder des Proliferationsmarkers Ki-67 denkbar. Außerdem wäre es 

interessant, auch bei CED-Patienten die Reaktivität Nahrungsmittel-spezifischer T-Zellen nach 

Restimulation zu untersuchen und Analysen der funktionellen Affinität der T-Zell-Rezeptoren 

durchzuführen.  Für eine weitere Bestätigung, dass die analysierten T-Zellen spezifisch gegen 

Nahrungsmittel reagieren, könnte man etwa die Spezifität Gliadin-reaktiver T-Zellen durch Gluten-

Tetramer-Färbungen überprüfen. Auch durch TZR-Sequenzierung Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen in 

Kombination mit Peptidanalysen könnte man genauere Informationen zu den Epitopen aus 

Nahrungsmittel-Antigenen gewinnen. Eine Analyse des TZR-Repertoires von Weizen-reaktiven T-Zellen 

bei Morbus Crohn könnte Aufschluss über die TZR der vermehrt vorkommenden, proinflammatorisch 

veränderten T-Zellen erbringen. Insbesondere mit Blick auf die vermehrten Th1-Zytokine 

produzierenden Weizen-reaktiven T-Zellen bei MC stellt sich auch die Frage nach der Bedeutung für 

das Krankheitsgeschehen. Dem könnte man beispielsweise durch Studien mit Gluten-freier Diät oder 

Exklusiv Enteraler Ernährung  [37] bei MC-Patienten nachgehen. Diese Interventionen könnte man mit 

mehrzeitigen ARTE-Analysen der Gliadin- und Weizen-reaktiven T-Zellen begleiten. Eine solche 

Interventionsstudie könnte gemeinsam mit der Untersuchung Weizen-reaktiver T-Zellen auf 

zytotoxische Eigenschaften vermutlich am ehesten Erkenntnisgewinn zu der Frage nach der 

praktischen Relevanz der erhöhten Th1-Antwort gegen Weizen in Morbus Crohn erbringen. 

5.5 Fazit 

Bei gesunden Probanden sind Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen selten, der Anteil der Gedächtniszellen 

überwiegt, was für eine in-vivo-Exposition mit den Antigenen spricht. Die Einzel- und Ko-Produktion 

von Zytokinen ist mit Ausnahme von TNF-α gering. Dagegen exprimieren viele Nahrungsmittel-reaktive 

T-Zellen einen oder mehrere ko-inhibitorische Rezeptoren. Im Vergleich von Weizen- und Milch-

reaktiven T-Zellen weisen letztere niedrigere Frequenzen bei höherer Expression ko-inhibitorischer 

Rezeptoren auf, was auf eine mögliche Toleranzinduktion durch diese beiden Parameter hinweist. Die 

Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren verbunden mit einer geringen proliferativen Kapazität 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen sowie ihre niedrige Produktion proinflammatorischer Zytokine 

könnten Merkmale sein, die zu oraler Toleranz beitragen. Obgleich wenige Nahrungsmittel-reaktive T-

Zellen IL-10 produzieren, ist das Verhältnis pro- und anti-inflammatorischer Zytokine bei Gesunden 

ausgeglichen. Die bei CED-Patienten beobachteten Abweichungen zeigen sich zunächst in den 

erhöhten Frequenzen und Gedächtnisanteilen bei Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen in Morbus Crohn. 

Dem könnte die Kombination aus einer gestörten Darmbarriere mit einem veränderten 

Proliferationsverhalten der T-Zellen zugrunde liegen. Außerdem ist bei Weizen-reaktiven T-Zellen von 

MC-Patienten die Produktion von Th1-Zytokinen erhöht und die IL-10-Produktion reduziert, es kommt 

also zu einer Verschiebung von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen gegen Weizen. Die 

Nahrungsmittel-reaktive T-Zell-Antwort bei Colitis Ulcerosa unterscheidet sich nur punktuell vom 
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gesunden Zustand. Auffällig ist jedoch, dass einzelne CU-Spender eine erhöhte Th17-Reaktion 

aufweisen. Ob die beobachteten Veränderungen Nahrungsmittel-reaktiver T Zellen zur 

Pathophysiologie von CED beitragen, kann die vorliegende Arbeit nicht einordnen. Hierfür sind weitere 

Studien erforderlich, die z.B. durch Ernährungsintervention gezielt verschiedene Nahrungsmittel 

ausschließen, um dann Veränderungen der reaktiven T Zellen zu analysieren. 

6 Zusammenfassung 
Chronisch Entzündliche Darmerkrankungen betreffen eine wachsende Zahl von Menschen. Dabei ist 

ihre Pathophysiologie noch nicht vollständig verstanden. Bekannt ist, dass neben Faktoren wie der 

Barrierefunktion des Darms oder dem Mikrobiom insbesondere die CD4-positiven T-Zellen der 

adaptiven Immunantwort krankheitstypische Veränderungen aufweisen. Einflüsse der Ernährung auf 

Chronisch Entzündliche Darmerkrankungen sind nach wie vor Gegenstand der Forschung. Zur Frage 

nach einer möglicherweise veränderten T-Zell-Antwort gegen Nahrungsmittelantigene gibt es bislang 

nur vereinzelte Publikationen, die T-Zellen anhand ihrer Antigen-Spezifität charakterisieren. Ähnliches 

gilt für die T-Zell-Antwort gegen Nahrungsmittel im Gesunden, bei der von induzierter Toleranz 

ausgegangen wird. Die Antigen-reaktive T-Zell-Anreicherung ermöglicht die Detektion aller T-Zellen, 

die durch die Stimulation mit einem Antigen aktiviert werden, und bietet so einen umfassenden 

Überblick über das T-Zell-Repertoire gegenüber dem Antigen.  Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, 

mithilfe der Antigen-reaktiven T-Zell-Anreicherung den Phänotyp und die funktionellen Eigenschaften 

Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen im Gesunden und in Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen zu 

charakterisieren – um so Informationen über mögliche Mechanismen oraler Toleranz im Gesunden 

und eventuelle Abweichungen bei Erkrankten zu generieren. Zunächst zeigt die Untersuchung Weizen- 

und Milch-reaktiver T-Zellen von Gesundspendern niedrige T-Zell-Frequenzen sowie eine hohe 

Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine ist nur 

schwach ausgeprägt, sodass im gesunden Zustand eine Balance zwischen pro- und anti-

inflammatorischen Zytokinen zu bestehen scheint. Diese Beobachtungen könnten Korrelat induzierter 

Toleranz gegenüber Nahrungsmittel-Antigenen sein. Die Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen von 

Patienten mit Colitis Ulcerosa unterscheiden sich kaum von Gesundspendern, mit Ausnahme einzelner 

Patienten, die eine erhöhte Th17-Antwort gegen Milch zeigen. Bei Morbus Crohn hingegen deuten ein 

erhöhter Gedächtnisanteil und erhöhte T-Zell-Frequenzen gegen alle untersuchten 

Nahrungsmittelantigene auf eine verstärkte und veränderte Auseinandersetzung mit den Antigenen in 

vivo hin. Außerdem zeigt sich bei Morbus-Crohn-Patienten eine deutlich verstärkte Th1-Antwort gegen 

Weizen, bei gleichzeitig erniedrigter IL-10-Produktion. Somit scheint eine Dysbalance zwischen pro- 

und anti-inflammatorischen Zytokinen zu bestehen. Ob die beobachteten Veränderungen in Chronisch 

Entzündlichen Darmerkrankungen eine klinische Bedeutung haben, müssen weiterführende Studien 

klären. Insgesamt können Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen bei Gesundspendern und Patienten 
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nachgewiesen werden. Im Gesunden sind sie selten, exprimieren ko-inhibitorische Rezeptoren und 

kaum proinflammatorische Zytokine, was vereinbar ist mit bekannten T-Zell-vermittelten Toleranz-

Mechanismen. Dagegen bestehen vor allem bei Morbus Crohn proinflammatorische Veränderungen 

der T-Zellen gegen Weizen, welche prinzipiell zum Entzündungsgeschehen beitragen könnten. 
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Anhang 

Probanden-Daten 

Tabelle 14: Probandentabelle mit klinischen Parametern 

ID Kohorte Alter Geschlecht Dauer1 der 
Erkrankung 

Aktivität2 Lokalisa-
tion3 

Medikamentöse Therapie 

HC1 Gesund  42 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC2 Gesund  30 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC3 Gesund  27 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC4 Gesund  33 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC5 Gesund  25 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC6 Gesund  67 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC7 Gesund  70 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC8 Gesund  37 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC9 Gesund  25 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC18 Gesund  32 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC10 Gesund  61 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC14 Gesund  22 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC11 Gesund  28 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC12 Gesund  28 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC13 Gesund  50 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC15 Gesund  22 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC16 Gesund  33 männlich k.A. k.A. k.A. k.A. 

HC17 Gesund  24 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. 

MC1 MC 37 weiblich 1  A2 L1 B1 
 

Vedolizumab 300mg/8 Wochen 
Mesalamin 4,5g täglich 

MC2 MC 53 männlich 3 2 A3 L3 B3 
 

Adalimumab 40mg/2 Wochen 
Mesalamin 1,5 g täglich 

MC3 MC 25 männlich 3  A2 L3 B3 
 

Infliximab 400mg/7 Wochen 

MC4 MC 54 männlich 32 9 A2 L3 B3 

 
 

Infliximab 300mg/8 Wochen 

MC5 MC 32 weiblich 11  A2 L1+L4 B1 
 

Remicade 400 mg/8 Wochen 

MC6 MC 30 männlich 10 1 A2 L3 B2/3 
 

Infliximab 500mg/6 Wochen 

MC7 MC 30 männlich 4 1 A2 L3 B1 

 
 

Ustekinumab 90mg /8 Wochen 
Methotrexat 20mg wöchentlich 

MC8 MC 23 männlich 2 2 A2 L3 B1 

 
 

Budesonid 9 mg täglich 
Mesalamin 4,5g täglich 

MC9 MC 27 männlich 7 6 A2 L3 B1 
 

Ustekinumab 90mg/8 Wochen 

MC10 MC 28 männlich 15 1 A1 L2 B2 
 

Infliximab 400mg/8 Wochen 

MC11 MC 61 weiblich 35 1 A2 L1 B1 
 

Infliximab 500mg/8 Wochen 

MC12 MC 53 weiblich 3 5 A2 L1 B1 
 

Infliximab 300mg/6 Wochen 
Budesonid rektal täglich 

MC13* MC 29 männlich    Nicht bekannt 

MC14 MC 43 weiblich 7 5 A2 L1 B1 
 

keine 

MC15 MC 23 weiblich 8 0 A2 L3+L4 B1 
 

Infliximab 300mg/8 Wochen 

MC16 MC 37 männlich 7 6 A1 L1 B1 
 

Infliximab 400mg/6 Wochen 
Pantoprazol, Desloratadin 

MC17* MC 20 männlich    Nicht bekannt 
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MC18 MC 25 weiblich 7  A2 L3+L4 B1 
 

Infliximab 400mg/8 Wochen 
Pentasa 

MC19 MC 20 männlich 1  A2 L3+L4 
B1 

Infliximab 400mg/4 Wochen 

CU1 CU 47 männlich 13 
 

0 E2 S1 Infliximab 400mg/ 8 Wochen 

CU2 CU 27 männlich 6 
 

0 E3 S1 Vedolizumab 300mg/8 Wochen 

CU3 CU 33 männlich 12 0 E2 S1 Infliximab 500mg/7 Wochen 
4,2g Mesalamin täglich 

CU4 CU 45 weiblich 7 1 E3 S1 Infliximab 300mg/ 7 Wochen 
1,5g Mesalamin 

CU5 CU 25 weiblich   E3 Azathioprin 125 mg täglich 
Budenofalk 6mg täglich 
1,2 g Mezavant täglich 

CU6 CU 48 weiblich 18 0 E2 S1 Adalimumab 40mg/ 2 Wochen 
1,5g Mesalamin täglich 
50 mg Azathioprin täglich 

CU7 CU 28 männlich 4  E2 S1 Keine Medikation 

CU8 CU 32 männlich 11 0 E2 S1 Infliximab 400mg/8 Wochen 
1,5g Mesalamin 

CU9 CU 72 weiblich 21 0 E2 S1 Infliximab 400mg/ 8 Wochen 
4,8g Mesalamin täglich 
50 mg Azathioprin täglich 

CU10 CU 50 männlich 9 0 E2 S1 Ustekinumab 90mg/8 Wochen 
1,5g Mesalamin täglich 

CU11* CU 64 weiblich  1 E2 S1 Vedolizumab 300mg/8Wochen 

CU12 CU 49 männlich 14 0 E2 S1 1g Mesalamin täglich 

CU13 CU 35 weiblich 18 0 E2 S2 Adalimumab 40mg wöchentlich 

CU14 CU 53 weiblich 26 0 E3 S1 Vedolizumab 300mg/8 Wochen 

CU15 CU 38 männlich     

CU16* CU 30 männlich   E2 S3 Infliximab, Betnesol, Ketotifen, 
Fexofenadin, Famotidin 

CU17 CU 23 männlich 6  E2 S3 Ustekinumab 45mg/8 Wochen 
1der Erkrankung in Jahren          2nach HBI (MC), bzw. Mayo-Score (CU)          3nach Montreal-Score 

*PBMC, bzw. Plasma dieser Patienten wurden nicht in das Arte- oder Nahrungs-IgG-Screening 

eingeschlossen 
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Tabelle 15: Leukozytenretentionssysteme 

LRS-Code Tag der 
Prozessierung 

Nutzung  LRS-Code Tag der 
Prozessierung 

Nutzung 

20300735 25.05.2020 ARTE-Antigen-Titration 20300758 28.05.2020 FACS 

20300794 04.06.2020 ARTE-Antigen-Titration 20300829 08.06.2020 FACS 

20300855 16.06.2020 ARTE-Antigen-Titration 20300831 08.06.2020 FACS 

20300887 22.06.2020 ARTE-Screening 20301096 03.08.2020 FACS 

20300888 22.06.2020 ARTE-Screening 20301098 03.08.2020 FACS 

20300889 22.06.2020 ARTE-Screening 20301151 11.08.2020 FACS 

20300957 06.07.2020 ARTE-Screening 20301152 11.08.2020 FACS 

20300959 06.07.2020 ARTE-Screening 20301448 5.10.2020 FACS 

20300961 06.07.2020 ARTE-Screening 20301549 23.10.2020 FACS 

20300995 13.07.2020 ARTE-Screening 20301550 23.10.2020 FACS 

20300996 13.07.2020 ARTE-Screening 20301615 02.11.2020 FACS 

20300997 13.07.2020 ARTE-Screening 21300123 25.01.2021 FACS 

20301042 22.07.2020 ARTE-Screening 21300125 25.01.2021 FACS 

20301043 22.07.2020 ARTE-Screening 21300180 05.02.2021 FACS 

20301044 22.07.2020 ARTE-Screening 21300181 05.02.2021 FACS 

20301118 06.08.2020 ARTE-Screening 21300203 08.02.2021 FACS 

20301119 06.08.2020 ARTE-Screening 21200205 08.02.2021 FACS 

20301121 06.08.2020 ARTE-Screening  
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Materialtabellen 

Tabelle 16: Antikörper-Konjugate 

Zielstruktur Konjugiertes Fluorochrom Hersteller 

CD3 FITC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD3, Klon OKT3  Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD4 VioBlue Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD4, Klon M-T466  APC-Vio770 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD4, Klon M-T466 pur Antikörper Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD4, Klon OKT4 BV421 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD4, Klon OKT4 pur Antikörper BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD4 APC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD8 PerCP Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD14 PerCP Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD20 PerCP Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD8 VioGreen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD14 VioGreen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD20 VioGreen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD25 PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD127 APC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD45RA VioGreen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD45RA PECy5 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD45RA VioBlue Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD45RO PEVio770 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD45RO PECy5 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CCR7 FITC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CCR7 PEVio770 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD154 FITC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD154 APC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD69 PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

TNFα BV711 BioLegend, San Diego, CA, USA 

TNFα PEVio770 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

IFNγ AF700 BioLegend, San Diego, CA, USA 

IL17A BV785 BioLegend, San Diego, CA, USA 

IL17A BV650 BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

IL22 PerCP eF710 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

GM-CSF PEVio770 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

IL10 PE Dazzle BioLegend, San Diego, CA, USA 

IL13 PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

IL4 BV605 BioLegend, San Diego, CA, USA 

PD1 PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

PD1 BV785 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CTLA4 BV605 BioLegend, San Diego, CA, USA 

TIGIT APC Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Integrin β7 BV650 BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

Helios  PECy7 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD40 pur Antikörper Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD28 pur Antikörper Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD154  Antikörper-Biotin-
VioBright FITC-Konjugat  

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 
(custom-made) 
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Tabelle 17: Verbrauchsmaterialien 

Gebrauchsbezeichnung Handelsname Hersteller 

1,5 ml und 2 ml Microtubes Reagiergefäß 1,5 ml/ 2 ml Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

15 ml und 50 ml Tubes 15 ml/ 50 ml Cellstar® 
Polypropylen Röhrchen 

Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Deutschland 

384 Well Platte 384 well microplate Corning, Kennebunk, ME, 
USA 

5 ml Eppendorf-Tube Eppendorf Tubes® 5,0 ml Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

96 Well Platte, mimt Rund- oder 
Flachboden 

NuncTM MicroWellTM 96-Well, 
Nunclon Delta-treated, U-
Shaped-Bottom/ Flat-Bottom 
Microplate 

Thermo Fisher Scientific, 
Roskilde, Dänemark 

Blutentnahme-Röhrchen S-Monovette 9ml K3E Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Butterfly-Kanülen Safety-Multifly ® 21 G, 200 mm 
lang 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Cryotubes, konisch, 1 ml Cryotube 1,0 ml SI Thermo Fisher Scientific, 
Jiangsu, China 

Einmal-Aufsätze für serologische 
Pipetten 50 ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml 

CELLSTAR® serologische 
Pipetten 

Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Deutschland 

FACS-Röhrchen Falcon® Rundboden-Polystyrol-
Röhrchen 

Corning, Tamaulipas, 
Mexico 

Filterspitzen 1000 µl/ 200 µl/  
20 µl/ 10 µl 

Biosphere ® Filter Tip 1000 µl/ 
200 µl/ 20 µl/ 10 µl 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Finntips FinnTip 50 Thermo Fisher Scientific, 
Joensuu, Finnland 

Lagerbox Lagerkasten Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

MS, LS und LD-Separationssäulen MS Columns/ LS Columns/ LD 
Columns 

Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 

Multistepper-Aufsätze  Combitips advanced 10ml, 
2,5ml, 0,5ml 

Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

PCR-Röhrchen Multiply®µ-Strip Pro  Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Pipettenspitzen 10 µl 
20 µl, 200 µl, 1000 µl 

Pipettenspitzen 10 µl 
20 µl, 200 µl, 1000 µl 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Pipettierwanne Moonlab® Reagenz-Reservoir neoLab Migge, Heidelberg, 
Deutschland 

Zellkulturplatte mit 6, 12, 24 oder 
48 Wells 

CELLSTAR® Cell Culture 
Multiwell Plates 

Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Deutschland 
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Fragebogen zu Diät und Unverträglichkeiten 

Fragebogen zum Ernährungsverhalten von CED-Patienten 

Studie zur antigenspezifischen T-Zell-Antwort bei chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen (CED) 

 

Name      Vorname    Geb. am 

 

Studiennummer 

 

Vielen Dank, dass Sie sich für die Teilnahme an unserer Studie entschieden haben! 

Wir möchten Sie noch um die Beantwortung der folgenden Fragen bitten: 

 

1. Gibt es Nahrungsmittel, die Sie ohne Ausnahmen meiden? 

⃝ Ja (weiter mit Frage 2)   ⃝ Nein (weiter mit Frage 3) 

 

2. Seit wann meiden Sie die Nahrungsmittel aus Frage 1 konsequent? 

Seit ______________ Jahren, das heißt seit meinem ______________ Lebensjahr. 

 

3. Hat ein Arzt oder eine Ärztin bei Ihnen eine Unverträglichkeit gegen Nahrungsmittel 

festgestellt? 

⃝ Ja (weiter mit Frage 4) ⃝ Nein (weiter mit Frage 5) 

 

4. Welche Form der Unverträglichkeit wurde ärztlicherseits bei Ihnen festgestellt? 

⃝ Allergie, gegen folgende Nahrungsmittel: _________________________________ 

⃝ Histaminintoleranz ⃝ Fructoseintoleranz  ⃝ Lactoseintoleranz 

⃝ Nicht-Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-Weizensensitivität 

 

5.  Gibt es Nahrungsmittel, für die ärztlicherseits keine Unverträglichkeit bei Ihnen 

festgestellt wurde, die Sie dennoch schlecht vertragen?  

⃝ Ja     ⃝ Nein 

Wenn ja, welche?_______________________________________________________ 
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Ergänzende Ergebnisse 

Abbildungen zur Zytokin-Ko-Produktion in den AgCED-Kohorten 

Abbildung 22: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen von Gesundspendern 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Weizen-reaktiven T-Zellen. Der 
Großteil der Weizen-reaktiven T-Zellen produziert maximal ein Zytokin. n = 18 Gesundspender  

 

Abbildung 23: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen von Gesundspendern 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Milch-reaktiven T-Zellen. Die meisten 
Milch-reaktiven T-Zellen produzieren maximal ein Zytokin, doch kleine Populationen produzieren IL-
17A, bzw. IFN-γ simultan mit GM-CSF. n = 18 Gesundspender 
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Abbildung 24: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Weizen-reaktiven T-Zellen. Die meisten 
Weizen-reaktiven T-Zellen produzieren maximal ein Zytokin, doch kleine Populationen produzieren 
GM-CSF, bzw. IL-22 simultan mit IFN-γ. n = 17 Morbus-Crohn-Patienten 

 

 
Abbildung 25: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Milch-reaktiven T-Zellen. Die meisten 
Milch-reaktiven T-Zellen produzieren maximal ein Zytokin, kleine Populationen produzieren, wie 
auch bei den Gesundspendern, IL-17A, bzw. IFN-γ simultan mit GM-CSF.  
n = 16 Morbus-Crohn-Patienten 
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Abbildung 26: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen in Colitis Ulcerosa 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Weizen-reaktiven T-Zellen. Die meisten 
Weizen-reaktiven T-Zellen produzieren maximal ein Zytokin. n = 13 Colitis-Ulcerosa-Patienten 

 

 
Abbildung 27: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen in Colitis Ulcerosa 
Anteil von Zytokin-Einfach- und Mehrfach-Produzenten unter Milch-reaktiven T-Zellen. Die meisten 
Milch-reaktiven T-Zellen produzieren maximal ein Zytokin, gleichwohl besteht bei einzelnen 
Spendern eine erhöhte Zytokin-Ko-Produktion von IL-17A mit GM-CSF (als Doppel-Produzenten), zum 
Teil auch mit einem weiteren Zytokin (als Dreifach-Produzenten).  
n = 14 Colitis-Ulcerosa-Patienten 
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Abbildungen zur funktionellen Analyse Gliadin-reaktiver T-Zellen 

 
Abbildung 28: Zytokin-Produktion Gliadin-reaktiver T-Zellen 
Prozentualer Anteil der Gliadin-reaktiven T-Zellen, welche die oben genannten Zytokine produzieren. 
Mit der erhöhten Produktion von TNF-α und IFN-γ und der reduzierten IL-10-Produktion bei Morbus-
Crohn-Patienten zeichnen sich für Morbus Crohn ähnliche Trends ab wie auch bei den Weizen-
reaktiven T-Zellen. n = 7 (Gesundspender), n = 7 (Morbus Crohn), n = 4 (Colitis Ulcerosa) 
Farbkodierung: orange = Gesundspender, rot = Morbus Crohn, blau = Colitis Ulcerosa 

 

 
Abbildung 29: Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Gliadin-reaktiven T-Zellen 
Prozentualer Anteil der Gliadin-reaktiven T-Zellen, welche die oben genannten ko-inihibtorischen 
Rezeptoren exprimieren. Es zeigt sich bei Morbus Crohn, analog wie bei den Weizen-reaktiven T-
Zellen, eine in der Tendenz reduzierte TIGIT-Expression.  
n = 7 (Gesundspender), n = 7 (Morbus Crohn), n = 4 (Colitis Ulcerosa) 
Farbkodierung: orange = Gesundspender, rot = Morbus Crohn, blau = Colitis Ulcerosa 

 

 

 



 70 

Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Übersicht über die Kohorten der AgCED-Studie ............................................................... 13 

Tabelle 2: Chemikalien, Puffer und Medien ...................................................................................... 13 

Tabelle 3: Zusammensetzung von Puffern und Medien ................................................................... 14 

Tabelle 4: Verwendete Kits................................................................................................................ 14 

Tabelle 5: Zur Stimulation verwendete Antigene ............................................................................. 14 

Tabelle 6: Geräte ............................................................................................................................... 15 

Tabelle 7: Programme zur Datenanalyse .......................................................................................... 15 

Tabelle 8: Antikörper-Liste für die Original-Färbung ......................................................................... 17 

Tabelle 9: Antikörper-Liste für die Oberflächenfärbung ................................................................... 18 

Tabelle 10: Antikörper-Liste für die intrazelluläre Färbung .............................................................. 18 

Tabelle 11: Oberflächenfärbung für die CD154+ Fraktion ................................................................ 21 

Tabelle 12: Antikörper-Liste für die Färbungen bei der Restimulation ............................................. 23 

Tabelle 13: Statistische Tests und ihre Anwendung .......................................................................... 26 

Tabelle 14: Probandenentabelle mit klinischen Parametern ............................................................ 60 

Tabelle 15: Leukozytenretentionssysteme ........................................................................................ 62 

Tabelle 16: Antikörper-Konjugate ..................................................................................................... 63 

Tabelle 17: Verbrauchsmaterialien ................................................................................................... 64 

 

Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Gating-Strategie für die Original-Fraction-Färbung ..................................................... 19 

Abbildung 2: Gating-Strategie für die Antigen-reaktive T-Zell Anreicherung mit Ex-Vivo Analyse .. 20 

Abbildung 3: Fluoreszenz-aktiviertes Cell-Sorting (FACS) ................................................................. 22 

Abbildung 4: Gating-Strategie bei Restimulation .............................................................................. 24 

Abbildung 5: Nahrungsmittel-reaktive CD4+ T-Lymphozyten ........................................................... 27 

Abbildung 6: Frequenzen und Gedächtnis-Anteil Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ...................... 28 

Abbildung 7: Zytokin-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ............................................... 29 

Abbildung 8: Zytokin-Ko-Produktion Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ......................................... 30 

Abbildung 9: Expression inhibitorischer Moleküle auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen ............. 31 

Abbildung 10: Ko-Expression inhibitorischer Moleküle auf Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen ...... 32 

Abbildung 11: Expression von Integrin β7 durch Nahrungsmittel-reaktive T-Zellen ........................ 33 

Abbildung 12: Restimulation Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen ..................................................... 34 

Abbildung 13: Verhalten Nahrungsmittel-reaktiver T-Zellen bei Restimulation............................... 34 

Abbildung 14: Originalfärbung der PBMC von Gesundspendern und CED-Patienten ...................... 35 

Abbildung 15: Antigen-reaktive T-Zellen unter CD4+ Lymphozyten ................................................. 36 

Abbildung 16: Zytokin-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen .......................................................... 38 



 71 

Abbildung 17: Zytokin-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen ............................................................. 40 

Abbildung 18: IL-13- und IL-4-Produktion unter Nahrungsmittel-reaktiven T-Zellen ....................... 41 

Abbildung 19: Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Weizen-reaktiven T-Zellen ................ 42 

Abbildung 20: Abhängigkeit zwischen T-Zell-Frequenzen und Krankheitslokalisation ..................... 44 

Abbildung 21: Plasma-Konzentration Nahrungsmittel-spezifischer IgG ........................................... 45 

Abbildung 22: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen von Gesundspendern ................. 66 

Abbildung 23: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen von Gesundspendern .................. 665 

Abbildung 24: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn ........................ 67 

Abbildung 25: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen in Morbus Crohn ........................... 67 

Abbildung 26: Zytokin-Ko-Produktion Weizen-reaktiver T-Zellen in Colitis Ulcerosa ....................... 68 

Abbildung 27: Zytokin-Ko-Produktion Milch-reaktiver T-Zellen in Colitis Ulcerosa ........................ 668 

Abbildung 28: Zytokin-Produktion Gliadin-reaktiver T-Zellen ........................................................... 68 

Abbildung 29: Expression ko-inhibitorischer Rezeptoren auf Gliadin-reaktiven T-Zellen ................ 68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 72 

Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bedeutung 

ALGL Albumine und Globuline, wasserlösliche Fraktion des Weizenproteins 

ANCA Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikörper, Autoantikörper  

APZ Antigen-präsentierende Zelle 

ARTE Antigen-reaktive T-Zell Anreicherung 

ASCA Anti-Saccharomyces-Cerevisiae-Antikörper 

bzw. beziehungsweise 

CD cluster of differentiation 

CED Chronisch Entzündliche Darmerkrankung 

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4, Immuncheckpointrezeptor 

CU Colitis Ulcerosa 

d.h. das heißt 

DAMP Danger-associated molecular patterns, Gefahr-assoziierte Strukturen 

DZ Dendritische Zelle 

et al. et alii (lat. und andere) 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FC-Region Fragment Crystallizable, Teil der konstanten Domäne von Immunglobulinen 

GALT Gut associated lympathic Tissue, Darm-assoziirtes lymphatisches Gewebe 

GIT Gastrointestinaltrakt 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

HBI Harvey-Bradshaw-Index 

HC  Healthy Control 

IFN-γ Interferon- γ 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

iTReg induzierte regulatorische T-Helferzellen 

k.A. Keine Angabe 

LRS Leukozytenretentionssystem, oder -filter aus der Aufbereitung von Blutkonserven 

MALT Mucosa associated lymphatic Tissue, Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe 

MC Morbus Crohn 

MHC Major Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitätskomplex 

nTReg natürliche regulatorische T-Helferzellen 

OKT3 Anti-CD3-Antikörper 

PAMP Pathogen-associated molecular patterns, Pathogen-assoziierte Strukturen 

PBMC peripheral blood mononuclear cells, mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

PD-1 Programmed cell death Protein 1, Immuncheckpointrezeptor 

PRR Pattern Recognition Receptor, Mutererkennungsrezeptor 

TFH-Zellen Follikuläre T-Helferzellen 

TGF-β Transforming Growth factor β 

THZ T-Helferzelle, bzw. TH-Zelle, zur besseren Lesbarkeit oft als T-Zelle bezeichnet 

TIGIT T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains, 
Immuncheckpointrezeptor 

TNF- α Tumornekrosefaktor- α 

TZR T-Zell-Rezeptor 

v.a. vor allem 

vgl. vergleiche 

z.B. zum Beispiel 
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Glossar 
Begriff Begriffsklärung Quelle Seiten 

ATG16L1 Autophagy related 16 like 1, Risikogen für MC, 
Genprodukt ist an intestinaler Autophagie beteiligt 

[18; 
41] 

9 

Bcl-6 B-cell lymphoma 6, für TFH-Zellen charakteristischer 
Transkriptionsfaktor 

[21] 5 

CARD9 Caspase recruitment domain-containing protein 9, 
beteiligt an PRR-Signalkaskade, Risikogen für MC 

[25] 10 

CCR7 C-C Chemokinrezeptor 7, erlaubt es Effektor-T-
Zellen, in Lymphknoten zu migrieren  

[21] 17, 19, 21, 62 

CD14 Akzessorischer Rezeptor des TLR-4, Oberflächen-
marker für APZ (Makrophagen und dendritische 
Zellen) 

[5] 1,17-19, 21-23, 29, 
31, 36, 38, 40, 41, 
62 

CD154 CD40-Ligand, Marker einer frühen, nur Stunden 
zurückliegenden T-Zell-Aktivierung 

[62] 4, 12, 14, 16-19, 21 
-24, 27-29, 31, 34, 
36, 38, 40, 41, 62 

CD20 Expression auf B-Zellen, wichtiger B-Zell-Marker [14] 17-19, 21, 22, 29, 
31, 36, 38, 40, 41, 
62 

CD4 MHC-II-bindender Ko-Rezeptor des TZR, dient der 
Unterscheidung von Helfer- und Effektor-T-Zellen  

[2] 3-5, 10-14, 16-19, 
21-25, 27, 29, 31, 
34-36, 38, 40, 41, 
48, 49, 53, 62 

CD45RA Oberflächenmolekül naiver T-Zellen [14] 
[21] 

3, 17-19, 21, 27, 
29, 31, 36, 38, 40, 
41, 45, 62 

CD45RO Oberflächenmolekül von T-Gedächtniszellen [14] 
[21] 

3, 17, 19, 62 

CD8 MHC-I-bindender Ko-Rezeptor des TZR, dient der 
Unterscheidung von Helfer- und Effektor-T-Zellen 

[2] 3,4, 17-19, 21, 22, 
29, 31, 36, 38, 40, 
41, 62 

CXCR5 Chemokin-Rezeptor für CXCL13, Expression durch 
follikuläre T-Helferzellen und B-Zellen 

[23][2] 5 

DNAM-1 DNAX Accessory Molecule-1, ko-stimulatorischer 
Rezeptor, exprimiert u.a. auf T-Zellen 

[74] 4 

FoxP3 Forkhead-Box-Protein P3, Transkriptionsfaktor 
regulatorischer T-Zellen 

[26] 6, 8, 14 

GATA3 Transkriptionsfaktor, der die DNA-Sequenz GATA 
binden kann, Expression durch Th2-Zellen 

[78] 5 

Gliadin Weizenprotein, Teil des Weizen-Glutens [79] 
[63] 

11, 12, 14, 27, 28, 
30, 36, 37, 39, 41, 
42, 46, 48, 49, 52, 
68 

Glutenin Weizenprotein, Teil des Weizen-Glutens [79] 
[63] 

12, 14, 17, 27, 28, 
30 

Helios Transkriptionsfaktor, Expression in regulatorischen 
und Darm-assoziierten T-Zellen nachgewiesen  

[80; 
32] 

31, 47, 62 

Homing 
 

Leukozyten binden mit Homing-Rezeptoren spe-
zifische Chemokine, bzw. Adressine, was die  
Migration in das jeweilige Gewebe ermöglicht. 

[78] 3, 5, 32 



 74 

ICOS Inducible-T-cell Costimulator, kostimulatorischer 
Rezeptor, exprimiert von T-Zellen 

[15] 4 

Intrazellu-
läre 
Färbung 

Färbung intrazellulärer Proteine, v.a. in Reaktion auf 
die Antigen-Exposition produzierte Zytokine, folgt 
auf Fixierung und Permeabilisierung der Zelle 

[57] 16-19, 23, 24 

Krankheits-
lokalisation 

Ausmaß des Krankheitsbefalls der CED, erfasst nach 
der Montreal-Klassifikation für MC und CU 

[60] 13, 25, 43, 44, 48 

Krankheits-
schwere 

Schweregrad der CED, erfasst nach Harvey-
Bradshaw-Index für MC, bzw. Mayo-Score für CU 

[58; 
59; 65] 

25, 49 

NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain containg 
2, ein PRR mit Bedeutung für intestinale Autophagie 

[18; 
41] 

9, 10 

Oberfläch-
enfärbung 

Färbung von Proteinen auf der Zelloberfläche, auf 
vitalen, intakten Zellen möglich 

[57] 16, 18, 21, 23, 24 

Phänotyp Immunphänotyp, Zugehörigkeit zu einer Zellpopu-
lation, z.B. naive oder T-Gedächtniszelle 

[57; 
21] 

6-8, 10, 12, 26-28, 
30, 32, 36, 37, 43, 
45, 51, 53 

RORγT RAR-related orphan receptor gamma, für Th17-
Zellen charakteristischer Transkriptionsfaktor 

[22] 5 

Somatische 
Rekombina
-tion 

Prozess der Genumlagerung während der Lymphozy-
tenreifung, der zur TZR-Diversität beiträgt 

[11] 2, 3 

T-bet T-box expressed in T cells, für Th1-Zellen 
charakteristischer Transkriptionsfaktor 

[21] 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 75 

Danksagung 

Ich danke meiner Betreuerin, Professor Dr. Petra Bacher, für Ihre anhaltende Unterstützung, ohne die 

diese Arbeit nicht entstanden wäre. Du hast mir jede Hilfe zur Verfügung gestellt, die ich brauchte, 

hast mich motiviert, weiter zu fragen und zu forschen und mir so die Möglichkeit gegeben, das Projekt 

nicht nur voranzubringen, sondern mitzugestalten. Danke für den Freiraum und für Deine Geduld. 

Außerdem danke ich der Arbeitsgruppe Intestinale Immunregulation und ihren ehemaligen 

Mitgliedern. Das Arbeitsklima war geprägt von Hilfsbereitschaft, gegenseitigem Interesse und von der 

Begeisterung für Immunologie und T-Zellen. Ich hätte mir das Miteinander nicht einladender und 

motivierender vorstellen können.  

Sandra Ussat, Esther Schiminsky und Silja Meise möchte ich für die gründliche Einarbeitung in die 

Laborarbeit, sowie die spannende Einführung in die Welt der Durchflusszytometrie danken. Ich danke 

Euch für die gute Betreuung bei meinen Experimenten. 

Mein Dank gilt außerdem Gabriela Rios Martini, Dr. Ann-Kristin Kamps, Dr. Carina Saggau und Dr. Berith 

Messner für die Hilfestellungen bei technischen Problemen und der komplexen Datenanalyse. Ich 

konnte viel von Euch lernen und danke Euch für die zahlreichen anregenden Gespräche und Einblicke 

in Eure Projekte. 

Außerdem möchte ich Dr. Holger Hinrichsen, Dr. Barbara Seegers, Dr. Laura Sievers, Dr. Julia Kümpers, 

Professor Dr. Florian Tran und dem Team des CCIM der Klinik für Innere Medizin I am UKSH Kiel danken, 

die meine Arbeit unterstützt haben, indem Sie CED-Patienten von der Teilnahme an der AgCED-Studie 

überzeugten. 

Schließlich danke ich meiner lieben Familie, deren Unterstützung mir das Studieren und das fokussierte 

Arbeiten am Institut für Immunologie erst ermöglicht hat. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 76 

Publikation 

 

Kongressmitteilung: 

Schiffer, A., Tran, F., Sievers, L.K., Kümpers, J., Hinrichsen, H., Seegers, B., Bergfeld, A., Lessing, M., 
Schreiber, S., Bacher, P. (2022): Comparing T cell responses to food antigens in Inflammatory Bowel 
Disease patients and healthy donors. Journal of Crohn’s and Colitis, 16, S1, S.i164, P052 

 


