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1 Einleitung 

 Immunregulation 

Das Immunsystem umfasst die Abwehrmechanismen gegen Substanzen und 

Organismen, mit denen der menschliche Körper in Kontakt kommt. Physiologisch werden 

körperfremde und potenziell schädliche Reize (Antigene) identifiziert und unschädlich 

gemacht, während körpereigene und ungefährliche Strukturen wie beispielsweise das 

Mikrobiom toleriert werden. Man spricht dementsprechend von immunologischer Abwehr 

und Toleranz, die durch verschiedene Mediatoren beziehungsweise Effektor-

Mechanismen erreicht und im Gleichgewicht gehalten werden (Murphy und Weaver, 

2018). 

1.1.1 Immunabwehr 

Die Immunabwehr setzt sich aus zwei aufeinander aufbauenden Komponenten 

zusammen – der angeborenen und der erworbenen Immunität, die sich in ihrer Spezifität, 

Reaktionsgeschwindigkeit und den beteiligten Zelltypen unterscheiden. Dabei kann der 

Organismus innerhalb einer jeweiligen Immunantwort beide Komponenten interaktiv und 

sequenziell nutzen (Parkin und Cohen, 2001). Die Bereitstellung und Differenzierung der 

Immunzellen erfolgt durch die primären und sekundären lymphatischen Organe. Eine 

weitere wichtige Rolle spielt die Leber, die unter anderem immunologisch aktive Proteine 

synthetisiert, wie die Akute-Phase-Proteine (Gabay und Kushner, 1999). 

Die angeborene Immunantwort steht dem Organismus von Geburt an zur Verfügung. 

Zelluläre und nicht-zelluläre – so genannte humorale – Bestandteile ermöglichen eine 

schnelle jedoch unspezifische Immunreaktion. Zu den angeborenen Elementen des 

Immunsystems zählen insbesondere Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, natürliche 

Killerzellen (NK-Zellen), Antigen-präsentierende Zellen (APC), Komplement, Zytokine und 

Akute-Phase-Proteine (Parkin und Cohen, 2001). 

Eine Immunantwort kann zum Beispiel von Bestandteilen bakterieller Erreger wie etwa 

Lipopolysacchariden ausgelöst werden, oder durch einen quantitativen Anstieg 

körpereigener Signalmoleküle wie Adenosintriphosphat (ATP). Diese Reize werden von 

einer begrenzten Anzahl Rezeptoren auf Makrophagen, Neutrophilen oder dendritischen 

Zellen erkannt, die wiederum Moleküle sezernieren, die ihrerseits als Entzündungssignal 

(Zytokine und Chemokine) oder cytotoxisch wirken – also unmittelbar schädlich auf 

identifizierte zelluläre Ziele (Murphy und Weaver, 2018).  
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Zytokine sind Signalmoleküle, die die Reaktion von Zellen beeinflussen, die den jeweils 

spezifischen Zytokin-Rezeptor exprimieren und über dessen Bindung einen 

Effektor-Mechanismus der jeweiligen Zelle verstärken. Chemokine hingegen rekrutieren 

über entsprechende Chemokinrezeptoren Zellen zu spezifischen Geweben und 

entzündeten Strukturen (Adams und Lloyd, 1997). 

Die erworbene oder auch adaptive Immunantwort wird auf einen Stimulus hin initiiert und 

erfolgt sehr effektiv, da die Reaktion äußerst zielgerichtet ist. Effektorzellen der adaptiven 

Immunität sind Lymphozyten. Man unterscheidet B- und T-Lymphozyten, die beide aus 

den hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks hervorgehen. B-Lymphozyten 

verbleiben für ihre Differenzierung dort, T-Lymphozyten wandern in den Thymus ein. Dort 

reifen sie von T-Vorläuferzellen, denen die späteren Oberflächenproteine Cluster of 

Differentiation (CD) 4 und CD8 sowie der T-Zell-Rezeptor (TCR) noch fehlen, zu 

doppeltpositiven (CD4+/CD8+) Zellen, die mit dem Thymusepithel interagieren (Takahama, 

2006). T-Zellen, die eine zu geringe oder aber überschießende Affinität zum 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) zeigen, werden in aufeinander folgenden 

Prozessen positiver und negativer Selektion identifiziert und sterben (Takaba und 

Takayanagi, 2017). Damit sollen nicht-funktionale sowie autoreaktive T-Zellen verhindert 

werden. Übrig bleiben T-Zellen mit moderater MHC-Affinität. Hat eine dieser Zellen mit 

ihrem vorhandenen TCR eine höhere Affinität zur MHC-I-Klasse, wird sie zur CD4-/CD8+ 

zytotoxischen T-Zelle, überwiegt die Affinität zu MHC-II, verlässt die Zelle den Thymus als 

CD4+/CD8- T-Helferzelle (TH) (Bonilla und Oettgen, 2010, Klein et al., 2009).  

Die Lymphozyten sind zunächst naiv, also noch mit keinem Antigen in Berührung 

gekommen. Erst nachdem sie in den peripheren Lymphorganen – beispielsweise in einem 

Lymphknoten – ein spezifisches Antigen über ihren jeweiligen Rezeptor erkannt haben, 

werden sie zu funktionalen Effektorzellen (Luckheeram et al., 2012). Während aktivierte 

B-Zellen hauptsächlich Antikörper-produzierende Plasmazellen und Gedächtniszellen 

bilden, welche die Grundlage für ein Immungedächtnis sind, differenzieren sich aktivierte 

T-Zellen weiter in verschiedene Subklassen. Die Differenzierung ist dabei abhängig von 

verschiedenen Stimuli, etwa Zytokinen, Antigenen oder co-stimulatorischen Signalen (Tao 

et al., 1997, Luckheeram et al., 2012).  

Im Folgenden soll im Sinne der Zielsetzung dieser Arbeit eine kurze Übersicht 

ausschließlich über CD4+ T-Zell-Subklassen gegeben werden. Eine grobe Unterteilung 

kann in regulatorische T-Zellen (Tregs), die in Kapitel 1.1.3 separat beschrieben sind, und 

Effektor-T-Zellen (Teffs) erfolgen. Zu Letzteren gehören TH1-, TH2- und TH17-Zellen. 
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Darüber hinaus konnten auch TH22-, TH9- und follikuläre T-Helfer-Zellen abgegrenzt 

werden, die hier nur am Rande erwähnt seien. 

Effektor-T-Zellen 

TH1-Lymphozyten differenzieren sich unter dem Einfluss von Interleukin 12 (IL-12) und 

Interferon g (IFNg) und werden reguliert durch den Master-Transkriptionsfaktor T-bet 

(Afkarian et al., 2002, Trinchieri et al., 2003). Sie sezernieren unter anderem IFNg und 

IL-2 und üben darüber ihre Effektor-Funktion aus, die in der Steigerung der Phagozytose 

durch beispielsweise Makrophagen sowie der Zytolyse durch CD8+ Lymphozyten  besteht 

(Kim et al., 2006, Boehm et al., 1997). Darüber hinaus unterstützt das IL-2-Signal die 

Entwicklung von Gedächtniszellen und wirkt indirekt auch supprimierend, indem es die 

Expression von Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3), dem Mastertranskriptionsfaktor der 

Tregs, induziert (Wuest et al., 2008, Williams et al., 2006).  

Während TH1-Zellen charakteristisch für die Immunantwort gegen intrazelluläre Erreger 

sind, spielen TH2-Zellen vor allem bei der Abwehr von extrazellulären Parasiten und 

Toxinen, aber auch im Rahmen von allergischen Reaktionen eine Rolle (Del Prete, 1992). 

Sie differenzieren sich unter dem Einfluss von IL-2 und IL-4 und werden vor allem durch 

die Expression von GATA3 reguliert (Kaplan et al., 1996, Glimcher und Murphy, 2000, 

Horiuchi et al., 2011). Zu den Effektor-Zytokinen der TH2-Zellen zählen IL-4 und IL-5, über 

die sie mit B-Lymphozyten und Eosinophilen interagieren sowie die Ausschüttung weiterer 

pro-inflammatorischer Moleküle auslösen (Luckheeram et al., 2012). 

In Abhängigkeit von IL-6, IL-21 und IL-23 sowie dem Transforming growth factor b (TGFb) 

können sich T-Lymphozyten zu TH17-Zellen differenzieren (Veldhoen et al., 2006, Volpe 

et al., 2008). Diese spielen eine Rolle für die Mukosa-assoziierte Immunabwehr und 

agieren vor allem gegen extrazelluläre Pathogene, sodass sie insbesondere zur Abwehr 

von Pilzinfektionen beitragen (Khader et al., 2009). Der Mastertranskriptionsfaktor der 

TH17-Zellen ist retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma-T (RORgt) (Ivanov et 

al., 2006). Effektor-Zytokine sind unter anderem IL-17A und IL-17F, die über einen 

gemeinsamen Rezeptor agieren und eine ähnliche Wirkung vermitteln, sowie IL-21 und 

IL-22 (Gaffen, 2009, Luckheeram et al., 2012). Über eine Kaskade weiterer 

Entzündungssignale wird so die pro-inflammatorische Wirkung der TH-17 Zellen vermittelt 

und weitere, insbesondere neutrophile Entzündungszellen werden über Chemotaxis 

rekrutiert (Onishi und Gaffen, 2010, Gaffen et al., 2014). 
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1.1.2 Immunologische Toleranz 

Die zuvor beschriebenen Immunmechanismen schützen den Körper gegen potenzielle 

Schädigung. Im Gegensatz dazu müssen ungefährliche Reize als solche identifiziert und 

eine überschießende Immunreaktion sollte eingegrenzt werden.  

Man nimmt an, dass der Ausbildung und Aufrechterhaltung immunologischer Toleranz 

mehrere Mechanismen zugrunde liegen: zentrale Toleranz, periphere Toleranz, die 

Homöostase verschiedener inflammatorischer und anti-inflammatorischer Zytokine und 

Chemokine sowie die Wirkung regulatorischer T-Zellen (Wang et al., 2015). 

Zentrale Toleranz wird, wie in Kapitel 1.1.1 bereits im Rahmen der Lymphozyten-

Differenzierung erklärt, über die negative Selektion im Thymus erreicht. Dort interagieren 

T-Lymphozyten über den TCR mit APCs, die über MHC-I und MHC-II körpereigene 

Antigene präsentieren. Erkennt die T-Zelle die präsentierten Antigene mit hoher Affinität, 

stirbt sie durch Apoptose (Xing und Hogquist, 2012, Mouchess und Anderson, 2014). 

Trotzdem können bis zu 40% der autoreaktiven Zellen – insbesondere solche, die 

körpereigene Antigene mit mittlerer Affinität erkennen – diesem Mechanismus entgehen 

und gelangen in die Peripherie (Bouneaud et al., 2000). Dort gibt es weitere 

Mechanismen autoreaktive Effektor-Zellen in einen anergischen Zustand zu versetzen 

oder ihren kontrollierten Zelltod zu induzieren (ElTanbouly und Noelle, 2021).  

In der Peripherie kann die Reaktion einer Effektorzelle beim Erkennen eines Antigens 

durch die Wirkung unterschiedlicher Signalmoleküle beeinflusst werden. Es gibt Zytokine, 

die für eine pro- oder anti-inflammatorische Wirkung bekannt sind, ihr Effekt hängt aber 

auch von der Kombination anderer ebenfalls beteiligter Zytokine ab. Zu den vorrangig 

pro-inflammatorischen Zytokinen zählen IFNg und TNFa, die beispielsweise von 

cytotoxischen T-Zellen ausgeschüttet werden. IL-10 und TGFb hingegen werden zu den 

suppressiven Zytokinen gezählt (Murphy und Weaver, 2018). Zusammen mit IL-6, IL-21 

und IL-23 begünstigt TGFb die Entwicklung von TH17-Effektorzellen. Ohne diese 

zusätzlichen Stimuli fördert TGFb hingegen die Differenzierung regulatorischer T-Zellen 

(Veldhoen et al., 2006, Bettelli et al., 2006), die sich wiederum im Vergleich zu den zuvor 

beschriebenen Effektor-T-Zellen selbst durch eine immun-regulative Wirkung 

auszeichnen. So tragen Tregs ebenfalls zur Aufrechterhaltung der Toleranz und Kontrolle 

inflammatorischer Prozesse bei. 

Im Folgenden wird auf die regulatorischen T-Zellen als Hauptuntersuchungsgegenstand 

dieser Arbeit genauer eingegangen. 
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1.1.3 Regulatorische T-Zellen  

Erste Erkenntnisse darüber, dass T-Zellen nicht nur eine pro-inflammatorische sondern 

auch immunsuppressive Wirkung ausüben könnten und sich die entsprechenden 

Lymphozyten von den bis dahin bekannten Effektorzellen unterscheiden, wurden bereits 

1970 beschrieben (Gershon und Kondo, 1970). Erst 1995 gelang hingegen die genauere 

Eingrenzung der Tregs als CD4+CD25+ Subpopulation. Darauf aufbauend konnten auch 

Hinweise auf den Zusammenhang zwischen Treg-Dysfunktion und dem Auftreten von 

Autoimmunerkrankungen gefunden werden (Sakaguchi et al., 1995, Asano et al., 1996). 

In den darauffolgenden Jahrzehnten wurden viele weitere strukturelle und funktionelle 

Eigenschaften der Tregs entdeckt, die für ihre Identifizierung, Isolierung und gezielte 

Erforschung eine Rolle spielen, wie etwa die Identifizierung des 

Mastertranskriptionsfaktors FoxP3 (Hori et al., 2003). Neben den klassischen FoxP3+ Tregs 

gibt es FoxP3- T-Zellen, die sich ebenfalls durch eine suppressive Wirkung auszeichnen – 

wie beispielsweise Tr1- und TH3-Zellen – auf die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht 

weiter eingegangen wird (Cong et al., 2002, Jonuleit et al., 2002). 

1.1.3.1 Identifikation 

Die Phänotypisierung von Immunzellen erfolgt im Allgemeinen über 

Oberflächenmerkmale, so genannte Cluster of Differentiation, bei denen es sich meistens 

um Glykoproteine handelt (Murphy und Weaver, 2018). Regulatorische T-Zellen sind 

CD4+ T-Lymphozyten, die sich durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 auszeichnen. 

Darüber hinaus zeigen sie eine hohe Expression der alpha-Kette des IL-2-Rezeptors 

(CD25) sowie eine geringe Expression von CD127, der alpha-Kette des IL-7 Rezeptors. 

Insbesondere in älteren Studien wurden Tregs allein anhand ihrer Positivität für CD4 und 

CD25 identifiziert (Longhi et al., 2006, Jonuleit et al., 2001, Valencia et al., 2006). Eine 

spezifischere Selektion der Tregs, die im Rahmen dieser Arbeit angewendet wurde, erfolgt 

über CD45, CD4, FoxP3, CD25 und CD127.  

CD45 (auch Leucocyte Common Antigen, LCA) wird auf Leukozyten exprimiert und ist an 

der Entwicklung von T-Zellen beteiligt. Über eine Glykosylierung von CD45 wird das 

Überleben, die Aktivierung und Immunfunktion der T-Zellen beeinflusst (Earl und Baum, 

2008).  

CD4 wird vor allem auf T-Helferzellen exprimiert. Es dient als Co-Rezeptor des 

T-Zell-Rezeptors und ist an der T-Zell-Aktivierung und Bindung von MHC-II-Molekülen 

beteiligt (Rudd et al., 1988). 
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Bei CD25 handelt es sich um die α-Kette des IL-2-Rezeptors. Bereits 1995 konnte die 

Rolle von CD25 für die Ausprägung der Immuntoleranz nachgewiesen werden (Sakaguchi 

et al., 1995). So zeichnen sich Tregs durch eine hohe Expression von CD25 aus, jedoch 

können auch aktivierte Teffs CD25 exprimieren. Durch die α-Kette wird die Affinität des IL-2 

Rezeptors für seinen Liganden erhöht, und die Reagibilität der T-Zelle auf bereits geringe 

Mengen IL-2 gesteigert (Murphy und Weaver, 2018). 

CD127 bezeichnet die α-Kette des IL-7-Rezeptors. Eine geringe beziehungsweise 

fehlende Ausprägung dieses Markers konnte als charakteristisch für regulatorische T-

Zellen identifiziert werden und hilft, sie von aktivierten Teffs, die ebenfalls CD25 

exprimieren, zu unterschieden (Yu et al., 2012, Hartigan-O'Connor et al., 2007). 

Der entscheidende, sogenannte Mastertranskriptionsfaktor der Tregs ist FoxP3. Da es sich 

um ein intranukleäres Protein handelt, ist die Markierung aufwändiger und erfordert eine 

vorherige Permeabilisierung der Zellen. In der Literatur finden sich Arbeiten, die auf die 

Anfärbung FoxP3s verzichten und stattdessen die Tregs lediglich über die beschriebenen 

Oberflächenmarker identifizieren (Okumura et al., 2008, Longhi et al., 2006, Longhi et al., 

2004). Es konnte gezeigt werden, dass FoxP3 vorrübergehend auch von konventionellen 

T-Zellen exprimiert werden kann und reicht daher wiederum als einziger Marker zur 

Treg-Identifikation nicht aus (Walker et al., 2003). 

Der folgende Abschnitt soll einen Überblick über die Entstehung und Wirkung der Tregs im 

menschlichen Organismus sowie über die Folgen einer pathologisch veränderten 

Treg-Funktion geben. 

1.1.3.2 Charakteristika und Bedeutung 

Regulatorische T-Zellen leisten einen entscheidenden Beitrag zur Aufrechterhaltung eines 

Gleichgewichts zwischen Abwehr und Toleranz (Sakaguchi et al., 2020). Man 

unterscheidet in vivo zwei Arten von Tregs, die insgesamt etwa 5-10% der im peripheren 

Blut vorkommenden T-Zellen ausmachen (Seddiki et al., 2006). Zum einen gibt es 

natürliche Tregs (nTregs), die den größten Anteil darstellen und bereits im Thymus aktiviert 

werden. Dort werden sie von APCs über deren MHC-Rezeptor mit Auto-Antigenen 

konfrontiert. Zeigt ein TCR eine intermediäre Affinität zu einem Autoantigen (also einer 

körpereigenen Struktur) entwickelt sich die T-Zelle zu einer Treg mit entsprechender 

Antigen-Spezifität. Ist der TCR hingegen hoch affin für ein Auto-Antigen stirbt die T-Zelle. 

T-Zellen mit niedriger Autoantigen-Affinität verlassen den Thymus als naive T-Zellen 

(Hsieh et al., 2012). Aus naiven T-Zellen kann bei Erkennen ihres Antigens in der 

Peripherie, entweder eine Teff oder aber eine periphere Treg (pTreg) entstehen. pTregs 
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entwickeln sich, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, unter dem Einfluss von TGFb. Während 

nTregs den Mastertranskriptionsfaktor FoxP3 bereits von Beginn an exprimieren, erlangen 

pTregs die FoxP3-Expression erst unter der Stimulation durch TGFb (Chen et al., 2003). 

Differenzieren sich Tregs in vitro durch TGFb-Einfluss so spricht man von induzierten Treg 

(iTreg). 

Der Transkriptionsfaktor FoxP3 spielt eine entscheidende Rolle für die Treg-Funktion. Er 

wurde erstmals von Russell (1951) erwähnt und seine Mutation in Mäusen vom scurfy-

Typ nachgewiesen. Dieser Zusammenhang verlieh FoxP3 auch die Bezeichnung Scurfin. 

FoxP3 wird vor allem in CD4+ Tregs exprimiert (Fontenot et al., 2003). Auch ein retroviraler 

Transfer des FoxP3-Gens, welches das dominierende regulatorische Gen für die 

Treg-Differenzierung darstellt, kann naive T-Zellen zu Tregs konvertieren (Hori et al., 2003). 
Die X-chromosomal rezessive FoxP3-Mutation einer scurfy-Maus führt hingegen zu einer 

letalen Überproliferation von CD4+ Effektor-T-Zellen sowie einer gesteigerten 

Zytokin-Expression (Godfrey et al., 1991). Eine FoxP3-Defizienz kann somit ursächlich 

sein für Autoimmunität – auch im menschlichen Organismus (Brunkow et al., 2001, Wildin 

et al., 2001, Bennett et al., 2001). Dort äußert sich eine X-chromosomal vermittelte, 

fehlende oder geringe FoxP3-Expression in einer Immundysregulation, 

Polyendokrinopathie und Enteropathie – ein Syndrom, das als IPEX bezeichnet wird 

(Bennett et al., 2001). Generell konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von CD4+CD25+ 

T-Zellen zu Autoimmunreaktionen führt (Itoh et al., 1999, Grant et al., 2015). Bei 

Patient:innen mit Multipler Sklerose (MS), einer autoimmunen chronisch-entzündlichen 

Erkrankung des zentralen Nervensystems, ist der Anteil von FoxP3+ Tregs variabler als bei 

Gesunden. Die FoxP3-Intensität, welche einen Hinweis auf die Anzahl der Moleküle pro 

Zelle gibt, ist bei MS signifikant niedriger (Sambucci et al., 2018). Eine FoxP3-

Überexpression hingegen konnte krankheitsunabhängig mit einer verringerten T-Zell-

Antwort in Verbindung gebracht werden (Kasprowicz et al., 2003). 

Die Wirkung regulatorischer T-Zellen liegt also wie beschrieben vor allem in der 

Begrenzung inflammatorischer Prozesse. Das Konzept der Autoimmunität als Ausdruck 

fehlgesteuerter Immunregulation wird in Kapitel 1.1.5 weiterführend beleuchtet. Neben 

ihrer Bedeutung hinsichtlich der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen spielen Tregs 

auch eine Rolle im Kontext von Tumor- und Transplantationsimmunologie, Allergien oder 

immunmetabolischen Erkrankungen wie beispielsweise der Arteriosklerose. Ihre klinische 

Anwendbarkeit für eine Vielzahl von Indikationen ist daher aktuell Gegenstand der 

Forschung (Lee et al., 2005, Hansson und Hermansson, 2011, Tanchot et al., 2013, Noval 

Rivas und Chatila, 2016). 
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Die immunsuppressiven Mechanismen regulatorischer T-Zellen auf molekularer Ebene 

sind zahlreich (Vignali et al., 2008, Shevach, 2009). Sie reichen von der Ausschüttung 

cytotoxischer Substanzen und anti-inflammatorischer Zytokine, über Zell-Zell-

Interaktionen hin zu Mechanismen, die den Zellmetabolismus beeinflussen. Über diese 

Wege interagieren Tregs sowohl mit anderen T-Zellen als auch mit APCs. 

Über die Ausschüttung von cytotoxischem Granzym B sowie Perforin können Tregs das 

Sterben von Effektorzellen wie etwa natürlichen Killerzellen oder CD8+ T-Lymphozyten  

einleiten (Cao et al., 2007). Zu den charakteristischen anti-inflammatorischen Zytokinen 

der Tregs hingegen zählen TGFb und IL-10, über deren Sekretion insbesondere Teffs aber 

auch dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen gehemmt werden können (Moore et 

al., 2001, Strauss et al., 2007, Couper et al., 2008, Hoffman et al., 2011). Ebenso trägt 

das sezernierte TGFb zur weiteren Entwicklung peripherer Tregs aus naiven T-Zellen bei.  

Darüber hinaus benötigen Tregs zur Differenzierung und Stabilisierung IL-2. Die auf Tregs 

vorhandene α-Kette CD25 macht den IL-2 Rezeptor affiner für seinen Liganden IL-2. 

Dadurch können Tregs vorrangig IL-2 konsumieren, wodurch ein IL-2 Mangel für die 

umliegenden Effektorzellen entsteht und ihre inflammatorische Aktivität geschwächt wird 

(Zorn et al., 2006). 

Bei den Zell-Zell-vermittelten Mechanismen der Tregs handelt es sich um Signale über 

inhibitorische Rezeptoren wie programmed cell death protein 1 (PD-1) und cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), die neben weiteren Strukturen im Rahmen 

dieser Arbeit untersucht und in Kapitel 1.1.4.1 nochmals gesondert vorgestellt werden. 

Gleiches gilt für CD39, welches freies Adenosintriphosphat (ATP) spaltet. ATP entfaltet 

als „natürliches Adjuvans“ (Borsellino et al., 2007) eine pro-inflammatorische Wirkung im 

Organismus und wird durch CD39 entsprechend abgebaut. Damit repräsentiert CD39 

einen Mechanismus, der das Mikromilieu einer ablaufenden Entzündung beeinflusst. 

Eine exemplarische Darstellung der Wirkung regulatorischer T-Zellen ist in Abbildung 1 

gezeigt. 
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Abbildung 1: Exemplarische Darstellung regulatorischer Mechanismen einer Treg. 
Regulatorische T-Zellen (Tregs) interagieren sowohl mit anderen T-Zellen als auch mit Antigen-präsentierenden 
Zellen (APCs) über vielfältige Mechanismen: 1) Über die Ausschüttung von Granzymen und Perforinen kann 
der Tod von Effektorzellen vermittelt werden. 2) Auch über den Verbrauch von Interleukin (IL) -2, das somit 
anderen Zellarten in geringerem Maße zur Verfügung steht, wird die Immunreaktion beeinflusst. 3) Des 
Weiteren schütten Tregs die anti-inflammatorischen Zytokine Transforming growth factor (TGF) b, IL-10 und 
IL-35 aus. 4) Membrangebundenes CD39 spaltet freies Adenosintriphosphat (ATP), welches als 
unspezifischer Entzündungsreiz gilt, in Adenosindiphosphat (ADP). 5) Darüber hinaus finden sich auf der 
Zelloberfläche Rezeptoren wie Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4) und Programmed cell 
death protein 1 (PD-1), über die ein Zell-Zell-Kontakt hergestellt wird, der die Hemmung pro-inflammatorischer 
Zellen vermittelt.  

Die beschriebenen Mechanismen erzielen vor allem eine lokal begrenzte Wirkung. Daher 

müssen die Tregs zum Ort der Entzündung gelangen. Die Migration durch den Organismus 

und aus dem Blut in periphere Gewebe wird über Chemokin-Rezeptoren (CCR) 

beeinflusst. Auf der Oberfläche der Tregs wurden unterschiedliche Chemokin-Rezeptoren 

nachgewiesen, darunter CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7 und CXCR4 (Ding et al., 

2012). 

1.1.3.3 Plastizität 

Es wird angenommen, dass T-Zellen auf ein sich veränderndes Milieu reagieren und sich 

diesem anpassen. Dabei spricht man von T-Zell-Plastizität (Zhou et al., 2009, O'Shea und 

Paul, 2010). Der Begriff der Plastizität lässt sich auf Zellen im Allgemeinen anwenden. Er 

wurde zuerst am Beispiel von Muskelzellen beschrieben, deren Untersuchung zeigte, 

dass die Gen-Expression selbst hochspezialisierter Zellen veränderbar ist (Blau et al., 

1985). Später entwickelte sich daraus die These, dass differenzierte Zellen einen 
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konstanten Kontrollmechanismus benötigen, um einen stabilen Phänotyp zu zeigen (Blau 

und Baltimore, 1991). Im Gegensatz zu dieser Annahme einer allgemeinen Instabilität 

beschreibt eine Definition von Bal et al. Plastizität wie folgt: “the capacity of developing 

cells to change their destiny and of mature cells to change functions and phenotype in 

response to environmental cues” (Bal et al., 2020).  

Auf CD4+ T-Zellen bezogen bedeutet Plastizität die Fähigkeit, Eigenschaften 

unterschiedlicher T-Zell-Subtypen annehmen zu können (DuPage und Bluestone, 2016). 

Die Steuerung dieser Anpassungsvorgänge erfolgt über die Expression entsprechender 

Gene unter der Kontrolle von Transkriptionsfaktoren, die wiederum epigenetischen und 

metabolischen Steuerungsmechanismen unterliegen (Wilson et al., 2009, Shi und Chi, 

2019).  DuPage und Bluestone (2016) beschreiben einen dreistufigen Vorgang: Ein 

extrazelluläres Signal erreicht die T-Zelle. Dieses wird über eine zytosolische 

Signalkaskade in die Zelle getragen. Im Zellkern löst das Signal daraufhin eine veränderte 

Gen-Expression aus. Daraus resultiert schließlich ein veränderter Phänotyp mit 

angepasster Funktion.  

Um die Stabilität von Tregs festzustellen, werden mehrere Charakteristika herangezogen: 

Auf genetischer beziehungsweise epigenetischer Ebene eine beständige FoxP3-

Expression und die hochgradige Demethylierung einer Region innerhalb des FoxP3-

Gens, der Treg-spezifischen demethylierten Region (TSDR), die die FoxP3-Expression 

steuert und in anderen T-Zelllinien methyliert vorliegt (Floess et al., 2007). Auf 

funktioneller Ebene ist die Stabilität durch eine suppressive Kapazität und die fehlende 

Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet (Urbano et al., 2018). 

Bestimmte Konditionen können dazu führen, dass FoxP3+ Tregs ihre Stabilität teilweise 

oder ganz verlieren. In einem pro-inflammatorischen Umfeld können Tregs sogar selbst zur 

Entzündung beitragen, statt diese zu regulieren. Das kann für den Organismus 

problematisch werden, weil die veränderten Tregs ihre Autoantigenspezifität vermutlich 

beibehalten (Williams und Rudensky, 2007).  

TH-like Tregs  

Je nach lokalem Zytokin-Milieu können T-Zellen mehrere Transkriptionsfaktoren parallel 

exprimieren. Dadurch entstehen „duale“ TH-Zellen mit phänotypischen Eigenschaften 

mehrerer Zelllinien (Ruiz de Morales et al., 2020). Wenn der Phänotyp einer Treg in 

Richtung Effektor-T-Zelle verändert ist, während weiterhin FoxP3 exprimiert wird, spricht 

man von TH-like Tregs. Diese lassen sich wiederum je nach charakteristischer Zytokin-

Ausschüttung und exprimierten Transkriptionsfaktoren in TH1-, TH2- und TH17-like Tregs 

unterscheiden (Duhen et al., 2012).  
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TH1-like Tregs exprimieren neben FoxP3 zusätzlich T-bet. Es wird angenommen, dass dies 

analog zur TH1-Differenzierung über ein IFNg-abhängiges STAT1-Signal initiiert wird 

(Koch et al., 2009). IFNg kann wiederum von den TH1-like Tregs ausgeschüttet werden und 

bestimmt ihre Wirkung mit (Malviya et al., 2022). Man geht davon aus, dass IFNg- TH1-like 

Tregs in der Lage sind, Effektor-Zellen zu supprimieren, und dies insbesondere mit Wirkung 

auf die TH1-Zellen, da sie eine ähnliche Chemokinrezeptor-Expression zeigen und 

dementsprechend zu Inflammationsgeschehen migrieren, zu denen auch TH1-Zellen 

angezogen werden. IFNg+ TH1-like Tregs hingegen können ihre supprimierende Funktion 

nicht vollständig ausführen (Piconese und Barnaba, 2015). Es wird vermutet, dass 

entsprechende TH1-like Tregs das Auftreten pathologischer Immunantworten begünstigen. 

Beispielsweise zeigten Butcher et al. (2016), dass bei Atherosklerose IFNg+ TH1-like Tregs 

zu finden waren, die aus bona fide (also tatsächlichen) Tregs hervorgehen und 

dysfunktionale Eigenschaften aufweisen.  

TH17-like Tregs exprimieren zusätzlich zu FoxP3 RORgt. Dies wird unter IL-6- und TGFb-

Einfluss über STAT3 ausgelöst. Über die Expression des Chemokinrezeptors CCR6 

gelangen die TH17-like Tregs gemeinsam mit den TH17-Zellen zu entsprechenden 

Entzündungslokalisationen. Parallel werden vermehrt IL-1 und IL-6 Rezeptoren auf den 

TH17-like Tregs ausgebildet, die die TH17-Differenzierung fördern und die lokalen IL-1- und 

IL-6-Spiegel senken. IL-17 wiederum kann von den TH17-like Tregs in Abhängigkeit des 

IL-6/STAT3-Signals sezerniert werden (Yang et al., 2008). Die Wirkung dieser IL-17+ Tregs 

scheint kontextsensitiv zu sein (Malviya et al., 2022). Unterschiedliche Studien konnten 

sowohl Hinweise auf eine erhaltene als auch unter entzündlichen Bedingungen auf eine 

geschwächte regulatorische Funktion finden (Beriou et al., 2009, Povoleri et al., 2018, Zhu 

et al., 2019). Auch bei diversen Erkrankungen aus dem autoimmunen Formenkreis 

konnten IL-17+ TH-17-like Tregs nachgewiesen werden (Qiu et al., 2020). Sefik et al. (2015) 

beschrieben für in der Darm-Mukosa durch bestimmte Bakterien induzierte RORgt+ IL-17- 

TH17-like Tregs hingegen eine vorwiegend anti-inflammatorische Wirkung. 

Auch TH2-like Tregs wurden beschrieben, die sich durch die Expression von GATA3 und 

IRF4 auszeichnen und wiederum IL-4 und IL-13 sezernieren (Krishnamoorthy et al., 2012, 

Noval Rivas et al., 2015).  

TH-like Tregs scheinen folglich wie beschrieben zum einen eine wichtige Rolle bei der 

zielgerichteten Regulation der ihnen ähnlichen Effektorzellen zu spielen, zum anderen 

sind sie im inflammatorischen Milieu potenziell in der Lage selbst pro-inflammatorische 

Zytokine beizusteuern und ihre supprimierende Fähigkeit zumindest teilweise zu verlieren. 

Die Mechanismen dahinter sind bisher nicht vollständig aufgeklärt. Im Rahmen dieser 
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Arbeit wurden anhand von IFNg sowie IL-17 und RORgt die Tregs von Patient:innen mit 

Autoimmunhepatitis (AIH) auf einen TH1- beziehungsweise TH17-like Phänotypen 

untersucht. Die Bedeutung dieser Moleküle auf zellulärer Ebene wird zusammen mit den 

weiteren untersuchten Markern im Folgenden näher beschrieben. 

1.1.4 Vorstellung der untersuchten molekularen Strukturen 

Die im Zuge dieser Arbeit untersuchten Moleküle bilden einen Ausschnitt der vielfältigen 

funktionellen Strukturen, die sich auf der Oberfläche und im Innern von Tregs befinden und 

potenziell deren Funktion und Wirkung beeinflussen. 

1.1.4.1 Oberflächenmarker 

CTLA-4 oder CD152 ist der co-inhibitorische Gegenspieler zum co-stimulatorischen 

CD28. Beide konkurrieren um die Bindung der Liganden CD80 und CD86 und regulieren 

über diese Interaktion die T-Zell-Antwort. Im Gegensatz zu CD28, welches sich 

kontinuierlich auf der Oberfläche von CD4+ Zellen befindet, wird CTLA-4 hauptsächlich in 

intrazellulären Vesikeln gespeichert und nach T-Zell-Aktivierung exprimiert (Brunet et al., 

1987, Lenschow et al., 1996). Die Expression von CTLA-4 auf Tregs ist hoch und wichtig für 

die Interaktion mit APCs. Das auf der Oberfläche der Tregs exprimierte CTLA-4 bildet mit 

CD80/CD86 auf den APCs eine Synapse. Da die Affinität von CTLA-4 zu CD80/CD86 die 

von CD28 der konventionellen T-Zellen übersteigt, wird die Co-Stimulation letzterer 

geschwächt, da nur begrenzt Bindungsstellen zur Verfügung stehen (Dilek et al., 2013). 

Darüber hinaus kann CTLA-4 seine Liganden auch durch Transendozytose von der 

Oberfläche der APCs entfernen (Qureshi et al., 2011). Diese Mechanismen erklären die 

für CTLA-4 nachgewiesene Rolle bei der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen 

(Tivol et al., 1995). Therapeutisch wird die Blockade von CTLA-4 durch Antikörper für die 

Induktion einer anti-Tumor-Immunreaktion genutzt (Ribas und Wolchok, 2018). 

PD-1 oder CD279 ist wie CTLA-4 ein inhibitorischer Rezeptor, der auf der Oberfläche von 

T-, B- und myeloischen Zellen vorkommt. Seine Liganden PD-L1 und PD-L2 gehören zur 

B7-Familie. PD-1 vermindert die über den TCR und CD28 vermittelten Signale und 

reguliert so die Proliferation und Zytokin-Ausschüttung von T-Zellen (Sharpe und Pauken, 

2018). Veränderungen im PD-1 Gen können mit der Entwicklung von 

Autoimmunerkrankungen einhergehen und zeigen einen Zusammenhang zwischen PD-1 

und dem Erhalt peripherer Toleranz auf (Nishimura et al., 1999, Nishimura et al., 2001). 

Unter den T-Lymphozyten exprimieren regulatorische T-Zellen PD-1 in einem eher 

geringen Maß, man geht jedoch davon aus, dass die PD-1-Expression zur suppressiven 



Einleitung 
 

13 
 

Wirkung der Tregs beiträgt (Raimondi et al., 2006, Gianchecchi und Fierabracci, 2018). Die 

Blockade von PD-1 mittels spezifischer Antikörper wird ähnlich wie bei CTLA-4 zur 

Immuntherapie bei ausgewählten Malignomen verwendet (LaFleur et al., 2018). 

Die Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase-1 oder CD39 ist eine Ectonukleotidase, 

die extrazelluläres Adenosintriphosphat über Adenosindiphosphat (ADP) zu 

Adenosinmonophosphat (AMP) spaltet und damit inaktiviert. AMP wird von CD73 weiter 

zu anti-inflammatorischem Adenosin gespalten. ATP selbst ist ein Signalmolekül, das als 

Mediator von Gewebeschädigung agiert, da es intrazellulär in recht hoher Konzentration 

vorliegt und bei Zellzerstörung freigesetzt wird (la Sala et al., 2001). Darüber hinaus 

können Thrombozyten und Entzündungszellen bei ihrer Aktivierung ATP ausschütten 

(Burnstock und Boeynaems, 2014). Es hat eine pro-inflammatorische Wirkung, indem es 

Chemotaxis und die Reifung dendritischer Zellen vermittelt (Wilkin et al., 2001, Idzko et 

al., 2002). Anfangs als Lymphozyten-Aktivierungsmarker deklariert, wurde für CD39 eine 

wesentliche Expression auf Tregs gezeigt (Borsellino et al., 2007). Zusammen mit CD73, 

das auf Tregs co-exprimiert wird, entfernt CD39 also ATP aus dem inflammatorischen 

Milieu, während das lokale Adenosin zunimmt und eine Modulation der T-Zell Aktivierung 

bewirkt (Deaglio et al., 2007). Außerdem geht man davon aus, dass CD39 eine 

stabilisierende Wirkung auf FoxP3, den Treg-Mastertranskriptionsfaktor ausübt (Schenk et 

al., 2011).  

Chemokine Receptor Type 6 (CCR6) oder CD196 ist ein G-Protein-gekoppelter 

Chemokinrezeptor, der auf der Oberfläche von Lymphozyten – auf CD4+ mehr als auf 

CD8+ – und dendritischen Zellen sowie auf Zellen lymphoider und nicht-lymphoider 

Organe (insbesondere Milz, Lymphknoten, Appendix und Pankreas) exprimiert wird 

(Schutyser et al., 2003). Sein Ligand ist CCL20, auf dessen Bindung hin CCR6 

Chemotaxis und Calciumfreisetzung vermittelt (Baba et al., 1997). Während die meisten 

Chemokinrezeptoren mehrere Liganden haben und viele Liganden wiederum 

verschiedene Chemokinrezeptoren binden, scheinen CCR6 und CCL20 nach aktuellem 

Kenntnisstand eine exklusive Spezifität aufzuweisen (Hughes und Nibbs, 2018). Neben 

der chemotaktischen Wirkung spielt die CCR6-CCL20 Bindung eine Rolle in der 

mukosalen Immunabwehr und bei der Wundheilung (Cook et al., 2000). Auf TH17-Zellen 

und Tregs beeinflusst CCR6 die gemeinsame Migration beider Zellarten in entzündete 

Gewebe. TH17-Zellen exprimieren zusätzlich auch CCL20, wodurch weitere TH17-Zellen 

und Tregs mobilisiert werden (Yamazaki et al., 2008). Man geht davon aus, dass die 

Blockade von CCR6 als therapeutisches Mittel für verschiedene entzündliche und 

autoimmune Erkrankungen in Frage kommt (Ranasinghe und Eri, 2018). 
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1.1.4.2 Transkriptionsfaktoren 

Als Mastertranskriptionsfaktor und Identifizierungsmarker der regulatorischen T-Zellen gilt 

FoxP3. Dieser wurde in Kapitel 1.1.3.2 ausführlich beschrieben. 

RORgt ist ein nukleärer Hormonrezeptor, der eine Verwandtschaft zu den Melatonin-

Rezeptoren RORa und RORb aufweist und einer circadianen Steuerung unterliegt (Eberl, 

2017). Eine Störung der circadianen Rhythmik kann über den Transkriptionsfaktor Nfil3 

und seine suppressive Wirkung auf RORgt zu einer TH17-Dysregulation und daraus 

resultierender Immunanfälligkeit führen (Yu et al., 2013). Für TH17-Zellen agiert RORgt als 

Haupttranskriptionsfaktor. Ein Knock-out führt zur Abschwächung von 

Autoimmunreaktionen und dem Fehlen von TH17-Zellen (Ivanov et al., 2006). Für die 

vollständige Differenzierung der TH17-Zellen wird neben RORgt auch RORa benötigt. 

Natürliche Liganden von RORgt sind Metabolite des Cholesterins (Santori et al., 2015). 

Darüber hinaus konnten auch synthetische RORgt-Modulatoren hergestellt werden, mit 

entweder steigernder oder hemmender Wirkung, die sich in klinischer Testung befinden 

(Zhang et al., 2015, Gege, 2021).  

Helios (IKZF2) gehört zur Familie der Ikaros Zinkfingerproteine. Diese können über vier N-

terminale Zinkfinger Desoxyribonukleinsäure (DNA) binden und über zwei weitere C-

terminale Zinkfinger Homo- und Heterodimere mit anderen Ikaros-Proteinen bilden (Cobb 

und Smale, 2005). Helios befindet sich im Zellkern von T-Lymphozyten  und nimmt 

regulativen Einfluss auf die Transkription (Hahm et al., 1998). Thornton et al. (2010) 

zeigten, dass sowohl in der Maus als auch im Menschen circa 70% der FoxP3+ Tregs 

Helios exprimieren. Vor allem in der Maus deutet die Expression von Helios durch eine 

Treg darauf hin, dass diese ursprünglich im Thymus (= tTreg) entstanden ist (Shevach und 

Thornton, 2014). Unter bestimmten Voraussetzungen können Helios+ Tregs jedoch auch in 

der Peripherie entstehen (Pratama et al., 2020). Generell ist die Funktion von Helios bis 

heute in murinen Tregs eindeutiger aufgeklärt als in humanen (Lam et al., 2022). Für 

Erstere konnte in vitro gezeigt werden, dass Helios+ Tregs eine höhere suppressive 

Aktivität ausüben, während Helios- Tregs eine geringere FoxP3-Expression aufweisen und 

das vollständige Fehlen von Helios mit der Entwicklung von Autoimmunphänomenen 

einhergeht (Kim et al., 2015, Nakagawa et al., 2016). Studien humaner Tregs kamen bei 

der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Helios-Expression und regulatorischer 

Aktivität zu heterogenen Ergebnissen (Kim et al., 2012, Raffin et al., 2013). 
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1.1.4.3 Zytokine 

Die für die regulatorische Wirkung der Tregs charakteristischen Zytokine sind IL-10, IL-35 

und TGFb. Im Hinblick auf eventuelle Abweichungen hin zu einem alternativen Phänotyp 

wurde in dieser Arbeit die Ausschüttung der für ihre pro-inflammatorische Wirkung 

bekannten Zytokine TNFa, IFNg und IL-17 untersucht. 

Carswell et al. (1975) wiesen in murinem Serum ein Molekül nach, das Nekrose in 

Tumoren auslösen konnte und daraufhin Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa) genannt 

wurde. Ehemals auch als Cachectin bezeichnet, wurde für TNFa ebenfalls eine Rolle bei 

der Auslösung von Kachexie, Schock und Inflammation gezeigt (Beutler und Cerami, 

1988). Es wird hauptsächlich durch Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie 

ausgeschüttet, aber auch von zahlreichen anderen Zelltypen, insbesondere aktivierten 

T-Lymphozyten (Sung et al., 1988). Auch Tregs können dazu stimuliert werden, selbst 

TNFa zu produzieren, ohne dass sie dadurch zwangsläufig ihre suppressive Wirkung 

verlieren (Walter et al., 2013). Man unterscheidet membranständiges TNFa (mTNF, 

26kDa) von löslichem TNFa (sTNF, 17 kDa) (Black et al., 1997). Auch gibt es zwei 

Rezeptoren (TNFR) – TNFR 1 und 2. Während TNFR1 ubiquitär exprimiert wird und 

sowohl mTNF als auch sTNF bindet, findet sich TNFR2 auf Immunzellen und besitzt eine 

höhere Affinität zu mTNF als zu sTNF (Grell et al., 1995, Chen et al., 2013). Über die 

Rezeptoren kann TNFa einerseits Apoptose induzieren, andererseits anti-apoptotisch 

wirken (Postal und Appenzeller, 2011). Es kann Zelldifferenzierung und -proliferation 

vermitteln und eine überschießende TNFa-Wirkung wurde mit chronischen Entzündungen 

und pathologischer Autoimmunität in Verbindung gebracht (Jang et al., 2021). Bei 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen konnte eine vermehrte Produktion von TNFa 

nachgewiesen werden und für einzelne Entitäten wie beispielsweise chronisch-

entzündliche Darmerkrankungen (CED) und rheumatoide Arthritis werden TNFa-Blocker 

erfolgreich therapeutisch eingesetzt (Melsheimer et al., 2019).  

Ein weiteres Zytokin, das für inflammatorische Prozesse eine Rolle spielt, ist IFNg. 

Interferone wurden erstmals im Zusammenhang mit ihrer antiviralen Wirkung entdeckt 

(Isaacs et al., 1957). Man unterscheidet drei Gruppen, die sich durch verschiedene 

Rezeptoren und ihre Lokalisation auf unterschiedlichen Genloci unterscheiden: Typ 1 mit 

den Vertretern IFN α, β, κ, ε und ω, Typ 2 – IFNg –, und Typ 3 – IFNλ1-3 (Sheppard et al., 

2003, Kotenko et al., 2003, Capobianchi et al., 2015). Ursprünglich wurde IFNg als 

Makrophagen-Aktivierungsfaktor beschrieben und man ging davon aus, dass 

hauptsächlich TH1- und cytotoxische Lymphozyten IFNg ausschütten. Man konnte aber 
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auch zeigen, dass weitere Zellen wie B-Zellen, natürliche Killerzellen und 

antigenpräsentierende Zellen IFNg produzieren (Schroder et al., 2004). Darüber hinaus 

kann es ebenfalls von Tregs ausgeschüttet werden, charakteristisch bleibt es jedoch für die 

TH1-vermittelte Immunabwehr (Walter et al., 2013). Die IFNg-Produktion von T-Zellen wird 

dabei durch die gemeinsame Wirkung von IL-12 und IL-18 gesteigert (Munder et al., 

1998). Zu den Zytokinen mit negativer regulativer Wirkung auf die IFNg-Ausschüttung 

zählen hingegen IL-4 und IL-10 (Schindler et al., 2001, Fukao et al., 2001). 

Analog zu TH1-Reaktionen, die vorrangig mit IFNg in Verbindung gebracht werden, ist 

Interleukin-17 (IL-17) das kennzeichnende Zytokin von TH17-Reaktionen. Die IL-17-

Familie umfasst sechs derzeit bekannte Vertreter: IL-17A-F (Kolls und Lindén, 2004). Das 

mit IL-17 im engeren Sinne adressierte Zytokin entspricht dem Subtyp IL-17A und ist im 

Folgenden mit IL-17 gemeint. Hauptsächlich wird IL-17 von TH17 Zellen ausgeschüttet, in 

geringerem Umfang, auch von Tregs. Eine wichtige Rolle für die IL-17-Expression scheint 

IL-23 zu spielen, das die TH17-Differenzierung stimuliert. Das von IL-17 über seinen 

spezifischen IL-17-Rezeptor ausgelöste Signal gilt als eher schwach, in der Kombination 

mit anderen Zytokinen können jedoch potente Effekte vermittelt werden (Li et al., 2019, 

McGeachy et al., 2019). Dass in vivo nicht lediglich ein einzelnes Zytokin 

ausschlaggebend für einen inflammatorischen Prozess ist, sondern vielmehr 

verschiedene Zytokine auf einen pro-inflammatorischen Stimulus hin ausgeschüttet 

werden, die dann zu einer Immunantwort beitragen, spiegelt sich in der Beobachtung 

wider, dass IL-17 eine synergistische Aktivität unter anderem mit den zuvor 

beschriebenen Zytokinen TNFa und IFNg zeigt (Onishi und Gaffen, 2010). Über positive 

und negative Feedbackmechanismen kann physiologisch eine Selbstregulation der 

IL-17-Ausschüttung erfolgen. Da für verschiedene Immunpathologien eine 

überschießende IL-17-Wirkung vermutet wird, wurden Antikörper gegen das Zytokin und 

seinen Rezeptor entwickelt, die bei einzelnen Autoimmunerkrankungen sehr gute 

therapeutische Wirkung zeigten (McGeachy et al., 2019).  

1.1.5 Autoimmunität 

Pathologien des Immunsystems lassen sich in zwei Hauptbereiche unterteilen: auf der 

einen Seite Immundefizienz im Sinne einer unzureichenden Fähigkeit des Organismus, 

eine effektive Immunantwort hervorzubringen; auf der anderen Seite Autoimmunität als 

Ausdruck verminderter Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen und daraus 

resultierend eine Immunantwort gegen den Organismus selbst. Zu den am weitesten 

verbreiteten Autoimmunerkrankungen zählen der Typ-1-Diabetes und die autoimmunen 
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Schilddrüsenerkrankungen, insbesondere die Hashimoto Thyreoiditis. Daneben gibt es 

nahezu 100 weitere beschriebene Autoimmunerkrankungen mit niedrigerer Prävalenz, die 

zum Teil generalisiert auftreten wie im Falle des systemischen Lupus erythematodes 

(SLE) oder aber sich Organ-spezifisch manifestieren wie die AIH (Wang et al., 2015). 

Durch das Zusammenspiel der bereits vorgestellten Toleranzmechanismen gelingt es 

dem gesunden Organismus, Autoimmunerkrankungen zu vermeiden. Ein gewisses Maß 

an Autoimmunität ist für die Aufrechterhaltung immunologischer Regulationsvorgänge 

sogar notwendig und physiologisch. Die pathologische Autoimmunität als Ausdruck einer 

Störung des Gleichgewichts zwischen Inflammation und Regulation entsteht nicht 

zwangsläufig aus dem Wegfall eines einzigen Toleranzmechanismus, vielmehr liegt der 

Manifestation nach aktuellem Verständnis meistens ein Versagen mehrerer 

Kontrollpunkte zugrunde (Marrack et al., 2001).  

Im Allgemeinen wurde für verschiedene Lymphozyten-Populationen eine Bedeutung für 

Autoimmunerkrankungen gezeigt. Sowohl B-Zell- als auch T-Zell-Defekte  können zu 

einer pathologischen Aktivität führen (Del Prete, 1992, Parkes et al., 2013). Einige 

Autoimmunerkrankungen zeigen eine familiäre Häufung und legen daher das 

Vorhandensein genetischer Prädispositionen nahe. Auch gewisse Umwelteinflüsse 

scheinen das Auftreten von Autoimmunpathologien zu begünstigen (Rai und Wakeland, 

2011). Dazu könnten Nahrungsantigene, aber auch das Vorkommen von Erregern, wie 

manche Viren oder Bakterien beitragen, die potenziell als Trigger-Faktoren wirken und die 

Immunhomöostase stören (von Herrath und Oldstone, 1996, Anaya et al., 2018). Man 

vermutet, dass die strukturelle Ähnlichkeit der Erregerproteine zu körpereigenen 

Proteinen dabei eine Rolle spielt. Nach Erregerbeseitigung werden die aktivierten 

Immunzellen von den ähnlichen und weiterhin vorhandenen körpereigenen Strukturen zur 

Fortführung der inflammatorischen Aktivität angehalten. Wenn die Kapazität der 

regulatorischen Komponenten dabei überschritten ist, kann es zu Gewebsschädigung und 

damit zur klinischen Manifestation der Erkrankung kommen (Rojas et al., 2018). 

Funktionieren die Regulationsmechanismen selbst nicht einwandfrei, kann das 

Immunsystem entsprechend leichter aus dem Gleichgewicht gebracht werden. Für viele 

Autoimmunerkrankungen konnten außerdem Autoantikörper identifiziert werden, deren 

Nachweis meist diagnostischen Wert hat (Manns, 1989, Kotzin, 1996, Yu et al., 1996, 

Terziroli Beretta-Piccoli et al., 2022). 
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1.1.6 Inflammation und Regulation in der Leber  

Die Leber liegt als unpaariges Organ im rechten Oberbauch und erhält über die 

Portalvene das Metaboliten-reiche Blut der Verdauungsorgane. Im hepatischen Gewebe 

finden Austausch- und Abbauprozesse statt, durch die schädliche Substanzen aus dem 

Kreislauf eliminiert werden können. Dabei kommt die Leber mit einer Vielzahl von 

Antigenen etwa aus der Nahrung oder dem Mikrobiom in Berührung und muss zwischen 

pathogenen und harmlosen Strukturen unterscheiden können. Spezialisierte Zellen wie 

die Sinusendothelzellen (LSECs) und organspezifische Makrophagen – so genannte 

Kupffer-Zellen (KCs) – schaffen in der gesunden Leber ein überwiegend tolerantes Milieu. 

Erzielt wird dies unter anderem durch die Induktion regulatorischer T-Zellen (Carambia et 

al., 2014). Trotzdem kann es wie in anderen Geweben zur Aufhebung der Toleranz und 

konsekutiv zur Inflammation kommen, wenn pro-inflammatorische Stimuli überwiegen und 

nicht oder nicht ausreichend kontrolliert werden (Heymann et al., 2015). Dauerhaft kann 

dies mit einer Schädigung des Leberparenchyms einhergehen, die sich in der Regel von 

einer potenziell reversiblen Fibrosierung über die Entwicklung einer Zirrhose bis hin zum 

Leberversagen vollzieht (Robinson et al., 2016).  

 Autoimmune Lebererkrankungen 

Den Hauptuntersuchungsgegenstand dieser Arbeit stellt die AIH dar, die im Folgenden 

näher beschrieben wird. Daneben gibt es mit der primär sklerosierenden Cholangitis 

(PSC) und der primär biliären Cholangitis (PBC) zwei weitere autoimmune 

Lebererkrankungen, die als Vergleichskohorten rekrutiert wurden und an dieser Stelle 

ebenfalls erläutert werden sollen. 

1.2.1 Autoimmunhepatitis 

Bei der Autoimmunhepatitis handelt es sich um eine seltene chronisch-entzündliche 

Lebererkrankung bisher nicht vollständig aufgeklärter Ursache. Die Prävalenz der AIH 

wurde für Deutschland 2014 mit 23 pro 100 000 Einwohner angegeben und ist tendenziell 

steigend (Sebode et al., 2020).  

In Europa liegt der Anteil weiblicher Patienten an der Gesamtpatientengruppe zwischen 

72 und 80 Prozent. Frauen haben demnach ein bis zu vierfach höheres Risiko an einer 

AIH zu erkranken als Männer (Czaja, 2017).  

Die AIH kann in jedem Alter auftreten, es zeichnen sich jedoch zwei Altersgipfel ab, zum 

einen bei Kindern und Jugendlichen und zum anderen bei den 40- bis 60-Jährigen (EASL, 

2015). Die juvenile AIH ähnelt in vielen Aspekten der adulten Form, tritt aber oft 
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aggressiver in Erscheinung (Sokollik et al., 2018, Mieli-Vergani et al., 2018a). Diese Arbeit 

konzentriert sich auf die adulte AIH.  

1.2.1.1 Ätiopathogenese 

Zurückzuführen ist die AIH auf eine gegen die Leber gerichtete inadäquate Immunantwort. 

Insbesondere Zellen der adaptiven Immunabwehr sind daran beteiligt. Autoreaktive 

T-Zellen erkennen Leber-eigene Antigene, die von APCs präsentiert werden (Czaja und 

Manns, 2010, Hardtke-Wolenski et al., 2013). Die Tatsache, dass es dabei zu einer 

anhaltenden Reaktion inklusive Organschädigung kommt, die der Körper nicht selbst 

limitieren kann, ist lediglich durch ein Zusammenkommen mehrerer Faktoren zu erklären 

und bisher nicht hinreichend verstanden. Die Autoimmunität kann potenziell in einer 

Dysfunktion jeder der an der Immunreaktion beteiligten Komponenten begründet liegen 

und die vermuteten Pathomechanismen berücksichtigen genetische Prädispositionen, 

extrinsische Einflüsse sowie eine Dysregulation auf zellulärer und humoraler Ebene 

(Herkel et al., 2020). 

Neben dem weiblichen Geschlecht als Risikofaktor und einem Zusammenhang mit dem 

Auftreten weiterer Autoimmunerkrankungen konnten mithilfe genomweiter 

Assoziationsstudien verschiedene Genvarianten und Polymorphismen als 

prädisponierend beziehungsweise protektiv identifiziert werden. Das Vorliegen einer 

potenziell relevanten Mutation allein führt jedoch nicht zwangsläufig zum Ausbrechen 

einer AIH. Viel wahrscheinlicher beeinflusst die Interaktion verschiedener 

Polymorphismen das Auftreten und den Verlauf der Erkrankung (Heneghan et al., 2013).  

Auch das Vorhandensein Leber-spezifischer Autoantikörper kennzeichnet die AIH 

(Sebode et al., 2018). Neben ihrem wahrscheinlichen Beitrag zur Pathogenese, spielen 

sie insbesondere bei der Diagnostik der AIH eine Rolle und werden im entsprechenden 

Kapitel näher benannt (siehe Kapitel 1.2.1.3). 

Neben Autoantigenen, autoreaktiven Antikörpern und extrinsischen Faktoren wird bei der 

AIH eine Beteiligung regulatorischer T-Zellen an der Pathogenese kontrovers diskutiert. 

Es ist denkbar, dass eine generalisierte Dysfunktion der Tregs vorliegt oder aber ihre 

Funktion speziell im hepatischen Gewebe beeinträchtigt ist (Ferri et al., 2010, Chen et al., 

2016). Daneben gibt es Untersuchungen, die keinen Anhalt für eine quantitative oder 

qualitative Funktionseinschränkung der Tregs finden konnten (Peiseler et al., 2012). 

Der Auslöser für die Manifestation einer AIH könnte zudem in extrinsischen Faktoren 

begründet liegen. Eine Sensibilisierung des Organismus durch extrinsische Faktoren kann 

mehrmals und über einen längeren Zeitraum erfolgen, so dass eine Zuordnung zum 
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auslösenden Faktor in den wenigsten Fällen gelingt (Heneghan et al., 2013). In Frage 

kommen beispielsweise virale Trigger, Medikamente oder deren Metabolite sowie 

Mikrobiom-Veränderungen (Sebode et al., 2017, Mieli-Vergani et al., 2018b, Wei et al., 

2020). Es ist möglich, dass diese Stimuli die Schädigung der Hepatozyten unter 

bestimmten Voraussetzungen auslösen und über co-inflammatorische Signale eine 

Auto-Inflammation vorantreiben (Herkel et al., 2020).  

1.2.1.2 Klinik 

Klinisch können sich Patient:innen mit AIH sehr unterschiedlich präsentieren. Das 

Spektrum reicht von subklinischen Verläufen, die als Zufallsbefund auffallen, bis hin zu 

akutem Leberversagen (Feld et al., 2005). 

Mögliche – jedoch sehr unspezifische – Symptome sind Gewichtsverlust, Müdigkeit, 

Abgeschlagenheit und Gelenkschmerzen. In der klinischen Untersuchung kann zudem ein 

Ikterus auffallen (Heneghan et al., 2013). Außerdem besteht häufig eine Assoziation mit 

extrahepatischen weiteren Autoimmunerkrankungen, allen voran die Hashimoto 

Thyreoiditis, aber auch rheumatoide Arthritis, Vaskulitiden oder chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen können auftreten und zum Symptomkomplex beitragen (Teufel et al., 

2010). 

1.2.1.3 Diagnostik und Klassifikation 

Die Diagnose AIH ist in der Regel eine Ausschlussdiagnose. Differentialdiagnostisch 

kommt eine Vielzahl anderer immunologischer- und nicht-immunologischer Erkrankungen 

in Frage wie beispielsweise virale Hepatitiden, die alkoholische Lebererkrankung, Morbus 

Wilson oder Zöliakie (Gatselis et al., 2015).  

Patienten fallen häufig durch erhöhte laborchemische Leberwerte auf. Die Leberenzyme 

Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Alanin-Aminotransferase (ALAT) befinden sich im 

Innern der Hepatozyten und werden bei Leberzellschädigung vermehrt im Blut messbar.  

Für eine AIH ebenfalls kennzeichnend ist ein erhöhter Immunglobulin G (IgG) Spiegel 

(Alvarez et al., 1999). Es werden aber auch akute Fälle ohne IgG-Erhöhung beschrieben 

(Mieli-Vergani et al., 2018b, Terziroli Beretta-Piccoli et al., 2022).  

Für die klinische Anwendung hat die International Autoimmune Hepatitis Group (IAIHG) 

diagnostische Kriterien veröffentlicht. Es handelt sich dabei um ein Punktesystem, das 

sich auf das Vorhandensein von Autoantikörpern, die Erhöhung von IgG, das 

histologische Erscheinungsbild und den Ausschluss einer viralen Hepatitis 
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stützt (vgl. Tab. 1). Ein Punktewert von ≥ 6 spricht für eine wahrscheinliche AIH, ≥ 7 

Punkte für eine definitive AIH (Hennes et al., 2008).   

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien der International Autoimmune Hepatitis Group. 
(Hennes et al., 2008) 

Kriterium Grenzwert Punkte 
ANA oder SMA ≥ 1:40 1* 

≥ 1:80 2* 

Oder LKM ≥ 1:40 2* 

Oder SLA Positiv 2* 

IgG > oberes Limit des Normbereichs 1 
> 1,1-faches des oberen Limits 2 

Leberhistologie  
(Evidenz einer Hepatitis vorausgesetzt) 

Vereinbar mit einer AIH 1 
Typisch für eine AIH 2 

Ausschluss viraler Hepatitis Ja 2 
 

*Summer der Punkte für alle Autoantikörper maximal 2 

 

Autoantikörper können in mehr als 90% der Fälle nachgewiesen werden, haben jedoch 

eine relativ niedrige Spezifität (Bogdanos et al., 2009). Die Differenzierung der 

Autoantikörper ermöglicht eine Unterteilung der AIH in zwei bekannte Subtypen: Typ 1 – 

gekennzeichnet durch antinukleäre (ANA) oder anti-smooth-muscle Antikörper (SMA) 

sowie gegebenenfalls auch anti-soluble-liver-antigen (SLA) Antikörper – und der weitaus 

weniger verbreitete Typ 2 – charakterisiert durch anti-liver-kidney-microsome (LMK) 

Antikörper und in der Regel mit einem früheren Manifestationszeitpunkt und 

aggressiverem Verlauf (Homberg et al., 1987, Floreani et al., 2013).  

Ein weiterer diagnostischer Pfeiler ist die histologische Untersuchung des Lebergewebes 

nach Biopsie. Mikroskopisch zu erwarten ist das Bild einer Interface Hepatitis, das 

charakteristisch, aber nicht spezifisch für eine AIH ist. Dabei findet sich ein von 

Lymphozyten und Plasmazellen geprägtes Infiltrat, das vom Portaltrakt bis ins umliegende 

Parenchym reicht (Gatselis et al., 2015).  

1.2.1.4 Therapiekonzept 

Mithilfe einer medikamentösen Therapie soll zum einen die biochemische Remission 

erzielt werden, zum anderen sollen Symptome beseitigt oder gemildert werden. Die 

komplette biochemische Remission ist definiert durch die Normalisierung der Serum-

Transaminasen und des IgG-Spiegels und sollte innerhalb von 6 Monaten nach 
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Therapiebeginn erzielt werden (Pape et al., 2022). Liegt bereits eine Zirrhose vor, kann 

eine Remission jedoch auch mit einem weiterhin über der Norm liegenden IgG 

einhergehen (Mack et al., 2020). Mit der biochemischen Remission wird in der Regel auch 

eine Normalisierung der inflammatorischen Aktivität in der Histologie und die Reduktion 

der Leberschädigung erzielt (Lüth et al., 2008). 

Die Standardtherapie sieht den Einsatz des Kortikosteroids Prednisolon und des 

Zytostatikums Azathioprin vor (Strassburg et al., 2017). Alternativ kann statt Prednisolon 

auch Budesonid eingesetzt werden (Manns et al., 2010). Die Wirkung beider Substanzen 

ist auf eine unspezifische Hemmung des Immunsystems zurückzuführen, durch die die 

Autoinflammation aber auch die allgemeine Immunabwehr geschwächt werden. Neben 

Infektionen mit potenziell schwerem Verlauf kann der erzeugte Hyperkortisolismus 

zahlreiche weitere systemische Nebenwirkungen hervorrufen (Rice et al., 2017). Man 

versucht daher, die Steroide nach Erreichen einer Remission möglichst vollständig 

auszuschleichen, wohingegen die Weitereinnahme von Azathioprin zur 

Erhaltungstherapie empfohlen wird (Strassburg et al., 2017).  

Bei Azathioprin-Unverträglichkeit oder ausbleibendem Therapierfolg stehen als 

konventionelle Alternativen 6-Mercaptopurin und Mycophenolat Mofetil zur Verfügung 

(EASL, 2015, Hübener et al., 2016). Für die 10-20% schwer zu therapierenden 

AIH-Patient:innen, die auf die Standardtherapie nicht ausreichend ansprechen, wurden 

Antikörpertherapien, etwa gegen TNFa getestet (Weiler-Normann et al., 2013).  

1.2.2 Primär sklerosierende Cholangitis und primär biliäre Cholangitis 

Die PSC und die PBC, dienten im experimentellen Teil der Arbeit neben gesunden 

Proband:innen als Kontrollgruppen. Im Folgenden soll ein kurzer vergleichender Überblick 

über die beiden Erkrankungen gegeben werden. 

Von der PBC sind wie bei der AIH vor allem Frauen betroffen. Bei der PSC ist das 

Geschlechterverhältnis ausgeglichener. Während die PBC klassischerweise bei Kindern 

nicht beobachtet wird und sich vor allem zwischen 40 und 70 manifestiert, kann die PSC 

in jedem Alter auftreten. Häufig sind Männer mittleren Alters betroffen (Pannicke et al., 

2012). 

Die Pathogenese ist ähnlich wie bei der AIH nicht abschließend geklärt und es konnten für 

beide Entitäten sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren identifiziert werden. 

Die PSC ist häufig mit dem Vorliegen einer Colitis ulcerosa assoziiert und man geht davon 

aus, dass der entzündlichen Fibrosierung und Vernarbung der Gallenwege 
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pathophysiologisch eine T-Zell-Aktivierung mit Ausschüttung fibrogener Substanzen 

zugrunde liegt (Dyson et al., 2018). Bei der PBC exprimiert das Gallengangsepithel 

Epitope, die von T-Zellen gebunden und als pathogen wahrgenommen werden. 

Außerdem konnten lokal vermehrt NK-T-Zellen nachgewiesen werden, die pro-

inflammatorische Zytokine ausschütten (Carey et al., 2015). 

Neben den unspezifischen Symptomen, die bei allen autoimmunen Lebererkrankungen 

auftreten können, tritt bei der PSC und PBC häufig auch Juckreiz (Pruritus) als Folge 

eines Aufstaus der Galle (Cholestase) auf. Davon abgesehen, präsentiert sich ein 

Großteil der Patienten klinisch zunächst asymptomatisch (Lindor et al., 2009, Karlsen et 

al., 2017). 

Die Diagnose der PBC stützt sich auf den laborchemischen Nachweis einer Cholestase – 

gekennzeichnet durch die Erhöhung der alkalischen Phosphatase (AP) und 

γ-Glutamyltransferase (γGT) – sowie spezifischer Autoantikörper und erhöhter 

Leberenzyme. Typischerweise ist anders als bei der AIH zusätzlich nicht IgG, sondern 

IgM erhöht (Younossi et al., 2019). Bei der PSC sind ebenfalls die laborchemisch 

festzustellende Cholestase, das Vorliegen charakteristischer Antikörper und eine 

passende Histologie diagnostisch hilfreich (Lazaridis und LaRusso, 2016). 

Die Transplantation stellt bei der PBC und PSC die einzige kurative Therapie dar. Für die 

PBC gibt es mit dem Gallensäuren-Substitut Ursodesoxycholsäure (UDCA) eine 

medikamentöse Leitlinientherapie, die das Fortschreiten der Erkrankung verlangsamt und 

damit das transplantatfreie Überleben verlängert (Strassburg et al., 2017). 

Immunsuppressive Therapiestrategien konnten sich bisher nicht etablieren (Shah und 

Kowdley, 2020).  

Zeigen Patient:innen Charakteristika sowohl einer AIH als auch einer PSC oder PBC, so 

spricht man in diesen Fällen von Overlap-Syndromen, deren Prävalenz auf 10-20% der 

PSC- und PBC-Fälle geschätzt wird (Schramm und Lohse, 2005). 

 Zielsetzung der Dissertation 

Die AIH ist eine seltene autoimmune Lebererkrankung, bei der der Organismus eine 

fehlgeleitete Immunreaktion gegen das eigene Gewebe zeigt. Aufgrund der unzureichend 

geklärten Ätiologie und oftmals schwierigen Abgrenzbarkeit zu anderen Erkrankungen der 

Leber gestaltet sich die Diagnosestellung und Therapie häufig langwierig. Die Behandlung 

baut in der Regel auf einer meist ungerichteten Immunsuppression auf. Dementsprechend 

besteht weiterer Forschungsbedarf hinsichtlich der auf zellulärer Ebene stattfindenden 

Prozesse sowie der Charakterisierung beteiligter Akteure des Immunsystems. 
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Regulatorische T-Zellen spielen wie dargelegt eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen immunologischer Abwehr und Toleranz. 

Störungen der Treg-Funktion wurden mit dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen in 

Verbindung gebracht und werden als Auslöser oder prädisponierender Faktor für die AIH 

kontrovers diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass eine Treg innerhalb ihrer 

Lebensspanne durch Stimuli beeinflusst und damit phänotypisch beziehungsweise 

funktionell verändert werden kann – also Plastizität aufweist. 

Diese Dissertation beschäftigt sich mit der Plastizität regulatorischer T-Zellen bei 

Autoimmunhepatitis vor dem Hintergrund einer möglichen Beteiligung dieser an der 

Krankheitsentstehung oder -progression. Ziel der Arbeit ist, die potenziell veränderte 

Ausprägung der für die Treg-Funktion relevanten Strukturen, die in Kapitel 1.1.4 vorgestellt 

wurden, bei Patient:innen mit Autoimmunhepatitis im Vergleich zu einer gesunden 

Kohorte sowie PBC- und PSC-Erkrankten explorativ zu untersuchen. Dadurch sollen 

Rückschlüsse auf einen selektiven Funktionsverlust oder eine vermehrte Autoreaktivität 

der Tregs gezogen werden. Das Studiendesign sowie das experimentelle Vorgehen werden 

im folgenden Kapitel umfassend dargelegt. 



Material und Methoden 

25 
 

2 Material und Methoden 

 Material 
 

Tabelle 2: Geräte 

Gerät Hersteller 
CO2 Inkubator MCO-19AIC SANYO Biomedical 
Durchflusszytometer LSRFortessaTM BD Biosciences 
Kühlschrank Robert Bosch Hausgeräte GmbH 
Mikrozentrifuge myFuge 12 Benchmark Scientific Inc. 
Pipetten Research plus (10, 100, 1000 μl) Eppendorf AG 
Pipettierhilfe Pipetboy acu 2 INTEGRA Biosciences GmbH 
Sicherheitswerkbank MSC-Advantage  Thermo Scientific GmbH 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries SI 
Zentrifuge 5417 R, 5810 R, 5920 R Eppendorf AG 
 
 

Tabelle 3: Verbrauchsutensilien 

Material Hersteller 
MACS Pre-Separation Filter Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 
Pipettenspitzen (20, 200 und 1200 μl) Sarstedt AG & Co 
Pipettenspitzen Biosphere® mit Filter  
(20, 200 und 1200 μl) 

Sarstedt AG & Co 

Reagiergefäße (0,2, 1,5 und 2 ml) Sarstedt AG & Co 
S-Monovette Lithium-Heparin Sarstedt AG & Co 
Safety-Multifly®-Kanüle 21G, 200 mm Sarstedt AG & Co 
Serologische Pipetten  
(2, 5, 10, 25 und 50 ml) 

Sarstedt AG & Co 

Zentrifugenröhrchen (15 und 50 ml) Greiner Bio-One International GmbH 
 

  



Material und Methoden 

26 
 

 

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien 

Material Hersteller 
Amphotericin B aus Streptomyces sp. Sigma-Aldrich Inc. 
FACS Clean Lösung BD Biosciences 
FACS Flow Lösung BD Biosciences 
FACS Rinse Lösung BD Biosciences 
Fetales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH 
GolgiPlugTM  BD Biosciences 
Humanes AB-Serum  MP Biomedicals Germany GmbH 
Ionomycin Sigma-Aldrich 
Isotonische Kochsalzlösung 0,9 %  B. Braun Medical AG 
OneComp eBeads Compensation Beads Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Inc. 
Pacific OrangeTM N-Hydroxysuccinimid 
Ester (PacO-NHS) 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Inc. 

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml Gibco®/Life Technologies  
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma-Aldrich Inc. 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
1640 Zellkulturmedium 

Gibco®/Life Technologies  

 
 

Tabelle 5: Antikörper 

Antikörper Fluorochrom Klon Hersteller 
Anti-human CD4 PE/Dazzle™ 594 RPA-T4 BioLegend 
Anti-human CD25 Brilliant Violet 421™ BC96 BioLegend 
Anti-human CD39 PE/Cyanine7 A1 BioLegend 
Anti-human CD45 Brilliant Violet 785™ HI30 BioLegend 
Anti-human CD127 (IL-7Rα) Alexa Fluor® 647 A019D5 BioLegend 
Anti-human CD152 (CTLA-4) PE L3D10 BioLegend 
Anti-human CD196 (CCR6) PerCP/Cyanine5.5 G034E3 BioLegend 
Anti-human CD279 (PD-1) PerCP/Cyanine5.5 A17188B BioLegend 
Anti-human FoxP3 Alexa Fluor® 488 259D BioLegend 
Anti-mouse/human Helios PE 22F6 BioLegend 
Anti-Human IL-17A Brilliant Violet 711™ BL168 BD Biosciences 

Anti-human IFNg PerCP/Cyanine5.5 B27 BioLegend 

Anti-mouse/human RORgt PE AFKJS-9 eBioscience 

Anti-human TNFα Brilliant Violet 650™ MAb11 BioLegend 
 



Material und Methoden 

27 
 

 
 

Tabelle 6: Kits 

Kit Hersteller 
Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmingen 
 
 

Tabelle 7: Software 

Software Hersteller 
BD FACSDiva BD Biosciences 
EndNote Alfasoft GmbH 
FlowJo FlowJo LLC 
GraphPad Prism  GraphPad Software  
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 Medien und Puffer 
 

Tabelle 8: Zell-Kulturmedium 

Bestandteil Menge 
RPMI 1640 Medium 500 ml 

AB-Serum  25 ml 

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml 5 ml 

Amphotericin B 1,25 mg/l 250 µl 
 

Tabelle 9: Einfache phosphatgepufferte Salzlösung (1x PBS), pH 7,4 

Bestandteil Konzentration 
Kaliumchlorid (KCl) 2,7 mM 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 6,5 mM 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 1,5 mM 

Natriumchlorid (NaCl) 137 mM 

 

 Humanes Probenmaterial 

Das untersuchte Probenmaterial der AIH- sowie PBC- und PSC-Kohorte stammt aus der I. 

Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). Die 

Mehrzahl der Patient:innen besucht die Sprechstunde für autoimmune Lebererkrankungen 

nach Erstvorstellung in der Regel wiederkehrend zur Kontrolle und Therapie-Re-Evaluation. 

Ein Großteil der eingeschlossenen Patient:innen befand sich zum Zeitpunkt der 

Probengewinnung bereits unter immunsuppressiver Therapie mit Kortikosteroiden (vgl. Tab. 

10) oder Azathioprin, beziehungsweise vergleichbarer Zweitlinientherapie.  

Die Hauptuntersuchungsgruppe bildeten Patient:innen mit AIH. Einschlusskriterium war die 

gesicherte Diagnose AIH nach den Diagnosekriterien der IAIHG (vgl. Kapitel 1.2.1.3). Bei 

den akuten schweren Fällen lag die gesicherte Diagnose zum Zeitpunkt der 

Probengewinnung teilweise noch nicht vor, bestätigte sich aber in allen Fällen nach 

Abschluss der Diagnostik, so dass kein:e Proband:in retrospektiv ausgeschlossen werden 

musste. Als Referenzgruppe dienten zum Vergleich Proben von Patient:innen mit der 

Diagnose PSC und PBC. Ausschlusskriterien waren eine erfolgte oder andauernde 

Antikörper-Therapie, sowie das Vorliegen weiterer aktiver Leber- oder 

Autoimmunerkrankungen, abgesehen von der sehr häufig vergesellschafteten Hashimoto-

Thyreoiditis – die auch in der Allgemeinbevölkerung mit einer Prävalenz von circa 7,5% 

auftritt (Hu et al., 2022) – und bei der PSC das Vorliegen einer CED, die bei circa 70% der 



Material und Methoden 

29 
 

PSC-Erkrankten auftritt (Weismüller et al., 2017). Ein bekanntes Overlap-Syndrom von zwei 

autoimmunen Lebererkrankungen zählte ebenfalls als Ausschlusskriterium. 

Die Proben der gesunden Kontrollgruppe stammen von Proband:innen insbesondere aus der 

Mitarbeiterschaft des UKEs. Die Gruppen sollten sich in Geschlechterverteilung und Alter 

ähneln und Proband:innen wurden daher nach Möglichkeit dementsprechend rekrutiert. 

Als Untersuchungsmaterial wurde pro Proband:in ein mit Lithium-Heparin versetztes 

Röhrchen Blut per venöser Blutentnahme gewonnen. Die Probenentnahme für die Liver.net 

Biobank wurde durch die Ethikkommission der Ärztekammer Hamburg genehmigt (PV4081) 

und die Proband:innen gaben vor der Entnahme ihre schriftliche Einwilligung zur 

Studienteilnahme. 

Die Probengewinnung erfolgte über den Zeitraum von Juli 2020 bis März 2021. Tabelle 10 

stellt die Charakteristika der einzelnen Gruppen nach Krankheitsbild dar. Die klinischen 

Daten und Laborparameter wurden aus der elektronischen Patientenakte erhoben. 

Tabelle 10: Untersuchungsgruppen nach Krankheitsbildern. 
Dargestellt sind die Anzahl der erhobenen Datensätze pro Gruppe (n) sowie das Geschlechterverhältnis innerhalb 
der Gruppen (w = weiblich, m = männlich), das durchschnittliche Alter (M = Mittelwert), die durchschnittlichen 
Serum-ALAT-Spiegel inklusive Streuung (min = Minimum, max = Maximum, n.e. = nicht erhoben) und die Anzahl 
der Patient:innen unter Steroidtherapie zum Zeitpunkt der Probengewinnung. 

Gruppe n Geschlecht 
(w:m) 

Alter 
M  

in Jahren 

ALAT  
M (min-max) 

in U/I 

Steroid- 
einnahme 

AIH 24 19:5 45,7 156 (9-1613)  8 

PBC 7 6:1 44,8 40 (14-114) 0 

PSC 7 3:4 42,3 39 (14-71) 0 

Gesund 20 15:5 35,5 n. e. 0 
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2.3.1 Differenzierung nach Krankheitsaktivität 

Es zeigt sich, dass innerhalb der AIH-Gruppe die Krankheitsaktivität stark variierte. Dies lässt 

sich insbesondere aus der Höhe der Transaminasen ableiten, die bekanntermaßen einen 

Surrogatparameter für das Ausmaß der Leberzellschädigung darstellen, sowie an der Höhe 

des Gesamt-IgGs, das in die Diagnosestellung mit eingeht. Es wurden daher Subgruppen 

gebildet mit Unterscheidung in vollständige laborchemische Remission und aktive 

Erkrankung.  

Innerhalb der aktiv Erkrankten zeigte die Hälfte der Patient:innen eine Erhöhung der 

Leberenzyme auf mehr als das Dreifache der oberen Norm (ALAT > 150 U/l für männliche 

und > 105 U/l für weibliche Erkrankte), sowie eine deutliche Erhöhung des Gesamt-IgGs. 

Lediglich in einem Fall zeigte sich bei massiv erhöhten Leberenzymen ein normwertiges IgG. 

Diese Konstellation kann in einem akuten Krankheitsgeschehen bekanntermaßen vorliegen. 

Bei den Patient:innen die hier als schwere aktive Fälle beziehungsweise Fälle mit hoher 

laborchemischer Aktivität gewertet wurden, handelte es sich um Fälle akuter Erkrankung, bei 

denen die Krankheit zum Zeitpunkt der Probenentnahme gerade erst diagnostiziert wurde, 

die auf die eingeleitete Therapie ein refraktäres Ansprechen zeigten oder die nach initialer 

Remission und Absetzen der Medikation einen Rückfall erlitten. Tabelle 11 gibt einen 

Überblick über die Unterteilung hinsichtlich der Krankheitsaktivität und die jeweiligen 

Charakteristika der entsprechend gebildeten Gruppen.  

Tabelle 11: Einteilung der AIH-Kohorte nach Krankheitsaktivität. 
Unterscheidung in Proband:innen, die sich in Remission befanden und solche mit aktiver Erkrankung. Die letztere 
Gruppe wurde weiter unterteilt in moderate und schwere Aktivität in Abhängigkeit der Laborparameter. Dargestellt 
sind die Anzahl der erhobenen Datensätze pro Gruppe (n) sowie das Geschlechterverhältnis innerhalb der 
Gruppen (w = weiblich, m = männlich), das durchschnittliche Alter (M = Mittelwert), die durchschnittlichen 
Serum-ALAT-Spiegel inklusive Streuung (min = Minimum, max = Maximum) und die Anzahl der Patient:innen 
unter Steroidtherapie zum Zeitpunkt der Probengewinnung. 

AIH n Geschlecht 
(w:m) 

Alter 
M  

in Jahren 

ALAT  
M (min-max) 

in U/I 

Steroid- 
einnahme 

Remission 12 9:3 45,9 16 (9-27) 1 

Aktive Erkrankung 12 10:2 45,5 296 (43-1613) 7 

Schwer 6 5:1 57,9 535 (119-1613) 3 

Moderat 6 5:1 33,2 58 (43-73) 4 
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Um einen genaueren Eindruck von den eingeschlossenen Fällen zu bekommen, ist in 

Tabelle 12 die jeweilige Laborkonstellation aus ASAT-, ALAT- und IgG-Werten aufgezeigt.  

Tabelle 12: Übersicht aktiver AIH-Fälle. 
Unterteilung in moderate und schwere Krankheitsaktivität sowie die Übersicht über laborchemische Parameter 
zum Zeitpunkt der Testung, Geschlechtsangabe und ob eine Steroideinnahme erfolgt war. Zugrunde gelegte 
Normwerte: ALAT/ASAT < 35 für Frauen (w = weiblich), < 50 für Männer (m = männlich), IgG 6,50–16,00 g/l. 

Aktive AIH ASAT 
in U/I 

ALAT 
in U/I 

IgG 
in g/l 

Geschlecht 
m/w 

Steroide 
Ja/Nein 

Schwer 663 462 24,6 w Ja 

244 225 30,4 w Ja 

147 119 23,9 w Nein 

848 1613 14,8 w Nein 

114 162 17,7 m Nein 

510 628 23,5 w Ja 

Moderat 39 59 14,1 w Ja  

32 54 12,0 w Ja  

22 43 11,5 w Nein  

39 49 16,0 w Ja 

30 69 13,4 m Nein 

59 73 16,7 w Ja 
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2.3.2 Differenzierung nach Immunsuppression  

Um den Einfluss der Medikamenteneinnahme auf die Tregs zu untersuchen, wurde die 

Gruppe der 24 eingeschlossenen AIH-Fälle zusätzlich unterteilt in diejenigen, die zum 

Zeitpunkt der Untersuchung eine immunsupprimierende Pharmakotherapie erhielten und 

diejenigen ohne entsprechende Medikation. Unter den eingeschlossenen Patient:innen 

nahmen sechs zum Zeitpunkt der Probenentnahme keine immunsuppressive Medikation ein, 

wohingegen die übrigen 18 Patient:innen eines der folgenden Medikamente oder deren 

Kombination erhielten: Prednisolon, Budesonid, Azathioprin, 6-Mercaptopurin und 

Tacrolimus.  

In der Gruppe der medikamentös Behandelten war die Krankheitsaktivität mit einem 

durchschnittlichen ALAT von 99,2 Einheiten pro Liter (U/l) deutlich geringer (vgl. Tab. 13). 

Tabelle 13: Gruppencharakteristika unterschieden nach Einnahme immunsupprimierender Medikation. 
Dargestellt ist die Anzahl der erhobenen Datensätze pro Gruppe (n) sowie das Geschlechterverhältnis innerhalb 
der Gruppen (w = weiblich, m = männlich), das durchschnittliche Alter (M = Mittelwert) und das durchschnittliche 
Serum-ALAT inklusive Streuung (min = Minimum, max = Maximum). 

Immunsuppression n Geschlecht 
(w:m) 

Alter 
M  

in Jahren 

ALAT  
M (min-max) 

in U/I 
Ja 18 14:4 47,0 99,2 (9-628)  

Nein 6 5:1 41,8 327,5 (13-1613) 
 

Eine Betrachtung der einzelnen Fälle zeigte, dass sich die Gruppe der Patient:innen ohne 

immunsupprimierende Medikation in drei Fälle mit nahezu vollständiger laborchemischer 

Remission und drei Fälle mit Zeichen akuter Leberschädigung teilt (vgl. Tab. 14). Erstere 

nahmen aufgrund der bestehenden Remission keine entsprechenden Medikamente mehr 

ein, wohingegen letztere bei Erstdiagnose der Erkrankung noch keine Medikation erhalten 

hatten, beziehungsweise ein Fall nach Remission ein Rezidiv erlitt. 
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Tabelle 14: Übersicht AIH-Fälle ohne Einnahme einer immunsupprimierenden Medikation. 
Übersicht über laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Testung und Geschlechtsangabe. Zugrunde gelegte 
Normwerte: ALAT/ASAT < 35 für Frauen (w = weiblich), < 50 für Männer (m = männlich), IgG 6,50–16,00 g/l. 

 
Keine Immun-
suppression 

ASAT 
in U/I 

ALAT 
in U/I 

IgG 
in g/l 

Geschlecht 
m/w 

 848 1613 14,8 w 

 114 162 17,7 m 

 147 119 23,9 w 

 22 43 11,5 w 

 16 15 10,64 w 

 17 13 15,15 w 

 

2.3.3 Differenzierung nach Steroideinnahme 

Zusätzlich erfolgte eine Differenzierung hinsichtlich der Steroideinnahme. Von den 24 

rekrutierten AIH-Patient:innen nahmen acht Prednisolon oder Budesonid allein oder in 

Kombination mit weiterer Medikation ein, wohingegen 16 keine Pharmakotherapie erhielten 

oder ausschließlich mit Azathioprin, dessen Metabolit 6-Mercaptopurin oder Tacrolimus 

behandelt wurden. Hinsichtlich des Alters zeigten beide Gruppen einen identischen 

Mittelwert (M), die entzündliche Aktivität lag in der Gruppe der Steroideinnehmenden mit 

einem ALAT von 196,3 U/l hingegen durchschnittlich höher als in der Vergleichsgruppe, bei 

der der Mittelwert bei 136,3 U/l lag (vgl. Tab. 15). 

Tabelle 15: Gruppencharakteristika unterschieden nach Steroideinnahme. 
Dargestellt ist die Anzahl der erhobenen Datensätze pro Gruppe (n) sowie das Geschlechterverhältnis innerhalb 
der Gruppe (w = weiblich, m = männlich), das durchschnittliche Alter (M = Mittelwert) und das durchschnittliche 
Serum-ALAT inklusive Streuung (min = Minimum, max = Maximum). 

Steroideinnahme n Geschlecht 
(w:m) 

Alter 
M  

in Jahren 

ALAT  
M (min-max) 

in U/I 
Ja 8 8:0 45,7 196,3 (20-628)  

Nein 16 11:5 45,7 136,3 (9-1613) 
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 Methoden 

2.4.1 Studienkonzept 

Die Vollblutproben der eingeschlossenen AIH-Patient:innen wurden analog zu den Proben 

der Vergleichsgruppen PSC, PBC und den Gesundkontrollen stimuliert und anschließend mit 

Antikörpern angefärbt, um die enthaltenen Tregs per Durchflusszytometrie zu identifizieren 

sowie das Vorhandensein verschiedener molekularer Strukturen quantitativ darzustellen. Im 

Anschluss daran erfolgte ein statistischer Vergleich, ob sich die Tregs bei der AIH bezüglich 

der Ausprägung der untersuchten Marker von den anderen Gruppen unterschieden.  

2.4.2 Stimulation 

Die Blutproben wurden nach Gewinnung über Nacht bei 4° C in den Entnahmeröhrchen 

stehend gelagert und am Folgetag weiterverarbeitet.  

Für eine vermehrte Aktivierung der T-Zellen wurden die Vollblutproben mit 

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) und Ionomycin stimuliert. PMA/Ionomycin ist ein 

unspezifischer Reiz für die Zelle, der den T-Zell-Rezeptor umgeht. Durch den Zusatz von 

Brefeldin A (GolgiPlugTM) akkumulieren die durch die Stimulation generierten Zytokine und 

Proteine in der Zelle. Brefeldin A stößt dabei den Rücktransport innerhalb der Zelle vom 

Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum an. Dort verbleiben die Moleküle und 

lassen sich später anfärben und durchflusszytometrisch erfassen. 

Pro 200 µl Vollblut wurden 200 µl eines in RPMI-basiertem Medium angesetzten 

Stimulationsmix (vgl. Tab. 16) verwendet. Die Proben wurden dann bei 37° C und 5% CO2-

Gehalt für vier Stunden inkubiert. Danach wurde die Stimulation durch die Zugabe von 1 ml 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) abgeschwächt und die Probe gewaschen. Ein 

Waschvorgang entspricht im Weiteren der Zentrifugation bei einer relativen Zentrifugalkraft 

(gemessen in xg als Vielfaches der Erdbeschleunigung) von 400 für fünf Minuten und dem 

anschließenden Verwerfen des gebildeten Überstands, während die Zellen sich am Boden 

des Reagenzglases absetzen. 

Tabelle 16: Mastermix Stimulation. 
Reagenzien wurden in einem RPMI-basiertem Medium gelöst und 200 µl Mix pro 200 µl Vollblut zur Stimulation 
verwendet. 

Reagenz Konzentration im Mix 
PMA  32 ng/ml 
Ionomycin 3,2 µg/ml 
GolgiPlugTM 2 µl/ml 
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2.4.3 Färbung 

Die Färbung der zu untersuchenden Strukturen wurde in mehreren Schritten durchgeführt. 

Einige der Moleküle liegen per se intrazellulär (z.B. Transkriptionsfaktoren) oder können 

durch Stimuli in den intrazellulären Raum verlagert werden. Beispielsweise kann durch die 

Exposition gegenüber Phorbolestern wie PMA CD4 internalisiert werden (Ruegg et al., 1992) 

und sollte deshalb sowohl intra- als auch extrazellulär markiert werden. Auch die 

Fluoreszenzmarkierung CTLA-4s erfolgte intra- und extra-zellulär, da dieses vor allem in 

intrazellulären Vesikeln gespeichert und vermehrt erst nach T-Zellaktivierung exprimiert wird 

(Brunet et al., 1987). 

2.4.3.1 Vitalfärbung 

Für die Unterscheidbarkeit der vitalen Zellpopulation von den avitalen Zellen wurden die 

Proben nach der Stimulation mit 1:1000 verdünntem Pacific Orange (PacO) gekoppeltem N-

Hydroxysuccinimid gefärbt. Die Substanz kann die intakte Membran vitaler Zellen nicht 

durchdringen und reagiert daher nur mit den intrazellulären Proteinen avitaler Zellen, deren 

Membran geschädigt und damit durchlässig ist. So können von vornherein abgestorbene 

Zellen aus der Betrachtung der durchflusszytometrischen Messung ausgeschlossen werden. 

Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte wiederum die Zugabe 

von 1 ml PBS und das Waschen der Probe. 

2.4.3.2 Extrazelluläre Färbung 

Die Oberflächenproteine wurden im Anschluss an die Vitalfärbung mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörpern angefärbt. Die Antikörper binden mit den Epitopen ihres variablen Anteils 

spezifisch an humane Moleküle. Der konstante Teil wiederum trägt den Fluoreszenzfarbstoff, 

der später im Durchflusszytometer detektiert wird. 

Da die Menge der in einer Probe erfassbaren Signale durch die Anzahl der Kanäle im 

Durchflusszytometer begrenzt ist, wurden pro Proband:in drei unterschiedliche 

Antikörperpanels gefärbt. Zu 200 µl Patient:innen- beziehungsweise Kontrollblut pro Panel 

wurde 50 µl Mastermix „extrazelluläre Färbung“, gelöst in PBS, gegeben. Die notwendige 

Konzentration wurde vorab für jeden Antikörper individuell titriert und kann Tabelle 17 

entnommen werden. 

Die Zellen inkubierten daraufhin 30 Minuten im Dunkeln und bei Raumtemperatur, bevor sie 

mit 1 ml PBS gewaschen wurden. 
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Tabelle 17: Antikörper für die extrazelluläre Färbung. 
Lösung in PBS. Die Menge bezieht sich auf 50 µl Mastermix, der pro 200 µl zuvor stimuliertes Vollblut verwendet 
wurde. 

Panel 1 Antikörper Menge  
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

CD45 BV785 1 µl 
CD25 BV421 3 µl 
CD127 AF647 5 µl 
CD39 PE-Cy7 5 µl 
CCR6 PerCp Cy5.5 5 µl 

Panel 2 Antikörper Menge  
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

CD45 BV785 1 µl 
CD25 BV421 3 µl 
CD127 AF647 5 µl 
CD39 PE-Cy7 5 µl 
CTLA-4 PE 5 µl 
PD-1 PerCP-Cy5.5 3 µl 

Panel 3 Antikörper Menge  
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

CD45 BV785 1 µl 
CD25 BV421 3 µl 
CD127 AF647 5 µl 
CD39 PE-Cy7 5 µl 

 

2.4.3.3 Intrazelluläre Färbung 

Für die intrazelluläre Färbung wurden die Zellen zuvor mithilfe des Human FoxP3 Buffer Sets 

der Firma BD Pharmingen fixiert und permeabilisiert. Entsprechend der Herstellerangaben 

wurden je 200 µl Ausgangsvolumen Vollblut 2 ml 1:10 in Wasser verdünnter Puffer A 

verwendet und die Suspension 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

Zentrifugation wurde einmal mit 2 ml PBS/2%FCS gewaschen und daraufhin 500 µl Puffer C, 

bestehend aus Puffer B, 1:50 gelöst im vorverdünnten Puffer A, hinzugegeben. Nach 

wiederum 30 Minuten Inkubation erfolgte erneut ein Waschvorgang mit 2 ml PBS/2%FCS 

und anschließend die intrazelluläre Markierung mit je 50 µl Mastermix „intrazelluläre 

Färbung“ (vgl. Tab. 18) pro Probe und Panel. Auch hier wurde die jeweilig benötige 

Antikörperkonzentration im Mix zuvor titriert. Die Inkubationszeit betrug wiederum 30 Minuten 

bei Raumtemperatur im Dunkeln. 

Nach abermaligem Waschen mit 2 ml PBS/2%FCS wurden die Zellen in PBS aufgenommen 

und durch ein Sieb mit einer Porengröße von 30 µm gefiltert, um Zellaggregate und große 

Partikel aus der Suspension zu entfernen. Die gefärbten Proben wurden dann bis zur 

durchflusszytometrischen Analyse bei 4 °C im Dunkeln gelagert. 
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Tabelle 18: Antikörper für die intrazelluläre Färbung. 
Lösung in PBS mit anteilig 2% Zusatz von FCS. Die Menge bezieht sich auf 50 µl Mastermix, der pro 200 µl zuvor 
stimuliertes Vollblut verwendet wurde. 

Panel 1 Antikörper Menge 
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

Foxp3 AF488 10 µl 
IL-17 BV711  6,6 µl 
TNFα BV650 3 µl 
RORgt PE 5 µl 

Panel 2 Antikörper Menge 
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

Foxp3 AF488 10 µl 
TNFα BV650 3 µl 
CTLA-4 PE 5 µl 

Panel 3 Antikörper Menge 
 CD4 PE Dazzle 5 µl 

Foxp3 AF488 10 µl 
IL-17 BV711 6,6 µl 
IFNg PerCp-Cy5.5 3 µl 
TNFα BV650 3 µl 
Helios PE 5 µl 

 

2.4.4 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Untersuchung einzelner Zellen hinsichtlich 

morphologischer Eigenschaften sowie des Vorhandenseins spezifischer Strukturen, die 

vorab über fluoreszierende Antikörper auf oder in der Zelle markiert werden. Dabei 

durchqueren die in einer Suspension vorliegenden Zellen einzeln Laserstrahlen 

unterschiedlicher Wellenlänge. Zum einen kann über die Vorwärts- und Seitwärtsstreuung 

des Laserstrahls beim Passieren einer Zelle eine Aussage über deren Größe und 

Granularität getroffen werden, wodurch sich die Lymphozyten-Population von anderen 

Zellreihen abgrenzen lässt. Zum anderen emittieren die Fluorochrome bei Anregung durch 

den Laser ein charakteristisches Signal, das registriert wird und somit anzeigt, dass die Zelle 

das entsprechend markierte Antigen exprimiert (Manohar et al., 2021).  

Die, wie vorausgehend beschrieben, fluoreszenzmarkierten und fixierten Proben wurden 

entweder am selben Tag im Anschluss an das Färbeprotokoll oder spätestens am nächsten 

Tag durchflusszytometrisch erfasst. Bei dem verwendeten Durchflusszytometer handelte es 

sich um das Modell LSRFortessaTM des Herstellers BD Biosciences mit dem Betriebssystem 

FACS Diva.  

Um die Fluoreszenz der einzelnen Farbstoffe spezifisch zu erfassen, muss der Anteil des 

Signals, der unspezifisch in nicht dafür vorgesehene Kanäle gelangt, erfasst und rechnerisch 
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korrigiert werden. Dieser Vorgang der Kompensation erfolgte jeweils direkt der eigentlichen 

Probenerfassung vorangehend. Für die Kompensationsproben wurden Beads verwendet, die 

mit jeweils 1 µl Fluorochrom-markiertem Antikörper angefärbt wurden. Für die 

Kompensationsprobe des Vitalfarbstoffes PacO wurden Zellen thermisch abgetötet und 

angefärbt. Als Negativkontrolle dienten nach dem Erhitzungsvorgang zugesetzte vitale 

Zellen. 

2.4.5 Gating Strategie 

Die Auswertung der am Durchflusszytometer erhobenen und als Flow Cytometry Standard 

Datei erfassten Ergebnisse erfolgte mittels der Software FlowJo (Version 10).  

Die regulatorischen T-Zellen wurden wie folgt aus der Gesamtpopulation der erfassten Zellen 

identifiziert (s. Abb. 2): Anhand der Vorwärts- und Seitwärtsstreuung wurden die 

Lymphozyten markiert. Innerhalb der Lymphozyten-Population erfolgte mittels Vergleich von 

Zellhöhe gegen Zelloberfläche die Exklusion von Zellaggregaten, um sicherzustellen, dass 

nur Einzelzellen in die Betrachtung eingehen. Im nächsten Schritt wurden vitale Zellen 

anhand ihres negativen PacO-Signals markiert. Unter den vitalen Zellen wurden daraufhin 

die CD45+CD4+ T-Zellen anhand des CD4- und CD45-Signals identifiziert. Innerhalb dieser 

Population wiederum wurden die FoxP3+ Zellen separiert. Von den FoxP3+ Zellen sollten wie 

bereits beschrieben dann nur diejenigen Zellen mit in die Betrachtung eingehen, die eine 

hohe CD25-Expression sowie eine niedrige CD127-Expression aufwiesen. Die somit 

identifizierten CD45+CD4+FoxP3+CD25highCD127low Tregs wurden dann auf die Ausprägung 

der zuvor beschriebenen funktionellen Marker untersucht. 
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Abbildung 2: Gating-Strategie zur Identifizierung der Tregs. 
Es erfolgte die Markierung der Lymphozyten (1), gefolgt vom Ausschluss von Zellaggregaten (2) sowie avitaler 
Zellen (3). Innerhalb der Zellfraktion wurde weiterhin selektiert nach Cluster of Differentiation (CD) -4- und 
CD45-Expression (4) sowie nach Vorhandensein des Mastertranskriptionsfaktors der regulatorischen T-Zellen 
(Tregs) Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3) (5). Letztlich folgte die Auswahl von Zellen mit hoher CD25- und 
geringer CD127-Expression (6). 

2.4.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software GraphPad Prism (Version 9). Es 

wurden nicht-parametrische Tests für unabhängige Stichproben gewählt aufgrund der 

geringen Gruppengröße und da eine Normalverteilung der Werte nicht sicher anzunehmen 

ist. Für die Mehr-Gruppen-Vergleiche wurde der Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post-Test 

verwendet. Für die in den Subgruppenanalysen durchgeführten Zwei-Gruppen-Vergleiche 

wurde der Mann-Whitney-Test angewandt. Ausreißer wurden, mittels robust regression and 

outlier removal (ROUT) Methode identifiziert. Das Maß Q legt für die ROUT-Methode fest, 

mit welcher Vehemenz Ausreißer ausgeschlossen werden sollen und wurde mit Q=1% 

angewandt. Die grafische Darstellung erfolgt als Punktdiagramme unter Angabe der 

Mittelwerte mit Standardabweichung. 

Die Korrelation der Ergebnisse der Durchflusszytometrie mit klinischen Parametern wurde 

mithilfe der Methode nach Pearson untersucht. Die Pearson-Korrelation kann auf 

kardinalskalierte Daten angewandt werden und untersucht, ob zwischen zwei Variablen ein 

linearer Zusammenhang vorliegt. Der Korrelationskoeffizient r nimmt einen Wert zwischen 1 

(exakter positiver linearer Zusammenhang) und -1 (exakter negativer linearer 



Material und Methoden 

40 
 

Zusammenhang) an. Es wurde von einem starken linearen Zusammenhang ausgegangen 

bei Werten > 0,5 beziehungsweise < - 0,5. 

Das statistische Signifikanzniveau wurde für alle Auswertungen auf p < 0,05 festgelegt. Für 

die grafische Darstellung des erreichten Niveaus gilt: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, 

*** = p < 0,001 und **** = p < 0,0001.  
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3 Ergebnisse 

 Versuchsauswertung 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung als 

Gruppenvergleich für jeden untersuchten molekularen Marker dargestellt. Die Ausprägung 

der Expression bezieht sich, wenn nicht anders angegeben auf den Anteil der Zellen, der ein 

positives Signal für das jeweilige Protein zeigt, unabhängig davon, in welcher Menge es pro 

Zelle exprimiert wird. Zusätzlich wurde für CTLA-4, PD-1 und FoxP3 die Mean Flourescence 

Intensity (MFI) als geometrisches Mittel erhoben, ein Maß, das mit der Menge gebundenen 

Antikörpers korreliert und somit Rückschlüsse auf die Anzahl der jeweils betrachteten 

Moleküle auf der Zelloberfläche bzw. innerhalb einer Zelle ermöglicht. 

3.1.1 Anteil der Tregs an der Gesamtpopulation der T-Lymphozyten  

Es wird kontrovers diskutiert, ob Tregs eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der AIH 

spielen. In einem ersten Schritt sollte im untersuchten Probenmaterial der Anteil der Tregs an 

der Gesamtpopulation der T-Lymphozyten quantifiziert werden. Neben den Kontrollgruppen 

Gesunde, PSC- und PBC-Patient:innen erfolgte eine Unterteilung der AIH-Gruppe wie in 

Kapitel 2.3.1 beschrieben nach Krankheitsaktivität, wobei der Großteil der Patient:innen einer 

vollständigen laborchemischen Remission zuzuordnen war. Die aktiven Fälle zeigten zur 

Hälfte eine moderate chronische Aktivität im Sinne einer partiellen Remission mit weiterhin 

leicht erhöhtem ALAT. Die Fälle schwerer Aktivität zeigten ein akutes klinisches Bild mit 

starker Erhöhung der Transaminasen als Ausdruck der akuten Leberschädigung 

(vgl. Tab. 12). 

In der Gruppe der AIH-Fälle mit laborchemisch hoher Aktivität (mit einem Serum-ALAT von 

mehr als dem dreifachen der oberen Norm, entsprechend > 150 U/l für männliche und > 105 

U/l für weibliche Erkrankte) war zu erkennen, dass im Vergleich mit den anderen Gruppen 

die Tregs mit einem Mittelwert von 4,07 % einen höheren Anteil an den erfassten CD4+ 

T-Zellen hatten, also bei schwerer Erkrankung tendenziell prozentual mehr Tregs im 

peripheren Blut vorlagen (vgl. Abb. 3A). Signifikanz (p < 0,05) erreichte die Abweichung im 

Vergleich zu den Fällen in Remission (M = 1,92 %, p = 0,0142) sowie zu den PBC-

Erkrankten (M = 1,65 %, p = 0,0111). Im Vergleich mit den AIH-Patient:innen mit moderater 

Aktivität, bei denen der Treg-Anteil durchschnittlich bei 1,97% lag, zeigte sich eine Tendenz 

für einen höheren relativen Treg-Anteil bei schwerer Aktivität mit p = 0,0843. Im Vergleich zur 

Gesundkohorte konnte sich keine eindeutige Abweichung in dem relativen Anteil der Tregs 

nachweisen lassen (M = 2,57 %, p = 0,3670). Die AIH-Patient:innen in Remission sowie 



Ergebnisse 

42 
 

solche mit moderater Aktivität zeigten hingegen keinen erhöhten Treg-Anteil verglichen mit 

den gesunden Proband:innen (jeweils p > 0,9999). 

FoxP3 ist der Mastertranskriptionsfaktor der Tregs. Alle in dieser Arbeit als Treg identifizierten 

Zellen weisen demnach ein positives Signal für FoxP3 auf. Um Rückschlüsse auf die Menge 

des pro Treg exprimierten FoxP3s zu schließen, erfolgte im nächsten Schritt die 

Untersuchung der FoxP3-MFI gegated auf die CD4+CD45+FoxP3+CD25highCD127low Tregs 

(vgl. Abb. 3B). Der Gruppenvergleich zeigte eine mengenmäßig recht homogene 

FoxP3-Expression der Gruppen mit Ausnahme der AIH-Patient:innen mit hoher 

Krankheitsaktivität. Hier stellte sich die MFI mit einem Mittelwert von 1.196 im Vergleich zu 

den Patient:innen in Remission (M = 751, p = 0,0166) und den Gesunden (M = 746,1, 

p = 0,0023) signifikant erhöht dar. Auch verglichen mit den AIH-Fällen moderater Aktivität 

(M = 819,83) sowie den PBC-Erkrankten (M = 817) zeigte sich eine Tendenz ohne 

Signifikanz (respektive p = 0,1208 und p = 0,1642). 

 

Abbildung 3: Relativer Anteil regulatorischer T-Zellen (Tregs) an den CD4+T-Zellen und FoxP3 Expression 
der Tregs. 
A) Anteil der Tregs an den Cluster of Differentiation (CD)4+ T-Lymphozyten, abgebildet in Prozent. B) Mean 
Fluorescence Intensity (MFI) als Korrelat für die Menge des pro Treg exprimierten Forkhead-Box-Protein P3s 
(FoxP3) gegated auf CD45+CD4+FoxP3+CD25highCD127low Zellen. Darstellung des Mittelwertes mit 
Standardabweichung. * = p < 0,05, ** = p < 0,01. 
 

Zusätzlich zu der in Abb. 3A dargestellten Betrachtung der Tregs als Anteil der CD45+CD4+ 

Zellen wurde der Anteil der Tregs an allen CD45+ Lymphozyten erhoben, um zu untersuchen, 

ob der Abweichung eine unterschiedliche Häufigkeit von CD4+ Zellen in den verschiedenen 

Gruppen zugrunde liegen könnte. Für die relative Häufigkeit der Tregs ergab sich in Bezug auf 

alle CD45+ Zellen ein ähnliches Bild wie im Verhältnis zu den CD45+CD4+ T-Lymphozyten. 
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Der Treg-Anteil war in der Gruppe der hohen AIH-Aktivität am höchsten (M = 1,85 %), zeigte 

jedoch keine signifikante Abweichung zu den Vergleichsgruppen. Lediglich in Bezug auf die 

PBC-Gruppe ließ sich eine stärkere Tendenz nachweisen (M = 0,87 %, p = 0,0580) (vgl. 

Abb. 4A). 

Der Anteil der CD4+ Zellen an den CD45+ Lymphozyten lag über alle Gruppen hinweg 

durchschnittlich zwischen 46,7 % bei den AIH-Fällen mit hoher laborchemischer Aktivität und 

54,8 % bei den AIH-Patient:innen in Remission. Signifikante Unterschiede zwischen den 

Gruppen zeigten sich nicht (vgl. Abb. 4B). 

 

  

AIH
 R

em
iss

ion

AIH
 m

odera
te 

Akti
vit

ät

AIH
 hohe A

kti
vit

ät
PBC

PSC

Ges
und

0

20

40

60

80

100

CD4+ Lymphozyten / CD45+ Lymphozyten

%
 C

D
4+  v

on
 C

D
45

+

AIH
 R

em
iss

ion

AIH
 m

odera
te 

Akti
vit

ät

AIH
 hohe A

kti
vit

ät
PBC

PSC

Ges
und

0

1

2

3

4

Tregs / CD45+ T-Lymphozyten

%
 T

re
gs

 v
on

 C
D

45
+  Z

el
le

n

0,1680

0,0580

A B 

Abbildung 4: Relativer Anteil regulatorischer T-Zellen (Tregs) und CD4+ Zellen an allen CD45+ 
Lymphozyten. 
A) Regulatorische T-Zellen als prozentualer Anteil aller Cluster of Differentiation (CD)45+ T-Lymphozyten. 
B) CD4+CD45+ Zellen als prozentualer Anteil aller CD45+ Zellen. Darstellung der Mittelwerte mit 
Standardabweichung. 
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3.1.2 Treg-spezifische Expression der untersuchten Oberflächenproteine 

CTLA-4 

Die Expression des als Immuncheckpoint-Molekül bezeichneten CTLA-4s in Tregs wich in der 

Gruppe der AIH-Fälle unabhängig von der Krankheitsaktivität von keiner der 

Vergleichsgruppen signifikant ab. In der Gruppe der AIH mit laborchemisch hoher Aktivität 

fallen Fälle mit ausgeprägt niedrigem Anteil CTLA-4+ Tregs auf. Insgesamt erreicht die Gruppe 

mit einem Mittelwert von 74,57 % jedoch im Vergleich zu keiner Referenzgruppe eine 

signifikante Abweichung (p > 0,9999 im Vergleich zur Gesundkohorte mit M = 86,69 % und 

den Fällen in Remission mit M = 89,13 %; p = 0,3327 im Vergleich zu den Fällen moderater 

Aktivität mit M = 91,67 %) (vgl. Abb. 5A).  

Auch die Betrachtung der MFI gegated auf die CD4+CD45+FoxP3+CD25highCD127low Zellen 

liefert keinen Hinweis drauf, dass die Menge des pro Treg exprimierten CTLA-4s bei AIH-

Patienten signifikant höher oder niedriger als in den Vergleichsgruppen ist. Am niedrigsten ist 

die MFI bei den AIH-Patient:innen mit moderater laborchemischer Aktivität (M = 17.736,8) 

am höchsten in der PSC-Gruppe (M = 31.737,3). In der Gesundkohorte liegt sie bei 

durchschnittlich 21.040,1 (vgl. Abb. 5B). 

 

Abbildung 5: CTLA-4 Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
A) Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4) Signal 
aufwiesen in Prozent. B) Mean Fluorescence Intensity (MFI) als Korrelat für die Menge des pro Treg exprimierten 
CTLA-4s. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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PD-1 

Auch für das Immuncheckpoint-Molekül PD-1 konnte im untersuchten Patientenkollektiv 

keine abweichende Häufigkeit der Expression auf Tregs beobachtet werden. Am ehesten 

zeigen sich einzelne Fälle erhöhter PD-1 Expression bei den AIH-Fällen moderater und 

hoher Aktivität sowie in der PBC-Vergleichsgruppe (vgl. Abb. 6A). Eine ausgeprägte 

Tendenz zur Signifikanz ergibt sich nur im Vergleich der akuten Fälle hoher Aktivität 

(M = 13,30 %) mit der PSC-Gruppe (M = 2,36 %, p = 0,0597).  

Auch für PD-1 wurde die MFI bezogen auf die CD4+CD45+FoxP3+CD25highCD127low Tregs 

erhoben. Für die AIH-Gruppen ließ sich diesbezüglich keine signifikante Abweichung zu den 

gesunden Kontrollpersonen nachweisen. Lediglich zeigte nebenbefundlich die PSC-Gruppe 

mit durchschnittlich 5.560,86 eine tendenziell jedoch nicht signifikant geringere MFI als die 

Gruppe der Gesunden (M = 9.050,35, p = 0,0897) sowie als die AIH-Patient:innen mit 

moderater (M = 11.054,8, p = 0,0730) und hoher (M = 9.349,67, p = 0,1186) laborchemischer 

Aktivität (vgl. Abb. 6B). 

 

Abbildung 6: PD-1 Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
A) Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Programmed cell death protein 1 (PD-1) Signal aufwiesen in 
Prozent. B) Mean Fluorescence Intensity (MFI) als Korrelat für die Menge des pro Treg exprimierten PD-1. 
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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CCR6 

Für den Chemokinrezeptor CCR6 zeigten sich im Gruppenvergleich keine signifikanten 

Abweichungen hinsichtlich der Expression (vgl. Abb. 7). Unter Berücksichtigung aller Werte 

zeichnete sich ein statistischer Trend zu einem vermehrten Vorhandensein von CCR6 auf 

den Tregs der AIH-Patient:innen mit der höchsten laborchemischen Aktivität (M = 39,68 %) im 

Vergleich zur Gesundkohorte (M = 20,25 %) ab (p = 0,0826, vgl. Abb. 7A).  

Innerhalb der Gruppe der AIH-Fälle hoher Aktivität zeigt sich mit 86,7% CCR6+ Tregs ein 

deutlich von allen übrigen erhobenen Datenpunkten abweichender Wert (vgl. Abb. 7A), der 

sich statistisch nach ROUT-Methode als Ausreißer qualifiziert. Schließt man diesen in 

Abb. 7A mit einem Stern-Symbol markierten Wert aus der Analyse aus, so ist die 

Abweichung der AIH-Gruppe hoher Aktivität (M = 30,28 %) von der Gesundkohorte deutlich 

schwächer ausgeprägt (vgl. Abb. 7B p = 0,3102). 

 

Abbildung 7: CCR6 Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Chemokine receptor 6 (CCR6) Signal aufweisen in Prozent. 
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. A) zeigt die Analyse aller erhobenen Datenpunkte. Der mit 
einem Stern markierte Wert wurde mittels Robust regression and Outlier removal (ROUT)-Methode als möglicher 
Ausreißer identifiziert. B) zeigt den Gruppenvergleich unter Ausschluss des entsprechenden Wertes. 
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CD39 

Das Enzym CD39 war auf den untersuchten Tregs mit Ausnahme der PBC-Kohorte innerhalb 

aller Gruppen sehr individuell unterschiedlich häufig exprimiert (vgl. Abb. 8). In der Gruppe 

der aktiv AIH-Erkrankten war die Streuung, gemessen an der Standardabweichung (SD), am 

größten (M = 51,92 %, SD = 34,35 %), jedoch auch in der Gruppe der Patient:innen in 

Remission (M = 58,4 %, SD 22,21 %) und in der Gesundgruppe (M = 52,76 %, SD 23,02 %) 

war die Spannweite der Werte hoch. Anhand der erhobenen Daten ließ sich für keine 

Kohorte eine signifikant abweichende Expression zeigen – auch die PBC-Gruppe, in der die 

Streuung am geringsten ausgeprägt und die durchschnittliche CD39-Expression am 

höchsten war (M = 72,3 %, SD 7,71 %), wich nicht signifikant von den übrigen Gruppen ab. 

  

Abbildung 8: CD39 Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Cluster of differentiation (CD)39 Signal aufweisen in Prozent. 
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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3.1.3 Treg-spezifische Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren 

Helios 

Für den Transkriptionsfaktor Helios zeigte sich insgesamt eine ähnlich häufige Expression 

der Tregs in allen Untersuchungskohorten mit dem höchsten Mittelwert von 72,67 % bei den 

Patient:innen mit moderater AIH-Aktivität und dem niedrigsten Durchschnitt von 62,57 % in 

der PBC-Gruppe mit einer vergleichsweise geringen Streuung (SD = 5,99 % bzw. 10,31 %). 

Für keine Kohorte konnte ein Anhaltspunkt für ein signifikantes Abweichen der Häufigkeit der 

Helios-Expression auf den Tregs gefunden werden (vgl. Abb. 9).  

  

Abbildung 9: Helios Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Helios Signal aufweisen in Prozent. Darstellung der Mittelwerte 
mit Standardabweichung. 
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RORgt 

RORgt, der Mastertranskriptionsfaktor von TH17-Zellen, der auch von TH17-like Tregs 

exprimiert wird, wurde von den untersuchten Tregs der AIH-Patient:innen in ähnlicher 

Häufigkeit exprimiert wie in den Vergleichsgruppen (vgl. Abb. 10). Für die Betrachtung der 

Proband:innen mit laborchemisch hoher Erkrankungsaktivität (M = 10,84 %) zeigte sich eine 

leichte, jedoch nicht signifikante Abweichung des Mittelwerts im Vergleich zur 

Gesundkohorte (M = 3,92 %, p = 0,3905) und den AIH-Fällen in Remission (M = 3,95 %, p = 

0,3238). Zu bemerken ist hier, dass insbesondere ein einzelner Wert stark nach oben 

abwich, der sich jedoch bei der Überprüfung statistisch nicht als Ausreißer identifizieren ließ. 

Nebenbefundlich zeigten sich auch in der PSC-Kohorte Fälle mit höherer RORgt-Expression, 

insgesamt stellte sich aber auch diese Abweichung bei einem Mittelwert von 10,01 % als 

nicht-signifikant dar (p = 0,7471 im Vergleich zur Gesundkohorte). 

  

Abbildung 10: RORgt Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t (RORgt) 
Signal aufweisen in Prozent. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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3.1.4 Treg-spezifische Expression der untersuchten Zytokine 

TNFa 

Abbildung 11 stellt den Anteil der Tregs dar, der das pro-inflammatorische Zytokin TNFa 

ausschüttet. Für die AIH-Patient:innen wurde unabhängig von Remission (M = 17,05 %) oder 

Krankheitsaktivität (M = 16,26 % bei moderater AIH-Aktivität, M = 16,55 % bei hoher 

Aktivität) insgesamt keine vermehrte oder verminderte TNFa-Ausschüttung beobachtet. 

Auch in der PSC-Gruppe wich die TNFa-Expression mit einem Mittelwert von 22,14 % nicht 

signifikant von der Gesundkohorte (M = 17,31 %, p > 0,9999) oder den übrigen 

Vergleichsgruppen ab. 

  

Abbildung 11: TNFa Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) Signal aufweisen in Prozent. 
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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IFNg  

Die Untersuchung von IFNg zeigte mehrere Fälle mit auffällig häufiger Ausschüttung des pro-

inflammatorischen und für TH1-like Tregs charakteristischen Zytokins durch Tregs in der Gruppe 

der AIH-Patient:innen mit hoher laborchemischer Aktivität (M = 8,04 %). Insgesamt jedoch 

stellte sich für die Gruppe keine signifikante Abweichung dar (p = 0,5820) im Vergleich mit 

der Gesundkohorte, in der durchschnittlich 2,33 % der Tregs IFNg exprimierten sowie im 

Vergleich zu keiner der anderen Gruppen (jeweils p > 0,9999) (vgl. Abb. 12).  

 

Abbildung 12: IFNg Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Interferon gamma (IFNg) Signal aufweisen in Prozent. Darstellung 
der Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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IL-17 

Auch bei der Überprüfung des Anteils IL-17+ Tregs, die als potenziell TH17-like zu betrachten 

wären, konnte im Gruppenvergleich keine signifikante Abweichung hinsichtlich der Häufigkeit 

nachgewiesen werden (vgl. Abb. 13). Sowohl in der Gruppe der AIH-Patient:innen in 

Remission als auch in der PBC-Gruppe gab es jeweils einen Datenpunkt (vgl. Abb. 13A), der 

sich als möglicher Ausreißer qualifizierte, jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das 

Ergebnis hatte (vgl. Abb. 13B). Den größten Anteil IL-17+ Tregs zeigten die Fälle moderater 

AIH-Aktivität (M = 2,38 %). Im Vergleich dazu waren es durchschnittlich 1,44 % IL-17+ Tregs in 

der Gesundkohorte. 

  

Abbildung 13: IL-17-Expression der regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Interleukin (IL)-17 Signal aufwiesen in Prozent. Darstellung der 
Mittelwerte mit Standardabweichung. A) zeigt die Analyse aller erhobenen Datenpunkte. Die mit einem Stern 
markierten Werte wurden mittels Robust regression and Outlier removal (ROUT)-Methode als mögliche Ausreißer 
identifiziert. B) zeigt den Gruppenvergleich unter Ausschluss der entsprechenden zwei Werte. 
 

 

  

A B IL-17 

AIH
 R

em
iss

ion

AIH
 m

odera
te 

Akti
vit

ät

AIH
 hohe A

kti
vit

ät
PBC

PSC

Ges
und

0

2

4

6

8

%
 p

os
iti

ve
 T

re
gs

IL-17 

AIH
 R

em
iss

ion

AIH
 m

odera
te 

Akti
vit

ät

AIH
 hohe A

kti
vit

ät
PBC

PSC

Ges
und

0

2

4

6

8

%
 p

os
iti

ve
 T

re
gs



Ergebnisse 

53 
 

 Korrelationsanalyse der klinischen Parameter 

Um Anhaltspunkte für die teilweise hohe Streuung innerhalb der Gruppen zu finden und den 

Einfluss der Krankheitsaktivität auf den Phänotyp der Tregs und umgekehrt zu prüfen, wurde 

die Ausprägung der Messwerte mittels Methode nach Pearson auf einen Zusammenhang mit 

den klinischen Verlaufsparametern der Patient:innen untersucht. Auch das Alter der 

Erkrankten, das keinen Verlaufsparameter darstellt, aber als möglicher Störfaktor in Frage 

kommt, wurde als Variable mit in die Korrelationsanalyse eingeschlossen. 

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der Korrelationsanalyse, einmal für die gesamte Gruppe 

aller 24 eingeschlossenen AIH-Patient:innen (vgl. Abb. 14A) und gesondert für die zwölf 

Fälle, deren laborchemische Werte eine aktive Erkrankung im Sinne einer aktuellen 

Leberschädigung indizierten (vgl. Abb. 14B) sowie für die Subgruppe der sechs Fälle, deren 

Laborparameter eine schwere Krankheitsaktivität nahelegten (vgl. Abb. 14C). Tabelle 19 

greift die aus Abbildung 14 ersichtlichen signifikanten Korrelationen für die unterschiedlich 

eingeteilten Betrachtungsgruppen auf.  

Grundsätzlich erreichte in der Gruppe der schweren aktiven Fälle lediglich einer der 

berechneten Zusammenhänge das Signifikanzniveau. Hier ist zu bedenken, dass es sich mit 

sechs Proband:innen um eine sehr kleine Gruppe handelte. Die Resultate aus dieser 

Kohorte sollen hier daher eher zur Plausibilitätsprüfung im Kontext der anderen 

Betrachtungsgruppen herangezogen werden, als alleinstehend als Ergebnis gewertet zu 

werden. 

Die Ausprägung von CTLA-4 auf den untersuchten Tregs zeigte mit mehreren der erhobenen 

Verlaufsparameter eine Korrelation (vgl. Abb. 14A). Albumin, welches bei Einschränkung der 

Lebersynthese vermindert sein kann, lag der Analyse zu Folge gleichsinnig erniedrigt eher 

bei einer niedrigeren CTLA-4 Expression vor (p = 0,0308). Hingegen fand sich ein höheres 

Bilirubin und γGT, wie sie bei einer Leberschädigung vorliegen können, zusammen mit einer 

verminderten CTLA-4 Expression (jeweils p < 0,0001). Ebenso verhielt es sich mit CTLA-4 

und dem Anteil der Tregs an der Gesamtheit der T-Lymphozyten. Bei einem höheren relativen 

Anteil der Tregs wurde auf diesen seltener CTLA-4 nachgewiesen (p = 0,0018). Die Höhe des 

Leberenzymes ASAT korrelierte ebenfalls negativ mit der CTLA-4 Expression (p = 0,0113). 

Für IL-17 ließ sich ebenfalls eine Korrelation mit mehreren Parametern beobachten, jedoch 

lediglich signifikant für die Betrachtung aller 12 Fälle aktiver Erkrankung. Eine vermehrte 

IL-17-Ausschüttung trat dort im Zusammenhang mit niedrigeren ASAT-  

(p = 0,0495), ALP- (p = 0,0206) und gGT-Werten (p = 0,0434) auf. Für ALAT blieb die 

Korrelation knapp unter dem festgelegten Signifikanzniveau (p = 0,0671). Bei höheren IL-17 
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Werten war darüber hinaus der Anteil der Tregs an der Gesamt-T-Zellzahl niedriger (p = 

0,0078). Trotz der in Abhängigkeit der vorgestellten Erkrankungsparameter tendenziell 

abnehmenden IL-17-Expression zeigte sich jedoch wie in Abbildung 13 dargestellt im 

Gruppenvergleich keine signifikant niedrigere Expression in den AIH-Gruppen als in den 

Kontrollgruppen. 

Schaut man auf die Analyse der Korrelationen für die erhobenen Treg-Marker untereinander, 

war auffällig, dass Marker, für die man ein gemeinsam vermehrtes oder verringertes 

Auftreten erwarten könnte, keinen linearen Zusammenhang zeigten. Beispielsweise lagen 

höhere Ausprägungen des Transkriptionsfaktors RORgt nicht positiv korreliert mit einer 

höheren Ausschüttung von IL-17 vor. Auch die beiden Immuncheckpoint-Moleküle CTLA-4 

und PD-1 oder die pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, IFNg und IL-17 zeigten 

untereinander kein zusammenhängendes Expressionsmuster. Lediglich für PD-1 und IFNg 

ließ sich eine signifikante positive Korrelation untereinander nachweisen (vgl. Abb. 14A, 

r = 0,760, p = 0,0001). 

Der relative Anteil der Tregs an den gesamten CD4+ Lymphozyten korrelierte wie bereits 

beschrieben negativ mit der Häufigkeit IL-17+ sowie CTLA-4+ Tregs. Hingegen deutete sich 

eine positive Korrelation mit den laborchemischen Parametern ASAT (p = 0,0008), ALP 

(p < 0,0001), gGT (p < 0,0001) und IgG (p = 0,0047) an. 
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen ausgewählten klinischen Verlaufsparametern und Expression 
der erhobenen Marker auf regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Grafische Darstellung der Pearson Korrelation für A) die Gruppe aller untersuchten Autoimmunhepatitis (AIH)-
Fälle (n=24), B) die Gruppe der aktiven AIH-Fälle mit schwerer und moderater Erkrankung (n=12) und C) die 
Gruppe schwerer Aktivität (n=6). Blau repräsentiert einen positiven linearen Zusammenhang, rot einen negativen. 
Die Intensität der Farbe nimmt jeweils Richtung 1 (blau) beziehungsweise -1 (rot) zu. 
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Tabelle 19: Auszug linearer Zusammenhänge zwischen den untersuchten Markern exprimiert von Tregs 
und klinischen Parametern. 
Bezogen auf die die Gruppe aller AIH-Fälle (AIH, n = 24), aktive Fälle mit schwerer und moderater Erkrankung 
(aAIH, n = 12) sowie akute Fälle schwerer Aktivität (saAIH, n = 6). r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzwert. 
* = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 und **** = p < 0,0001. 

Marker Parameter r (p) 
AIH 

r (p) 
aAIH 

r (p) 
saAIH 

CTLA-4 Albumin   0,451 (*)   0,864 (**)   0,949 (*) 
CTLA-4 Bilirubin - 0,772 (****) - 0,813 (**) - 0,743 
CTLA-4 γGT - 0,779 (****) - 0,828 (**) - 0,801  
CTLA-4 % Treg/CD4+ - 0,604 (**) - 0,699 (*) - 0,555  
CTLA-4 ASAT - 0,508 (*) - 0,496 - 0,201 
CTLA-4 IgG - 0,523 (**) - 0,563 - 0,226  
IL-17 % Treg/CD4+ - 0,322 - 0,723 (**) - 0,207 
IL-17 ASAT - 0,323 - 0,577 (*) - 0,648 
IL-17 ALP - 0,336 - 0,656 (*) - 0,693 
IL-17 γGT - 0,342 - 0,590 (*) - 0,739 
% Treg/CD4+ ASAT   0,639 (***)   0,589 (*)   0,197 
% Treg/CD4+ ALP   0,789 (****)   0,820 (**)   0,708 
% Treg/CD4+ γGT   0,715 (****)   0,698 (*)   0,553 
% Treg/CD4+ IgG   0,752 (**)   0,491  - 0,256 
 

Zusätzlich wurde für die Variable Alter, analog zu den zuvor beschriebenen 

Verlaufsparametern, das Vorliegen einer Korrelation überprüft.  

Für CTLA-4 legten die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Pearson in der AIH-Gruppe 

einen leicht ausgeprägten negativen Zusammenhang mit dem Alter nahe (r = - 0,414, 

p = 0,0446, vgl. Abb. 14 und Tab. 20). Sollte das Alter als unabhängige Variable 

grundsätzlich einen Einfluss auf die Ausprägung des Markers gehabt haben, wäre zu 

erwarten, dass sich dies ebenfalls in der Kontrollgruppe der Gesunden widerspiegele. Dort 

zeigte sich in der Überprüfung keine signifikante Korrelation (r = 0,122, p = 0,6201, Daten 

nicht gezeigt).  

Zusätzlich zeigte sich in der Korrelationsanalyse ein signifikanter jedoch ebenfalls eher 

schwach ausgeprägter positiver Zusammenhang zwischen Patient:innenalter und relativem 

Treg-Anteil (r = 0,433, p = 0,0346, vgl. Abb. 14 und Tab. 20). Auch dieser ließ sich in der 

Gesundkohorte nicht nachweisen (r = - 0452, p = 0,0453, Daten nicht gezeigt). 
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Tabelle 20: Auszug linearer Zusammenhänge zwischen den untersuchten Markern sowie klinischen 
Parametern und dem Patient:innenalter. 
Bezogen auf die die Gruppe aller AIH-Fälle (AIH, n= 24), aktive Fälle (aAIH, n=12) sowie aktive Fälle schwerer 
Aktivität (saAIH, n=6). r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzwert. * = p < 0,05. 

Variable 1 Variable 2 r (p) 
AIH 

r (p) 
aAIH 

r (p) 
saAIH 

Alter CTLA-4 - 0,414 (*) - 0,617 (*) - 0,642 
Alter % Treg/CD4+   0,433 (*)   0,574   0,539 

 

 Subgruppenanalysen 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Subgruppenanalysen unterschieden nach Einnahme 

immunsuppressiver Medikation im Allgemeinen sowie Steroideinnahme im Speziellen 

gezeigt. Die Gruppeneinteilung und daraus resultierende Charakteristika wurden in Kapitel 

2.3 vorgestellt. 

3.3.1 Überprüfung der AIH-Kohorte hinsichtlich des Einflusses einer 
Immunsuppression auf den Phänotyp der Tregs 

Wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben gab es unter den 24 untersuchten AIH-Patient:innen sechs 

Therapie-naive beziehungsweise Patient:innen, die zum Zeitpunkt der Probengewinnung 

keinerlei Immunsuppression einnahmen (vgl. Tab. 13). Die daraus resultierenden Gruppen 

unterschieden sich deutlich hinsichtlich der ALAT-Serumlevel mit durchschnittlich 99,2 U/l in 

der Gruppe ohne Immunsuppression und 327,5 U/l mit Immunsuppression, wobei in beiden 

Gruppen Fälle in Remission und mit aktiver Erkrankung vertreten waren. 

Der relative Anteil der Tregs an den CD4+ Lymphozyten stellte sich ohne Immunsuppression 

eher höher dar (M = 3,06 %) als bei den Patient:innen, die eine entsprechende Medikation 

einnahmen (M = 2,28 %), jedoch ohne signifikantes Ergebnis (p = 0,1192) (vgl. Abb. 15).  

Eine signifikante Abweichung im Vergleich der beiden Gruppen, zeigte sich hingegen bei der 

Häufigkeit, mit der die Tregs den Transkriptionsfaktor Helios exprimierten. Dieser wurde bei 

fehlender Immunsuppression signifikant seltener exprimiert (M = 60,67 %) als unter 

Medikamenteneinnahme  (M = 70,14 %) (p = 0,0094). Eine ähnliche Tendenz zeigte sich mit 

Blick auf IL-17 mit durchschnittlich 1,2 % IL-17+ Tregs ohne Medikation und 2,06 % IL-17+ Tregs 

mit Immunsuppression, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (p = 0,0542).  
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Abbildung 15: Anteil der regulatorischen T-Zellen (Tregs) an Cluster of differentiation (CD)4+ Zellen sowie 
Expression der untersuchten Marker auf Tregs unterschieden nach Einnahme immunsupprimierender 
Medikamente. 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Signal für den jeweiligen Marker aufweisen in Prozent. n = 24 
Fälle (Remission und aktive Erkrankung). Darstellung von Mittelwert mit Standardabweichung. ** = p < 0,01. 
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3.3.2 Überprüfung der AIH-Kohorte hinsichtlich des Einflusses einer 
Steroideinnahme auf den Phänotyp der Tregs  

Es wurde davon ausgegangen, dass insbesondere die Einnahme von Steroiden in Form von 

Prednisolon oder Budesonid als potente Immunsuppressiva, potenziell die Expression der 

untersuchten Marker beeinflusst haben könnte. Entsprechend wurden mittels 

Gruppenvergleich zusätzlich die acht Patient:innen, die zum Zeitpunkt der Probenentnahme 

Steroide einnahmen, mit den 16, die eine Steroid-freie Therapie oder keine medikamentöse 

Behandlung erhielten, verglichen (für die Gruppencharakteristika vgl. Tab. 15, Kapitel 2.3.3). 

Abbildung 16 zeigt in der Übersicht die Ausprägung der untersuchten Marker auf den Tregs für 

beide Gruppen im Vergleich. Für keinen der untersuchten Marker konnten signifikant 

unterschiedliche Ergebnisse bei Steroideinnahme beobachtet werden.  

Lediglich für den Transkriptionsfaktor Helios zeigte sich eine nicht signifikante Tendenz mit 

p = 0,0607 für eine vermehrte Expression bei Steroideinnahme mit durchschnittlich 72,53 % 

Helios+ Tregs im Vergleich zu 65,39 % Helios+ Tregs ohne Steroidtherapie (vgl. Abb. 16) analog 

zum signifikanten unter Kapitel 3.3.1 geschilderten Ergebnis, dass unter genereller 

Immunsuppressiva-Einnahme Helios vermehrt exprimiert wurde (vgl. Abb. 15). 
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Abbildung 16: Anteil der regulatorischen T-Zellen (Treg ) an Cluster of differentiation (CD)4+ Zellen sowie 
Expression der untersuchten Marker auf Tregs unterschieden nach Steroideinnahme. 
Anteil der untersuchten Zellen, die ein positives Signal für den jeweiligen Marker aufweisen in Prozent. n = 24 
Fälle (Remission und aktive Erkrankung). 
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4 Diskussion 

Die Pathogenese der Autoimmunhepatitis ist noch weitgehend unverstanden. Studien 

diesbezüglich untersuchten unter anderem auch mögliche Veränderungen hinsichtlich 

Quantität, Phänotyp und Plastizität regulatorischer T-Zellen, ohne bisher einen Konsens 

schaffen zu können (Huang et al., 2023, Wang et al., 2020, Vuerich et al., 2021b). Es fällt 

auf, dass sich viele Forschungsergebnisse schon hinsichtlich der Identifizierung von Tregs 

unterscheiden, und eine methodische Heterogenität beim Vergleich von Studien 

berücksichtigt werden muss (Liberal et al., 2015, Peiseler et al., 2012, Huang et al., 2021). 

Über eine Stimuli-abhängige Anpassung von Funktion und Phänotyp können Tregs eine 

zielgerichtete Suppression verschiedener inflammatorischer Vorgänge leisten. 

Unterschiedliche Unterarten von Tregs reagieren spezifisch je nach betroffenem Gewebe und 

beteiligten Effektorzellen (Delacher et al., 2017). Erzielt wird dies über epigenetische, 

transkriptionelle und post-transkriptionelle Veränderungen (Raffin et al., 2020). 

Untersuchungen konnten zeigen, dass über die Expression von T-Effektorzell-typischen 

Transkriptionsfaktoren, ganze funktionale Programme aktiviert werden können, die mit einer 

entsprechenden Expression von bestimmten Signalmolekülen, Rezeptoren und 

Oberflächenmolekülen einhergehen (Voo et al., 2009). 

Ein besseres Verständnis der zugrundeliegenden Immunantworten ist wichtig, um die 

Entwicklung zielgerichteter Therapien für die AIH voranzutreiben. Da die Rolle der Tregs für 

die Pathophysiologie der Erkrankung bisher nicht geklärt ist, sollten sie in dieser Arbeit 

hinsichtlich ihres Phänotyps und möglicher Plastizität untersucht werden. Durch die 

Korrelation mit klinischen Verlaufsparametern sollten Rückschlüsse auf eine mögliche 

Bedeutung der untersuchten, von Tregs exprimierten, Moleküle für die Krankheitsaktivität 

gezogen werden. Darüber hinaus wurde der Einfluss der medikamentösen Therapie und des 

Patient:innen-Alters auf die Ausprägung der untersuchten Marker evaluiert. 

 Hinweise für eine möglicherweise veränderte Treg-Funktion zeigen sich lediglich 
im akuten Erkrankungsstadium der AIH  

Im Vergleich der AIH-Kohorte mit einer Gesundkohorte, einer PBC- und PSC-Gruppe stellte 

sich dar, dass sowohl der relative Anteil regulatorischer T-Zellen an den Gesamt-T-Zellen 

teils signifikant erhöht war (vgl. Abb. 3A) als auch, dass einige der untersuchten Marker eine 

tendenziell abweichende Expression zeigten. Die Unterschiede waren lediglich in der Gruppe 

der Fälle mit aktiver Erkrankung und laborchemisch hoher Krankheitsaktivität zu finden was 

wiederum den Schluss zulässt, dass es sich um passagere Veränderungen handeln könnte. 
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Hinsichtlich des relativen Anteils regulatorischer T-Zellen an der Gesamt-T-Zellpopulation 

herrscht in der Literatur kein Konsens. Eine kürzlich veröffentliche Metaanalyse zeigte, dass 

es insbesondere in Hinblick auf die verwendeten Identifizierungsmarker, sowie auch in 

Abhängigkeit der abgebildeten Erkrankungsaktivität zu heterogenen Ergebnissen kommt. Für 

die hier auch verwendete Marker-Kombination CD4+FoxP3+CD25highCD127low Tregs / 

CD4-Zellen zeigte sich den Autor:innen zufolge keine quantitative Abweichung. Gleiches 

berichteten die Forscher:innen über die Analyse der Studien, die aktive Fälle der AIH 

betrachteten (Huang et al., 2023). Von den 29 reviewten Studien verwendeten allerdings nur 

drei die berichteten Marker in Kombination mit der Betrachtung aktiver Fälle (Peiseler et al., 

2012, Taubert et al., 2014, John et al., 2017). 

Für CD4+CD25+ T-Zellen zeigten beispielsweise Longhi et al. (2004) einen erniedrigten Anteil 

bei Patienten mit aktiver autoimmuner Lebererkrankung im Vergleich zu Gesunden und 

Patient:innen in Remission. Die Untersuchung von Peiseler et al. (2012) fand hingegen für 

die Betrachtung von CD4+FoxP3+CD25highCD127low Tregs keine signifikanten Unterschiede 

zwischen AIH-Erkrankten und Gesunden hinsichtlich Anzahl und suppressiver Aktivität. Mit 

steigender Krankheitsaktivität beobachteten sie sogar einen zunehmenden Anteil an Tregs. 

Dies entspricht der eigenen Beobachtung, dass die Fallgruppe mit der schwersten 

Krankheitsaktivität auch einen signifikant höheren Anteil regulatorischer T-Zellen im 

peripheren Blut zeigte. Auch spiegelte sich dies in der eigenen Arbeit in der erfassten FoxP3 

MFI wider (vgl. Abb. 3B). Die MFI, die einen Rückschluss auf die pro Treg exprimierte Anzahl 

an FoxP3-Molekülen erlaubt, war in der Gruppe der hohen Krankheitsaktivität signifikant 

erhöht, was als Hinweis auf eine Hochregulation der Treg-Aktivität gewertet werden könnte.  

In der Studie von John et al. (2017) wurde beschrieben, dass der Anteil apoptotischer Tregs 

im Vergleich zu Gesunden sowie Fällen in Remission bei aktiver Erkrankung erhöht ist. In 

der Publikation findet sich keine Angabe zu den klinischen Charakteristika der untersuchten 

aktiven Fälle, sodass die Daten zumindest nur eingeschränkt vergleichbar mit den hier 

erhobenen Daten sind, in der Studie wurden jedoch dieselben Identifikationsmarker 

verwendet. Man könnte mutmaßen, dass bei der aktiven AIH insgesamt ein erhöhter Umsatz 

CD4+FoxP3+CD25highCD127low Tregs vorliegen könnte. Dies lässt sich jedoch aus den eigens 

erhobenen Daten nicht weiter untersuchen, da keine Apoptosemarker bestimmt wurden. 

Peiseler et al. (2012) zeigten, dass bei hoher Krankheitsaktivität auch intrahepatisch 

vermehrt FoxP3+ Zellen vorliegen – eine Fragestellung, der in dieser Arbeit keine Rechnung 

getragen wird. Ob die anteilig vermehrten Tregs auch am Ort der Inflammation zunehmen oder 

ob lediglich eine lokale Umverteilung im Sinne einer verminderten Migration stattfindet, 

konnte im Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht werden. Es muss allerdings 
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davon ausgegangen werden, dass die Zusammensetzung der T-Zellpopulation im 

peripheren Blut nicht zwangsläufig der intrahepatischen Konstellation entspricht. Zudem 

könnte die Menge sowohl der intrahepatischen Tregs als auch derer im peripheren Blut im 

Erkrankungsverlauf schwanken. In unbehandelten AIH-Fällen konnte eine Studie im 

entzündeten Lebergewebe eine Akkumulation von Tregs nachweisen, die unter 

immunsuppressiver Therapie stark rückläufig war. Dies begründete die Vermutung, dass die 

Abnahme der intrahepatischen Tregs in Zusammenhang mit den hohen Rückfallraten nach 

Ende einer immunsuppressiven Medikamenteneinnahme stehe (Taubert et al., 2014). 

Denkbar ist, dass die Tregs basierend auf einer noch unvollständig verstandenen 

Immunreaktion vermehrt im intrahepatischen Gewebe anzutreffen sind, sie jedoch im Falle 

AIH-Erkrankter keine ausreichende antiinflammatorische Kompetenz zeigen, um die 

Progression der Erkrankung einzuschränken. Wang et al. (2020) argumentierten in diesem 

Zusammenhang für die Chancen einer Treg-basierten Therapie im Sinne eines Transfers in-

vitro-angereicherter kompetenter Tregs. Bei Diabetes Typ 1 Patient:innen konnte eine 

Wirksamkeit dessen beobachtet werden, für die AIH wurde hingegen bisher keine Evidenz 

gezeigt (Marek-Trzonkowska et al., 2012, Bluestone et al., 2015). 

Für die im Rahmen dieser Arbeit als Kontrollgruppen ausgewählten weiteren autoimmunen 

Lebererkrankungen PBC und PSC wurde kein relatives Mehr- oder Minderaufkommen von 

CD4+FoxP3+CD25highCD127low Tregs im peripheren Blut beobachtet (vgl. Abb. 3A). Andere 

Studien fanden für die PBC eine verringerte Anzahl CD4+CD25high und CD4+FOXP3+ Zellen, 

jedoch keine funktionellen Defizite (Lan et al., 2006, Rong et al., 2009, Bernuzzi et al., 2010, 

Wang et al., 2010). Bei der PSC fanden Sebode et al. (2014) im Vergleich zur PBC 

funktionell eingeschränkte CD4+FoxP3+CD25highCD127low Zellen im peripheren Blut und eine 

verminderte Anzahl intrahepatischer Tregs.  

Geht man davon aus, dass es sich bei einer im Rahmen der AIH vorliegenden Treg-

Funktionsstörung um ein qualitatives und nicht quantitatives Defizit handelt, so verspricht die 

Identifikation der entsprechend verändert vorliegenden Regulationsmechanismen einen 

Angriffspunkt für die Entwicklung zielgerichteter Therapien. Schaut man sich die in Kapitel 3 

präsentierten Ergebnisse an, ergibt sich bezüglich der untersuchten Marker für die 

peripheren Tregs in der AIH ein recht heterogenes Bild, wie die hohe Streuung innerhalb der 

Patient:innen-Kohorten nahelegt. Nichtsdestotrotz ließen sich für einige Marker abweichende 

Tendenzen aus dem Gruppenvergleich ableiten: 

Bei den untersuchten Oberflächenproteinen zeigte CTLA-4, das bereits erfolgreich als 

molekulares Ziel beispielsweise bei der Anti-Melanom-Therapie pharmakologisch genutzt 

wird, Abweichungen in der Kohorte der aktiven schweren AIH-Fälle. Dort gab es vereinzelt 
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Fälle mit auffällig niedriger CTLA-4 Expression, insgesamt ließ sich bei der geringen Fallzahl 

jedoch keine signifikant seltenere Expression nachweisen (vgl. Abb. 5A). Hinsichtlich der 

Frage nach der Menge pro Zelle exprimierten CTLA-4s zeigten die Tregs der AIH-

Patient:innen unabhängig von der Krankheitsaktivität eine mit den Kontrollkohorten 

vergleichbare MFI und somit keinen Anhalt für eine mengenmäßige Minder- oder 

Mehrexpression (vgl. Abb. 5B). 

CD4+CD25highFoxP3+CTLA-4+ Tregs sind bekannt für eine starke suppressive Kapazität 

(Miyara et al., 2009). FoxP3 reguliert neben weiteren Faktoren die CTLA-4-Expression über 

die Bindung an den Promoter des CTLA-4-Gens (Marson et al., 2007). Der Treg-spezifische 

Verlust von CTLA-4 führt bei Mäusen ähnlich wie beim scurfy Phänotyp zu Autoimmunität 

(Takahashi et al., 2000, Wing et al., 2008). Die Bedeutung CTLA-4s für die Funktion von Tregs 

konnte darüber hinaus auch im Menschen gezeigt werden. CTLA-4-Mutationen wurden in 

Zusammenhang mit dysfunktionalen FoxP3+ Tregs gebracht, die zusammen mit überaktiven 

Effektor-Zellen eine schwere Immundysregulation hervorriefen (Kuehn et al., 2014). Eine 

Treg-spezifische CTLA-4 Defizienz resultiert in einer verminderten Fähigkeit zur 

Herabregelung der CD80- und CD86-Expression auf APCs und damit zur beeinträchtigten 

Möglichkeit die über Zell-Zell-Kontakte vermittelte Kommunikation zwischen den 

Immunzellen zu regulieren (Wing et al., 2008). Für die AIH zeigten Okumura et al. (2008) auf 

mRNA-Ebene eine verminderte Expression von CTLA-4 auf CD4+CD25+ Tregs. Genetische 

Varianten im für CTLA-4 kodierenden Gen (CTLA-4) scheinen darüber hinaus für die 

Entwicklung einer Autoimmunhepatitis prädestinieren zu können. So identifizierten Agarwal 

et al. (2000) einen CTLA-4-Polymorphismus, der vermehrt im Zusammenhang mit einer 

ebenfalls mit der AIH in Verbindung gebrachten MHC-Variante nachgewiesen wurde. Die 

Autoren wiesen jedoch auch darauf hin, dass CTLA-4 wahrscheinlich für diverse 

Autoimmunpathologien eine Rolle spielt, nicht nur spezifisch in der Entwicklung der AIH. Im 

Rahmen von Assoziationsstudien wurden weitere, die Expression von CTLA-4 betreffende 

genetische Varianten mit Bedeutung für die AIH identifiziert (Li et al., 2022). 

Die in der Korrelationsanalyse aufgezeigten Zusammenhänge (vgl. Abb. 14) sowie die 

Tatsache, dass sich eine niedrigere CTLA-4 Expression der Tregs nur vereinzelt in der Gruppe 

der aktiven schweren AIH-Fälle feststellen ließ (vgl. Abb. 4), könnten ein Hinweis darauf 

sein, dass es sich um eine veränderliche Verminderung handelt, die mit schwerer 

Krankheitsaktivität ausgeprägter wird, oder aber mit deren Ausprägung die 

Krankheitsaktivität steigt. Wichtig erscheint generell die Unterscheidung zwischen einem 

Marker und einem Treiber für Treg-Stabilität (Lam et al., 2022). Eine verminderte oder erhöhte 

Expression kann ursächlich für eine gesteigerte Stabilität beziehungsweise suppressive 

Aktivität sein (also als Treiber wirken), oder lediglich damit einhergehen (als Marker).  
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Basierend auf den erhobenen Daten ist nicht abzuleiten, ob CTLA-4 als Folge einer 

steigenden Krankheitsaktivität vermindert auf Tregs exprimiert wird oder ob eine verminderte 

Expression in einer gestörten suppressiven Treg-Aktivität und damit zunehmenden 

Krankheitsaktivität resultiert. Der Nachweis genetischer Varianten, die, wie beschrieben, eine 

Krankheitsentwicklung begünstigen können, sowie die Tatsache, dass das Fehlen von 

CTLA-4 auf Tregs in Immunpathologien resultiert, sprechen dafür, dass es sich bei einer 

verminderten Expression um eine Ursache verminderter regulatorischer Aktivität handeln 

könnte, jedoch konnten in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Ergebnisse erhoben 

werden, dass dies tatsächlich für die AIH zutrifft. 

Die Tregs der AIH-Patient:innen wiesen außerdem keine signifikant häufigere PD-1 

Expression auf als die der Kontrollkohorten (vgl. Abb. 6A). Auch hinsichtlich der MFI gab es 

keine signifikante Abweichung für die AIH zu beobachten (vgl. Abb. 6B). Ein linearer 

Zusammenhang mit den erhobenen klinischen Verlaufsparametern ließ sich ebenfalls nicht 

identifizieren (vgl. Abb. 14). Dies heißt nicht zwangsläufig, dass die PD-1-Expression völlig 

unabhängig von der Krankheitsschwere ist – prinzipiell könnte auch ein nicht-linearer 

Zusammenhang zugrunde liegen, der sich mit den hier gewählten statistischen Mitteln nicht 

nachweisen ließe. 

Über PD-1 können Tregs APCs und Effektorzellen, insbesondere potenziell selbst-reaktive 

T-Zellen inhibieren und Immunreaktionen sowie Gewebezerstörung eindämmen (Keir et al., 

2007). Das Fehlen von PD-1 führt dementsprechend in verschiedenen Mausmodellen zur 

Entwicklung von Autoimmunpathologien (Nishimura et al., 1999, Nishimura et al., 2001, 

Brown et al., 2003).  

Darüber hinaus geht man davon aus, dass PD-1 die Entwicklung und Funktionsfähigkeit der 

Tregs selbst beeinflusst (Gianchecchi und Fierabracci, 2018). Auf der einen Seite gibt es 

Hinweise, dass sich PD-1 positiv auf die Stabilität von Tregs auswirkt. Kim et al. (2023) 

konnten kürzlich zeigen, dass der Knockout von PD-1 murine tumorinfiltrierende Tregs 

destabilisierte. Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C hingegen wurde festgestellt, dass 

die Bindung von PD-L1 die suppressive Wirkung regulatorischer T-Zellen reduzieren kann 

(Franceschini et al., 2009). Lowther et al. (2016) zeigten bei Glioblastompatient:innen sowie 

Gesunden für Tregs mit hoher PD-1-Expression in vitro eine geringere suppressive Kapazität 

und gesteigerte IFNg-Sekretion. Die Autoren schlossen daraus, dass es sich bei der 

vermehrten PD-1-Expression um ein Zeichen funktioneller Erschöpfung handelt. Die im 

Rahmen der eigenen Studie erhobenen Daten zeigten passend zu den von Lowther et al. 

gewonnenen Erkenntnissen, dass eine häufigere PD-1 Expression auf den Tregs in 

Korrelation mit einer vermehrten IFNg Ausschüttung durch Tregs auftrat (vgl. Abb. 14A). Leider 
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lässt sich anhand der gewonnenen Daten nicht zurückverfolgen, ob es sich bei den PD-1+ 

Tregs auch um die IFNg+ Tregs handelt, da beide Marker in unterschiedlichen Panels angefärbt 

wurden und somit eine Ko-Expression aus den vorliegenden Daten nicht bestimmbar ist (vgl. 

Tab. 17 und 18). Eine gemeinsame Untersuchung beider Marker innerhalb eines 

angepassten Panels könnte in möglichen Folgeprojekten einen zusätzlichen 

Erkenntnisgewinn schaffen.   

Eine Blockade von PD-1+ Tregs führte im experimentellen Setting zu einer Steigerung der 

Treg-Proliferation und -Suppression und dadurch zu einer verminderten Anfälligkeit für 

Autoimmunität (Wong et al., 2013). Bei der PD-1-Blockade mittels Antikörper, wie sie in der 

Krebstherapie eingesetzt werden, treten jedoch auch immunvermittelte Nebenwirkungen auf, 

wie Hepatitiden, die wiederum Parallelen zur Autoimmunhepatitis zeigen (Curran und 

Sharon, 2017). Im Rahmen von malignen Krebserkrankungen einerseits und 

Autoimmunerkrankungen andererseits scheinen möglicherweise unterschiedliche 

Kontextfaktoren hinzuzukommen. Die Wirkung und Bedeutung von PD-1 in der 

Immunregulation ist dementsprechend komplex. Eine Mehrexpression könnte mit einer 

Funktionseinschränkung, wie von Lowther et al. (2016) beschrieben, einhergehen und 

bedeuten, dass Tregs in ihrer suppressiven Wirkung erschöpft sind – ihre regulative Kapazität 

also überschritten ist. In dieser Arbeit konnte jedoch keine signifikante Mehrexpression von 

PD-1 in der AIH-Gruppe nachgewiesen werden (vgl. Abb. 6). 

Perry et al. (2022) beobachteten, dass die PD-1-Expression von Tregs eine Rolle für das 

Verhältnis von Tregs zu Teffs spielt. Im Rahmen einer Infektion stieg IFNg-vermittelt auf 

myeloischen Zellen die Expression von PD-L1, über dessen Bindung an PD-1 die 

Treg-Proliferation gebremst wurde. Eine negative Korrelation zwischen dem Anteil PD-1+ Tregs 

und der relativen Treg-Anzahl konnte in der eigenen Arbeit weder für die untersuchten 

AIH-Patienten (vgl. Abb. 14) noch in der Gesundkohorte (Daten nicht gezeigt) gefunden 

werden. 

Für CCR6 zeigte die durchgeführte Untersuchung Anhaltspunkte, dass eine häufigere 

Expression auf Tregs bei AIH-Patienten während der aktiven schweren Erkrankung vorliegen 

könnte, jedoch ließ sich dies bei n=6 je nach zugrunde gelegter Methode zum Ausschluss 

statistischer Ausreißer nicht signifikant nachweisen (vgl. Abb. 7A und B). Ein Einfluss von 

Alter (vgl. Abb. 14) oder immunsuppressiver Medikation (vgl. Abb. 15 und 16) auf die 

CCR6-Expression zeigte sich nicht.  

CCR6 als Rezeptor für das Chemokin CCL20, vermittelt die Migration von T-Zellen, 

insbesondere charakteristisch für TH17-Zellen. Die darüber ausgelöste gemeinsame 

Lokalisierung von TH17-Zellen mit CCR6+ Tregs spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation 
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TH17-vermittelter Inflammation. Zur Rolle CCR6+ Tregs bei der AIH konnten in der Literatur 

keine mit der hier durchgeführten Studie vergleichbaren Untersuchungen gefunden werden. 

Für die Colitis ulcerosa (CU) – eine chronisch entzündliche, autoimmun vermittelte 

Darmerkrankung – hingegen gibt es Erkenntnisse hinsichtlich des Einflusses CCR6s auf die 

Treg-Funktion bei Erkrankten. Über die rein chemotaktische Wirkung CCR6s hinaus, zeigten 

Kulkarni et al. (2018) eine Bedeutung des Rezeptors bei der Differenzierung induzierter Tregs 

(iTreg). iTregs die sich in Anwesenheit des Liganden CCL20 differenzierten, zeigten eine 

geringere Ausprägung suppressiver Moleküle wie CD39, CD73 und Fas-Ligand. Ebenfalls 

bei Colitis ulcerosa Patient:innen wurde eine IL-17-Ausschüttung durch Tregs im 

Zusammenhang mit einer gleichzeitigen CCR6-Expression während der aktiven 

Krankheitsphase beobachtet. Unter Remission ging die IL-17-Konzentration hingegen 

zurück. Die Autor:innen führten diese Erkenntnisse auf ein bei der CU nachgewiesenes 

Ungleichgewicht zwischen Tregs und TH17-Zellen zurück (Long et al., 2019).  

Für die PBC und PSC wurde gezeigt, dass im entzündeten Lebergewebe vermehrt CCL20 

ausgeschüttet wird, durch das CCR6+ T-Zellen angezogen werden und die Differenzierung 

zu TH17-Zellen angeregt wird (Oo et al., 2012, Jeffery et al., 2019). Inwiefern dies bei der AIH 

zutrifft und ob sich dadurch lokal auch TH17-like Tregs vermehrt differenzieren, ist nicht sicher. 

Man könnte erwarten, dass mit der in dieser Arbeit fraglich nachgewiesenen CCR6-

Erhöhung, RORgt und IL-17 auch vermehrt messbar wären. Für RORgt konnte dies – wie im 

Folgenden noch diskutiert wird – bei den untersuchten Fällen schwerer AIH-Aktivität nicht 

eindeutig nachgewiesen werden (vgl. Abb. 10), für IL-17 geben die erhobenen Daten keinen 

Anhalt auf eine vorhandene Mehrexpression (vgl. Abb. 13). Auch die Korrelationsanalyse 

zeigte keinen signifikanten linearen Zusammenhang zwischen den Markern (vgl. Abb. 14). 

TH17-like Tregs befinden sich phänotypisch zwischen Tregs und TH17-Zellen und 

Untersuchungen deuten darauf hin, dass sie sich je nach Einfluss in beide Richtungen 

weiterdifferenzieren können (Du et al., 2014). Inwiefern TH17-like Tregs kontinuierlich CCR6 

exprimieren und in welcher Sequenz dies passiert, also ob Chemokinrezeptoren 

beispielsweise erst nach Exposition gegenüber weiteren Stimuli exprimiert werden, ist nicht 

vollständig erforscht.  

Im Gruppenvergleich zeigte sich für CD39 keine signifikant niedrigere oder höhere 

Expression in der AIH-Kohorte (vgl. Abb. 7). Von den untersuchten Strukturen zeigte CD39 

die heterogenste Ausprägung auf den Tregs. Die starke Streuung konnte mit keinem der 

erhobenen Variablen in Verbindung gebracht werden und so stellt sich die Frage, wieso bei 

einigen Proband:innen weniger als ein Drittel der Tregs positiv für das Oberflächenprotein 

getestet wurden, während dieses bei anderen auf der überwiegenden Mehrzahl der Tregs 

nachgewiesen werden konnte.  
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Die Expression von CD39 unterliegt einer Stimuli-abhängigen Modulation, und ermöglicht 

eine Anpassung auf Inflammations- und Infektionszustände. Mit seiner enzymatischen 

Aktivität, mit der CD39 am Abbau pro-inflammatorischer Stimuli beteiligt ist, geht man davon 

aus, dass eine höhere Expression auf Tregs mit einer vermehrten Abbaukapazität einhergeht 

und damit die suppressive Wirkung verstärkt. Bei Mäusen, denen CD39 fehlt, konnte eine 

Störung der suppressiven Treg-Aktivität nachgewiesen werden (Deaglio et al., 2007). Bei 

Patient:innen mit der autoimmunen Erkrankung Multiple Sklerose (MS) wurde eine 

verminderte Anzahl an CD39+ Tregs nachgewiesen, wodurch auf eine mögliche Bedeutung 

von CD39 bei der Entwicklung dieser neurodegenerativen Erkrankung geschlossen wurde 

(Borsellino et al., 2007). Fletcher et al. (2009) zeigten, dass sowohl CD4+CD25highCD39- als 

auch CD4+CD25highCD39+ T-Zellen eine suppressive Wirkung auf die Proliferation und 

IFNg-Produktion von Effektorzellen haben. Die IL-17-Ausschüttung von TH17-Zellen hingegen 

konnten nur CD39+ Zellen unterdrücken, während CD4+CD25highCD39- T-Zellen selbst zur 

IL-17 Produktion beitrugen.  

Bei AIH-Patienten konnten Grant et al. (2014) dysfunktionale CD39+ Tregs identifizieren. Die 

entsprechende Zellpopulation sei laut ihrer Studie sowohl quantitativ als auch in ihrer 

hydrolytischen Aktivität eingeschränkt. Die IL-17-Ausschüttung durch Effektorzellen könnten 

diese Tregs trotz CD39-Positivität nicht adäquat einschränken. Hingegen zeichneten sie sich 

durch eine höhere Expression von CD127 aus und neigten vermehrt zur IFNg und IL-17 

Produktion – letzteres wie von Fletcher et al. (2009) beschrieben eigentlich charakteristisch 

für CD4+CD25highCD39- T-Zellen. Die Expression von CD127 wiederum spricht allerdings 

dagegen, dass es sich bei den untersuchten Zellen per definitionem um Tregs handelt. 

Einer Untersuchung von Vuerich et al. (2021a) zufolge können die Tregs von AIH-

Patient:innen die Expression von CD39 offenbar nicht suffizient kontextspezifisch 

hochregulieren. Diese Beeinträchtigung wird von den Autor:innen zur Erklärung eines 

Ungleichgewichts zwischen Tregs und TH17-Zellen herangezogen. Als Mechanismus dahinter 

beschreibt die Arbeitsgruppe weiter eine Dysfunktion des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) 

Signalweges. Der AhR spielt eine Rolle bei Toxin-vermittelter Inflammation und adaptiven 

Immunantworten und löst physiologischer Weise eine vermehrte CD39-Expression aus 

(Veldhoen et al., 2008, Gandhi et al., 2010). Die Beeinflussung der CD39-Expression wird 

als vielversprechender therapeutischer Ansatz für Immunpathologien diskutiert, ein Nutzen 

für die AIH-Behandlung ist auf Grundlage der Literatur vorstellbar, wurde bisher jedoch nicht 

demonstriert (Takenaka et al., 2016). Anders als in den aufgezeigten Publikationen finden 

sich in der eigenen Studie keine eindeutigen Hinweise auf eine generelle Minderexpression 

von CD39. Die bereits adressierte Streuung innerhalb der untersuchten Fälle deutet jedoch 
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auf eine eher variable Expression hin, welche in einer größeren Kohorte reevaluiert werden 

sollte.   

Der gemessene Anteil Helios+ Tregs liegt in allen untersuchten Gruppen in dem Bereich von 

70%, der in verschiedenen Studien vorbeschrieben ist (Getnet et al., 2010, Thornton et al., 

2010). Hinsichtlich der Expression unterschieden sich die untersuchten Tregs der 

AIH-Patient:innen nicht signifikant von denen der anderen Gruppen (vgl. Abb. 9). Genauso 

wenig konnte ein Zusammenhang mit den erhobenen Verlaufsparametern gefunden werden 

(Abb. 14A). Helios schien folglich eine eher stabile Expression zu zeigen und bei den Tregs 

der Erkrankten nicht grundsätzlich vermehrt oder vermindert ausgeprägt zu sein.  

Es wird diskutiert, ob die Expression von Helios ein Charakteristikum von den im Thymus 

gebildeten tTregs ist und es sich bei Helios- Tregs hingegen um in der Peripherie erzeugte pTregs 

handelt. Auf Mäuse scheint diese Einteilung zuzutreffen. Bei Menschen ließ sich 

diesbezüglich jedoch keine so eindeutige Zuordnung feststellen und die genaue Rolle von 

Helios in Bezug auf Plastizität und funktionelle Eigenschaften von Tregs bleibt unklar (Lam et 

al., 2022). Experimentell wurde gezeigt, dass sich Helios- Tregs von Helios+ Tregs auf 

epigenetischer Ebene sowie phänotypisch hinsichtlich des TCR-Repertoires und der Zytokin-

Ausschüttung unterscheiden. Funktionell stellten sich die Helios+ Tregs in vitro suppressiver 

dar, in vivo hingegen waren beide Populationen in der Lage eine CED in einem Mausmodell 

zu verhindern. In der entsprechenden Studie wiesen die Helios+ Tregs eine ausgeprägtere 

Demethylierung der TSDR des FoxP3-Promotors auf und ihr TCR-Repertoire war dem der 

Helios- Tregs nur wenig ähnlich (Thornton et al., 2019). In einer anderen Studie von Thornton 

et al. (2010) gaben Helios-FoxP3+ Tregs als Reaktion auf eine Stimulation mit PMA/Ionomycin 

signifikant mehr T-Effektorzell-typische Zytokine (IL-2, Il-17, INFg) ab als Helios+FoxP3+ Tregs, 

woraus die Autoren schlossen, dass Helios- Tregs eine höhere Plastizität aufwiesen. Himmel 

et al. (2013) hingegen wiesen für Helios+ sowie Helios- Tregs eine vergleichbare 

Demethylierung der TSDR auf – ein Hinweis für eine stabile FoxP3-Expression. Womöglich 

kann Helios dazu beitragen stabile Tregs zu identifizieren, ist jedoch nicht ursachlich für die 

Stabilität (Lam et al., 2022) und weder in der Literatur, noch in den eigens erhobenen Daten 

konnte eine Bedeutung für die AIH ausfindig gemacht werden.  

Als weiterer Transkriptionsfaktor wurde in dieser Arbeit RORgt erforscht. RORgt wurde in 

allen untersuchten Gruppen in einem Teil der regulatorischen T-Zellen nachgewiesen (vgl. 

Abb. 10). Klassischerweise exprimieren TH17-Zellen RORgt und benötigen dieses wiederum 

für ihre Differenzierung. Man weiß aber, dass nicht alle Zellen, die den 

Mastertranskriptionsfaktor der TH17-Zellen exprimieren phänotypisch auch diesem Zelltyp 

entsprechen. Auch TH17-Like Tregs exprimieren RORgt. Weniger als die Hälfte der RORgt+ 
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Zellen wiederum sezernieren pro-inflammatorisches IL-17. Ein Teil der RORgt+ Zellen 

exprimiert außerdem FoxP3, IL-10 sowie CCL20 und kann darüber regulatorisch wirken 

(Lochner et al., 2008). IL-23 induziert die RORgt Expression nicht nur in TH17 Zellen 

(Langrish et al., 2005) sondern auch in Tregs. In diesem Zuge wird ebenfalls der 

Chemokinrezeptor CCR6 auf beiden Zelltypen exprimiert, wodurch sowohl Effektor- als auch 

regulatorische Zellen zum Ort einer Immunreaktion geleitet werden (Yang et al., 2016). Somit 

spielt RORgt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des physiologischen 

immunologischen Gleichgewichts. RORgt-defiziente Mäuse zeigten verstärkt 

Autoimmunreaktionen und fehlende TH17-Infiltration ins Gewebe (Ivanov et al., 2006). 

Regulatorische FoxP3+RORgt+ T-Zellen haben Ähnlichkeit sowohl mit herkömmlichen Tregs 

als auch mit TH17-Zellen. Ihre regulatorische Rolle lässt sich auch dadurch nachvollziehen, 

dass sie eine Demethylierung an Treg-typischen Genen aufweisen – insbesondere für FoxP3, 

CTLA-4, und Helios (Yang et al., 2016). Es ist unklar welchen Ursprung die RORgt+ Tregs 

haben – ob sie Tregs sind, die im Zuge einer Entzündung Charakteristika von Effektorzellen 

annehmen (Wohlfert und Belkaid, 2010) oder ob es sich um TH17-Vorläufer handelt, die über 

den Verlauf ihrer Entwicklung auch FoxP3 exprimieren bis schließlich der TH17-Phänotyp 

überwiegt (Zhou et al., 2008). Womöglich existieren beide Entwicklungspfade parallel.  

Bei den in dieser Arbeit untersuchten AIH-Patient:innen mit schwerer Krankheitsaktivität 

waren im Vergleich zu den anderen Gruppen trotz einzelner Fälle mit auffällig hoher RORgt-

Expression nicht signifikant mehr Tregs positiv für RORgt (vgl. Abb. 10). Auch zeigte sich kein 

linearer Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivität und der RORgt-Expression (vgl. 

Abb. 14). In einer iranischen Studie mit 24 AIH-Patient:innen wurde eine insgesamt 

signifikant höhere Expression der Gene für RORgt und IL-17A gefunden. Dabei wurden 

allerdings PBMCs analysiert, nicht spezifisch Tregs (Behfarjam et al., 2019). 

Man würde erwarten, dass ein größerer Anteil RORgt+ Tregs auch mit einem größeren Anteil 

IL-17 ausschüttender Tregs einhergeht. Stattdessen zeigten die erhobenen Daten 

diesbezüglich keinen linearen Zusammenhang (vgl. Abb. 14). Eine Analyse der Ko-

Expression der Marker wurde aufgrund der insgesamt geringen Anzahl IL-17+ sowie RORgt+ 

Tregs und der daraus resultierenden nicht anzunehmenden Validität nicht durchgeführt. Hier 

wäre die Gewinnung einer höheren Zellzahl in möglichen Folgestudien anzustreben. 

Zusätzlich zu den beschriebenen Oberflächenproteinen und Transkriptionsfaktoren 

untersuchte diese Arbeit auch die Ausschüttung der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, 

INFg und IL-17 durch Tregs. Hier zeigten sich lediglich Auffälligkeiten für IFNg (vgl. Abb. 12).  
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Entgegen anderen Studien, die Anzeichen einer vermehrten TNFa-Ausschüttung im Rahmen 

einer akuten Leberschädigung fanden, ließ sich dies bei den untersuchten AIH-Patient:innen 

in Bezug auf die Tregs nicht feststellen. Für Patient:innen mit akuter Hepatitis A konnten Choi 

et al. (2018) zeigen, dass TNFa-produzierende CD4+CD25+Foxp3+ Tregs mit einem TH-17-like 

Phänotyp mit schwerer Leberschädigung assoziiert sind. Auch in den hepatischen Infiltraten 

von AIH-Patient:innen wiesen Bovensiepen et al. (2019) einen erhöhten Anteil TNFa+ CD4+ 

Zellen nach, die im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls eine erhöhte IFNg-Produktion 

aufwiesen. Die Blockade von TNFa mittels Antikörpern wie Infliximab wird in experimentellen 

Behandlungsansätzen bereits bei AIH-Patient:innen verfolgt (Bovensiepen et al., 2019). 

Einen wegweisenden Anteil der Tregs für die Ausschüttung von TNFa bei der AIH legen die 

hier gewonnen Daten nicht nahe. 

Neben TNFa wurden die Zytokine IFNg und IL-17 (letzteres wurde in Verbindung mit den 

Ergebnissen für RORgt bereits aufgegriffen) untersucht. Insgesamt schütteten die Tregs der 

AIH-Patient:innen nicht signifikant mehr IFNg aus als in den Vergleichskohorten. Zu beachten 

ist jedoch, dass in der Gruppe mit schwerer AIH-Krankheitsaktivität einzelne Fälle mit 

auffällig hohem Anteil IFNg+ Tregs zu finden waren (vgl. Abb. 12). Klinische Parameter 

konnten mit dieser Diskrepanz innerhalb der Gruppe nicht in Bezug gebracht werden. An 

dieser Stelle ergibt sich weiteres Forschungspotenzial. Für eine verlässliche Aussage, ob 

vermehrt IFNg+ Tregs im aktiven Erkrankungsstadium der AIH vorliegen, würde sich eine 

Ausweitung der Untersuchung auf zusätzliche Fälle mit hoher laborchemischer Aktivität 

empfehlen. 

IFNg als Typ 2 Interferon zeigt neben seiner pro-inflammatorischen Wirkung auch 

immunregulatorische und antiproliferative Eigenschaften und kann im Rahmen 

verschiedener Erkrankungen Autoimmunität entweder fördern oder entgegenwirken (De 

Andrea et al., 2002, Hu und Ivashkiv, 2009). Klassischerweise wird die Ausschüttung von 

IFNg mit einer TH1-Reaktion in Verbindung gebracht.  

Bei Patient:innen mit neu aufgetretener Autoimmunhepatitis nach Transplantation fanden 

Arterbery et al. (2016) eine erhöhte Anzahl IFNg und IL-17 produzierender Tregs. Diese Tregs 

waren funktionell eingeschränkt, unabhängig vom Demethylierungsstatus des FoxP3-Locus. 

Zurückzuführen war die Aktivierung der proinflammatorischen Tregs auf von Monozyten 

produziertes IL-12 und IL-6, das jeweils für die Treg-Differenzierung hin zu 

TH1- beziehungsweise TH17-like Tregs verantwortlich gemacht wurde. Durch eine Blockade 

von IFNg hingegen konnten die Tregs ihre Funktion teilweise wiedererlangen. 
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In dieser Arbeit konnte im Gegensatz zu der geschilderten Veröffentlichung keine eindeutig 

vermehrte Anzahl IFNg+ Tregs bei aktiver schwerer AIH-Erkrankung nachgewiesen werden. 

Sollte sich in potenziell weiteren Untersuchungen ein höherer Anteil IFNg+ Tregs nachweisen 

lassen, so könnte es sich mutmaßlich um TH1-like Tregs handeln. Dann wäre ebenfalls eine 

Expression von T-bet zu erwarten, die bisher nicht erhoben wurde. Dies könnte ein potenziell 

interessanter Marker für weitere Untersuchungen sein. Ebenso könnte man in einer weiteren 

Erhebung die Ko-Expression von IFNg und PD-1 beleuchten, für die sich, wie bereits 

geschildert, Hinweise auf eine zusammenhängende Expression in der Korrelationsanalyse 

zeigten (vgl. Abb. 14). 

Eine Mehrsekretion von IL-17 ließ sich nicht darstellen. Über alle Gruppen hinweg schütteten 

die Tregs vergleichbar häufig IL-17 aus (vgl. Abb. 13). Nur sehr wenige Tregs wiesen dabei ein 

positives IL-17-Signal auf und die Korrelationsanalyse fand Hinweise darauf, dass eine 

zunehmende Krankheitsaktivität in der untersuchten AIH-Kohorte eher mit einer geringeren 

IL-17 Expression einherging. Dies steht im Kontrast zu Beobachtungen, die bei der Colitis 

ulcerosa gemacht wurden: Im aktiven Krankheitsgeschehen wurde CCR6 gemeinsam mit 

IL-17 vermehrt von Tregs exprimiert und die CCR6+ Tregs zeigten eine stärkere Sekretion des 

Zytokins. Im Remissionsstadium wiederum waren diese Effekte rückläufig (Long et al., 

2020). 

Eine Expression von IL-17 durch Tregs spricht im Allgemeinen für einen TH17-like Phänotyp. 

Dieser wiederum wurde im Rahmen inflammatorischer Prozesse mit einer verminderten 

suppressiven Funktion der Tregs in Verbindung gebracht (Beriou et al., 2009, Komatsu et al., 

2014, Zhu et al., 2019). Im Mausmodell konnte für die entzündete Leber ein vermehrtes 

Vorkommen intrahepatischer autoreaktiver TH17-like Tregs demonstriert werden (Preti et al., 

2021). Dies spiegelt sich in den hier untersuchten humanen Tregs nicht wider und könnte auf 

den Ursprung der gewonnen Zellen aus dem peripheren Blut zurückzuführen sein. 

Möglicherweise migrieren ebendiese IL-17+ und potenziell auch CCR6+ Tregs im Rahmen der 

akuten Inflammation in die Leber und könnten dann als Folge dessen im peripheren Blut nur 

noch vermindert nachweisbar sein. 

Zhao et al. (2011) wiesen neben einem erhöhtem Serum-IL-17 bei AIH-Patient:innen eine 

vermehrte Anzahl IL-17+ intrahepatischer Zellen nach. Sie zeigten darüber hinaus unter 

anderem eine vermehrte hepatische Expression von IL-17, RORgt, IL-23 und IL-6. Über 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) induziert IL-17 die IL-6 Expression, die wiederum 

TH-17 Zellen im Sinne eines positiven Feedbacks stimuliert. Man geht davon aus, dass IL-6 

entscheidend zur Differenzierung von konventionellen Tregs hin zu TH17-like Tregs beiträgt (Qiu 

et al., 2020).  
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Es wird deutlich, dass intrahepatisch in Bezug auf IL-17 und TH17-assoziierte Zytokine ein 

spezielles Milieu herrscht, das sich vom peripheren Blut unterscheidet und dementsprechend 

ein Schluss von intrahepatischen Tregs auf solche im peripheren Blut und umgekehrt nur 

bedingt möglich ist. 

 Ein Einfluss einer medikamentösen Immunsuppression auf die Expression 
konnte für den Großteil der untersuchten Treg-Marker nicht beobachtet werden  

Bekanntermaßen können Immunsuppressiva die Zellproliferation, Expression molekularer 

Strukturen und Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine beeinflussen (Furukawa et al., 

2016). Nur wenige der untersuchten AIH-Patient:innen nahmen zum Erhebungszeitpunkt gar 

keine pharmakologische Therapie ein. Es ist möglich, dass die Einnahme von 

Immunsuppressiva eventuell bestehende Unterschiede hinsichtlich veränderter Treg-Marker 

zwischen Erkrankten und Gesunden ausgeglichen beziehungsweise kaschiert haben könnte. 

Dabei muss man davon ausgehen, dass potenziell steroidale sowie nicht-steroidale 

immunsuppressive Medikamente die Ergebnisse beeinflusst haben könnten. 

Bei den Patient:innen, die eine immunsuppressive Therapie unabhängig vom verwendeten 

Medikament einnahmen, zeigte sich eine signifikante Abweichung lediglich für die Häufigkeit 

Helios+ Tregs (vgl. Abb. 15). Unter Immunsuppression exprimierten signifikant mehr Tregs den 

Transkriptionsfaktor Helios (p = 0,0094). Es ist dementsprechend nicht auszuschließen, dass 

die Immunsuppressiva hier eine Störvariable darstellen und dass bei der AIH ohne 

medikamentöse Behandlung tatsächlich weniger der Tregs Helios exprimieren würden.  

Tendenzen für einen Einfluss der Immunsuppression zeigten sich auch für die Expression 

von IL-17 (p = 0,0542) sowie für den relative Anteil der Tregs (p = 0,1192) an den CD4+ Zellen 

(vgl. Abb. 15). 

Der Einfluss regelmäßig bei der AIH-Behandlung eingesetzter Immunsuppressiva – unter 

anderem 6-Mercaptopurin und MMF – auf CD4+CD25- T-Zellen wurde in einer Studie von 

Grant et al. (2017) untersucht. Die untersuchten Zellen exprimierten in vitro nach Stimulation 

unter Immunsuppressiva-Einfluss insbesondere weniger IFNg. Auch für die Treg-spezifische 

IFNg-Expression gibt es in der Literatur Hinweise auf einen medikamentösen Einfluss: In vitro 

wirkte sich der Zusatz von Cyclosporin und 6a-Methylprednisolon sowie hochdosiertem 

Azathioprin und MMF negativ auf die Anzahl IFNg+ Tregs aus. Niedrige Azathioprin and MMF-

Dosierungen hingegen steigerten die IFNg-Expression der Tregs (Daniel et al., 2016).  

Insbesondere Kortikosteroide wirken sehr potent und breit. Ein Ansprechen auf Steroidgabe 

stützt den Verdacht auf eine autoimmune Genese einer Hepatitis (Alvarez et al., 1999). Im 
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Rahmen dieser Arbeit  wurde daher auch untersucht, ob sich die Daten der Patient:innen, die 

zum Zeitpunkt der Probenentnahme Steroide in Form von Prednisolon oder Budesonid 

einnahmen, von denen unterschieden, die keine Steroide erhielten. Hinsichtlich keiner der 

untersuchten Marker konnte unter Steroideinnahme im erhobenen Datensatz eine signifikant 

höhere oder niedrigere Expression auf Tregs festgestellt werden (vgl. Abb. 16). Auch der 

relative Anteil der Tregs an den CD4+ Zellen war in beiden Gruppen vergleichbar hoch. In der 

Literatur finden sich Daten, die eine Zunahme der Tregs unter Steroidgabe zeigen, jedoch sind 

diese nur eingeschränkt vergleichbar, da Patient:innen mit SLE betrachtet wurden und die 

Bestimmung der Tregs lediglich auf dem Nachweis von CD4 und CD25 basierte (Suárez et al., 

2006). 

Eine gewisse Verfälschung der Daten durch die Einnahme immunsuppressiver Medikamente 

lässt sich letztlich mit dem gewählten Studiendesign nicht gänzlich ausschließen. 

 Limitationen  

Aufgrund der oftmals protrahierten Diagnosestellung, des Therapiedrucks bei akutem 

Krankheitsbild und des variablen Verlaufs, stellte es sich als schwierig heraus, Patient:innen 

im Akutstadium der AIH für die Untersuchung zu rekrutieren. So ist die Fallzahl insbesondere 

der akuten schweren Fälle mit n = 6 relativ klein. Auch war ein Großteil der Fälle (18 von 24 

Patient:innen) bereits initial mit Immunsuppressiva antherapiert. Zwar wurde der Einfluss 

einer Medikamenteneinnahme untersucht und es ließ sich dafür mit Ausnahme von Helios 

kein signifikanter Anhalt finden, trotzdem kann wie zuvor beschrieben im angewandten 

Studiendesign ein Einfluss durch eine im Rahmen der Rekrutierung nicht vermeidbare 

Vormedikation der Patienten auf die erhobenen Parameter nicht ausgeschlossen werden. 

Um die Wirkung von Krankheitsaktivität und Therapie auf die Ausprägung der untersuchten 

Marker besser abschätzen zu können, wäre eine longitudinale Untersuchung mit 

mehrmaliger Probengewinnung und intraindividuellem Vergleich von aktiver Erkrankung zu 

Remission beziehungsweise vor und nach Therapie wünschenswert.  

Zudem stellt die Unterteilung der AIH-Gruppe in die Subgruppen Remission, moderate und 

schwere Krankheitsaktivität eine nicht validierte Einteilung dar. Auch wenn die zur 

Abgrenzung verwendeten Werte eine wichtige Rolle für die Diagnosestellung und 

Überprüfung des Therapieerfolges darstellen, kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen 

werden, dass anhand dieser Parameter die Krankheitsschwere eindeutig abgegrenzt werden 

kann. 

In dieser Arbeit wurde die Expression von Strukturen auf Tregs überprüft, für die zuvor eine 

mögliche funktionelle Bedeutung identifiziert worden war. Aufgrund technischer 
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Voraussetzungen konnte nur eine begrenzte Anzahl an Markern durchflusszytometrisch 

gemessen werden und so stellen die erhobenen phänotypischen Merkmale nur einen kleinen 

Ausschnitt der zahlreichen in und auf Tregs exprimierten Rezeptoren, Enzyme, 

Transkriptionsfaktoren und Zytokine dar. So wurden beispielsweise keine der für Tregs 

typischen anti-inflammatorischen Zytokine wie IL-10, IL-35 oder TGFb gemessen, deren 

Expression im Verhältnis zu den pro-inflammatorischen Zytokinen interessant gewesen 

wäre.  

Einige der Marker werden grundsätzlich lediglich von wenigen Tregs exprimiert. Hinzu kommt, 

dass Tregs bekanntermaßen nur einen Anteil von 5-10% an den Gesamt-CD4+ 

T-Lymphozyten ausmachen. Trotz vollständiger durchflusszytometrischer Erfassung des 

Probenvolumens, war eine valide Untersuchung der Co-Expression mehrerer Marker nur 

bedingt möglich. 

Offen bleibt zudem die Frage, inwiefern die intrahepatischen Tregs die gleichen 

Charakteristika zeigen, wie die untersuchten peripher gewonnenen Tregs. Bei einer 

organspezifischen Erkrankung wie der AIH kann davon ausgegangen werden, dass lokale 

Faktoren zumindest teilweise die Manifestation in der Leber bedingen und dass die Tregs 

intrahepatisch wiederum im inflammatorischen Umfeld anderen Stimuli ausgesetzt sind als 

während der Zirkulation im peripheren Blut. Die durchgeführte in-vitro-Stimulation mittels 

PMA/Ionomycin kann dies sicherlich nur sehr bedingt abbilden.  

Hinsichtlich der statistischen Auswertung ist zu beachten, dass eine fehlende Korrelation im 

Pearson-Test anzeigt, dass sich auf Grundlage der betrachteten Daten kein linearer 

Zusammenhang zwischen den untersuchten Variablen nachweisen ließ. Dies schließt aber 

einen exponentiellen oder quadratischen Zusammenhang nicht aus. Zudem bedeutet selbst 

eine starke Korrelation nicht zwangsläufig, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen den 

Variablen besteht und kann nicht anzeigen, welche Variable die jeweils abhängige und 

unabhängige ist – also was Folge und was Ursache ist.  

 Ausblick 

Für die AIH wurden in den letzten Jahren viele Untersuchungen bezüglich der 

zugrundeliegenden Faktoren und Pathomechanismen durchgeführt. Bei bestehender 

Heterogenität von Methoden und Patient:innen kommt es auch zu heterogenen Ergebnissen 

und Fragen hinsichtlich der Ätiologie und optimalen zielgerichteten Therapien bleiben 

weiterhin offen. Es ist denkbar, dass es sich bei der AIH um einen Symptomkomplex handelt, 

dem verschiedene pathologische Veränderungen zugrunde liegen, die letztlich in einem 

lokalen Ungleichgewicht zwischen Abwehr und Toleranz resultieren. 
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Als ein grundlegender Mechanismus der Immunregulation wird eine Rolle der Tregs sowohl für 

die Manifestation der AIH als auch als Ziel medikamentöser Behandlungsansätze diskutiert. 

Auf Grundlage identifizierter molekularer Angriffspunkte wurden verschiedene Treg-basierte 

pharmakologische Ansätze entwickelt, die sich teilweise bereits in klinischer Testung 

befinden. Das zugrundeliegende Prinzip ist dabei, den Treg-Pool so zu beeinflussen, dass die 

vorhandenen Tregs eine stabile suppressive Wirkung auf Effektorzellen (wieder-)erlangen 

ohne selbst Effektor-Funktionen auszuüben (Vuerich et al., 2021b). Darüber soll das 

Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Prozessen wiederhergestellt 

werden. Studien evaluieren die Gabe ex vivo generierter und modifizierter Treg-Konzentrate 

(Raffin et al., 2020). Konzentrierte Treg-Infusionen sollen ersten Ergebnissen zufolge sicher in 

der Anwendung und in der Lage sind, in die Leber zu migrieren um dort ihre Wirkung zu 

erfüllen. Bei einer kleinen Serie von AIH-Patient:innen konnten die verabreichten Tregs T-

Effektorzellen supprimieren und dadurch die Leberschädigung begrenzen (Oo et al., 2019). 

Eine weitere in der klinischen Testung befindliche Therapieoption könnte die in vivo 

Expansion regulatorischer T-Zellen durch niedrig dosiertes IL-2 sein. Mit ihrem durch CD25 

hoch-affinen IL-2-Rezeptor reagieren Tregs sehr empfindlich auf IL-2 und benötigen dieses, 

um einer frühzeitigen Apoptose zu entgehen. In der Leber sind die IL-2 Spiegel gering, 

wodurch Überleben und Proliferation erschwert werden (Chen et al., 2016). Im Mausmodell 

konnte durch IL-2 ein Gleichgewicht zwischen Effektor-T-Zellen und Tregs wiederhergestellt 

werden (Buitrago-Molina et al., 2021) und die Gabe von IL-2 erhöhte in Mäusen die Anzahl 

intrahepatischer Tregs und auch deren Expression von Markern wie CD39 (Kurt et al., 2022). 

Ergebnisse aus der klinischen Anwendung im Rahmen einer unkontrollierten Studie, in der 

auch zwei AIH-Patient:innen behandelt wurden, zeigten eine wirkungsvolle Treg-Expansion 

(Rosenzwajg et al., 2019). Die Schwierigkeit regulatorische T-Zellen mit verlässlich 

suppressiver Aktivität sicher zu identifizieren, zu isolieren und stabilisieren machte die 

therapeutische Anwendung bisher schwierig. Ein entzündliches Milieu fördert die 

Differenzierung von Tregs zu TH-Effektorzellen, weshalb bei der Isolation und therapeutischen 

Anwendung von Tregs perspektivisch darauf geachtet werden muss, dass möglichst wenig 

TH-like Tregs mitverabreicht werden, da diese ohnehin schon instabiler sind und im aktiven 

Krankheitsgeschehen potenziell in eine nicht gewünschte TH-Wirkweise umschlagen können 

(Richardson et al., 2022). Dementsprechend ist es wichtig, weiter daran zu arbeiten, Marker 

zu finden anhand derer man jeweils stabile suppressive sowie labile nicht-suppressive Tregs 

unterscheiden kann. 

Die vorliegende Arbeit konnte kein quantitatives Treg-Defizit im peripheren Blut der AIH-

Patient:innen identifizieren. Im Gegenteil war der relative Anteil der Tregs an den T-Zellen im 

aktiven Erkrankungsstadium eher erhöht. Die simultane Gewinnung von zusätzlichem 
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Untersuchungsmaterial in Form von Lebergewebe von Gesunden sowie Erkrankten 

ergänzend zu den bisher untersuchten Blutproben könnte die Frage klären, ob sich im 

Leberparenchym ebenfalls vermehrt Tregs befinden oder der Anteil der Tregs zwar in der 

aktiven Erkrankung hochreguliert wird, diese jedoch nicht erfolgreich in die Leber migrieren. 

Die Nutzung immunhistologischer Verfahren zur Darstellung der Tregs innerhalb des 

Lebergewebes könnte zusätzliche Informationen über die lokale Verteilung der Zellen, die 

räumliche Nähe sowie das relative Verhältnis zu anderen Immunzellen liefern. 

Auch inwiefern die Tregs qualitativ uneingeschränkt wirken können, insbesondere in der 

Leber, sollte weiter untersucht werden. Anhand der erhobenen Daten zeigte sich keine 

signifikante Abweichung der Expression der untersuchten Marker auf den Tregs von AIH-

Patient:innen im Vergleich zu den gewählten Referenzkohorten. Um weitere aussagekräftige 

Erkenntnisse zu gewinnen, ob tatsächlich kein grundlegendes oder passageres 

Funktionsdefizit der Tregs bei der AIH besteht, sind zusätzliche Untersuchungen notwendig. 

Prinzipiell kommen selbstverständlich weitere Marker für eine Untersuchung in Frage, 

beispielsweise der TH1-typische Transkriptionsfaktor T-bet, Apoptose-induzierende Proteine 

wie Granzym B und Perforin, anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 oder weitere 

Oberflächenproteine wie Glucocorticoid-Induced TNFR-Related Protein (GITR), Glycoprotein 

A repetitions predominant (GARP) oder Neuropilin-1, um nur ausschnittsweise Strukturen zu 

nennen, die in einem Zusammenhang mit der Treg-Funktion identifiziert wurden (Asseman et 

al., 1999, Grossman et al., 2004, Cao et al., 2007, Delgoffe et al., 2013, Petrillo et al., 2015, 

Sun et al., 2016).   

Die Nutzung zusätzlicher Methodik wie etwa Transkriptom- und Proteomanalysen zur 

gleichzeitigen Messung mehrerer Marker stellt darüber hinaus eine Möglichkeit zur besseren 

Untersuchung der Co-Expression von Strukturen dar, für die sich eine abhängige oder sogar 

synergistische Ausprägung beziehungsweise Wirkung vermuten lässt, beispielsweise für 

PD-1 und IFNg. Zudem könnte auch hier die qualitative Analyse intrahepatischer Tregs 

Rückschlüsse auf lokale Mikromilieu-abhängige Veränderungen erlauben, die sich durch 

eine Betrachtung rein im peripheren Blut gewonnener Tregs nicht abschätzen lassen.  

Zusätzlich sollte eine höhere Fallzahl Therapie-naiver Patient:innen sowie insbesondere 

solcher im aktiven akuten Stadium der AIH erzielt werden. Optimalerweise würde eine 

wiederholte Testung intrahepatischer sowie zirkulierender Tregs zum Zeitpunkt der aktiven 

Erkrankung – wenn möglich vor Therapieinitiierung –, unter Therapie und bei erreichter 

Remission erfolgen. 
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5 Zusammenfassung 

Die Autoimmunhepatitis (AIH) stellt eine chronische und häufig schwer verlaufende 

Erkrankung ungeklärter Ursache dar, deren Behandlung langwierig und mit hohen 

Rückfallraten verbunden ist. Pathophysiologisch wird eine funktionelle Störung 

regulatorischer T-Zellen (Tregs) kontrovers diskutiert. Diese sind im gesunden Organismus für 

die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen Immunabwehr und Toleranz zuständig. 

Es ist bekannt, dass Tregs eine gewisse Plastizität aufweisen, also ihr Phänotyp und ihre 

Funktion durch Stimuli beeinflussbar sind, bis hin zu dem An- und Abschalten ganzer 

Programme assoziierter Transkriptionsfaktoren, Oberflächenrezeptoren und Zytokine.  

In dieser Arbeit wurden verschiedene Oberflächenmarker (CTLA-4, PD-1, CD39, CCR6), 

Transkriptionsfaktoren (FoxP3, Helios, RORgt) und Zytokine (TNFa, INFg, IL-17) untersucht, 

deren Expression entweder mit klassischen suppressiven Funktionsmechanismen von Tregs 

verbunden wird oder auf einen abweichenden Phänotyp hindeuten kann. Mittels 

Durchflusszytometrie wurden die Tregs von 24 AIH-Erkrankten sowie 34 Kontrollpersonen (20 

Gesunden, 7 PSC- und 7 PBC-Erkrankten) auf die Expression der genannten Moleküle 

untersucht. Zusätzlich wurde die Mean Fluorescence Intensity (MFI) für FoxP3, CTLA-4 und 

PD-1 untersucht. Eine Korrelationsanalyse und ein Subgruppenvergleich hinsichtlich der 

Einnahme immunsupprimierender Medikamente überprüfte darüber hinaus den Einfluss 

klinischer Parameter auf die Expression der Marker. 

Im Gruppenvergleich ließen sich lediglich für die akut AIH-Erkrankten, jedoch nicht für die 

Fälle in Remission Auffälligkeiten erkennen. 6 Fälle wiesen eine schwere Krankheitsaktivität 

auf und zeigten darunter im peripheren Blut eine signifikante relative Vermehrung der Tregs 

sowie eine erhöhte FoxP3 MFI. Für die weiteren untersuchten Marker konnte keine 

signifikant abweichende Expressionshäufigkeit festgestellt werden. Als signifikanter 

Einflussfaktor auf die Expression des Transkriptionsfaktors Helios konnte die Einnahme 

immunsupprimierender Medikamente identifiziert werden. 

Die Ergebnisse legen nahe, dass im akuten Krankheitsgeschehen der AIH Veränderungen 

auftreten, unter denen im peripheren Blut der Treg-Anteil an den T-Lymphozyten steigt. 

Inwiefern dies einer lokalen Umverteilung oder einer zunehmenden Treg-Differenzierung 

entspricht bleibt unklar. Für phänotypisch signifikante Veränderungen hinsichtlich der 

untersuchten Marker ließ sich kein Anhalt finden. Zur Validierung dessen sollten 

weiterführende Untersuchungen insbesondere akute Krankheitsfälle rekrutieren. 
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Summary 

Autoimmune hepatitis (AIH) is a chronic, often severe disease of unknown cause. It’s 

treatment is complex and associated with high relapse rates. Dysfunction of regulatory T 

cells (Tregs) is controversially discussed as a possible factor in the pathogenesis of this 

disease. Tregs are responsible for maintaining a balance between immune defense and 

tolerance. It is known that Tregs exhibit a certain plasticity, meaning their phenotype and 

function can be influenced by stimuli, up to switching on and off whole programs of 

associated transcription factors, surface receptors and cytokines.  

In this work, surface markers (CTLA-4, PD-1, CD39, CCR6), transcription factors (FoxP3, 

Helios, RORgt) and cytokines (TNFa, IFNg, IL-17) have been investigated, whose expression 

is either associated with classical suppressive mechanisms of Tregs or might indicate an 

aberrant phenotype. By flow cytometry, Tregs from 24 AIH patients as well as from 34 control 

subjects (20 healthy, 7 PSC and 7 PBC patients) were analyzed for the molecules mentioned 

above. Also, the Mean Fluorescence Intensity (MFI) for FoxP3, CTLA-4 und PD-1 was 

explored. Correlation analysis and subgroup comparison investigated the influence of clinical 

aspects as well as immunosuppressive drugs on expression levels. 

Group comparison showed that significant changes were detected only in the cases actively 

suffering from AIH, but not in the cases in remission. Six cases were found to have severe 

disease activity and displayed a significant relative increase of Tregs in peripheral blood as 

well as elevated FoxP3 MFI. For the other markers, no significantly different expression 

could be demonstrated. However, taking immunosuppressive drugs was identified as a 

significant influencing factor on the expression of the transcription factor Helios. 

The results indicate that in acute AIH changes occur, that lead to an increased Treg proportion 

in the peripheral blood. Whether this corresponds to a local redistribution or an increase in 

Treg differentiation remains unclear. No evidence was found for phenotypically significant 

changes regarding the markers examined. To validate this, further studies should recruit 

particularly acute AIH cases. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

°C Grad Celsius 
Abb. Abbildung 
ADP Adenosindiphosphat 
AIH Autoimmunhepatitis 
ALAT Alanin-Aminotransferase 
ANA Antinukleäre Antikörper 
AP Alkalische Phosphatase 
APC Antigen-präsentierende Zelle 
ASAT Aspartat-Aminotransferase 
ATP Adenosintriphosphat 
CCL Chemokin-Ligand 
CCR Chemokin-Rezeptor 
CD Cluster of Differentiation 
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
FACS Fluorescence-ativated cell sorting 
FCS Fetales Kälberserum 
FoxP3 Forkhead box protein 3 
g Gramm 
GARP Glycoprotein A repetitions predominant 
GITR Glucocorticoid-induced TNFR-related Protein 
IAIHG International Autoimmune Hepatitis Group 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IPEX X-chromosomale Immundysregulation, Polyendokrinopathie und 

Enteropathie 
KC Kupfferzellen 
kDa Kilodalton 
l Liter 
LKM Liver-kidney-microsome 
LSEC Leber-Sinusendothelzellen 
M Mittelwert (arithmetisches Mittel) 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
mg Milligramm 
mHAI Modified Hepatic Activity Index 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex  
ml Milliliter 
mM Millimol 
MMF Mycophenolat Mofetil 
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MS Multiple Sklerose 
ng Nanogramm 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
NTPDase 1 Ectonucleosidtriphosphat diphosphohydrolase 1 
p p-Wert (Signifikanzwert) 
PacO Pacific Orange 
PBC Primär biliäre Cholangitis 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PD-1 Programmed cell death protein 1 
PE Phycoerythrin 
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
PSC Primär sklerosierende Cholangitis 
r Korrelationskoeffizient 
RORgt Retinoic-acid-receptor-related orphan receptor gamma t 
SLA Soluble liver antigen  
SLE Systemischer Lupus erythematodes 
SMA Smooth-muscle antibody 
Tab. Tabelle 
TACE TNFα-converting enzyme 
TCR T-Zell Rezeptor 
Teff Effektor-T-Zellen 
TGFb Transforming growth factor beta 
TH T-Helferzelle 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNFR TNFα-Rezeptor 
Treg Regulatorische T-Zelle 
TSDR Treg-spezifische demethylierte Region 
U Einheit 
UDCA Ursodesoxycholsäure 
UKE Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 
vgl. Vergleiche 
xg Vielfaches der Erdbeschleunigung als Maßeinheit des 

Zentrifugierens 
γGT Gamma-Glutamyltransferase 
µl Mikroliter 
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