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1. Einleitung 

Der Begriff „ Allergie“ ist in modernen Gesellschaften durchaus kein Fremdwort mehr. In den 

letzten Jahrzehnten kam es zu einem dramatischen Anstieg von allergischen Sensiblisierungen 

und Reaktionen, deren Behandlung die europäische Union jährlich ca. 25 Milliarden Euro 

kostet [23]. Aufgrund dieser hohen Kosten und des weiterhin bestehenden Forschungsbedarfs 

stellen allergische Erkrankungen eine große gesundheitliche Herausforderung unserer Zeit 

dar. Unter „Allergie“ versteht man eine verstärkte, spezifische Abwehrreaktion des 

Immunsystems gegenüber an sich harmlosen Substanzen. Von dieser Überempfindlich-

keitsreaktion sind hauptsächlich die Grenzflächen unseres Organismus, die Haut und die 

Schleimhäute, betroffen, was sich u.a. in allergischer Rhinokonjunktivitis, Urtikaria, 

Nahrungsmittel- und Arzneimittelallergien, allergischer Kontaktdermatitis und atopischem 

Ekzem äußert. Allergie ist keine Bagatellerkrankung, da sie einen 

chronischen/rezidivierenden Verlauf nehmen und in Form des anaphylaktischen Schocks 

sogar tödlich enden kann und zudem die Lebensqualität des Einzelnen erheblich 

beeinträchtigt. Die Mechanismen, die zur Ausprägung einer Allergie führen 

(Sensibilisierung), wurden in den letzten Jahren sehr stark beforscht und sind bisher gut 

verstanden. Die akute Phase der Allergie, die Effektorphase, und die Abheilung, Limitierung, 

sind hingegen weniger gut charakterisiert und derzeit im Fokus der Forschung.  

Zu den häufigsten allergischen Erkrankungen der Haut zählen die allergische 

Kontaktdermatitis und das Ekzem, das sich weiter unterteilt in eine atopische und eine nicht 

atopische Form. Ekzematöse Erkrankungen sind verbunden mit deutlichen Einschränkungen 

im alltäglichen Leben, die einhergehen mit ausgeprägtem Juckreiz, bewusstem Meiden von 

Allergie-auslösenden Situationen und dem Gefühl des Stigmas. Wissensbedarf besteht auch 

hier im Bereich der Effektorphase und der Limitierung dieser überschießenden Antwort des 

Immunsystems.  

In dieser Arbeit sollen die Interaktionen der zwei Hauptspieler in der Ekzemreaktion – 

Keratinozyten und T-Zellen – näher charakterisiert werden, um erweiterte Einblicke in die 

Effektorphase und vor allem die Mechanismen der Limitierung zu erhalten.  
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1.1. Entstehung von Immunreaktionen in der Haut  

Die Haut stellt beim Erwachsenen mit ca. 2m2 das größte Organ des menschlichen Körpers 

dar. Sie grenzt den Organismus einerseits vor schädlichen Einflüssen aus der Umwelt ab, 

ermöglicht ihm andererseits aber auch den Austausch mit seiner Umgebung. Antigene aus 

Bakterien, Pollen, Hausstaubmilben, Schmuck, etc. treffen jeden Tag in großer Anzahl auf die 

Haut und müssen vom Immunsystem als ungefährlich oder fremd und potentiell gefährlich 

eingestuft werden. Antigene können entweder aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften 

(Haptene) oder über eine gestörte Hautbarriere in den Körper eindringen und dort mit  

residenten Zellen des Immunsystems interagieren. In der Epidermis ansässige Antigen-

präsentierende Zellen (APZ), die Langerhanszellen (LZ), oder die in der Dermis beheimateten 

dermalen Dendritischen Zellen, DZ, tragen als professionelle APZ die Aufgabe, Antigene 

aufzunehmen und sie zu prozessieren, um für dieses Antigen spezifische T-Zellen zur 

Proliferation und Differenzierung anzuregen. Diese T-Zellen wandern wiederum zurück in die 

Haut und beseitigen das in den Körper eingedrungene Antigen.  

Beim ersten Kontakt mit einem sensibilisierenden Agens spricht man von der 

Sensibilisierungsphase, deren Prozesse für den Menschen symptomlos verlaufen. Hierbei 

werden APZ nach der Aufnahme des Antigens entweder durch das Antigen selbst, z.B. durch 

bakterielle Bestandteile oder durch proinflammatorische Wirkung des Antigens auf andere 

Zellen der Haut, z.B. Induktion von IL-1α und IL-1ß in Keratinozyten [74], angeregt, sich aus 

dem Zellverband zu lösen und über die Lymphbahn in regionale Lymphknoten einzuwandern 

(Abb. 1). Während dieser Wanderung differenzieren APZ von immaturen zu maturen Zellen, 

die ihre Fähigkeit zur Antigen-Aufnahme verlieren, dafür aber durch die Hochregulation der 

konstitutiv exprimierten MHC-Klasse I und -Klasse II Moleküle und kostimulatorischen 

Moleküle (u.a. CD80 und CD86) zur Stimulation naïver T-Zellen befähigt werden. Reife APZ 

exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7 und sie bewegen sich entlang eines CCL21/CCL19 

Chemokin Gradienten, der durch ein spezialisiertes Endothel (Venolen mit hohem Endothel, 

HEV) aufgebaut wird, in Richtung der Lymphknoten. Innerhalb des Lymphknotens wandern 

sie in die T-Zellzone und präsentieren das aufgenommene Antigen ebenfalls infiltrierenden 

naïven T-Zellen [62, 76].  

-8- 



EINLEITUNG 

Naive   
T-Zelle 

Epidermis 

Dermis 
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postkapilläre           
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+/- Gefahrensignal 
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MHC/TZR 
Interaktion 

1 

2 
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Proliferation 
Differenzierung 

Effektor 
T-Zelle 

LFA-1 

CCL27 ICAM-1 E-Selektin 

4 Transmigration 

3 

rollende/feste 
Adhäsion 

CCR10 

CLA 

Effektorphase Sensibilisierungsphase  

Abb. 1 : Entstehung von in die Haut migrierender T-Effektorzellen 

Naïve T-Zellen wandern über die Expression des CCR7 in Lymphknoten ein und treffen dort auf mature APZ, 

die Antigene in der Haut aufgenommen und prozessiert haben und es auf MHC-Molekülen an die T-Zellen 

präsentieren. Erkennen naïve T-Zellen das spezifische Antigen, proliferieren und differenzieren sie im 

Mikromilieu des Haut-drainierenden Lymphknoten zu CLA+ Effektor T-Zellen, die zunächst zurück ins Blut und 

schließlich über die Erkennung von E-Selektin und vom Endothel präsentierten Chemokinen in ihr Zielorgan-die 

Haut-einwandern. (iAPZ/mAPZ: immature/mature APZ) 

Naïve T-Zellen tragen auf ihrer Oberfläche L-Selektin (CD62L), das an sulfatisierte Sialyl 

Lewisx Seitengruppen der sog. vaskulären Adressine (CD34 oder GlyCam-1) auf HEV bindet 

und sie somit befähigt, in Lymphknoten einzuwandern (Abb. 1). Die Interaktion des L-

Selektins mit vaskulären Adressinen vermittelt zusammen mit dem ß2-Integrin LFA-1, das an 

ICAM-1 und ICAM-2 Moleküle auf dem Endothel bindet, eine rollende Adhäsion an das 

Endothel. Erst wenn das Endothel zusätzlich Chemokine exprimiert und die T-Zelle diese 

über entsprechende Rezeptoren bindet, geht die rollende Adhäsion in eine feste Bindung über 

und die Transmigration der naïven T-Zelle in den Lymphknoten wird induziert. Bei diesen 

Schlüssel-Chemokinen handelt es sich, wie bei den infiltrierenden APZ, ebenfalls um CCL21 
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und CCL19, die an den CCR7  Rezeptor auf der naïven T-Zelle binden und sie zusätzlich im 

Lymphknoten in die T-Zellzone geleiten [91].  

 

In der T-Zellzone des Lymphknotens treffen naïve T-Zellen auf die eingewanderten APZ, die 

ihnen Peptide des ursprünglichen Antigens auf MHC-Klasse I oder MHC-Klasse II 

Molekülen präsentieren. CD8+ naïve T-Zellen suchen die APZ nach einem passenden 

antigenen Peptid ab, das über MHC-Klasse I Moleküle präsentiert wird und mit dem T-

Zellrezeptor (TZR) nach dem Schlüssel-Schloss Prinzip zusammen passt. CD4+ naïve T-

Zellen suchen nach Pepetiden auf MHC-Klasse II Molekülen [166]. Diese enge Interaktion 

der beiden Zellen wird als sog. T-Zell-APZ Dialog bezeichnet und über verschiedene 

Adhäsionsmoleküle, wie LFA-1, ICAM-3, CD2 seitens der T-Zelle und ICAM-1, ICAM-2, 

DC-Sign, CD58 seitens der reifen APZ vermittelt [30]. Ist diese Suche nicht erfolgreich, 

verlassen naïve T-Zellen den Lymphknoten über efferente Bahnen, gelangen zurück in die 

Blutbahn und beginnen die Suche erneut in einem anderen Lymphknoten. Bindet allerdings 

der TZR an ein MHC-Molekül mit dem richtigen Peptid, kommt es, ähnlich dem Übergang 

von rollender zu fester Adhäsion, zu einer Konformationsänderung des LFA-1 Integrins und 

somit zu einer engen Interaktion zwischen beiden Zellen, die schließlich in der klonalen 

Expansion der naïven T-Zelle resultiert [30]. Hierzu müssen jedoch zwei Signale von 

derselben APZ an die T-Zelle übermittelt werden [91]:        

Signal 1: Bindung des MHC-Klasse Moleküls mit gebundenem Peptid an den TZR    

nach dem Schlüssel-Schloss Prinzip 

Signal 2: Übermittlung eines kostimulatorischen Signals an die T-Zelle 

 

Das Immunsystem hat unterschiedliche Möglichkeiten, um auf eingedrungene Fremdantigene 

zu reagieren; so werden extrazelluläre Bakterien eine Reaktion hervorrufen, die Makrophagen 

vermehrt dazu anregt, diese phagozytisch aufzunehmen und abzutöten (TH1 Antwort), 

wohingegen extrazelluläre Parasiten, die zu groß sind, um von Makrophagen aufgenommen 

zu werden, eine Reaktion induzieren, die die Bildung opsonisierender Antikörper und 

Effektormechanismen von Eosinophilen Granulozyten zur Folge hat (TH2 Antwort). Diese 

Weichenstellung der Immunreaktion wird ebenfalls im Lymphknoten von APZ durch ein 

drittes Signal übermittelt, das Zytokinsignal. Dieses Signal 3 bewirkt die Differenzierung der 

naïven T-Zelle zu einer Effektorzelle, die entweder inflammatorische oder regulatorische 

Eigenschaften besitzt (siehe 1.2) [14].  
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Effektor T-Zellen unterscheiden sich in ihrer Ausstattung an Oberflächenmolekülen deutlich 

von naïven T-Zellen; so verlieren sie die Expression des L-Selektins während der 

Differenzierung und können somit nicht mehr in Lymphknoten einwandern, zudem sind sie 

gekennzeichnet durch eine hohe Expression von LFA-1, CD2 und CD44 und durch eine 

alternative Splice Variante des CD45 Moleküls, CD45RO [91]. Neugebildete Effektorzellen 

verlassen den Lymphknoten über efferente Lymphbahnen, gelangen zurück ins Blut und 

finden über sog. „Homing“ Moleküle ihren Weg in das Zielorgan, in dem das Antigen 

ursprünglich von APZ aufgenommen wurde (Abb. 1).  

 

90% der in die Haut wandernden T-Zellen exprimieren das „Homing“ Molekül „cutaneous 

lymphocyte antigen“, CLA, das ähnlich wie Sialy Lewisx, eine Kohlehydratstruktur ist, die 

ein Epitop des Oberflächenmoleküls PSGL-1 darstellt [137]. Das Mikromilieu des Haut 

drainierenden Lymphknotens scheint in Zusammenwirken mit  IL-12 zur Induktion des CLA 

Moleküls in naïven T-Zellen zu führen [195]. Entscheidend ist hierfür die Aktivität der 

α1,3Fucosyltransferasen IV und VII, die die finale sialofucosylierung der Zuckerstruktur 

durchführen und deren Fehlen zu einer reduzierten bzw. nicht mehr induzierbaren 

Kontaktreaktion im Mausmodell führt [171]. Interessanterweise inhibiert die Anwesenheit 

von IL-4 im Lymphknoten die Expression von CLA, was wiederum die vorherrschende 

Dominanz von Typ1 Zellen in der Kontaktreaktion erklären könnte [195]. Das CLA Antigen 

ist beteiligt an den komplexen Interaktionen zwischen zirkulierenden T-Zellen und kutanem 

vaskulärem Endothel, die während der Wanderung der T-Zellen in die Haut stattfinden. Der 

Prozess der Leukozyten Extravasation in Lymphknoten [173] kann auch auf die Migration 

von CLA+ T-Zellen in die Haut übertragen werden: Unter inflammatorischen Bedingungen 

induzieren proinflammatorische Mediatoren, wie IL-1 und TNF-α, die Expression 

verschiedener Adhäsionsmoleküle, wie E-Selektin, ICAM-1, auf der Oberfläche von 

Endothelzellen. Selektine sind verantwortlich für die lose Bindung der T-Zellen an das 

Endothel und die rollende Adhäsion, die es ihnen ermöglicht, die Endotheloberfläche nach 

weiteren Molekülen, wie Chemokinen und Molekülen der Immunglobulin Superfamilie, z.B. 

ICAM-1, abzusuchen. Interaktionen zwischen CLA/E-Selektin, VLA-4/VCAM-1 und LFA-

1/ICAM-1 sind unumgänglich für die transendotheliale Migration der T-Zellen [146, 154, 

155], aber reichen alleine nicht aus. Chemokine sind in diesen Prozess kritisch involviert; sie 

werden ebenfalls von aktiviertem Endothel auf der Oberfläche präsentiert und induzieren nach 

Bindung an ihre Rezeptoren auf der T-Zelle eine Konformationsänderung des Integrins LFA-
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1, überführen somit die rollende Adhäsion in eine feste Bindung an das Endothel und sind 

auch in die Änderung der Zellmorphologie während der Diapedese involviert [103].  

Eine Vielfalt von Chemokinrezeptoren konnte auf CLA+ Effektorzellen identifiziert werden; 

unter diesen  CXCR2 [153], CCR4 [35], CCR6 [84], CXCR3 [149] und CCR10 [85] (siehe 

auch Tabelle im Anhang). Von diesen Rezeptoren kommt CCR10 eine besondere Bedeutung 

zu, da er CCL27 (CTACK) bindet, das ausschließlich von basalen Keratinozyten gebildet und 

durch eine Entzündungsreaktion verstärkt exprimiert wird [83]. Zudem ist die Expression von 

CCR10 auf die CLA+ T-Zell Population beschränkt [87]. Somit ist die Wechselwirkung von 

CCR10/CCL27 und CLA/E-Selektin in der Lage, gezielt T-Effektorzellen in die Haut zu 

dirigieren. Die Effektorfunktionen der in die Haut infiltrierenden T-Zellen werden im 

Einzelnen bei den Krankheitsbildern der allergischen Kontaktdermatitis und des atopischen 

Ekzems diskutiert.  

1.2 T-Zell Subpopulationen 

In den 80er Jahren untersuchten Mosmann und Coffman [39, 113] das Vorhandensein 

unterschiedlicher Subpopulationen in der CD4+ T-Zellfraktion. So wurde die TH1/TH2 

Hypothese formuliert, die trotz mancher Unschlüssigkeit bis heute Bestand hat: 

 

TH1 T-Zellen übernehmen im Immunsystem üblicherweise die Aufgabe der Virusabwehr und 

der Abwehr von intrazellulären Bakterien, indem sie Phagozyten zur Abtötung der 

aufgenommenen Pathogene aktivieren und die Bildung opsonisierender, Komplement-

aktivierender IgG Antikörper anregen. Das Effektorzytokin der TH1 Zellen ist IFN-γ und sie 

sind zudem durch die Expression der Zytokinrezeptoren für IL-12 und IL-18 und der 

Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 gekennzeichnet. Naïve T-Zellen differenzieren in 

der Gegenwart von IL-12 zu TH1 Zellen, das an den IL-12 Rezeptor der naïven Zelle bindet, 

und über den Transkriptionsfaktor STAT-4 die Expression TH1-spezifischer Gene, u.a. des 

Gens für IFN-γ, induziert. Einen spezifischen Marker für die TH1 Population stellt der 

Transkriptionsfaktor T-bet dar, der durch IFN-γ induziert wird und eine Amplifikation der 

TH1 Entwicklung bewirkt (Abb. 2) [14, 39, 113]. 
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TH2 Zellen tragen die Aufgabe der Abwehr von extrazellulären Parasiten, die mit der 

Produktion von IgE Antikörpern einhergeht. Da die Infektion mit diesen Parasiten in der 

westlichen Welt durch verbesserte Hygienestandards immer mehr in den Hintergrund getreten 

ist, kommt der Beteiligung von TH2 Zellen an allergischen Reaktionen immer größeres 

Interesse zu. Die Effektorzytokine von TH2 Zellen sind u.a. IL-4 und IL-5, die den 

Isotypwandel in B-Zellen zu IgE Antikörpern bewirken und die Differenzierung und das 

Überleben von Eosinophilen fördern. Zusätzlich können TH2 Zellen durch die fehlende 

Expression der Rezeptoren für IL-12 und IL-18 und die Expression des Chemokinrezeptors 

CCR4 charakterisiert werden. In der Anwesenheit von IL-4 differenzieren naïve T-Zellen 

über die Aktivierung von STAT-6 zu TH2 Zellen. Für die Expression der Zytokingene ist die 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors GATA-3 verantwortlich. Das neugebildete IL-4 wirkt 

parakrin über weitere Stimulation von STAT-6 amplifizierend auf eine sich entwickelnde TH2 

Antwort (Abb. 2) [14, 39, 113]. 

TH1 und TH2 Zellen beeinflussen zudem wechselseitig die Bildung von Effektorzellen des 

anderen Typs. So konnte gezeigt werden, dass TH1 Zellen durch die Produktion von IFN-γ die 

Entwicklung von TH2 unterbinden und umgekehrt TH2 Zellen durch IL-4 die TH1 

Entwicklung hemmen können [14, 39, 113]. 

 

Eine Überarbeitung der TH1/TH2 Hypothese erfolgte 2003, als Cua et al. IL-23 als 

außerordentlich wichtigen Faktor in der Entstehung der experimentellen allergischen 

Encephalomyelitis (EAE) im Mausmodell identifizieren konnten [46]. IL-23 bewirkt die 

Bildung einer T-Zellsubpopulation, die durch die Sekretion von IL-17, IL-6 und TNF 

gekennzeichnet ist und heute als TH17 Zellen bezeichnet wird (Abb. 2). Im Mausmodell 

konnte TGF-ß in Zusammenwirken mit IL-6 als weiterer Faktor, der die Differenzierung 

naïver T-Zellen zu TH17 Zellen anregt, identifiziert werden. TGF-ß alleine induziert hingegen  

T-Zellen mit regulatorischer Funktion [24]. In einer kürzlich erschienen Arbeit von Acosta-

Rodriguez et al. konnte gezeigt werden, dass im humanen System nicht TGF-ß sondern IL-1 

im Zusammenspiel mit IL-6 die Bildung von TH17 Zellen bewirkt [1]. Neben der Produktion 

von IL-17 können TH17 Zellen durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors RORγT 

charakterisiert werden [89]. Bei einer Reihe von Krankheitsbildern unterschiedlicher 

Organsysteme, wie dem Gehirn (z.B bei Multipler Sklerose), Gelenken (rheumatoide 

Arthritis), Herz (Myokarditis) und der Lunge (bronchiale Hyperreagibilität) konnte in 

experimentellen Modellen eine Beteiligung von TH17 Zellen nachgewisen werden [174]. 
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Albanesi et al. konnten zeigen, dass auch Nickel-spezifische T-Zellen in der Lage sind IL-17 

zu sezernieren; eine Rolle dieser Zellen bei der allergischen Kontaktdermatitis liegt somit 

nahe [7]. 

Auch TH17 Zellen werden durch die Aktionen anderer T-Zellpopulationen beeinflusst, so 

wurde ein über IFN-γ vermittelter hemmender Effekt von TH1 auf TH17 Zellen beschrieben, 

der in der EAE eine Aggravation und weiteren Gewebeschaden verhindern kann. TH1 Zellen 

stellen somit eine anti-inflammatorische Bremse für den durch TH17 induzierten 

Gewebeschaden dar. TH2 Zellen inhibieren über IL-4 die Produktion von IL-17, wohingegen 

TNF und IL-23 die IL-17 Expression verstärken [102, 133]. 

IL-10, 
TGFβ

Tr1

TH3 

FOXP3- 

TH2

TH1

TH17

CD25+

naïv

CD4+ 
Vorläufer

FOXP3+
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RORγT 

IL-1 
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IL-12

IL-4
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IFNγ,         
IL-2, TNF-α 
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Abb. 2: CD4+ T-Effektorzellen  

CD4+ T-Zellen entwickeln sich im Thymus und differenzieren in der Peripherie aus einer CD4+ FOXP3- 

Vorläuferzelle in TH1, TH2 und TH17 Effektorzellen oder in regulatorische TH3 und Tr1 Zellen. Die 

Vorläuferzelle der  FOXP3+ regulatorischen T-Zellen ist bisher noch nicht vollständig charakterisiert. 
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Eine der wichtigen Fähigkeiten des Immunsystems ist es, zwischen Selbst und Nicht-Selbst 

unterscheiden zu können, um einerseits die immunologische Toleranz gegenüber Selbst-

Antigen aufrecht zu erhalten und andererseits schützende Immunantworten gegen Fremd-

Antigene zu induzieren. Die Eliminierung von unreifen, selbst-reaktiven T-Zellen erfolgt 

bereits bei ihrer Entstehung im Thymus über den Mechanismus der negativen Selektion und  

ist bei der Ausbildung der Selbst-Toleranz entscheidend; in den letzten Jahrzehnten 

verdichteten sich Hinweise auf T-Zell Subpopulationen, die in der Peripherie in der Lage sind 

selbst-reaktive T-Zellen, die der negativen Selektion im Thymus entgangen sind, unschädlich 

zu machen. Diese T-Zellen werden als regulatorische T-Zellen bezeichnet. Bisher sind sieben 

T-Zell Subpopulationen mit regulatorischer Aktivität beschrieben, von denen die natürlich 

auftretenden CD4+CD25+ T-Zellen (Treg) und die induzierbaren Tr1 Zellen die am besten 

charakterisierten Populationen darstellen. 

 

Natürlich auftretende Treg entwickeln sich im Thymus und sind durch die hohe Expression 

der α-Kette des IL-2 Rezeptors, CD25, auf ihrer Zelloberfläche und die Expression des 

Transkriptionsfaktors FOXP3 („forkhead box P3“) und des zytotoxischen T-Lymphozyten 

Antigens, CTLA-4 von konventionellen Effektorzellen abgrenzbar [57, 178]. Unter den CD4+ 

T-Zellen nehmen sie einen Anteil von 1-10% ein. Ursprünglich wurden sie als anerge Zellen 

beschrieben, die spezifisch über den T-Zellrezeptor mit dem Selbst-Antigen aktiviert werden, 

jedoch unspezifisch die IL-2 vermittelte Proliferation der Zielzellen über Zell-Zell Kontakt 

verhindern. In neueren Arbeiten wurde jedoch auch eine regulatorische Wirkung dieser Zellen 

durch sezerniertes TGF-ß und/oder IL-10 beschrieben [13, 68]. CD4+CD25+ T-Zellen 

regulieren TH1/TH2 Antworten und Immunantworten auf Pathogene und Allergene [20, 21, 

109]. 

 

Tr1 Zellen wurden erstmals in der Maus von Groux et al. beschrieben, der durch repetitive 

Stimulation mit Ovalbumin in der Anwesenheit von IL-10 eine T-Zellpopulation induzieren 

konnte, die sich durch ihre hohe IL-10 und mäßige TGF-ß Produktion auszeichnete [72, 105]. 

Bisher ist unbekannt, aus welchen Vorläuferzellen Tr1 Zellen in vivo  hervorgehen. In der 

Literatur sind sowohl Tr1 Zellen beschrieben, die nur IL-10 produzieren, als auch Zellen, die 

zusätzlich IFN-γ, IL-5 oder TGF-ß jedoch kein IL-2 und IL-4 bilden, was sowohl naïve CD4+ 

CD25- T-Zellen, als auch TH1 bzw. TH2 Zellen als Vorläufer möglich erscheinen lässt [72]. 
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IL-10 produzierende Tr1 Zellen hemmen die Proliferation ihrer Zielzellen in Allergen-

spezifischer Weise über die Produktion von IL-10 [6, 148]. 

 

Studien von drei unabhängigen Gruppen zeigten einen deutlichen Einfluss einer 

beeinträchtigten Inhibition von Allergen-spezifischen TH2 Zellen durch natürlich auftretende 

CD4+CD25+ Treg bei allergischen Patienten während der Pollenflugsaison [71, 109] und bei 

Patienten, die mit einer TH2 Antworten auf Allergen reagieren [21]. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass eine Depletion von CD4+CD25+ Zellen in Vollblut von gesunden Spendern zu 

einer vermehrten Proliferation und Zytokinproduktion von TH2 Zellen auf Allergene aus 

Milch und Gräsern führt [109, 176]. Gesunde Probanden weisen im Vergleich zu Allergikern 

und Asthmatikern eine erhöhte Frequenz von IL-10 produzierenden Tr1 Zellen auf [6]. 

Interessanterweise erhöht sich die Anzahl der CD4+CD25+ und der IL-10 produzierenden T-

Zellen bei Patienten, die auf natürliche Weise eine Toleranz entwickeln, wie bei der Milch 

Allergie oder bei Bienenzüchtern [3, 97].  

Humane Nickel-spezifische Tr1 Zellen wurden erstmals von Cavani et al. [37], und von 

Sebastiani et al. als Zellen mit Expression von TH1 bzw. TH2 assoziierten Chemokin-

rezeptoren  (CXCR3, CCR5 bzw. CCR3, CCR4, CCR8) näher charakterisiert [165].  

Somit scheinen natürlich auftretende Treg und IL-10 produzierende Tr1 Zellen aktiv an der 

Suppression von allergischen Reaktionen auf Umweltantigene in gesunden Individuen 

beteiligt zu sein; möglicherweise wird deren Funktion durch chronische Allergen-Exposition 

bei Allergikern beeinträchtigt [147].  

1.3 Das Ekzem 

1.3.1 Nomenklatur ekzematöser Hauterkrankungen 

Die Häufigkeit ekzematöser Erkrankungen und deren intensives Studium haben im letzten 

Jahrhundert zu einer Fülle verschiedener Namen für dieses Krankheitsbild geführt, die 

schließlich im Jahre 2004 die World Allergy Organization (WAO) dazu veranlassten, eine 

einheitliche Nomenklatur zu schaffen (Abb. 3) [92]. So werden unter dem Oberbegriff 

Dermatitis die Kontaktdermatitis,  das Ekzem und andere Formen der Dermatitis, wie z.B. das 

seborrhoische Ekzem zusammengefasst. Bei der Kontaktdermatitis unterscheidet man die 
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allergische Form, die durch eine Sensibilisierungsphase mit anschließender Effektorphase und 

immer gleicher Reaktion nach weiterem Allergen-Kontakt gekennzeichnet ist, von der 

irritativ-toxischen Form, die sofort nach Noxen-Kontakt zur Reaktion führt und keiner 

Sensibilisierung bedarf. Der Begriff Ekzem kommt entzündlichen Hauterkrankungen mit 

bestimmten Charakteristika zu: so bezeichnet man als atopisches Ekzem Reaktionen, denen 

eine Sensibilisierung des Patienten zu Grunde liegt und die gekennzeichnet ist durch einen 

spezifischen Serum IgE Titer >150 kU/l und allergischer Rhinokonjunktivitis oder 

allergischer Reaktion auf Nahrungsmittel oder Pollen oder Asthma. Als nicht-atopisches 

Ekzem werden Reaktionen bezeichnet, bei denen keine Sensibilisierung (Gesamt IgE <150 

kU/l) vorliegt und keine der oben beschriebenen allergischen Reaktionen auftreten. Etwa 80% 

der an Ekzem erkrankten Erwachsenen leiden an einem atopischen Ekzem, wohingegen 10-

20% von einem nicht-atopischen Ekzem betroffen sind. 

 

Dermatitis 

Kontaktdermatitis Ekzem andere Formen der 
Dermatitis 

atopisches       
Ekzem 

nicht-atopisches   
Ekzem 

irritativ-toxische 
Kontaktdermatitis 

allergische 
Kontaktdermatitis 

nicht IgE-assoziiert,               
ohne        

Asthma/Rhinokonjunktivitis 

IgE-assoziiert, 
Asthma/Rhinokonjunktivits 

möglich  

Abb. 3 : Nomenklatur ekzematöser Hauterkrankungen (nach [92]) 

 

Im Weiteren werden die Mechanismen und Fehregulationen im Immunsystem erläutert, die 

zur Ausprägung einer allergischen Kontaktreaktion auf Haptene oder zur Entstehung von 

atopischen Ekzemläsionen führen. 
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1.3.2 Die allergische Kontaktdermatitis 

Durch Kontaktallergien verursachte Hautkrankheiten sind in der Regel nicht 

lebensbedrohlich, stellen jedoch für den Betroffenen eine einschneidende Diagnose mit zum 

Teil erheblichen Konsequenzen dar. Beruflich und außerberuflich erworbenene 

Kontaktallergien sind ein volkswirtschaftlich nicht zu unterschätzender Kostenfaktor, der 

Berufsgenossenschaften jährlich ca. 125 Millionen Euro kostet [23]. Im Formenkreis der 

Kontaktdermatitis wird die allergische Form von der irrativ-toxischen Form unterschieden 

(Abb. 3). Der Erstkontakt mit einem Kontaktallergen führt bei der allergischen 

Kontaktdermatitis im Gegensatz zur irratativ-toxischen Kontaktreaktion zu keiner Reaktion. 

Erst wenn eine Sensibilisierung gegenüber dem Allergen stattgefunden hat, kommt es bei 

jedem erneuten Kontakt zu ekzematösen Läsionen die zeitverzögert nach ca. 48-72 Stunden 

auftreten und aufgrund dieser verzögerten Kinetik als Spättyp- oder Typ-IV Reaktionen [42] 

bezeichnet werden. Die allergische Kontaktdermatitis zeigt eine Prävalenz von 15,9% bis 

28% [48, 158]. Die häufigsten Kontaktallergene sind Nickel (15,5%), Duftsoff-Mix (11,7%) 

und p-Phenylendiamin (4,6%). In einer Studie wurde die Häufigkeit der Sensibilisierung 

gegenüber diesen Agentien auf die Gesamtbevölkerung Deutschlands bezogen, die für Nickel 

im „medium“-Szenario bei 2,3% und im „worst case“-Szenario bei 5,5% liegt [162]. Frühe 

Beschreibungen der Nickelallergie datieren in die Jahre 1894 (ekzematöse Reaktionen auf das 

Durchstechen des Ohrläppchens) [180] und 1954 (Oberschenkelekzeme auf das Tragen von 

nickelhaltigen Strumpfhaltern) [34]. Eine Sensibilisierung auf Nickel liegt bei Frauen, die 

jünger als 40 Jahre sind, um ein fünffaches höher als bei Männern [79]; als Gründe hierfür 

werden das Tragen von nickelhaltigem Modeschmuck [187] oder das Auftragen von 

nickelhaltigem Lidschatten [152] oder eben das Tragen von Strumpfhaltern, wenn diese auch 

heutzutage etwas aus der Mode gekommen sind, diskutiert.  

Durch die eingeführte „Nickel-Verordnung“, die eine maximale Freisetzung von Nickel bei 

Gegenständen, die längere Zeit in Kontakt mit der Haut kommen, von 0,5µg/cm2/Woche 

festsetzt [64], zeigt sich ein deutlich rückläufiger Trend mit Sensiblisierungsquoten bei 

Frauen von 1992: 36,7% und 2001: 25,8% und bei Männern von 1992: 8,9% und 2001: 5,2% 

des untersuchten Probandenkollektives [161]. Die Sensibilisierungsrate auf Nickel liegt heute 

jedoch im Durchschnitt bei immer noch 20% (Frauen). Vor diesem Hintergrund ist die 

Verwendung von Nickellegierungen im Euro aus allergologischer Sicht unverständlich [121].  
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Patienten mit einer Kontaktallergie zeigen häufig eine Polysensibilisierung auf mehrere 

Kontaktallergene, was als klinisches Zeichen für eine erhöhte Suszeptibilität an 

Kontaktreaktion zu erkranken gewertet wird und eine genetische Prädisposition  

wahrscheinlich macht. Die Ergebnisse aus Familien- und Zwillingsstudien sprechen ebenfalls 

für einen genetischen Einfluss bei der Ausbildung einer Kontaktallergie [111]. 

Untersuchungen an Patienten mit einer Kontaktallergie auf para-substituierte 

Alkylkomponenten, wie p-Phenylendiamin, zeigten ein vermehrtes Auftreten von 

Polymorphismen in den Promotorregionen des IL-16 und des TNF-α Gens im Vergleich zur 

gesunden Kontrollgruppe [144, 200], zusammen mit dem erhöhten Azetylierungsstatus dieser 

Patienten [199] ergibt sich ein Szenario, das zur schnellen Aktivierung von Immun-

mechanismen in der Haut führen könnte. Allerdings sind bisher keine Studien bekannt, die 

speziell genetische Polymorphismen in der Gruppe der Nickel-sensibilisierten Patienten 

zeigen. Assoziationen der allergischen Kontaktdermatitis mit bestimmten HLA Molekülen 

hingegen lieferten bisher kein konsistentes Bild und scheinen eine eher untergeordnete Rolle 

zu spielen [53, 88, 117, 167]. Dagegen konnte eine bevorzugte Nutzung des Vß17 Elementes 

im α/ß-TZR von Nickel-spezifischen CD4+ T-Zellen gezeigt werden. Die Komplementaritäts-

determinierende Region 1 (CDR1) des Vß17 Moleküls enthält Aminosäuresequenzen, deren 

Funktion die Bindung von Nickelionen ist und die somit eine Superantigen-ähnliche 

Verknüpfung zwischen dem TZR und MHC-Molekül bewirken könnten. Zudem scheint die 

Überrepräsentation des Vß17 Elementes im Nickel-spezifischen Klonpool mit der Schwere 

der Kontaktreaktion zu korrelieren [194]. 

1.3.2.1 Rolle von APZ in der allergischen Kontaktdermatitis 

Nickelhaltiger Modeschmuck, Jeansknöpfe oder Euromünzen treffen auf die Haut und setzen 

in Kontakt mit Schweiß Nickel frei [121], Nickel penetriert durch die Haut, bindet dort 

vermutlich an Carrierproteine wie Humanes Serum Albumin und wird schließlich von APZ in 

der Haut aufgenommen. Nickel selbst hat eine proinflammatorische Wirkung auf APZ; so 

konnte in einer Arbeit von De Smedt et al. gezeigt werden, dass Nickel die Expression der 

kostimulierenden Moleküle CD83 und CD86, sowie HLA-DR, IL-6 und IL-12 in DZ 

stimuliert und somit die Reifung der immaturen zur maturen DZ und deren Migration in die 

regionalen Lymphknoten bewirkt [47]. Im Lymphknoten wird das von DZ aufgenommene, an 

Carrierproteine gebundene Nickelmolekül naïven T-Zellen präsentiert, die daraufhin 

-19- 



EINLEITUNG 

proliferieren und unter Einfluss von IL-12 hauptsächlich zu Nickel-spezifischen TH1-

Effektorzellen differenzieren.  

Haptene sind niedermolekulare Substanzen, die für sich nicht immunogen sind, sondern erst 

durch Bindung an Proteine und deren Veränderung in der Lage sind Immunreaktionen hervor 

zu rufen. Nickel wird als Hapten bezeichnet, kann aber T-Zellen auf vielfältigere Weise zur 

Proliferation anregen: 

• Nickel bindet an Selbst-Proteine innerhalb der Zelle und verändert deren Struktur 

derart, dass sie als kryptische Selbstpeptide durch T-Zellen in MHC-abhängiger Weise 

als körperfremd erkannt werden [70].  

• Prozessierungs-unabhängige Erkennung: extrazelluläre Bindung von Nickel an 

Peptide, die bereits von MHC-Molekülen präsentiert werden und Veränderung ihrer 

Struktur, die zur Immunogenität führt [116] 

• Stimulation von T-Zellen durch Nickel in Super-Antigen ähnlicher Weise durch 

unspezifische Verknüpfung des MHC-Moleküls und des TZR [59] 

• MHC- und CD1-unabhängige Erkennung, die zur Perforin-vermittelten Abtötung von 

Nickel-präsentierenden Zielzellen durch CD8+ T-Zellen führt [115] 

 

Die Präsentation von Nickel als Antigen nimmt eine Sonderstellung ein, da es zum Einen als 

Hapten an körpereigene Proteine binden muss, um zum Vollantigen zu werden, das über 

MHC-Klasse-II Moleküle von professionellen APZ präsentiert wird und zum Anderen auch 

ohne Beteiligung von APZ T-Zellen zur Proliferation anregen kann [120] (Abb. 4). Nickel-

spezifische T-Zellen, die ohne APZ auf Nickel proliferieren, werden als „Selfpresenter“ 

bezeichnet, da sie sich in einer MHC-Klasse-II abhängigen Weise das Antigen selbst 

präsentieren dazu aber keinen bisher identifizierten Ko-Stimulus benötigen.  

1.3.2.2 Rolle von T-Zellen in der allergischen Kontaktdermatitis 

An der Ausprägung der allergischen Kontaktdermatitis sind sowohl CD4+ als auch CD8+ T-

Zellen beteiligt (Abb. 5). Beiden Subpopulationen kommen unterschiedliche Bedeutungen für 

die Pathogenese der Erkrankung zu.  

Lange Zeit wurde die allergische Kontaktdermatitis als eine TH1-vermittelte Immunreaktion 

bezeichnet; in den letzten Jahren jedoch konnte gezeigt werden, dass die murine 

Kontaktreaktion auf das Kontaktallergen 2,4-dinitrochlorobenzen (DNCB) in IL-4 defizienten 
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Mäusen sowohl in der Ausprägung als auch der Dauer abgeschwächt ist [182]. Dies zeigt 

einerseits eine proinflammatorische Rolle von IL-4 und andererseits die Beteiligung von TH2 

Zellen in der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis auf. Mäuse in denen CD8+ T-

Zellen depletiert wurden oder die eine MHC-Klasse I Defizienz aufweisen zeigten ebenfalls 

verringerte Kontaktreaktionen  [28, 196]. Auch im Menschen zeigte sich eine deutliche 

Beteiligung von zytotoxischen CD8+ T-Zellen, die über Perforin und Granzym B und/oder 

Fas/FasL Interaktionen Apoptose in Keratinozyten induzieren [183]. Dieser Mechanismus 

wird heute für die Gewebeschädigung bei Kontaktreaktionen verantwortlich gemacht.  
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Abb. 4: APZ- unabhängige Allergen-spezifische T-Zellproliferation 

T-Zellen proliferieren auf Antigene, die von einer professionellen APZ in MHC-abhängiger Art und Weise 

präsentiert werden (obere Abbildung). Hierzu ist neben der spezifischen Antigenerkennung über den T-

Zellrezeptor und das MHC-Molekül (1) noch ein weiteres Signal über Ko-stimulierende Moleküle (2) 

notwendig. Ein drittes Signal (3) induziert die Differenzierung der T-Zelle. Nickel-spezifische T-Zellen können 

selbst als APZ fungieren und sich Nickel in MHC-abhängiger, Ko-stimulus-unabhängiger Weise selbst 

präsentieren (untere Abbildung). 

Auch der Einfluss unterschiedlicher CD4+ T-Zellpopulationen wurde näher analysiert. 

Während die Reaktion von Nickel-spezifischen CD8+ T-Zellen auf sensibilisierte Individuen 

beschränkt ist und mit der Schwere der Erkrankung korreliert, konnte gezeigt werden, dass 
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CD4+ Nickel-spezifische T-Zellen bei sensibilisierten und nicht-sensibilisierten Probanden in 

gleicher Zahl vorhanden waren. Interessanterweise fand sich eine höhere IL-10 Produktion in 

der Gruppe der nicht-sensibilisierten Probanden, was für eine regulatorische Rolle der CD4+ 

T-Zellen während der Kontaktreaktion spricht [36]. CD4+ TH1 Zellen werden nach Initiierung 

der Reaktion durch CD8+ T-Zellen von den Chemokinen CXCL9, CXCL10 und CCL5 in die 

Haut rekrutiert (Anhang, Tabelle 1). Dort induzieren sie in IFN-γ stimulierten Keratinozyten 

über Fas/FasL-Wechselwirkungen und über Perforin/GranzymB Apoptose und leisten so 

ebenfalls einen Beitrag zur Gewebeschädigung [183]. CD4+ TH2 Zellen werden ebenfalls in 

der frühen Phase der Reaktion durch die Wirkung von CCL17 und CCL18 rekrutiert. TH2 

Zellen sind nicht in der Lage in Keratinozyten Apoptose zu induzieren; über ihr 

Effektorzytokin IL-4 können sie jedoch in Synergie mit dem von TH1-Zellen sezernierten 

IFN-γ, Keratinozyten zur Produktion von CXCL9 und CXCL11 anregen, was zu einer 

amplifizierenden Rekrutierung von TH1 Zellen führt [65, 183].  

 

Die allergische Kontaktdermatitis auf Nickel ist eine selbst-limitierende Reaktion, an deren 

Heilung vermutlich regulatorische T-Zellen beteiligt sind. Cavani et al. konnten zeigen, dass 

CD4+CD25+ T-reg im Blut von gesunden Probanden sowohl die Aktivität von Nickel-

spezifischen CD4+ und CD8+ Effektorzellen als auch die Proliferation naïver T-Zellen mittels 

Zell-Zell Kontakt unterbinden können. Bei sensibilisierten Individuen scheint dieser 

Regulationsmechanismus allerdings gestört zu sein [37]. Sebastiani et al. beschrieben eine 

weitere Subpopulation von CD4+ T-Zellen mit regulatorischer Aktivität, die sich durch hohe 

IL-10 gepaart mit geringer IFN-γ Produktion und keiner IL-4 Sekretion auszeichnet. Diese 

Tr1 Zellen stellen mit 7-10% der Nickel-spezifischen T-Zellen eine relativ große 

Unterpopulation dar und tragen auf ihrer Oberfläche Chemokinrezeptoren, die sowohl für die 

Rekrutierung von TH1 als auch TH2 Zellen beschrieben wurden. Nach Aktivierung durch 

Nickel verringert sich die Expression der meisten der Chemokinrezeptoren, doch eine 

Migration auf CCL1, CCL2 und CCL17 bleibt erhalten. Interessant ist hierbei die Wanderung 

von Tr1 Zellen auf CCL1, das in entzündeter Haut überexprimiert wird [165].  
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Abb. 5: Immunmechanismus der allergischen Kontaktdermatitis 

Das Kontaktallergen Nickel ist durch die Induktion von IL-1 und TNF-α in Keratinozyten maßgeblich an der 

Induktion der Kontaktreaktion beteiligt. Nickel-spezifische Effektor T-Zellen migrieren entlang eines 

Chemokingradienten aus dem Blut in die Haut und interagieren dort mit Keratinozyten. Diese Interaktion endet 

im Falle von TH1 und CD8+ Zellen in der Apoptose des Keratinozyten und der Auflösung des Zellverbandes. 

TH2 Zellen amplifizieren einerseits durch von ihnen sezerniertes IL-4 die Migration von TH1 Zellen sind aber 

andererseits zusammen mit regulatorischen T-Zellen an der Limitierung der Reaktion beteiligt. (AICD: 

activation induced cell death) 

Während der Effektorphase des allergischen Kontaktekzems sind somit vielfältige T-

Zellsubpopulationen beteiligt, die einerseits einen Beitrag zur Gewebeschädigung und zur 

Rekrutierung weiterer Effektorzellen leisten (CD8+ zytotoxische T-Zellen und TH1 Zellen) 

und andererseits aktiv an der Selbstheilung der Läsion beteiligt sind (Treg und Tr1). 
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1.3.3 Das atopische Ekzem 

Das atopische Ekzem ist gekennzeichnet durch chronisch-rezidivierende, ekzematöse, stark 

juckende Hautveränderungen, die einhergehen mit einer trockenen Haut (Xerosis) und einer  

vergröberten Hautstruktur (Lichenifikation). Eine klinische Unterscheidung zwischen 

atopischem und nicht–atopischem Ekzem ist nicht möglich. Zur Diagnose werden die sog. 

Atopie-Stigmata herangezogen, zu denen die tiefe Furchung der Handlinien (Ichtyosis Hand), 

die Ausdünnung der seitlichen Augenbrauen (Herthoge Zeichen), die doppelte Unterlidfalte 

(Dennie-Morgan-Zeichen), die ausgeprägte Xerosis und Lichenifikation und die weißliche 

Verfärbung der Haut nach Reiben (weißer Dermographismus) zählen [12]. 

Histologisch gesehen kann ein atopisches Ekzem kaum von einer Kontaktdermatitis 

unterschieden werden. In beiden Reaktionen zeigen sich eine Spongiose und die Infiltration 

von T-Zellen in die Dermis und Epidermis. Chronische Ekzemläsionen sind zudem 

gekennzeichnet durch eine Akanthose, Hyper- und Parakeratose, sowie durch endotheliale 

Hyperplasie und Fibrose. Interessanterweise und im Gegensatz zur Kontaktläsion, finden sich 

in auch klinisch gesunder Haut von Patienten mit atopischen Ekzem bereits erhöhte 

Lymphozytenzahlen [124]. 

Die Inzidenz des atopischen Ekzems hat wie die allergischer Erkrankungen im Allgemeinen 

in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen; so sind ca. 15-30% der Kinder und 2-10% der 

Erwachsenen in den westlichen Industrieländern betroffen. Eine eindeutige Ursache für diesen 

Anstieg zu finden ist allerdings schwer auszumachen, da es sich beim atopischen Ekzem um 

eine multifaktorielle Erkrankung handelt, die einerseits bis zu einem gewissen Grad genetisch 

bedingt ist, aber auch durch Einflussfaktoren aus der Umwelt, wie z.B. Allergenen und 

Mikroorganismen zusätzlich getriggert werden kann. Im Weiteren sollen Faktoren, die 

prädisponierend auf die Entwicklung eines atopischen Ekzems wirken und der 

Immunmechanismus dargestellt werden. 

1.3.3.1 Vorherrschende TH2 Immunitätslage bei Patienten 

Patienten mit atopischen Ekzem zeigen eine TH2 dominierte Immunitätslage, die 

gekennzeichnet ist durch eine periphere Eosinophilie und einen erhöhten Gesamt Serum IgE 

Spiegel. Zudem sind die Serumspiegel des TH1 Zytokins IFN-γ erniedrigt und die Frequenz 

von IL-4, IL-5 und IL-13 produzierenden Allergen-spezifischen Zellen im Blut ggü. gesunden 
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Kontrollen deutlich erhöht [188]. Akdis et al. beschrieben zudem eine TH2 Dominanz, die auf 

den vermehrten programmierten Zelltod von TH1 Zellen im Blut bei Patienten mit atopischem 

Ekzem zurück zu führen war [5]. In Zusammenwirken dieser Mechanismen ergibt sich eine 

Ausgangsituation des Immunsystems, die das Überleben von Eosinophilen (IL-5) und den 

Isotyp Switch zur IgE Produktion (IL-4, IL-13) unterstützt.  

 

TSLP („thymic stromal lymphopoetin“) ist ein weiterer Faktor, der für die vorherrschende 

TH2 Dominanz verantwortlich sein könnte. TSLP wird von humanen Keratinozyten, 

bronchialen Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Lungenfibroblasten und aktivierten 

Mastzellen sezerniert und kann die vermehrte Differenzierung naïver T-Zellen zu TH2 Zellen 

bewirken. TSLP bewirkt eine Aktivierung von humanen DZ (Hochregulation von MHC-

Klasse II Molekülen, CD80, CD86) induziert jedoch nicht die Sekretion des TH1-

polarisierenden Zytokins IL-12 [172]. Liu et al. berichten, dass TSLP zudem die Sekretion der 

Chemokine CCL17 und CCL22 anregt und so ein TH2 freundliches Mikromileu schaffen kann 

[110]. Soumelis et al. konnten zeigen, dass TSLP stimulierte DZ in vitro die Differenzierung 

naïver T-Zellen zu sog. inflammatorischen TH2 Zellen induzieren. Diese unterscheiden sich 

von ‚normalen’ TH2 Zellen durch ihre vermehrte TNF und verringerte IL-10 Produktion 

[172]. Die Expression von TSLP ist in akuten und chronischen atopischen  Ekzemläsionen 

deutlich erhöht und kann in gesunder Haut und der allergischen Kontaktreaktion auf Nickel 

nicht nachgewiesen werden [172]. Möglicherweise haben TSLP-stimulierte DZ über 

dieInduktion inflammatorischer TH2 Zellen und die vermehrte Sekretion von TH2 

Chemokinen einen Anteil an der initialen TH2-Dominanz der atopischen Ekzemreaktion . 

1.3.3.2 Chemokine in der Pathogenese des atopischen Ekzems 

Chemokine sind die Basis des interzellulären Kommunikationssystems, das entscheidend zur 

Rekrutierung bestimmter Zellpopulationen in verschiedene Gewebe ist. Chemokine werden 

anhand konservierter Zysteinreste in CC-, CXC- und XC-Chemokine eingeteilt (Anhang, 

Tabelle 1) und zeigen meist eine Bindung an mehrere spezifische Rezeptoren, wirken 

pleiotrop und vermitteln sowohl agonistische als auch antagonistische Signale [16, 17]. Um 

eine Überwachung der Haut durch Zellen des Immunsystems zu ermöglichen, vermitteln 

Chemokine wie CCL1, CCL27, CXCL12 und CXCL14 eine homöostatische Migration [156, 

157]. Liegt jedoch ein Entzündungsreiz in der Haut vor, werden eine Reihe von Chemokinen 
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de novo synthetisiert. Interessanterweise zeigen Keratinozyten von Patienten mit atopischem 

Ekzem eine deutlich höhere Produktion von Chemokinen und Zytokinen gegenüber 

Keratinozyten gesunder Individuen oder Patienten mit allergischer Kontaktdermatitis. Als 

Beispiel hierfür können die vermehrte Expression von CCL5 nach IFN-γ- oder TNF-α 

Stimulation oder die spontane oder durch IL-1 oder IFN-γ induzierte GM-CSF 

Überexpression angeführt werden [66, 135]. Zudem konnten beim atopischen Ekzem 

folgende Chemokine in erhöhter Konzentration in der Haut bzw. im Serum nachgewiesen 

werden: CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL17, CCL18, 

CCL20, CCL22, CCL24, CCL26, CCL27, CCL28, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, 

CX3CL1. Marker für Eosinophile (ECP) und Chemokine, die die Rekrutierung von 

Eosinophilen (Eotaxin) bzw. TH2 Zellen (CCL17, CCL18, CCL22, CCL27) ins Gewebe 

bewirken, korrelieren mit dem klinischen Schweregrad der Erkrankung [77, 82, 86, 93-95]. 

Möglicherweise ist die erhöhte Menge an aktivierten Transkriptionsfaktoren der AP-1 

Familie, c-Jun, JunB und c-Fos, in ‚atopischen’ Keratinozyten an dieser Fehlregulation 

beteiligt. AP-1 Transkriptionsfaktoren werden über Zytokine wie IFN-γ, IL-4 und TNF-α, 

aktiviert und stimulieren die Transkription von verschiedenen Zytokin-Genen, u.a. des CCL5- 

und GM-CSF Gens [136, 160]. Die Störung der Barriere regt zudem die Sekretion von 

CCL20 in Keratinozyten an, die wiederum zur vermehrten Infiltration von CCR6+ DZ und T-

Zellen in die Haut führt [160]. So können die vermehrte Produktion von Chemokinen und 

Zytokinen in normaler und inflammatorischer Haut von Patienten, die erhöhte Neigung zur 

Entzündung durch die Wirkung der AP-1 Transkriptionsfaktoren und die gestörte Barriere zu 

einer immer fortschreitenden Amplifikation der Immunreaktion in der Haut von Patienten mit 

atopischem Ekzem führen. 

1.3.3.3 Genetische Assoziationen beim Ekzem 

Die Familienanamnese bei Patienten mit atopischem Ekzem ergibt meist das Auftreten von 

allergischen Erkrankungen unter den nächsten Verwandten, was eine erbliche Komponente 

dieser Erkrankung wahrscheinlich macht. In den letzten Jahren konnten eine Reihe von 

Kandidatengenen identifiziert werden:  

Es zeigten sich Assoziationen mit den Genregionen für die TH2 Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 

und GM-CSF (5q31-33) [58], für den IL-4 Rezeptor (16p11.2-12) [98] und die ß-Kette des 

hochaffinen IgE Rezeptors FcεRI (11q13) [43]. Zudem konnten Varianten im IL-13 Gen und 
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funktionelle Mutationen im RANTES Gen identifiziert werden [98]. All diese Veränderungen 

könnten zur Dysbalance zwischen TH1 und TH2 Zellen in der Immunantwort bei Patienten mit 

atopischem Ekzem beitragen.  

Kürzlich konnte zudem gezeigt werden, dass Patienten mit atopischem Ekzem eine gestörte 

Hautbarriere aufweisen, die u.a. durch Nullmutationen im Filaggrin Gen (1q21) ensteht [170, 

197]. Filaggrin ist ein wichtiger Bestandteil des epidermalen Differenzierungskomplexes und 

übernimmt in der Epidermis die Aufgabe der Bündelung der Keratin-Filamente in der 

Grenzschicht zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum, die schließlich zur 

Ausprägung der Horn-Barriere-Schicht führt, die unseren Körper effektiv gegen die Umwelt 

abgrenzt. Die Tatsache, dass eine Assoziation der Filaggrin Mutation ausschließlich mit dem 

atopischen und nicht mit dem nicht-atopischen Ekzem gefunden wurde, legt den Schluss einer 

Korrelation zwischen Filaggrin Mutation und allergischer Sensibilisierug nahe [197].  

Einen weiteren Beitrag zur Störung der Barriere liefert der verringerte Ceramidgehalt der 

Haut, der zu einem gesteigerten transepidermalen Wasserverlust mit ausgeprägter Xerosis 

führen kann [40].  

Die Mutationen im Filaggrin Gen und die Veränderung der Lipidkomponenten könnten bei 

Patienten mit atopischem Ekzem zu einer vermehrten Penetration von Allergenen bis in tiefe 

Hautschichten führen und dadurch einerseits über die FcεR vermittelte Stimulation von 

Mastzellen die Freisetzung von Histamin und Juckreiz induzieren und andererseits eine 

Sensibilisierung über die Haut mit vorherrschenden TH2 Zytokinprofil erleichtern [175, 177].  

1.3.3.4 Besiedelung der Haut mit Mikroorganismen  

Einen wichtigen Punkt in der Pathogenese des atopischen Ekzems nimmt die Besiedelung der 

Haut mit verschiedenen Mikroorganismen ein. Das gram-positive Bakterium Staphyloccous 

aureus besiedelt sowohl die läsionale als auch die nicht-läsionale Haut von etwa 90% der 

Patienten. Dieser Keim kann durch eine erhöhte Ceramidase-Aktivität die Barrierestörung der 

Haut noch weiter vorantreiben [127] und durch die Sekretion der Enterotoxine SEA, SEB, 

SEC und SED einerseits eine Sensibilisierung auslösen und andererseits durch deren Wirkung 

als Super-Antigen Immunreaktionen in der Haut unspezifischerweise durch Verknüpfung von 

MHC-Molekülen und TZR amplifizieren [18]. Keratinozyten von Patienten mit atopischem 

Ekzem sind zudem nicht in der Lage Defensine in ausreichender Menge zu produzieren, um 

die Ansiedelung von Bakterien zu verhindern [128]. Dieser Defekt in einem angeborenen 

-27- 



EINLEITUNG 

Immunmechanismus könnte auch die Vermehrung eines weiteren ubiquitären Keimes auf der 

Haut fördern, Malassezia sympodialis. Dieser Hefepilz umgibt sich mit einer Lipidkapsel, die 

ihn nicht-immunogen erscheinen lässt; auf der Haut von Patienten mit atopischem Ekzem 

allerdings liegt eine Lipidmangelsituation vor, die die Ausprägung dieser Lipidkapsel 

einschränkt und so Keratinozyten zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und zur 

Induktion einer Immunreaktion anregt [159]. Dieser Mechanismus führt zu einer zusätzlich 

gesteigerten inflammatorischen Bereitschaft beim atopischen Ekzem. 

1.3.3.5 Autoantikörper in der Pathogenese des atopischen Ekzems 

Neben den genannten genetischen und immunologischen Dysfunktionen existieren weitere 

Einflussfaktoren in der multifaktoriellen Pathogenese des atopischen Ekzems: so können  

Nahrungsmittel unabhängig von deren Allergengehalt eine Verschlimmerung der 

Ekzemläsion bewirken, neuroimmunologische und psychische Einflussfaktoren exazerbierend 

wirken und Stillen das Auftreten und die Intensität des atopischen Ekzems positiv modulieren 

[145]. Interessant scheint der Aspekt der IgE-Autoreaktivität und das Vorkommen von 

autoreaktiven T-Zellen bei dieser Erkrankung zu sein. So konnten Mossabeb et al. eine 

Autoreaktivität von IgE-Antikörpern bei Patienten mit atopischem Ekzem gegen α-NAC („α –

nascent polypeptid-associated complex“) identifizieren. Weiterführende Arbeiten zeigten eine 

Sensibilisierung von 20% der Patienten gegen α-NAC und die Existenz von α-NAC-

spezifischen CLA+CD4+ und CD8+ T-Zellen, die eine Rolle im Ekzem spielen können [80, 

114].  

1.3.3.6 Rolle von APZ in der Pathogenese des atopischen Ekzems 

Für die Induktion einer primären Immunantwort scheinen LZ im atopische Ekzem 

entscheidend zu sein. Allergen-stimulierte LZ induzieren bei Patienten vermehrt die 

Differenzierung von naïven T-Zellen in Richtung TH2 Zellen [175]. Eine weitere wichtige 

Funktion von LZ in der Pathogenese des atopischen Ekzems ist die von inflammatorischen 

dendritischen epidermalen Zellen, IDEC, in die Haut. IDEC tragen wie LZ den hochaffinen 

IgE-Rezeptor FcεRI auf ihrer Oberfläche, sind jedoch in gesunder Haut und allergischen 

Kontaktläsionen im Unterschied zu LZ nicht detektierbar [25, 202]. Im Rahmen einer 

Entzündungsreaktion infiltrieren diese Zellen sehr schnell, bereits 24 Stunden nach 
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Pollenkontakt in die Haut [54] und sezernieren nach Aktivierung über den FcεRI 

proinflammatorische Zytokine, wie IL-1α und IL-1ß und Chemokine, die die Immunreaktion 

amplifizieren; zudem könnten IDEC durch die Produktion von IL-12 und IL-18 einen Anteil 

an der Umkehr der anfänglichen TH2 zu einer späteren TH1 dominierten Reaktion beteiligt 

sein [11, 125].  

Eine weitere Population von DZ, die plasmazytoiden DZ (pDZ), die ebenfalls durch den 

hochaffinen IgE Rezeptor gekennzeichnet ist, liegt im Vergleich zu anderen entzündlichen 

Hauterkrankungen, wie Psoriasis vulgaris und Lupus erythematosus, beim atopischen Ekzem 

in verminderter Anzahl vor [203]. Die von Wollenberg et al. berichtete verringerte Zahl an 

pDZ im Vergleich zur allergischen Kontaktdermatitis konnte von Eyerich et al. jedoch nicht 

reproduziert werden [54, 55]. Diese pDZ sind üblicherweise in die virale Abwehr durch 

Produktion von Typ1 Interferonen eingebunden.  Auch die Funktion der pDZ ist im 

atopischen Ekzem gestört: so schütten diese nach Aktivierung über den IgE-Rezeptor weniger 

Typ I-Interferone aus und könnten einen Anteil an der erhöhten Suszeptibilität von Patienten 

mit atopischem Ekzem auf virale Infektionen haben [123, 203]. 

1.3.3.7 Rolle von T-Zellen im atopischen Ekzem 

In der initialen Phase des atopischen Ekzems infiltrieren hauptsächlich TH2 Zellen über die 

von Keratinozyten und APZ im Gewebe exprimierten Chemokine CCL17 und CCL22 in die 

Haut. Das von TH2 Zellen produzierte IL-4 induziert in gewebsansässigen APZ CCL18, das 

die weitere Infiltration von T-Zellen amplifiziert [77, 139]. In der späteren Phase des 

atopischen Ekzems kommt es zu einer Infiltration von TH1 Zellen. Dies wird u.a. induziert 

durch das von TH2 sezernierte IL-4, das in Zusammenwirken mit IFN-γ, in Keratinozyten die 

Sekretion der Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 anregt, die schließlich einen 

vermehrten Influx von TH1 Zellen zur Folge haben [9] (Abb. 6).  

Apoptose von Keratinozyten spielt bei der Pathogenese der  Ekzemreaktion eine wichtige 

Rolle [164]. Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte CD4+ und CD8+ Typ1 Zellen in 

Keratinozyten Apoptose  induzieren, wohingegen Typ2 Zellen dazu nicht in der Lage waren 

[183, 185]. Der programmierte Zelltod des Keratinozyten wird einerseits MHC-abhängig über 

Fas/FasL Interaktionen und Perforin/GranzymB vermittelt und kann durch die Vorstimulation 

der Keratinoyzten mit IFN-γ, die zur Aufregulation von Fas führt, zusätzlich gesteigert 

werden [183]. Andererseits können aktivierte T-Zellen zudem auch löslichen FasL 
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sezernieren und so ohne weiteren Zellkontakt Apoptose über Fas in Keratinozyten induzieren. 

Dies spielt vermutlich eher in einer bereits bestehenden Immunreaktion eine Rolle, da hierzu 

Fas auf Keratinozyten durch das von Typ1 Zellen sezernierte IFN-γ auf einen kritischen 

Schwellenwert von etwa 40 000 Molekülen pro Zellen hochreguliert werden muss [185]. Die 

durch T-Zellen induzierte Keratinozyten-Apoptose führt zu einer Spaltung der Zell-

verbindenden E-Cadherin- und der daran assoziierten ß-Catenin Moleküle und bewirkt somit 

eine Lösung der Zellen aus dem Zellverband und die Schwamm-artige Histologie der Ekzem 

Läsion, die als Spongiose bezeichnet wird [186]. 

Typ2 Zellen inhibieren im Zusammenspiel mit Typ1 Zellen in vitro die Apoptose von 

Keratinozyten und haben ähnlich wie bei der allergischen Kontaktdermatitis eine 

regulatorische Funktion [185].  

 

Im Gegensatz zur allergischen Kontaktdermatitis, die ohne weiteren Allergenkontakt abheilt, 

kann ein atopisches Ekzem chronifizieren. Grund hierfür könnte u.a. ein Defekt im 

regulatorischen T-Zellkompartiment sein, jedoch sind die Daten diesbezüglich 

widersprüchlich. Ou et al. berichten über eine erhöhte Frequenz von natürlich auftretenden 

CD4+CD25+ FOXP3+ T-Zellen bei Patienten mit atopischem Ekzem im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen oder Asthmatikern. Diese regulatorischen Zellen sind durch die 

Expression von CLA befähigt in die Haut einzuwandern, treffen jedoch dort auf  Superantigen 

(SEB) von Staphylococcus aureus, der in 90% der Patienten mit atopischem Ekzem die Haut 

besiedelt, und verlieren dadurch ihren Status als regulatorische Zelle. Ein Nachweis über das 

Vorkommen der Zellen in der Haut fehlt in dieser Arbeit. [130]. Verhagen et. al postulieren in 

in situ Arbeiten, dass natürlich auftretendene CD4+CD25+ T-Zellen in der Haut fehlen, 

wohingegen induzierbare IL-10 produzierende T-Zellen anwesend sind. IL-10 produzierende 

Tr1 Zellen alleine sind jedoch nicht in der Lage die von TH1 bzw. CD8+ T-Zellen induzierte 

Apoptose zu unterbinden. Somit scheint das Fehlen der CD4+CD25+ Population in der Haut 

ein entscheidender Faktor für die beobachtete Dysregulation der Entzündung während der 

ekzematösen Reaktion zu sein [190].  

-30- 



EINLEITUNG 

Rekrutierung 

 

Abb. 6 : Immunmechanismus des atopischen Ekzems 

Pollen gelangen auf die Haut und können durch die Freisetzung von Allergen sowohl IgE tragende LZ zur 

Allergen-Aufnahme/Präsentation aktivieren und so zur präferentiellen Differenzierung naïver T-Zellen zu TH2 

Zellen als auch Mastzellen zur Ausschüttung von vasoaktiven Substanzen und der damit verbundenen 

Aktivierung des lokalen Endothels anregen. Durch die Wirkung von IL-4/IFN-γ und IL-12 kommt es in einer 

späteren Phase der Reaktion jedoch zu einer gesteigerten Wanderung von TH1 Zellen, die schließlich, aufgrund 

der unzureichenden regulatorischen Mechanismen, den Hauptbeitrag zur Schädigung von Keratinozyten und der 

Barriere, sowie zur  Amplifizierung und Chronifizierung der Reaktion leisten. 
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und induzieren durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 oder TNF-α 

Immunreaktionen in der Haut. IL-1α, IL-1ß und der IL-1 Rezeptorantagonist IL-1RA werden 

von Keratinoyzten als Reaktion auf Zellschädigung oder Haptene sezerniert. IL-1-RA ist 

strukturell verwandt mit IL-1α und IL-1ß, induziert jedoch bei Bindung an den IL-1 Rezeptor 

kein Signal. Das Verhältnis zwischen proinflammatorischem IL-1α/ß zu anti-

inflammatorischem IL-1RA ist entscheidend bei der Induktion von Immunreaktionen in der 

Haut [26, 73]. IL-1 wirkt zudem in autokriner Weise auf Keratinozyten und induziert so die 

Expression weiterer Zytokine und Chemokine wie z.B. IL-6 und GM-CSF. GM-CSF ist 

beteiligt an der Entwicklung von DZ und der Regulation ihrer Aktivität, aber auch als 

mitogener Faktor an der Proliferation von Keratinozyten [29, 135]. Über die Sekretion von 

CXCL8, CXCL1, CCL20 und IL-18 können Keratinozyten Neutrophile Granulozyten und LZ 

in die Haut rekrutieren, die für die Initiierung einer Immunreaktion entscheidend sind [38, 

49]. Das Wissen über Mediatoren, die von Keratinozyten freigesetzt werden, wächst stetig 

und umfasst neben Chemokinen und Zytokinen auch Defensine, Neuropeptide/ 

Neurotransmitter, Proteasen und Oberflächenmoleküle.  

Keratinozyten sind entscheidend in die Immunreaktionen der Haut eingebunden und stellen 

eine Schaltstelle für von außen und von innen kommende Signale dar, die in für das 

Immunsystem relevante Mediatoren umgesetzt werden und einen Einfluss auf die Induktion 

und die Immunpathologie von Entzündungsreaktionen in der Haut haben. Der 

Pathomechanismus der allergischen Kontaktdermatitis und des atopischen Ekzems wird so 

entscheidend durch die Kommunikation zwischen Keratinozyten und infiltrierenden T-Zellen 

über wechselseitig produzierte Faktoren beeinflusst. Diese Interaktionen zwischen T-Zellen 

und Keratinozyten sollen im Folgenden betrachtet werden. 

1.4.1 Effekte von T-Zellen und T-Zell Mediatoren auf Keratinozyten 

T-Zellen sind in der Haut meist unter pathologischen Bedingungen anzutreffen, die, wie für 

die allergische Kontaktdermatitis und das atopische Ekzem erläutert wurde (1.3.2.2 bzw. 

1.3.3.6), im Tod des Keratinozyten durch Apoptose resultieren und zur klinischen 

Symptomatik der Ekzemreaktion leiten. Dieser programmierte Zelltod der Keratinozyten wird 

u.a. durch die Moleküle FasL oder TRAIL vermittelt [142, 183]. Jedoch scheint TRAIL mehr 
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zu sein als ein Vermittler des Todes, denn die Gruppe um Vassina konnte zeigen, dass TRAIL 

stimulierte Keratinozyten, die Expression des anti-inflammatorischen IL-1RA erhöhen [189].  

Keratinozyten sind jedoch nicht nur das Opfer von T-Zellen, sondern sie reagieren auch auf 

von diesen freigesetzte Stimuli: 

 

IFN-γ: Keratinozyten exprimieren konstitutiv den IFN-γ Rezeptor und das TH1 Zytokin IFN-

γ ist wohl der T-Zellfaktor, der am meisten Einfluss auf Keratinozyten zeigt. IFN-γ induziert 

die Expression der Oberflächenmoleküle ICAM-1, sICAM-1, MHC-Klasse I und II, CD40, 

die eine Rolle in der direkten Wechselwirkung mit T-Zellen haben können: während über 

ICAM-1 eine Adhäsion zwischen Keratinozyt und T-Zelle ermöglicht wird, scheint die 

Produktion von löslichem ICAM-1 (sICAM-1) einen Anteil an der De-Adhäsion beider 

Zellen zu tragen [31]. Der Rezeptor für das Apoptose-vermittelnde Molekül FasL, Fas, wird 

ebenfalls durch IFN-γ auf der Oberfläche induziert und erhöht die Anfälligkeit der 

Keratinozyten für den programmierten Zelltod [15]. Außerdem sezernieren Keratinozyten auf 

den Stimulus IFN-γ hin eine Reihe von Zytokinen (z.B. IL-1, IL-18, IL-6, IL-15, GM-CSF, 

TNF-α, TGF-ß) und Chemokinen (z.B. CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL18, CCL22, 

CXCL8, CX3CR Liganden) mittels denen sie aktiv in das immunologische Geschehen 

eingreifen können [10, 134]. 

 

IL-13: IL-13 induziert in Keratinozyten die Expression des TH2-attraktierenden Chemokines 

CCL22, aber auch der TH1 Chemokine CCL2 und CCL5. IL-13 könnte so in einer frühen 

Phase der atopischen Ekzemreaktion zur Infiltration von TH2 Zellen und in der chronischen 

Phase synergistisch mit IFN-γ zur Rekrutierung eines eher TH1 dominierten, aber gemischten 

T-Zellpools führen [141]. 

 

IL-4: Das von TH2 Zellen produzierte IL-4 regt zusammen mit IFN-γ interessanterweise die 

Sekretion von TH1 Chemokinen wie CXCL9, CXCL10, CXCL11, in Keratinozyten an und ist 

im atopischen Ekzem so möglicherweise ein wichtiger Faktor in der Änderung des 

Zytokinprofils von einer anfänglichen TH2 zu einer späteren TH1-dominierten Immunreaktion 

[9]. 

 

IL-17: IL-17 wird von in die Haut infiltrierenden TH0, TH1 und TH2 Zellen produziert und 

bewirkt in Keratinozyten die Expression von ICAM-1, GM-CSF, Gro-α, IL-6 und CXCL8 
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[7]. Interessanterweise reagieren IFN-γ-stimulierte Keratinozyten mit einer 

Herunterregulation von CCL5 und TNF-α bewirkt in Keratinozyten eine verminderte 

Expression von CCL27 in der Gegenwart von IL-17, wodurch diesem Zytokin in der Haut 

möglicherweise eine anti-inflammatorische Rolle zukommt [8, 96]. 

 

Keratinozyten reagieren aber auch auf Stimuli aus der Umwelt, so konnte gezeigt werden, 

dass Nickelsulfat in ähnlicher Weise auf Keratinozyten wirkt wie IFN-γ indem es die 

Expression von ICAM-1, IL-1α, IL-1ß, IL-1RA, TNF-α, CCL2 und CCL5 in Keratinozyten 

erhöht [67, 74, 75]. Wie Nickel die Expression dieser Moleküle induziert ist noch unklar, 

jedoch konnte in Endothelzellen [193], bronchialen Epithelzellen [50], Monozyten [106] und 

DZ [45] eine Aktivierung von NFκB als Reaktion auf Nickel identifiziert werden.  

Der Keratinozyt scheint somit ein wichtiger Sensor zu sein, der die Natur des Allergens 

erkennt und daraufhin eine Immunreaktion induziert, die im Falle des atopischen Ekzems auf 

z.B. Pollen jedoch fehlreguliert ist. 

1.4.2 Effekte von Keratinozyten auf T-Zellen 

Einer der wichtigsten Effekte von Keratinozyten auf T-Zellen ist deren Rekrutierung in die 

Haut. Durch die Produktion verschiedener Chemokine werden sowohl TH1 und TH2 Zellen als 

auch CD8+ zytotoxische und regulatorische T-Zellen durch Keratinozyten in die Haut 

dirigiert.  

Keratinozyten können durch die Wirkung proinflammatorischer Stimuli, wie z.B. IFN-γ, zur 

Expression von HLA-DR und ICAM-1 angeregt werden, die eine Adhäsion von T-Zellen und 

prinzipiell eine Peptid-Erkennung ermöglichen. Darüber hinaus produzieren sie konstitutiv 

das kostimulierende Molekül CD80 (B7-1), das während einer Entzündungsreaktion in der 

Haut wie bei Psoriasis, atopischem Ekzem oder Kontaktreaktionen, vermehrt exprimiert wird 

[168]. Ob über das Zusammenspiel der HLA-DR und kostimulierenden Moleküle eine 

Präsentation von Allergen an CD4+ T-Zellen möglich ist und Keratinozyten somit als nicht-

professionelle APZ fungieren können, bleibt in der Literatur noch weitgehend unbeantwortet. 

Die Gruppe um Gaspari zeigte bereits 1988, dass murine, MHC-Klasse II+ Keratinozyten in 

der Lage sind, mehrfach vorstimulierte allogene T-Zellen (T-Zelllinie) zur Proliferation 

anzuregen, dass sie aber in unstimulierten TH1 Klonen Anergie induzieren [60, 61]. Der 
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Befund der Anergieinduktion durch HLA-DR+ Keratinozyten konnte auch im humanen 

System gezeigt werden [19]. Neue Hinweise auf Keratinozyten als APZ gab es 2003 in einem 

transgenen Mausmodell [56]. In diesem Modell wurden Mäuse, die Keratin 14 im Thymus 

exprimierten und Mäusen, deren T-Zellen einen transgenen TZR für Keratin 14 aufwiesen, 

gekreuzt. Die Expression des Keratinozytenmarkers Keratin 14 führte zu einer positiven 

Selektion der Keratin 14 transgenen T-Zellen und zu einer spontanen Entzündungsreaktion 

der Haut. Als mögliche APZ in der Haut fungierten hier Keratinozyten. 

Ein interessanter Hinweis auf die Rolle der CD80 Expression im atopischen Ekzem findet 

sich in einem Artikel von Burns et al., der dem CD80 Molekül eine Rolle bei der Bildung von 

Hapten-spezifischem IgE auf Kontaktallergene bei der Induktion einer TH2 Antwort auf TH1 

Antigene zuweist [33]. Die Gene der kostimulierenden Moleküle CD80 und CD86 liegen in 

der Region des Chromosoms 3q21, die eine deutliche Assoziation mit dem atopischen Ekzem 

aufweist [104]. Keratinozyten könnten somit über die Kostimulation der infiltrierenden 

aktivierten T-Zellen ein anfängliches TH2 Milieu generieren, das für das atopische Ekzem 

bereits beschrieben ist [54].  

Keratinozyten scheinen daher nicht zur Induktion primärer Immunantworten befähigt zu sein, 

können aber bestehende Reaktionen über die Stimulation der T-Zellen mit MHC-II und CD80 

amplifizieren und modulierend auf die Immunreaktion wirken. 

 

Keratinozyten können durch die Produktion von Zytokinen zudem in die Differenzierung von 

T-Zellen eingreifen: 

 

IL-15: Dieser Wachstumsfaktor für T-Zellen wird von Keratinozyten sezerniert und für das 

verlängerte Überleben von T-Zellen in unterschiedlichen Hauterkrankungen verantwortlich 

gemacht [150]. 

 

IL-12: Die Untereinheit des IL-12 Moleküls p35 wird von Keratinozyten konstitutiv 

exprimiert, wohingegen die p40 Untereinheit durch z.B. Kontaktallergene induziert werden 

kann [118]. Das von Keratinozyten produzierte IL-12 kann einen Beitrag zur Differenzierung 

naïver T-Zellen in Richtung TH1 leisten oder durch verringerte Produktion die Immunantwort 

in Richtung TH2 lenken. 
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IL-18: Das Mikromilieu ist für die Wirkung von IL-18 entscheidend; so konnte gezeigt 

werden, dass IL-18 zusammen mit IL-12 die IFN-γ Produktion und die Expression des IL-

12R-ß2 in T-Zellen und somit einen TH1 Phänotyp induzieren kann. In der Abwesenheit von 

IL-12 induziert IL-18 im Mausmodell die Differenzierung von TH2 Zellen [51, 119]. IL-18 

wirkt jedoch auch auf Keratinozyten selbst und induziert die  Expression von MHC-Klasse I 

und II Molekülen und des TH1 Chemokins CXCL10 [201]. IL-18 kann somit modulierend auf 

die Differenzierung von TH1 und TH2 Zellen wirken und zu einer Infiltration von TH1 Zellen 

in die Haut führen. 

 

IL-23: Das von Keratinozyten produzierte IL-23 induziert die IFN-γ Produktion in 

Effektor/Gedächtnis T-Zellen und leitet so zu einer TH1-dominierten Immunantwort. Eine 

Überexpression konnte in Psoriasis-Läsionen ermittelt werden [138]. IL-23 wurde zudem eine 

Rolle in der Differenzierung von TH17 Zellen und der Induktion der IL-17 Produktion 

zugeschrieben [46]. 

 

Die Vielfältigkeit der Moleküle, die von Keratinozyten produziert werden und zu erwartende 

Entdeckung weiterer Moleküle, lassen die Rolle der Keratinozyten/T-Zellinteraktion zu einem 

spannenden Forschungsfeld werden, das großen Einfluss auf die Entwicklung von 

Therapiestrategien haben wird. 
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2. Ziel der Arbeit 

 

Der Begriff Ekzem beschreibt eine Gruppe von Syndromen die durch eine Kombination von 

Immun-Dysregulation und epidermaler Barriere-Dysfunktion charakterisiert ist. Dies führt zur 

Ausprägung der klinischen Symptomatik die durch ein schuppenartiges Erythem und Papeln 

gekennzeichnet ist und von intensivem Juckreiz und kutaner Hyperreaktivität begleitet wird. 

Das atopische Ekzem und die allergische Kontaktdermatitis gehören zu den häufigsten 

ekzematösen Erkrankungen. Ein kritischer Schritt in der Pathogenese allergisch ekzematöser 

Erkrankungen scheint die Induktion von Apoptose in Keratinozyten durch Allergen-

spezifische T-Zellen zu sein. Dies führt zu einem konsekutiven Verlust der Zellintegrität mit 

nachfolgender Spongiose und den klinischen Symptomen des Ekzems. Der Verlauf dieser T-

Zell vermittelten Immunreaktion wird kritisch durch das Mikromilieu beeinflusst. Es ist sehr 

wahrscheinlich, dass im verlauf des atopischen Ekzems lokal wirkende Mediatoren eine 

zentrale Rolle bei der Umkehr der initial TH2 dominierten Immunantwort hin zu einem TH1 

Profil der chronischen Läsion spielen. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass 

Keratinozyten die Fähigkeit besitzen auf eine Vielzahl von internen und externen Stimuli zu 

reagieren. Wechselwirkungen zwischen den beiden Hauptspielern der Ekzemreaktion – 

Keratinozyten und T-Zellen – wurden jedoch bisher fast ausschließlich unter dem Aspekt der 

Apoptoseinduktion in Keratinozyten untersucht. Zum bisherigen Stand der Forschung ist nicht 

bekannt, wie und ob Keratinozyten die T-Zell Aktivität beeinflussen.  

 

Im Verlauf dieser Arbeit sollten daher folgende Fragen beantwortet werden: 

1. Gibt es einen wechselseitigen zellulären Diskurs zwischen T-Zellen und 

Keratinozyten? Wenn ja:  

2. Sind Keratinozyten in der Lage Effektorfunktionen von T-Zellen zu modulieren?  

3. In welcher Weise wirken Keratinozyten immunmodulierend auf T-Zellen? 

 

Zunächst soll in lichtmikroskopischen Interaktionsstudien die Wechselwirkung von 

Keratinozyten und T-Zellen näher charakterisiert werden (1). Im Weiteren sollen autologe in 
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vitro Modelle der allergischen Kontaktdermatitis und des atopischen Ekzems etabliert werden 

und die modulierende Kapazität von Keratinozyten auf die T Zell Effektorfunktionen – 

Proliferation und Zytokinproduktion – im Rahmen dieser Modelle analysiert werden (2). 

Abschließend soll der Mechanismus der Keratinozyten abhängigen Modulation von T-Zell 

Effektorfunktionen durch experimentelle Variation der etablierten in vitro Modelle geklärt 

werden (3).  

Die Ergebnisse dieser Arbeit können zum erweiterten Verständis der Ekzemreaktion beitragen 

und Keratinozyten aus dem Licht der reinen Zielzelle hin zu einer aktiv agierenden Zelle des 

Mikromilieus der Haut rücken. 



MATERIAL UND METHODEN 

3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Substanzen 

Substanzen Bezugsquelle Best.nr. 

antiCD4-FITC Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 555 346 
antiCD8-PE Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 555 635 

antiCD3 Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 555 329 

antiCD28 Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 555 752 

Adenin     Sigma, München A-9795 

„Antibiotic-Antimycotic Solut.“ PAA, Linz, Österreich P 11-002 

Aqua ad injectabilia  Delta-Select, Pfullingen EDS192F-607 

CFSE    Molecular Probes, Leiden, Niederlande C-1157 

DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) Baker, Griesheim 7157 

DMEM   Invitrogen, Paisley, Schottland 41966-029 

DPBS Ca/Mg   Invitrogen, Paisley, Schottland 14040174 

DPBS w/o Ca/Mg  Invitrogen, Paisley, Schottland 14190094 

EDTA    Sigma, München ED4SS 

EDTA 0,5M   Invitrogen, Paisley, Schottland 15575-020 

ELISA Kit (IFN-γ, IL-4, IL-10) BD Biosciences, Heidelberg 555 142/194/157 

“Epidermal growth factor”,EGF Sigma, München E-4127 

Gentamycin   Invitrogen, Paisley, Schottland 15710049 

Glucose   Sigma, München G-7528 

rGM-CSF   Immunotools, Friesoythe 11133125 

HAM´s F12   Sigma, München N-6760 

HBSS w/o Ca/Mg  Invitrogen, Paisley, Schottland 24020-091 

Heparin-Natrium 250.000U Ratiopharm, Ulm X68541.02 

Humanes rekombinantes IFN-γ R&D, Wiesbaden  
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Humanes Serum Invitrogen, Paisley, Schottland H4522 

Hydrocortison   Sigma, München C-31059 

Insulin    Sigma, München C-31010 

rIL-2 Chiron, Proleukin  

rIL-4 Immunotools, Friesoythe 11133126 

Keratinozyten Basalmedium  Promocell, Wien, Österreich C-20211 

L-Glutamin   Invitrogen, Paisley, Schottland 25030-024 

Lymphoprep   Progen Biotechnik, Heidelberg 111 4547 

MACS Beads CD8 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 120-000-440 

MACS Beads CD4 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 120-000-244 

Mitomycin C   Sigma, München 037K1522 

Na-Pyruvat   Invitrogen, Paisley, Schottland 11360-039 

Nickelsulfat   Sigma, München N-4882 

“Non-essential Amino Acids” Invitrogen, Paisley, Schottland 11140-35 

2-Mercapto-Ethanol  Sigma, München M-7522 

Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Paisley, Schottland 15140130 

PHA (Lectin)   Sigma, München L-9132 

Poly-L-Lysin-Lösung  Sigma, München P-8920 

RPMI 1640 + L-Glutamin Invitrogen, Paisley, Schottland 31870-025 

Transferrin   Sigma, München T-5391 

Trypan Blau 0,4% Lösung Sigma, München T-8154 

Trypsin 0,05% EDTA Invitrogen, Paisley, Schottland 2530054 

3.1.2 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle Best.nr. 

96-well Mikrotiterplatten T-Form steril Nunc, Roskilde, Dänemark 167008 
96-well Mikrotiterplatten U-Form steril Nunc, Roskilde, Dänemark 163320 

96-well Mikrotiterplatten für ELISA Nunc, Roskilde, Dänemark 449824 

24-well Mikrotiterplatten Nunc, Roskilde, Dänemark 280933 

6-well Mikrotiterplatten Nunc, Roskilde, Dänemark 108037 

Chamber Slide Nunc, Roskilde, Dänemark 155411 

Clustertubes 1,2ml   Abgene, Surrey, UK AB-0672 
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Cryoröhrchen 1,8ml Außengewinde Nunc, Roskilde, Dänemark 375418 

EDTA-Monovetten   Sarstedt, Nümbrecht 02/1066.001 

Eppendorf-Tubes   Eppendorf, Hamburg 0030 015.002 

Fadenschere Aesculap  Braun Melsungen, Melsungen BC107R 

Falcon Röhrchen15 ml  Becton Dickinson, NJ, USA 352070 

Falcon Röhrchen 50 ml  Becton Dickinson, NJ, USA 2096 

“Heat sealing paper”  Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 1450-467 

Kapillarspalt-Objektträger 100μm Dako, Hamburg S2025 

LS-Säulen (MACS)   Miltenyi, Bergisch-Gladbach 130-041-306 

Mikroschraubröhre 2ml PP steril Sarstedt, Nümbrecht 72.694.006 

Melti Lex TMA (β-Counter)  Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 1450-441 

Printed Filtermat A (β-Counter)  Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 1450-421 

Serum-Monovetten   Sarstedt, Nümbrecht 02.1063.500 

Sterilfiltereinheiten 250ml  Nalgene, Rochester, USA 1680020 

Sterilfiltereinheiten 500ml  Millipore, Billerica, USA FCGVUO5RE 

Sterilfiltereinheiten 500ml  Nalgene, Rochester, USA 1690020 

Transwell Nunc, Roskilde, Dänemark 136730 

3.1.3 Geräte 

Gerät Hersteller 

FACSCalibur     Becton Dickinson, Heidelberg 

Feinwaage MC1 Research, Sartorius, Göttingen 

Homogenisator Ultra Turrax T25 basic IKA Werke, Staufen 

Lichtmikroskop Aristoplan   Fa. Leitz-Leica, Wetzlar 

Lichtmikroskop Axiovert 25 Fa. Zeiss, Jena 

MACS Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Multipette     Eppendorf, Hamburg 

Pipetten  Eppendorf, Hamburg 

Schüttler Titramax 100, Heidolph, Schwabach 

Waage MC1Labor Sartorius, Göttingen 

Wasserbad Typ1003  GFL, Burgwedel 

Zentrifuge Biofuge 13  Heraeus, Hanau 
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Zentrifuge Megafuge 1.0R  Heraeus, Hanau 

3.2 Medien 

Alle Medien wurden sterilfiltriert und bei 4-8°C gelagert. 

 

Antibiotika-Antimykotika Lösungen 

Lösung Bestandteil Stammlösung ml aus Stammlösung 
I DMEM  500ml 
 „Antibiotic/Antimycotic Solution“ 100x 20ml 
 Gentamycin 10mg/ml 15ml 

II Lösung I  250ml 
 DMEM  250ml 

III DMEM  250ml 
 „Antibiotic/Antimycotic Solution“ 100x 2,5ml 

 

Die Antibiotika-Antimycotika Lösungen wurden sterilfiltriert und bei -20°C gelagert. 

 

 

3T3 Medium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
DMEM   445ml 
FKS 10%  50ml 
Penicillin/Streptomycin 1% 20x 5ml 
 

 

EBV Medium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
RPMI   429,5ml 
FKS 10%  50ml 
Glutamin 1% 200mM 5ml 
Penicillin/Streptomycin 1% 20x 5ml 
„Non-essential amino acids“    1% 100x 5ml 
Na-Pyruvat 1% 100mM 5ml 
Mercaptoethanol 0,1% 50mM 0,5ml 
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Durchflusszytometer Puffer 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
PBS w/o Ca/Mg   450ml 
FKS 5%  50ml 
Natrium-Azid 0,02%  0,1ml 
 

 

Feedermedium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
DMEM   280,5ml 
HAM’s F12   150ml 
Hyclone II 10%  50ml 
Glutamin 2% 200mM 10ml 
Penicillin/Streptomycin 1% 20x 5ml 
Adenin 0,2% 15mg/ml 1ml 
Hydrocortison 0,2% 200mg/ml 1ml 
Trijodthyronin 0,1% 0,02mg/ml 0,5ml 
Choleratoxin 0,1% 0,1nM 0,5ml 
EGF 0,1% 0,01mg/ml 0,5ml 
Insulin 0,1% 5mg/ml 0,5ml 
Transferrin  0,1% 5mg/ml 0,5ml 
 

 

FI-Medium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
RPMI   468,5ml 
FKS 5%  25ml 
Glutamin 1% 200mM 5ml 
Gentamycin 0,2% 10mg/ml 1ml 
Mercaptoethanol 0,1% 50mM 0,5ml 
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HU-DZ Medium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
RPMI   443,5ml 
FKS 10%  50ml 
Glutamin 1% 200mM 5ml 
Gentamycin 0,2% 10mg/ml 1ml 
Mercaptoethanol 0,1% 50mM 0,5ml 
 

 

Keratinozytenmedium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
Keratinozyten   500ml 
Penicillin/Streptomycin 1% 20x 5ml 
BPE-15   2ml 
Hydrocortison 0,1% 165µg 0,5ml 
Insulin 2,5 0,1% 2,5mg 0,5ml 
Epinephrin 195 0,1% 195mg 0,5ml 
hEGF-0,0625 0,1% 0,0625µg 0,5ml 
Transferrin 5 0,1% 5mg 0,5ml 
CaCl2 Lösung 0,1% 0,5M 0,15ml 
 

 

Kloniermedium 

 

 

Bestandteil % Stammlösung ml aus 
RPMI   404,5ml 
FKS 10%  50ml 
Humanes Serum 5%  25ml 
Glutamin 1% 200mM 5ml 
„Antibiotic/Antimycotic Solution“ 1% 100x 5ml 
„Non-essential amino acids“ 1% 100x 5ml 
Na-Pyruvat 1% 100mM 5ml 
Mercaptoethanol 0,1% 50mM 0,5ml 
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MACS Puffer 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
PBS w/o Ca/Mg   473ml 
BSA 0,5% 10% 25ml 
EDTA 0,02% 0,5M 2ml 
 

 

Proliferationsmedium 

Bestandteil % Stammlösung ml aus Stammlösung 
 RPMI   454,5ml 
Humanes Serum 5%  25ml 
Glutamin 1%  5ml 
Penicillin/Streptomycin 1% 20x 5ml 
„Non-essential amino acids“ 1% 100x 5ml 
Na-Pyruvat 1% 100mM 5ml 
Mercaptoethanol 0,1% 50mM 0,5ml 

 

3.3 Methoden 

3.3.1 Probandencharakterisierung 

Fünf Probanden (1Ni, 2Ni, 3Ni, 4Ni, 5Ni) mit einer Sensibilisierung gegenüber dem 

Kontaktallergen Nickel und einer positiven Nickel-Patch Test Reaktion wurden in die 

Untersuchung eingeschlossen. Bis auf einen Probanden lagen keine weiteren Sensiblisierung 

gegenüber Aero- oder Nahrungsmittelallergenen vor. Proband 5Ni hingegen wies zusätzliche 

eine Monosensibilisierung gegen das „major“ Allergen der Birke, Bet v 1, auf (Rast Klasse 2) 

mit einem Gesamtanteil von IgE Antikörpern im Blut von 21 kU/l (Tabelle 1).  

Zudem wurden zwei Probanden (1p1, 2p1) mit einer Sensibilisierung gegenüber Lieschgras 

(Phleum pratense) und einer Rast Klasse ≥ 3 bezüglich dem „major“ Allergen Phl p 1 

einbezogen. Diese Probanden wiesen weitere Sensibilisierungen gegen Aeroallergen wie z.B. 

Birke, Hausstaubmilbe und Katzenschuppen auf (Tabelle 1). 
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    in vitro Modell 

Proband 
Alter 

(♀/♂) 
Allergie 

Atopie Status                   
(Totale/spez. IgE-AK (Klasse) in kU/l) 

AE APT NPT AE ACD 

1Ni 29 (♀) Nickel 17,6/ Phl.>0,35 (0)/Bet.>0,35 (0) - - ++++   

2Ni 43 (♀) Nickel 35/ Phl.>0,35 (0)/ Bet.>0,35 (0) - - +++   

3Ni 28 (♀) Nickel 22/ Phl.>0,35 (0)/ Bet.>0,35 (0) - - +++   

4Ni 45 (♂) Nickel nicht getestet - - +++   

5Ni 29 (♀) Nickel 21/ Phl.>0,35 (0)/ Bet.>0,85 (2) - - +++   

1p1 29 (♀) Phleum 
275/ Phl.>17,5 (4)/ Bet.>17,5 (4)/ 

Fel.>3,5 (3)/ Der.>0,7 (2) 
- - Anamn. 

negativ 
  

2p1 28 (♀) Phleum 
149/ Phl.>3,5 (3)/ Bet.>3,5 (3)/ 

Der.>3,5 (3)/ Fel.>0,7 (2) 
- - Anamn. 

negativ   

Tabelle 1: Charakterisierung der Probanden und Einsatz der Allergen-spezifischen T-Zellen im in vitro 

Modell der Ekzemreaktion  

Phl.: Phleum pratense; Bet.: Betula verrucosa; Fel.: Felidae; Der.: Dermatophagoides pteronyssinus 

3.3.2 Generierung von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) 

3.3.2.1 Generierung von Dendritischen Zellen (DZ) 

Dendritische Zellen (DZ) wurden aus Monozyten des Spenders durch Zugabe von GM-CSF 

und IL-4 generiert. Zunächst wurden periphere Blut mononukleäre Zellen (PBMZ) mittels 

Dichte-Gradienten Zentrifugation aus humanem Vollblut isoliert und Monozyten durch 

anschließende Adhärenz (2 Stunden, 37°C, FI Medium) von nicht-adhärenten Zellen getrennt. 

Nicht adhärente Zellen wurden durch mehrmaliges waschen mit HBSS entfernt. Die 

adhärenten Monozyten wurden mit einem Zytokin-Cocktail (je 500 U/ml GM-CSF und IL-4) 

in HU-DZ Medium für fünf Tage inkubiert. Nach drei Tagen fand ein Mediumwechsel mit 

erneutem Zusatz von Zytokinen statt. 

3.3.2.2 Immortalisierung von B-Zellen durch EBV-Transformation 

Autologe B-Zellen wurden mit dem Epstein-Barr Virus (HHV-4) infiziert (EBV-

transformierte B-Zellen) der an die CD21 Komponente des B-Zell Ko-Rezeptor Komplexes 
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bindet und B-Zellen in langlebige, proliferierende lymphoblastoide Zellen transformiert. 

Charakteristisch für EBV-transformierte B-Zellen ist deren EBNA-1 und LMP-1 Expression. 

Bei EBNA-1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der für die Erhaltung des 

Virusgenoms und die latente Infektion verantwortlich ist, wohingegen LMP-1 als Protein der 

Plasmamembran die Signalkaskade von Oberflächenrezeptoren (z.B. TNFR) beeinflusst und 

so das Überleben und Wachstum der B-Zelle fördert [112]. 

Zur EBV Transformierung wurden 10x106 PBMZ in 2 ml EBV Medium aufgenommen und 1 

ml Überstand einer EBV-produzierenden Zelllinie (B95.8) zusammen mit 2,5 µg/ml 

Ciclosporin, zur Unterdrückung des T-Zellwachstums, zugegeben und der Ansatz in einem 5 

ml Röhrchen über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Röhrchen mit 

DPBS w/o Ca2+/Mg2+ aufgefüllt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 6 ml EBV Medium 

aufgenommen und je 2 ml in eine Vertiefung einer 24-kämmerigen Mikrotiterplatte pipettiert. 

Alle drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel und eine Teilung der Zellpopulation bei Bedarf. 

Eine voll bewachsene Mikrotiterplatte wurde in eine T75 Flasche überführt und je nach 

Bedarf die B-Zellen weiter expandiert oder in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

3.3.3 Isolierung von humanen Allergen-spezifischen T-Zellklonen 

Zur Gewinnung Allergen-spezifischer T-Zellklone wurden zunächst PBMZ aus humanem 

Vollblut von Nickel- bzw. Phleum pratense sensibilisierten Probanden mittels 

Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Hierzu wurden 50 ml heparinisiertes Vollblut mit 50 

ml DBPS w/o Ca2+/Mg2+ verdünnt und jeweils 25 ml der Suspension vorsichtig auf 15ml 

Lymphoprep geschichtet. Nach der Zentrifugation (15 Minuten, 2200 rpm, ohne Bremse) 

wurde die PBMZ Bande abgenommen, dreimal in DPBS w/o gewaschen und auf eine 

Zellzahl von 6x106 Zellen/ml in FI-Medium eingestellt. Zur Abtrennung der Monozyten von 

T-Zellen und B-Zellen wurden 6 ml der PBMZ-Suspension auf eine 10 cm Petrischale 

gegeben und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nicht adhärente Zellen wurden abgenommen und 

durch Positivselektion mittels „Bead“-gekoppelter Antikörper gegen die Oberflächenmarker 

CD4 und CD8 in CD4+ und CD8+ T-Zellen aufgetrennt und auf eine Zellzahl von 1x106 

Zellen in Proliferationsmedium eingestellt. Die adhärenten Monozyten wurden nach entfernen 

der nicht adhärenten Zellen dreimal mit HBSS gewaschen, weitere 30 Minuten in DPBS w/o 
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mit 2 mM EDTA inkubiert, anschließend mit einem Zellschaber von der Platte gelöst und in 

Proliferationsmedium auf eine Zellzahl von 8x105/ml eingestellt.  

Etablierung einer T-Zell Linie  

Um Allergen-spezifische T-Zellen in der CD4+ bzw. CD8+ Subpopulation zu vermehren 

wurde eine T-Zell Linie angelegt. Hierzu wurden 1x105 CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen (100 µl 

aus der 1x106/ml Zellsuspension) und 8x104 Monozyten als Antigen-präsentierende Zellen 

(100 µl aus der 8x105/ml Zellsuspension) zusammen mit dem jeweiligen Allergen 

(Nickelsulfat bzw. natives Phl p 1) inkubiert. Nickelsulfat wurde in einer Konzentration von 

20 µg/ml (gelöst in DPBS w/o Ca2+/Mg2+) und natives Phl p 1 in einer Konzentration von 10 

µg/ml (gelöst in Proliferationsmedium) eingesetzt. 

Zur Testung der spezifischen Proliferation der isolierten T-Zellen wurde ein zweiter Ansatz 

analog zum Ansatz der Linie durchgeführt, der jedoch zusätzlich mit einer Negativkontrolle 

ohne Allergen. Nach 72 Stunden wurde 10 µg/ml radioaktiv markiertes 3H-Thymidin für 6 

Stunden zugesetzt. Dieser Proliferationstest beruht auf der Messung der Mitoseaktivität durch 

den indirekten Parameter der DNA-Synthese. Radioaktiv markiertes 3H-Thymidin tritt in 

Kompetition mit dem unmarkierten Nukleotid und wird in neu synthetisierte DNA eingebaut, 

wobei es nicht zum Kettenabbruch kommt. Proliferierende Zellen mit eingebautem 3H-

Thymidin werden vom radioaktiven Überstand getrennt, indem die Zellsuspension durch 

einen Filter gesaugt wird, der die Zellen in sich zurück hält aber für das 3H-Thymidin 

Molekül durchlässig ist. Der getrocknete Filter wird dann mit einer Szintillationsfolie 

verschmolzen, die die Radioaktivität für den ß-Counter lesbar macht. Das Maß an 

Radioaktivität auf dem Filter wird in „counts per minute(cpm)“ wieder gegeben, die direkt 

mit der Menge an neu gebildeter DNA und somit der Proliferationsaktivität der Zellen 

korreliert. 

Zur Bestimmung der spezifischen Proliferation auf das Allergen wurde der 

Proliferationsindex bestimmt, der sich wie folgt zusammensetzt: 

 cpm mit Allergen 
 cpm ohne Allergen PI =

 
Ein Proliferationsindex > 2 wurde als spezifische Proliferation bewertet.  
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Klonierung der Linie und Expansion der T-Zellklone 

Bei einer spezifischen Proliferation der isolierten T-Zellen auf das jeweilige Antigen wurde 

die angesetzte T-Zell Linie kloniert, d.h. die T-Zellen wurden durch Reihenverdünnung 

soweit vereinzelt, so dass aus einer Zelle ein T-Zellklon heran wächst, dessen Zellen alle aus 

einer Mutterzelle hervor gegangen sind und somit identisches Erbgut besitzen. 

 

Zur Klonierung der T-Zell Linie wurden an Tag sieben nach Ansatz der Linie zunächst 

heterologe PBMZ mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert und durch Inkubation mit 

Mitomycin C (4%, 37°C, 2 Stunden) teilungsunfähig gemacht. Mitomycin C ist ein 

Spindelgift, das bei der Zellteilung das Auseinanderweichen der autologen 

Chromosomenpaare während der Metaphase unterbindet und somit die Teilung der Zellkerne 

und der Zelle verhindert. Diese so teilungsunfähig gemachten Zellen sind noch lebensfähig 

und dienen den vereinzelten T-Zellen der T-Zell Linie als eine Art „Nährzellen“. Um aber 

einen Einfluss des Mitomycins auf die zu klonierenden T-Zellen auszuschließen, wurden die 

PBMZ dreimal in DPBS w/o Ca2+/Mg2+ gewaschen und anschließend auf eine 

Zellkonzentration von 3,5x106 Zellen/ml in Kloniermedium eingestellt und 100 µl dieser 

Suspension pro Vertiefung einer rundbödigen 96 well Platte ausplattiert. Zur unspezifischen 

Stimulation der T-Zellproliferation  wurde der Lösung teilungsunfähiger PBMZ 2% PHA 

zugesetzt. 

Die aus der T-Zell Linie zu klonierenden CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen wurden resuspendiert 

und auf eine Konzentration von 6 Zellen/ml in Kloniermedium eingestellt. Werden 100 µl 

dieser Suspension auf die „Nährzellen“ gegeben, entspricht dies einer Verteilung von 0,6 

Zellen pro Vertiefung. Zur Unterstützung der T-Zellproliferation  wurden 30 U/ml IL-2 

zugegeben. Für jede T-Zell Subpopulation (CD4+ oder CD8+) wurden vier 96 well Platten 

angelegt. 

Etwa sieben Tage nach Klonierung waren erste proliferierende T-Zellklone erkennbar. Ab 

diesem Zeitpunkt erfolgte alle zwei Tage ein Mediumwechsel, d.h. 100 µl des alten Mediums 

wurden vorsichtig abgenommen und durch neues Kloniermedium mit zugesetztem IL-2 (20 

U/ml bis 80 U/ml final, je nach Vitalität des Klons) ersetzt. Klone, die eine Vertiefung bis zu 

ca. 70% bewachsen hatten, wurden 1:2 geteilt und weiter expandiert. 
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Spezifitätstest der T-Zellklone 

Die Spezifität der generierten T-Zellklone wurde überprüft, sobald der Klon vier Vertiefungen 

einer 96 well Platte komplett bewachsen hatte. Hierzu wurde eine Proliferation mit autologen 

EBV B-Zellen oder autologen DZ und dem jeweiligen Antigen angesetzt.  

Zwei Vertiefungen des T-Zellklons wurden resuspendiert, zentrifugiert und in 300 µl 

Proliferationsmedium aufgenommen. 100 µl dieser Zellsuspension wurden entweder mit 

8x104 teilungsunfähigen EBV B-Zellen oder 5x103 DZ und dem Antigen (20 µg/ml 

Nickelsulfat oder 10 µg/ml Phl p 1) inkubiert. Nach 72 Stunden wurde die spezifische 

Proliferation des T-Zellklons mittels Einbau radioaktiv markierten 3H-Thymidins ermittelt. 

Die verbleibenden zwei Vertiefungen des Klons wurden mit Mitomycin C behandelten 

heterologen PBMZ (1,5x105 Zellen pro Vertiefung, 2% PHA, 20 U/ml IL-2 final) restimuliert 

und weiter expandiert. Hatten spezifisch proliferierende Klone erneut vier Vertiefungen 

bewachsen, wurde sie auf eine Vertiefung einer 24 well Platte überführt (Gesamtvolumen 2 

ml) und weiter expandiert bis ausreichend Zellen zur Asservierung in flüssigem Stickstoff und 

für Experimente zur Verfügung standen.  

Charakterisierung der T-Zellklone 

Die Expression der Oberflächenmarker CD4 und CD8 wurde in den generierten T-Zellklonen 

durchflusszytometrisch mittels FACS-Messung mit monoklonalen, Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelten Antikörpern bestimmt.  

Um eine Aussage über den T-Zellsubtyp der isolierten T-Zellklone machen zu können, wurde 

deren Zytokinprofil analysiert. Hierzu wurden APZ und T-Zellklone mit dem jeweiligen 

Antigen inkubiert. Überstände dieser Kultur wurden asserviert und mittels ELISA auf die 

Allergen-spezifische Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 hin untersucht. Die 

Summe aller produzierten Zytokine wurde gleich 100% gesetzt und der prozentuale Anteil 

des einzelnen Zytokins an der Gesamt-Zytokinproduktion bestimmt. Von jedem Klon wurden 

mindestens drei Experimente ausgewertet. 
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TH0 Klone wurden definiert durch eine annähernd gleiche Verteilung aller drei Zytokine oder 

eine Produktion von IFN-γ und IL-10 oder IFN-γ und IL-4 oder IL-4 und IL-10 zu jeweils 

50%. 

Als Typ1 Klone (TH1 bzw. Tc1) wurden T-Zellen definiert, die 80% IFN-γ, kein IL-4 und 

weniger als 20% IL-10 produzierten. 

Typ2 Klone (TH2 bzw. Tc2) waren entweder charakterisiert durch eine IL-4 Produktion größer 

60% mit einer gleichzeitigen IFN-γ Produktion kleiner 20% oder durch eine Summe der IL-4 

und IL-10 Produktion größer 85%. 

Regulatorische T-Zellklone, Tr1, zeichneten sich durch eine IL-10 Produktion größer 65% aus 

(Abb. 7). 

0% 60% 80% 100% 20% 40% 

IFN-γ 
IL-4 
IL-10 TH0 

Typ 1 

Typ 2 

Tr 1 

 

Abb. 7: Definition der T-Zell Subtypen anhand des Zytokinprofils 

T-Zellklone wurden anhand des gezeigten Schemas in die T-Zell Subtypen TH0, Typ1, Typ2 oder Tr1 eingeteilt. 

CFSE Markierung der T-Zellen 

Neben der 3H-Thymidin Methode zur Messung der T-Zellproliferation kann auch die CFSE-

Markierung der T-Zellen als Nachweis der Teilungsaktivität heran gezogen werden. Das 

farblose CFDA-SE (Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidylester) ist hydrophob und 

membrangängig. In der Zelle werden durch Esterasen die beiden Acetatreste abgespalten und 

es entsteht das grün fluoreszierende CFSE (Carboxyfluorescein-Succinimidylester). CFSE 

bindet unter Abspaltung der Succinimidylgruppe an Lysin- und Argininreste 

-51- 



MATERIAL UND METHODEN 

cytoplasmatischer Proteine. Die Carboxyfluorescein-markierten Proteine werden bei der 

Teilung einer Zelle zu gleichen Teilen an ihre Tochterzellen weitergegeben. Die Zahl der 

Zellteilungen läßt sich daher anhand der Fluoreszenzintensität einer Zelle bestimmen. 

Die CFSE-Markierung wurde in PBS durchgeführt. Zu 1-5x107 Zellen/ml wurden 4 µl/ml 

CFDA-SE (Endkonzentration 4 µg/ml) gegeben und durch Schwenken schnell mit der 

Zellsuspension vermischt. Die Zellen wurden 10 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert und 

zweimal in PBS gewaschen. Die Färbung der Zellen wurde durchflusszytometrisch überprüft. 

3.3.4 Kultivierung primärer humaner Keratinozyten 

Vorbereitung der Fibroblastenzellen 

Immortalisierte Maus-Fibroblasten (3T3 Zellen) wurden bis zu einer Konfluenz von 70-80% 

in T75 Flaschen in 3T3 Medium kultiviert und vor Zugabe der primären Keratinozyten mit 

einer 2%igen Mitomycin Lösung mitotisch inaktiviert (Inkubation für 2 Stunden, 37°C). 

Anschließend wurden die Fibroblasten mit DPBS w/o Ca2+/Mg2+ gewaschen, mit 

Trypsin/EDTA von der Platte gelöst und 1,5x106 teilungsunfähige Zellen in Feedermedium in 

eine neue T75 Zellkulturflasche überführt. 

Gewinnung humaner primärer Keratinozyten 

Primäre humane Keratinozyten wurden durch die Methode der Saugblasen-Induktion 

(„suction blister“) gewonnen, die erstmals von Kiistalla und Mustakallio 1964 als eine 

Methode zur Trennung von Dermis und Epidermis beschrieben wurde [99]. Hierzu wird ein 

Plastikaufsatz mit acht Vertiefungen (Durchmesser 1 cm) auf die desinfizierte Haut des 

Unter- oder Oberarmes des Probanden aufgelegt und mittels einer Pumpe ein dauerhafter 

Unterdruck von 400 mbar erzeugt. Zur Unterstützung der Blasenentwicklung wird der Arm 

mit einer Heizmatte umwickelt, die je nach Wärmetoleranz des Probanden auf 40-50°C 

beheizt wird. Nach ca. ein bis zwei Stunden bilden sich Blasen, die mit chirurgischem Besteck 

abgenommen wurden (Abb. 8, A). Da die Basalmembran bei dieser Prozedur nicht verletzt 

wird, kommt es zu keiner Narbenbildung.  

Die Epidermishäutchen (Abb. 8, B) wurden anschließend in den Antibiotikalösungen I-III für 

jeweils 20 Minuten desinfiziert, dann in eine Petrischale mit Trypsin/EDTA überführt und 

-52- 



MATERIAL UND METHODEN 

rührend auf einem Magnetrührer für 10 Minuten inkubiert. Die erste Fraktion an abgelösten 

Keratinozyten wurde in ein 50 ml Röhrchen mit Feedermedium überführt und, um die 

Adhäsion an das Plastikröhrchen zu unterbinden, auf Eis gestellt. Die verbleibenden Häutchen 

wurden erneut mit Trypsin/EDTA inkubiert und dieser Vorgang bis zur vollständigen 

Ablösung der Keratinozyten von der Basalmembran wiederholt (Abb. 8, C). Nach Fraktion 

fünf wurden die Keratinozyten gezählt und 1x106 Zellen auf die vorbereiteten 

Fibroblastenzellen in einem Volumen von 15 ml Feedermedium gegeben. Mit den weiteren 

Fraktionen wurde ebenso verfahren. 

A C B 

 

Abb. 8: Saugblasen-Induktion 

Die Methode der Saugblasen-Induktion wurde zur Gewinnung von humanen, primären Keratinozyten heran 

gezogen. In (A) sind die induzierten Blasen am Unterarm eines Probanden gezeigt. (B) zeigt lichtmikroskopisch 

ein Epidermishäutchen, das noch dicht mit Keratinozyten besetzt ist, (C) hingegen ein Häutchen von dem alle 

Keratinozyten abgelöst wurden. 

Drei Tage nach Isolation wurde die Hälfte des Feedermediums durch frisches Medium ersetzt 

und die Keratinozyten bis zu einer Konfluenz von etwa 90% mit einem Mediumwechsel alle 

drei Tage weiter kultiviert. Die Zellen (1x106) wurden dann in eine neue T75 

Zellkulturflasche mit Mitomycin-behandelten Fibroblasten (1,5x106) passagiert und erneut bis 

zu fast vollständiger Konfluenz kultiviert (Abb. 9). Sowohl primär isolierte (KP0), als auch 

Keratinozyten der ersten Passage (KP1) wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
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Abb. 9: Keratinozyten-Nester auf Fibroblastenrasen 

Lichtmikroskopische Aufnahme zweier proliferierender Keratinozyten-Nester auf Fibroblastenrasen sieben Tage 

nach Isolation. (Vergrößerung 1:10) 

3.3.5 Keratinozyten – T-Zell – APZ - Ko-Kultur 

3.3.5.1 Allergen für die Ko-Kultur 

Nickelsulfat (NiSO4) 

Nickel wurde in einer Konzentration von 20 µg/ml in die Kontroll- bzw. Ko-Kultur 

eingesetzt. Bei dieser Konzentration ist eine optimale Stimulation der T-Zell Proliferation 

gewährleistet und eine toxische Wirkung auf T-Zellen sowie APZ und Keratinozyten kann 

ausgeschlossen werden. 

Phleum pratense p 1 (Phl p 1) 

Das native „major“ Allergen Phl p 1 wurde aus Pollen des Lieschgrases (Phleum pratense) 

wurde von Prof. Arnd Petersen (Forschungszentrum Borstel) zur Verfügung gestellt und in 

einer Konzentration von 10 µg/ml in die Kontroll- bzw. Ko-Kultur  eingesetzt. 

3.3.5.2 T-Zellklone für die Ko-Kultur 

Spezifische T-Zellklone wurden in flüssigem Stickstoff asserviert und für Ko-Kultur 

Experimente aufgetaut. Hierzu wurde einen Tag zuvor an die Vertiefungen einer 24 kämmrige 
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MTP antiCD3 Antikörper (1 µg/ml in PBS w/o Ca2+/Mg2+, 4°C, ÜN) gebunden. Die 

aufgetauten Zellen wurden in 8 ml DPBS w/o aufgenommen, um das DMSO des 

Einfriermediums zu verdünnen, zentrifugiert und in 1 ml Kloniermedium mit IL-2 (20U/ml 

final) und antiCD28 Antikörper (1µg/ml) resuspendiert und auf die vorbereiteten Platten 

gegeben. Das CD3 Molekül ist ein wichtiger Bestandteil des T-Zellrezeptors, der Signal 1 zur 

Proliferation der T-Zelle übermittelt, das CD28 Molekül bindet an kostimulierende Moleküle 

der Antigen präsentierenden Zelle und übermittelt Signal 2 zur Proliferation.  

Alle zwei Tage fand ein Mediumwechsel mit Zugabe von IL-2 je nach Proliferationsaktivität 

des Klones statt. Nach Eintritt des Klons in die frühe Ruhephase wurde er in ein Ko-Kultur 

Experiment eingesetzt. T-Zellklone wurden in Proliferationsmedium auf eine Zellzahl von 

1x106 Zellen/ml eingestellt und 100 µl (1x105 Zellen) dieser Zellsuspension in die Ko-Kultur 

eingesetzt (Tabelle 2 und 3). 

Eine Vertiefung des Klons wurde erneut mit antiCD3/antiCD28 und IL-2 (20U/ml final) 

restimuliert und für das nächste Ko-Kultur Experiment expandiert. 

3.3.5.3 Antigen-präsentierende Zellen für die Ko-Kultur 

In die Ko-Kultur wurden als APZ alternativ autologe DZ oder autologe EBV B-Zellen 

eingesetzt (Tabelle 2), die wie unter 3.3.2.1 bzw. 3.3.2.2 beschrieben, generiert wurden. 

Autologe DZ wurden fünf Tage vor einem Ko-Kultur Experiment entweder frisch isoliert 

oder durch Auftauen von PBMZ des Spenders aus flüssigem Stickstoff generiert. Am Tag der 

Ko-Kultur wurden die DZ geerntet und in Proliferationsmedium auf eine Zellzahl von 2x104 

Zellen/ml eingestellt. 50µl dieser Zellsuspension (entspricht 1x103 Zellen) wurden in die 

Kontroll- bzw. Ko-Kultur eingesetzt (Tabelle 2 und 3). EBV B-Zellen wurden am Tag des 

Experimentes durch Mitomycin C Behandlung (2% Mitomycin, 2h, 37°C) teilungsunfähig 

gemacht. Nach dreimaligem waschen mit DPBS w/o wurden die Zellen auf eine 

Zellkonzentration von 1x106 Zellen/ml in Proliferationsmedium eingestellt und 50µl dieser 

Zellsuspension (entspricht 5x104 Zellen) in die Kontroll- bzw. Ko-Kultur eingesetzt (Tabelle 

2 und 3). 
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50µl2x105 Zellen1x104 ZellenKeratinozyten

50µl8x105 Zellen8x104 ZellenEBV B-Zellen

50µl1x104 Zellen1x103 ZellenDZ oder

100µl1x106 Zellen1x105 ZellenNickel-spez.T-Zellklon

20µl200 µg/ml20 µg/mlNickelsulfat

Volumen aus StockKonz. StockKonz. finalAllergen bzw. Zellen

50µl2x105 Zellen1x104 ZellenKeratinozyten

50µl8x105 Zellen8x104 ZellenEBV B-Zellen

50µl1x104 Zellen1x103 ZellenDZ oder

100µl1x106 Zellen1x105 ZellenNickel-spez.T-Zellklon

20µl200 µg/ml20 µg/mlNickelsulfat

Volumen aus StockKonz. StockKonz. finalAllergen bzw. Zellen
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Tabelle 2: Kontroll- bzw. Ko-Kultur Ansatz für das in vitro Modell der allergischen Kontaktdermatitis 
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50µl2x105 Zellen1x104 ZellenKeratinozyten

50µl1x104 Zellen1x103 ZellenDZ

100µl1x106 Zellen1x105 ZellenPhl p 1-spez. T-Zellklon

20µl100 µg/ml10 µg/mlnatives Phl p 1

Volumen aus StockKonz. StockKonz. finalAllergen bzw. Zellen

50µl2x105 Zellen1x104 ZellenKeratinozyten

50µl1x104 Zellen1x103 ZellenDZ

100µl1x106 Zellen1x105 ZellenPhl p 1-spez. T-Zellklon

20µl100 µg/ml10 µg/mlnatives Phl p 1

Volumen aus StockKonz. StockKonz. finalAllergen bzw. Zellen

 

Tabelle 3: Kontroll- bzw. Ko-Kultur Ansatz für das in vitro Modell des atopischen Ekzems 

3.3.5.4 Keratinozyten für die Ko-Kultur    

Keratinozyten für die Ko-Kultur wurden als KP1 aus der Lagerung in flüssigem Stickstoff 

aufgetaut, expandiert und befanden sich somit in KP2. Ko-Kultur Experimente wurden bei 

den Probanden 1Ni, 2Ni, 3Ni und 5Ni mit KP2- beim Probanden 4Ni mit KP3 Keratinozyten 

durchgeführt.  

Keratinozyten, die in Ko-Kultur Experimente eingesetzt werden sollten, wurden mit einer 

Dichte von 80 000 Zellen pro Vertiefung einer 6-kämmerigen MTP in Keratinozytenmedium 

(+ Hydrocortison) ausgesät. Am Tag 1 nach Aussaat fand ein Mediumwechsel zur Entfernung 

von Zellfragmenten und toten Zellen statt. An Tag fünf wurden die bis zu 70-80 %iger 

Konfluenz bewachsenen Platten zur Hälfte mit 500 U/ml IFN-γ für 6 Stunden in 

Keratinozytenmedium (-Hydrocortison) stimuliert oder zur anderen Hälfte unstimuliert 

belassen. Um einen Effekt von IFN-γ in der Ko-Kultur auszuschließen, wurde das Zytokin 

durch mehrmaliges waschen mit DPBS w/o aus der Kultur entfernt. Die Keratinozyten 

wurden für weitere 24 Stunden in 2 ml Keratinozytenmedium Hydrocortison inkubiert. 
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Am Tag der Ko-Kultur wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA von der Platte gelöst, gezählt 

und auf eine Konzentration von 2x105 Zellen/ml in Prolfierationsmedium eingestellt. Final 

wurden in die Ko-Kultur 1x104 Keratinozyten eingesetzt (entspricht 50µl) (Tabelle 2 und 3). 

Differenzierung von Keratinozyten 

Keratinozyten wurden zunächst für 6 Stunden mit 500 U/ml IFN-γ stimuliert oder 

unstimuliert belassen und anschließend durch Zusatz von 1,2 mM CaCl2 ins Medium für 24 

Stunden zur Differenzierung angeregt. Differenzierte Keratinozyten wurden in der gleichen 

Konzentration (1x104 Zellen) in die Ko-Kultur eingesezt, wie nicht-differenzierte 

Keratinozyten. 

PFA Fixierung von Keratinozyten 

In einem Teil der Experimente wurden Keratinozyten am Tag der Ko-Kultur mit 

Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Hierzu wurden die Keratinozyten von der Platte gelöst und 

mit 2% PFA in DPBS w/o 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das fixierende 

PFA durch dreimaliges Waschen mit DPBS w/o entfernt und die fixierten Keratinozyten in 

der gleichen Konzentration (1x104 Zellen) in die Ko-Kultur eingesetzt, wie nicht-fixierte 

Keratinozyten. 

Überstände von Keratinozytenkulturen 

Um die Notwendigkeit von Zell-Zell Kontakten während der Ko-Kultur untersuchen zu 

können wurde in einen Teil der Experimente anstelle der Keratinozytenzellen nur der 

Überstand der Keratinozytenkultur eingesetzt. Dieser wurde am Tag der Ko-Kultur vor dem 

Ablösen der Keratinozyten asserviert und in gleichem Volumen (50µl) in die Ko-Kultur 

eingesetzt (Abb. 10). 
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Abb. 10: Generierung von differenzierten Keratinozyten und zellfreien Keratinozyten Überständen 

Keratinyozten wurden in einer Konzentration von 8x105 Zellen in eine 6-kämmerige MTP ausgesät und an Tag 

fünf mit 500 U/ml IFN-γ für 6 Stunden stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach ausgiebigem Waschen wurde 

entweder frisches Keratinoyztenmedium ohne Hydrocortison oder zur Differenzierung der Zellen Medium mit 

1,2 mM CaCl2 zugesetzt und weitere 24 Stunden bis zum Einsatz in der Ko-Kultur inkubiert. 

3.3.5.5 Auswertung der Kontroll- bzw. Ko-Kultur 

Um die Änderung der T-zellulären Proliferation und Zytokinproduktion in Reaktion auf 

Keratinozyten bestimmen zu können, wurde wie folgt die prozentuale Änderung (p) dieser 

Pararmeter bestimmt.  

 

Für die Proliferation: 

       Spezifische Proliferation des T-Zellklones in der Ko-Kultur (cpm)   

       Spezifische Proliferation des T-Zellklones in der Kontroll-Kultur (cpm) 

 

Für die Zytokinproduktion: 

       Zytokinproduktion des T-Zellklones in der Ko-Kultur (pg/ml)   

       Zytokinproduktion des T-Zellklones in der Kontroll-Kultur (pg/ml) 

 

 

 

 

5d 
8x105 Zellen 

5x waschen 24h 

+ 2ml Medium 

+/-1,2mM CaCl2 
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Überstände 
 
Keratinozyten 

6h 
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differenzierte 
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ERGEBNISSE 

4. Ergebnisse 

4.1 Etablierung eines in vitro Ekzem Modells 

4.1.1 Isolierung und Charakterisierung der T-Zellklone 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten acht Phl p 1-spezifische T-Zellklone von zwei Phl p 1-

sensibilisierten Spendern und 32 Nickel-spezifische T-Zellklone von fünf Nickel-Allergikern 

isoliert werden.  

4.1.1.1 Isolierung und Charakterisierung von Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen 

Die Etablierung der Isolierung Phl p 1-spezifischer T-Zellklone wird exemplarisch für den 

Probanden 1p1 dargestellt. Die T-Zell Linie, die zur Anreicherung Allergen-spezifischer T-

Zellen angelegt wurde, zeigte für die CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen einen Proliferationsindex (PI) 

von 50,5 zw. 16,1 auf natives Phl p 1 (Abb. 12, A; Tab. 4). Durch die im Anschluss 

durchgeführte Klonierung konnten 53 CD4+ und 6 CD8+ T-Zellklone generiert werden. Der 

Spezifitätstest dieser Klone wurde sowohl mit nativem Phl p 1 als auch wässrigem 

Pollenextrakt (APE Phleum), der aus Phleum pratense Pollen hergestellt wurde, durchgeführt 

(Abb. 12, B). Zwölf CD4+ und ein CD8+ T-Zellklon zeigten einen spezifischen PI größer 2 

auf natives Phl p 1. Die Proliferationsergebnisse mit APE Phleum entsprachen nicht den 

Ergebnissen mit nativem Allergen; nur drei Klone zeigten ähnliche Indices, acht Klone 

proliferierten nicht spezifisch auf APE Phleum wohingegen drei Klone eine stärkere 

Proliferation zeigten. Da die Linie mit nativem Phl p 1 angesetzt wurde und nicht 

auszuschließen ist, dass Substanzen in APE enthalten sind, die die Proliferation 

unspezifischerweise beeinflussen, wurden ausschließlich Klone mit einer spezifischen 

Proliferation auf natives Allergen expandiert und in flüssigem Stickstoff konserviert. Nach 

erneutem Auftauen blieb die Spezifität nur bei sieben CD4+ T-Zellklonen erhalten. 
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Abb. 11: Proliferation der Linie des Probanden 1p1 und Spezifitätstest der isolierten Klone 

(A) Proliferationsindex der Linie des Probanden 1p1 auf natives Phl p 1 (B) Spezifitätstest der isolierten T-

Zellklone des Probanden 1p1 auf natives Phl p 1 (schwarze Balken) und wässrigen Pollenextrakt (APE) 

von Phleum pratense Pollen (graue Balken). Die Linie gibt den Proliferationsindex von 2 wieder, der als 

spezifische Proliferation gewertet wurde.  

Die Linie des zweiten Phleum-sensibilisierten Probanden, 2p1, zeigte einen PI auf natives Phl 

p 1 von 3,1 bei CD4+ und 7,3 bei CD8+ T-Zellen (Tab. 4). Insgesamt konnten durch 

Klonierung 21 CD4+ und 32 CD8+ T-Zellklone generiert werden. Drei CD4+ T-Zellklone 

zeigten einen spezifischen Proliferationsindex auf natives Phl p 1, die jedoch nur bei einem 

Klon nach erneutem Auftauen erhalten blieb (Daten nicht gezeigt).  

 

Proband CD4/
CD8 PI Linie Anzahl Klone Anzahl spez. 

Klone PI Klone dauerhaft 
spez. Klone 

1p1 CD4+ 50,5 53 12 41,5 ± 9,1 7 
 CD8+ 16,1 6 1 2,4 - 

2p1 CD4+ 3,1 21 3 5,5 ± 1,5 1 
 CD8+ 7,3 32 -  - 

Tabelle 4: Zusammenfassung der etablierten Phl p 1-spezifischen T-Zellklone 
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Zur weiteren Charakterisierung der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone wurden die 

Oberflächenmarker CD4 und CD8 durchflusszytometrisch bestimmt. Alle Klone zeigten, 

entsprechend ihrer Isolierung anhand antiCD4 „microbeads“, die Expression des CD4 

Oberflächenmoleküls.  

Das Zytokinprofil der T-Zellklone wurde, wie unter 3.3.2.1 beschrieben, charakterisiert. Phl p 

1 spezifische T-Zellklone zeigten eine gleiche Verteilung von Typ1 und Typ2 Zellen (jeweils 

37,5%) und einen relativ hohen Anteil von Tr1 (25%) (Abb 12. D). TH0 Zellen konnten nicht 

isoliert werden. 

4.1.1.2 Charakterisierung der isolierten Nickel-spezifischen T-Zellklone 

Die durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmarker in der Gruppe der Nickel-

spezifischen T-Zellklone ergab eine deutliche Dominanz von CD4+ T-Zellen (90,6%) 

gegenüber CD8+ T-Zellen (9,4%) (Tabelle 4). 

Das Zytokinprofil dieser Klone zeigte eine gleiche Verteilung von Zellen des Typ1- und 

Typ2- Phänotyps (jeweils 34,4%) und einen Anteil von 21,8% TH0 Zellen. Tr stellten mit 

9,4% die kleinste Subpopulation von T-Zellen in dieser Gruppe dar (Abb. 12, A). Der hohe 

Anteil von Typ2 Zellen ist bedingt durch das Verteilungsmuster der T-Zell Subpopulationen 

bei Proband 5Ni, bei dem keine Typ1 Zellen isoliert werden konnten (Abb. 12, B). Bei den 

anderen Probanden (1Ni, 2Ni, 3Ni und 4Ni) lag dagegen eine deutliche Dominanz von Typ1 

Zellen vor (Abb. 12, C).  

 

B CA D

Tr1 TH0 TH1 TH1  

Abb. 12: Verteilung der T-Zell Subtypen innerhalb des Nickel- bzw. Phleum-spezifischen Klonkollektives 

(A) Verteilung der T-Zellsubtypen innerhalb des Nickel-spezifischen Klonkollektives (Klone32); (B) Verteilung 

der T-Zellsubtypen bei Klonen des Probanden 5Ni (Klone 16); (C) Verteilung der T-Zellsubtypen bei Klonen der 

Probanden 1Ni, 2Ni, 3Ni, 4Ni (Klone 16); (D) Verteilung der T-Zellsubtypen innerhalb des Phl p 1-spezifischen 

Klonkollektives (Klone 8) 
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Unter den isolierten Nickel-spezifischen T-Zellklonen konnten auch solche identifiziert 

werden, die für die Nickel-spezifische Proliferation nicht auf Präsentation des Allergens durch 

professionellen APZ angewiesen waren (s. 1.3.2.1). Diese als „Selfpresenter“ bezeichneten 

Klone wurden erstmals von Nasorri et al. [120] vorbeschrieben.  

25% (acht Klone) der in dieser Arbeit isolierten Nickel-spezifischen T-Zellklone sind 

„Selfpresenter“. Die Proliferation von sechs „Selfpresentern“ war ohne APZ etwas 

schwächer, jedoch nicht signifikant schwächer, ausgeprägt (Abb.13). Ein Klon proliferierte 

stärker als „Selfpresenter“ (4Ni-4.13), ein Klon reagierte in An- und Abwesenheit von APZ 

identisch (2Ni8.2). Im Mittel ergibt sich kein signifikanter Unterschied in der spezifischen 

Proliferation in Ansätzen mit oder ohne APZ (p=0,2059). „Selfpresenter“ Klone gehörten 

hauptsächlich der Typ1 Subpopulation an (75%), die Typ2 und TH0 Population ist, wie auch 

von Nasorri et al. berichtet, unterrepräsentiert (jeweils 12,5%). Regulatorische „Selfpresenter“ 

konnten nicht identifiziert werden. 

p=0,2059 

 

Abb. 13: Vergleich des PI von „Selfpresenter“ Klonen in An- und Abwesenheit von APZ 

Nickel-spezifische „Selfpresenter“ Klone wurden sowohl in An- als auch Abwesenheit von APZ mit Nickel 

inkubiert. Aufgetragen ist der Proliferationindex beider Ansätze.  

Eine Selbst-Präsentation von Aeroallergene oder Allergenen aus Nahrungsmitteln ist in der 

Literatur nicht beschrieben und konnte auch in unserem Phl p 1-spezifischen Klonkollektiv 

nicht identifiziert werden. Jedoch ist das Kollektiv aus acht Klonen zu klein, um verlässliche 

Aussagen treffen zu können. 
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In Tabelle 4 findet sich eine Auflistung und Charakterisierung aller isolierten Phl p 1- und 

Nickel-spezifischen T-Zellklone. 
Klon CD4/CD8 Subtyp Besonderheit Spezifität 

1p1-4.1 CD4+ TH1  nPhl p 1 
1p1-4.1 CD4+ TH1  nPhl p 1 
1p1-4.1 CD4+ TH1  nPhl p 1 

1p1-4.12 CD4+ TH2  nPhl p 1 
1p1-4.36 CD4+ TH2  nPhl p 1 
2p1-4.5 CD4+ TH2  nPhl p 1 

1p1-4.16 CD4+ Tr1  nPhl p 1 
1p1-4.30 CD4+ Tr1  nPhl p 1 
1Ni-4.16 CD4+ TH0  NiSO4 
3Ni-4.18 CD4+ TH0 „Selfpresenter“ NiSO4 
5Ni-4.3 CD4+ TH0  NiSO4 

5Ni-4.22 CD4+ TH0  NiSO4 
5Ni-4.63 CD4+ TH0  NiSO4 
5Ni-4.65 CD4+ TH0  NiSO4 
5Ni-8.11 CD8+ TH0  NiSO4 
1Ni-4.1 CD4+ TH1  NiSO4 
1Ni-4.2 CD4+ TH1  NiSO4 
1Ni-4.8 CD4+ TH1 „Selfpresenter“ NiSO4 

1Ni-4.17 CD4+ TH1 „Selfpresenter“ NiSO4 
1Ni-4.20 CD4+ TH1 „Selfpresenter“ NiSO4 
1Ni-4.27 CD4+ TH1 „Selfpresenter“ NiSO4 
2Ni-8.2 CD8+ TC1 „Selfpresenter“ NiSO4 
4Ni-4.2 CD4+ TH1 „Selfpresenter“ NiSO4 

4Ni-4.10 CD4+ TH1  NiSO4 
4Ni-4.106 CD4+ TH1  NiSO4 
3Ni-4.1 CD4+ TH1  NiSO4 

4Ni-4.38 CD4+ TH2  NiSO4 
3Ni-4.13 CD4+ TH2 „Selfpresenter“ NiSO4 
5Ni-4.10 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-4.16 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-4.20 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-8.1 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-8.7 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-8.8 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-8.9 CD8+ TC2  NiSO4 

5Ni-8.10 CD4+ TH2  NiSO4 
5Ni-8.50 CD4+ TH2  NiSO4 
3Ni-4.21 CD4+ Tr1  NiSO4 
5Ni-4.17 CD4+ Tr1  NiSO4 
5Ni-8.52 CD4+ Tr1  NiSO4 

Tabelle 4: Charakterisierung der isolierten Nickel- und Phl p 1-spezifischen T-Zellklone 
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4.1.2 Aktivierung humaner Keratinozyten mit IFN-γ 

Um eine bestehende Entzündungsreaktion in vitro zu imitieren, wurde ein Teil der 

Keratinozyten im Vorfeld des Ko-Kultur Experimentes mit IFN-γ vorstimuliert 

(inflammatorische Keratinozyten). Die Aktivierung der Keratinozyten wurde anhand der 

Oberflächenmarker HLA-ABC, HLA-DR, und ICAM-1 durchflusszytometrisch kontrolliert 

(Abb. 14).  
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Abb. 14: Aktivierung humaner Keratinozyten mit IFN-γ 

Keratinozyten wurden mit IFN-γ (500 U/ml) für sechs Stunden stimuliert und nach weiteren 24 Stunden Kultur 

die Expression der Oberflächenmarker HLA-ABC, HLA-DR und ICAM-1 durchflusszytometrisch gemessen. In 

(A) ist der sog. „forward/sideward scatter“ gezeigt, über den Keratinozyten anhand ihrer Größe und Granularität 

bestimmt werden können. (B) vergleicht die Expression der Oberflächenmoleküle bei nicht-stimulierten (K) und 

IFN-γ-vorstimulierten (K IFN) Keratinozyten (schwarze Linie) im Vergleich zur Isotyp Kontrolle (rote Linie für 

K, orange Linie für K IFN). Die Stärke der Expression des einzelnen Moleküls wird durch die mittlere 

Fluoreszenzintensität („Mean“) wiedergegeben.  
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Keratinozyten exprimieren konstitutiv das MHC-Klasse-I Molekül HLA-ABC, diese 

Expression wird durch IFN-γ weiter gesteigert. IFN-γ bewirkt zudem eine Expression des 

MHC-Klasse-II Moleküls HLA-DR und des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (Abb. 14). 

4.2 Interaktionen von Keratinozyten und T-Zellen 

In der Ekzemreaktion in vivo wurde morphologisch eine enge räumliche Interaktion von 

einwandernden T-Zellen und Keratinozyten nachgewiesen [54]. Eine solche Interaktion 

wurde auch in dem in dieser Arbeit beschriebenen Zellkultursystem (s. 3.3.5) licht-

mikroskopisch näher untersucht (Abb. 15). Durch die Zugabe von Nickel zur Ko-Kultur von 

Keratinozyten und T-Zellklonen kam es in Anwesenheit von APZ zur Aktivierung der T-

Zellen, die sich in einer birnenförmigen Zellform und in einer engen Interaktion von T-Zellen 

mit Keratinozyten äußerte (Abb. 15, A). Die Ausläufer und der Zellkörper des Keratinozyten 

in Abb. 13, A sind dicht besetzt mit aktivierten T-Zellen, wohingegen ohne Zugabe des 

Allergens Nickel sowohl die Aktivierung der T-Zellen, als auch deren Interaktion mit 

Keratinozyten ausbleibt (Abb. 15, B). 

A B 

50µm 50µm 

 

Abb. 15: Interaktion von Keratinozyten und T-Zellen 

Lichtmikroskopische Aufnahmen eines Ko-Kultur Ansatz autologer Keratinozyten, Nickel-spezifischer T-Zellen 

und DZ in Anwesenheit (A) und Abwesenheit (B) des Allergens Nickel. (Vergrößerung (A): 1:32; (B) 1:20) 
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Die gezeigten Interaktionen von Keratinozyten und T-Zellen innerhalb der Ko-Kultur konnten 

zudem über einen Zeitverlauf von vier Stunden lichtmikroskopisch verfolgt werden (Abb. 16). 

Begonnen wurde mit der Aufzeichnung 12 Stunden nach Beginn der Ko-Kultur. Gezeigt sind 

Interaktionen des Nickel-spezifischen Klones 5Ni-4.10 mit autologen, unstimulierten 

Keratinozyten. 

32 Minuten nach Beginn der Aufzeichnung trat im Gesichtsfeld eine T-Zelle in Kontakt mit 

dem beobachteten Keratinozyten, eine Minute später eine weitere T-Zelle, deren Kontakt 

jeweils 12 bzw. sieben Minuten dauerten (Abb. 16, A). Etwa eine Stunde später kam es 

wieder zur Interaktion zweier T-Zellen und dem Keratinozyten. Während der Kontakt der 

einen T-Zelle nur neun Minuten dauerte, endete die Wechselwirkung der zweiten T-Zelle erst 

nach 57 Minuten mit einer Abkugelung und Formveränderung des Keratinozyten, von der er 

sich 24 Minuten nach Beendigung des Kontaktes wieder erholt hatte. Die Kernstruktur des 

Keratinozyten jedoch erschien zunehmend granulär (Abb. 16, B). Wenige Minuten später kam 

es zu einem nur kurz andauernden Kontakt mit mehreren T-Zellen, der für den Keratinozyten 

phänotypisch ohne Folge blieb. Nach 15 Stunden und 49 Minuten induzierte wiederum eine 

T-Zelle durch kurzen Kontakt an einem Ausläufer des Keratinozyten eine ebenfalls reversible 

Formveränderung (Abb. 16, C). Interaktionen zwischen Keratinozyten und DZ konnten nicht 

beobachtet werden (Abb. 16, D). 
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Abb. 16: Interaktionen von einem Keratinozyten und T-Zellen im Zeitverlauf 

Die Interaktion eines im Gesichtfeld liegenden Keratinozyten und des Nickel-spezifischen T-Zellklons 5Ni-4.10 

wurden, beginnend 12 Stunden nach Ko-Kultivierung, im Abstand von einer Minute lichtmikroskopisch erfasst 

(angegebene Zeitpunkte in der Aufnahme). In (A) ist der erste, in (B) der zweite und in (C) der dritte Kontakt 

des beobachteten Keratinozyten mit T-Zellen in relevanten Ausschnitten des Geschehens dargestellt. (D) zeigt 

den nicht stattfindenden Kontakt zwischen DZ und Keratinozyt. 
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4.3 Einfluss von Keratinozyten auf die Proliferation von Allergen-

spezifischen T-Zellen 

Die Wechselwirkungen von T-Zellen und Keratinozyten während der Ekzemreaktion wurden 

in einem autologen Ko-Kultursystem untersucht. Diese Ko-Kultur setzt sich zusammen aus 

einem Allergen-spezifischen T-Zellklon, APZ, Allergen und autologen Keratinozyten. Die 

spezifische Proliferation (bzw. Zytokinproduktion (4.4)) des T-Zellklones innerhalb der Ko-

Kultur wird prozentual bezogen auf die Kontroll-Kultur, die sich auschließlich aus T-

Zellklon, APZ und Allergen zusammensetzt. So errechnet sich eine przentuale Änderung der 

Proliferation bzw. der Zytokinproduktion in Anwesenheit von Keratinozyten. 

In Ko-Kultur Experimente wurden ausschließlich T-Zellklone eingesetzt, die einen 

spezifischen Proliferationsindex (PI) größer 2 aufwiesen (s. 3.3.5.5) und somit spezifisch auf 

das Allergen reagierten. 

4.3.1 Keratinozyten modulieren die Proliferation von Nickel-spezifischen T-

Zellen im  in vitro Modell der allergischen Kontaktdermatitis  

4.3.1.1 Autologe Keratinozyten hemmen die Proliferation in der Mehrheit der untersuchten 

Nickel-spezifischen T-Zellklone 

84% der isolierten Nickel-spezifischen T-Zellklone zeigten in insgesamt 88 Ko-Kultur 

Experimenten in Anwesenheit von autologen Keratinozyten eine reproduzierbare, hoch 

signifikante Hemmung ihrer spezifischen Proliferation auf Nickel (Abb. 17). Diese Hemmung 

war sowohl für Ko-Kultur Ansätze mit ruhenden, unstimulierten Keratinozyten   

(p=2,438x10-10) als auch für Ansätze mit IFN-γ vorstimulierten, inflammatorischen 

Keratinozyten (p=1,272x10-11) signifikant. Ein signifikanter Unterschied zwischen ruhenden 

und inflammatorischen Keratinozyten konnte nicht ermittelt werden (p=0,3041).  

Klone, deren Proliferation durch autologe Keratinozyten gehemmt wurde, werden im 

Weiteren als Proliferations-gehemmte Klone bezeichnet.  

In der Gruppe der Proliferations-gehemmten Klone fanden sich T-Zellklone aus allen T-Zell 

Subtypen (TH0, Typ1, Typ2 und Tr1) (s. Tabelle 4). 

-68- 



ERGEBNISSE 

0

20

40

60

80

100

120

%
 Ä

nd
er

un
g 

de
r P

ro
lif

er
at

io
n 

(p
) 

-- --

K K IFN 

1Ni-4.16, TH0 5Ni-8.7, TH2 3Ni-4.13, TH2 
5Ni-8.8, TH2 3Ni-4.18, TH0 1Ni-4.17 , TH1  Signifikanz Proliferation 1Ni-4.20, TH1  5Ni-8.9, TC2 3Ni-4.1, TH1 

K/Kontrolle 2,4380x10-10 1Ni-4.27, TH1  5Ni-8.10, TH2 5Ni-4.10, TH2 
4Ni-4.10, TH1  K IFN/Kontrolle 1,2721x10-11 5Ni-8.11, TH0 5Ni-4.3, TH0 
4Ni-4.2, TH1  5Ni-4.22, TH0 5Ni-4.20, TH2 K/K IFN 0,3041 
4Ni-4.106, TH1  5Ni-8.50, TH2 5Ni-4.63, TH0  4Ni-4.38, TH2  5Ni-4.17, Tr1 5Ni-4.65, TH0 
4Ni-4.21, Tr1  5Ni-4.16, TH2 5Ni-8.1, TH2 

-  Mittelwert 
 

Abb. 17: Keratinozyten hemmen die Proliferation von 84% der Nickel-spezifischen T-Zellklone 

Die schwarze Linie repräsentiert die spezifische Proliferation der T-Zellklone innerhalb der Kontroll-Kultur, die 

gleich 100% gesetzt wurde. Von jedem T-Zellklon (Datenpunkt) wurden mindestens drei Ko-Kultur 

Experimente mit autologen Keratinozyten durchgeführt. Der Datenpunkt gibt den Mittelwert dieser Experimente 

und die prozentuale Änderung der Proliferation im Vergleich zur Kontroll-Kultur wieder. Der Mittelwertsbalken 

und dessen Standardabweichung („standard error of the mean“, SEM) berechnen sich aus der Summe aller 

Experimente. In der Tabelle sind die Signifikanzen der Ko-Kultur Experimente bezogen auf die Kontroll-Kultur 

angegeben. K bezeichnet die Ko-Kultur mit ruhenden Keratinozyten, K IFN diejenige mit IFN-γ vorstimulierten, 

inflammatorischen Keratinozyten. Der Wert K/K IFN gibt den Unterschied zwischen Ansätzen mit ruhenden 

bzw. inflammatorischen Keratinozyten wieder. (n=88, Klone 27)  
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4.3.1.2 Autologe Keratinozyten induzieren die Proliferation in einer Minderheit der 

untersuchten Nickel-spezifischen T-Zellklone 

16% der Nickel-spezifischen Klone hingegen wurden durch Keratinozyten zu einer 

verstärkten spezifischen Proliferation im Vergleich zur Kontroll-Kultur angeregt (Abb. 18). 

Klone, deren Proliferation durch autologe Keratinozyten verstärkt wird, werden im Weiteren 

als Proliferations-induzierte Klone bezeichnet. Die Induktion der Proliferation war für 

inflammatorische Keratinozyten signifikant (p=0,0345), für ruhende Keratinozyten hingegen 

nicht (p=0,5535); dies kann zum einen an der geringen Fallzahl (n=17) liegen und zum 

anderen an Klon 5Ni-8.52, der in seiner Proliferation nicht beeinflusst wird, und Klon 1Ni-

4.1, der durch ruhende Keratinozyten in seiner Proliferation leicht gehemmt wird. 
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Abb. 18: Keratinozyten induzieren die Proliferation in einer Subgruppe von Nickel-spezifischen T-

Zellklonen 

In die Ko-Kultur wurden sowohl ruhende (K) als auch inflammatorische (K IFN) Keratinozyten eingesetzt. 

Angegeben ist die prozentuale Hemmung der T-Zellproliferation (p) innerhalb der Ko-Kultur im Vergleich zur 

Kontroll-Kultur (100%). Die Tabelle gibt die Signifikanz der Experimente mit K oder K IFN und den 

Unterschied zwischen beiden wieder (K/KIFN). (n=17, Klone 5)  

5Ni-8.52, Tr1 - Mittelwert

Signifikanz Proliferation 
K/Kontrolle 0,5535 

K IFN/Kontrolle 0,0345 
K/K IFN 0,1834 

 K K IFN 
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Ein signifikanter Unterschied zwischen ruhenden und inflammatorischen Keratinozyten im 

Einfluss auf die T-Zellproliferation konnte auch in der Gruppe der induzierten Klone nicht 

ermittelt werden (p=0,18).  

Die Gruppe der Proliferations-induzierten Klone ist gekennzeichnet durch eine Dominanz von 

TH1 Klonen (vier von fünf Klonen). Ein Klon (5Ni-4.52) zeigte einen Tr1 Phänotyp. TH2 

Klone wurden in ihrer Proliferation nicht induziert. 

4.3.1.3 Nachweis der Proliferations-Induktion mittels CFSE Färbung 

Die Induktion der Proliferation konnte zusätzlich durchflusszytometrisch mit der Methode der 

CFSE Färbung gezeigt werden. Über den sog. „forward/sideward scatter“ werden unmarkierte 

T-Zellen aufgrund ihrer Größe und Granularität bestimmt („Gate“ R1) (Abb. 19, A). Die 

Auswertung der nachfolgenden CFSE Färbung bezieht sich ausschließlich auf die im „Gate“ 

R1 liegende T-Zellen. Das „Gate“ R2 schließt alle CFSE-positiven, nicht oder noch nicht 

proliferierenden Zellen ein, das „Gate“ R3 alle CFSE-positiven, proliferierenden Zellen (Abb. 

17, B).  

Die Proliferationsaktivität eines Nickel-spezifischen T-Zellklons wurde über einen Zeitraum 

von 10 Tagen innerhalb der Kontroll-Kultur und der Ko-Kultur untersucht. Dieser T-Zellkon 

wurde durch die Anwesenheit von ruhenden Keratinozyten in seiner Proliferation induziert 

und durch inflammatorische Keratinozyten nicht beeinflusst (Abb. 19, B). In Abb. 17, C ist 

die Anzahl der Zellen aus R1, die sich entweder in R2 oder R3 befinden, aufgetragen. In allen 

Ansätzen ist eine Abnahme der CFSE-positiven, nicht-proliferierenden (R2) und eine 

Zunahme der CFSE-positiven, proliferierenden Zellen (R3) über die Zeit erkennbar. Die Zahl 

der proliferierenden Zellen überstieg im Ko-Kultur Ansatz mit ruhenden Keratinozyten den 

Wert der Kontroll-Kultur (60% versus 40%) - dies stellt eine Induktion der Proliferation dar. 
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Abb. 19: Messung der T-Zellproliferation mittels CFSE-Markierung 

Ein Nickel-spezifischer T-Zellklon wurde mit dem Farbstoff CFSE markiert und die Abnahme der 

Fluoreszensintensität, die positiv korreliert mit der Proliferation des T-Zellklones, durchflusszytometrisch 

gemessen. (A) Die linke Abbildung definiert den T-Zellen nach ihrer Größe und Granularität („Gate“ R1), die 

rechte Abbildung zeigt das „Gate“ R2 der nicht-proliferierenden T-Zellen und das „Gate“ R3 der 

proliferierenden T-Zellen, zudem sind die 1.-3. Teilung des T-Zellkons gekennzeichnet. (B) Messung der 

Fluoreszenzabnahme über einen Zeitverlauf von 10 Tagen in der Ko-Kultur mit unstimulierten Keratinozyten 

(K) und IFN-γ vorstimulierten Keratinozyten (K IFN). (C) Aufgetragen sind über den Zeitverlauf T-Zellen die 

sich entweder in „Gate“ R2 (nicht-proliferierende, CFSE-positive Zellen) oder „Gate“ R3 (proliferierende, 

CFSE-positive Zellen) befanden. 
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4.3.1.4 Autologe Keratinozyten modulieren die Proliferation von Nickel-spezifischen 

„Selfpresenter“ Klonen  

Autologe Keratinozyten wirkten auch auf die Proliferation von „Selfpresenter“ Klonen 

modulierend (Abb. 20). Sechs Klone wurden in der Anwesenheit von Keratinozyten sowohl 

mit APZ als auch ohne APZ in ihrer spezifischen Proliferation gehemmt.  

 

Abb. 20: Keratinozyten hemmen die Proliferation von „Selfpresenter“ Klonen 

„Selfpresenter“ Klone wurden in der Gegenwart von ruhenden (K) und inflammatorischen (K IFN) 

Keratinozyten in der Anwesenheit von APZ (hellblauer Mittelwertsbalken) oder Abwesenheit von APZ 

(dunkelblauer Mittelwertsbalken) inkubiert. Angegeben ist die prozentuale Änderung der Proliferation (p) im 

Vergleich zur Kontroll-Kultur. Die Tabelle gibt die Signifikanz der einzelnen Ansätze wieder. (n=30, Klone 8)  

Die Hemmung war jedoch in der Abwesenheit von APZ stärker ausgeprägt (s. Tabelle in Abb. 

20). Unter den „Selfpresenter“ Klonen befanden sich auch zwei Klone (1Ni-4.8 und 2Ni-8.2), 

die in die Untergruppe der induzierten Klone fallen. 1Ni-4.8 wurde sowohl in Gegenwart, als 

auch Abwesenheit von APZ in seiner Proliferation induziert (für diesen Klon liegen als 

„Selfpresenter“ nur Daten mit IFN-γ-stimulierten Keratinozyten vor). 2Ni-8.2 hingegen 
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reagierte in Anwesenheit von APZ mit einer Induktion, jedoch als „Selfpresenter“ mit einer 

Hemmung der Proliferation. Aufgrund des Vorkommens von gehemmten und induzierten 

„Selfpresenter“ Klonen war in der Gesamtheit der Experimente die Hemmung der 

Proliferation durch Keratinozyten in der Anwesenheit von APZ nicht signifikant (p=0,3405 

für K und p=0,3160 für K IFN). Interessanterweise waren Keratinozyten in der Abwesenheit 

von APZ in der Lage, die Proliferation signifikant zu hemmen (p=0,0464 für K bzw. 

p=0,0485 für K IFN); ein Unterschied zwischen ruhenden und inflammatorischen 

Keratinozyten fand sich nicht (p=0,8162 +APZ bzw. p=0,1725 –APZ). Die Tatsache, dass 

Keratinozyten T-Zell Effektorfunktion auch in Abwesenheit von APZ modulieren weist auf 

einen Effekt hin, der direkt die T-Zelle beeinflusst und nicht über eine veränderte Allergen-

präsentation wirkt. 

4.3.2 Keratinozyten modulieren die Proliferation von Phl p 1-spezifischen T-

Zellklonen im  in vitro Modell des atopischen Ekzems  

Insgesamt acht Phl p 1-spezifische T-Zellklone von zwei Phleum pratense- sensibilisierten 

Probanden konnten isoliert und in Ko-Kultur Experimente eingesetzt werden. Experimente 

mit diesen Klonen wurden ausschließlich mit DZ als APZ durchgeführt.  

Analog zu den Beobachtungen im in vitro Modell der allergischen Kontaktdermatitis, wurde 

auch die Mehrheit (75%, sechs Klone) der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone in ihrer Allergen-

spezifischen Proliferation durch Keratinozyten signifikant gehemmt (Abb. 21, A). Bei zwei 

Klonen (25%) fand sich eine Induktion der Proliferation in Gegewart von Keratinozyten 

(Abb. 21, B).  

Im Gegensatz zu Nickel-spezifischen T-Zellklonen, wurden Phl p 1-spezifische Klone durch 

ruhende bzw. inflammatorische Keratinozyten unterschiedlich stark beeinflusst. Sowohl die  

Proliferations-gehemmten als auch die Proliferations-induzierten Phl p 1-spezifischen Klon 

wurden durch IFN-γ stimulierte Keratinozyten signifikant stärker beeinflusst (gehemmte 

Klone p=0,0333; induzierte Klone p=0,0005). IFN-γ vorstimulierte Keratinozyten hemmten 

somit die Proliferation weniger stark als unstimulierte Keratinozyten in der Gruppe der 

gehemmten Klone, induzierten sie jedoch effektiver in der Gruppe der induzierten Klone.  

Gehemmte Phl p 1-spezifische T-Zellklone zeigten einen TH1-, TH2- oder Tr1 Phänotyp. Die 

induzierten Klone 1p1-4.1 und 1p1-4.12 waren vom TH1 bzw. TH2 Subtyp.  
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Abb. 21: Keratinozyten modulieren die Proliferation von Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen 

Phl p 1- spezifische T-Zellklone wurden mit nativem Phl p 1, DZ und heterologen Keratinozyten inkubiert. 

Angegeben ist die prozentuale Änderung der Proliferation (p) in der Ko-Kultur im Vergleich zur Kontroll-Kultur 

(100%). Die Datentabelle gibt die Signifikanzen wieder. (A) In der Gegenwart von Keratinozyten gehemmte Phl 

p 1-spezifische T-Zellklone. (n=13, Klone 6); (B) In der Gegenwart von Keratinozyten induzierte Phl p 1-

spezifische T-Zellklone. (n=10, Klone 2)  
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4.4 Keratinozyten modulieren die Zytokinproduktion von T-Effektorzellen 

Neben der Proliferation der T-Zellen wurde als zweiter Effektor Parameter die 

Zytokinproduktion der Klone in Anwesenheit von Keratinozyten untersucht. Hierzu wurden 

Überstände der Kontroll- und Ko-Kultur vor der 3H-Thymidin Inkubation entnommen und die 

Konzentration des TH1 Zytokins IFN-γ, des TH2 Zytokins IL-4 und des regulatorisch 

wirksamen Zytokins IL-10 im ELISA quantitativ bestimmt. Der Wert p spiegelt die 

prozentuale Änderung der Zytokinproduktion in Anwesenheit von Keratinozyten im 

Vergleich zur Kontroll-Kultur wieder und berechnet sich, analog zur der Proliferation, aus 

dem Quotienten des Ko-Kultur Ansatzes und des Kontroll-Kultur Ansatzes (s. 3.3.5.5) 

4.4.1 Keratinozyten modulieren die Zytokinproduktion Nickel-spezifischer T-

Zellklone 

4.4.1.1 Keratinozyten hemmen die Zytokinproduktion Proliferations-gehemmter Nickel-

spezifischer T-Zellklone 

Keratinozyten modulieren neben der Proliferation auch die Zytokinproduktion Proliferations-

gehemmter Nickel-spezifischer T-Zellklone.   

Die Produktion des TH1 Zytokins IFN-γ wurde in 29 von 32 Klonen (90,6%) im Vergleich zur 

Kontroll-Kultur durch autologe Keratinozyten gehemmt (Abb. 22). Die Hemmung war in 

Ansätzen mit ruhenden Keratinozyten stärker ausgeprägt (p=1,158x10-7) als in solchen mit 

IFN-γ vorstimulierten Keratinozyten (p=7,8426x10-5). In zwei Klonen hingegen wurde IFN-γ 

durch IFN-γ Vorstimulation der Keratinozyten induziert. Da die Keratinozyten im Anschluss 

an die Vorstimulation intensiv gewaschen wurden, kann ein Verschleppen des IFN-γ in die 

Ko-Kultur und somit auch ein Einfluss in der verminderten Hemmung der IFN-γ Sekretion 

durch inflammatorische Keratinozyten ausgeschlossen werden. 

Im Gegensatz zu IFN-γ, wurde die Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-10 in allen Nickel-

spezifischen Klonen signifikant durch Keratinozyten unterbunden (Abb. 22). IFN-γ-

vorstimulierte, inflammatorische Keratinozyten hemmten die IL-4 Produktion gegenüber 

nicht-stimulierten Keratinozyten signifikant stärker ( p=9,777x10-9 (K); p=1,6648x10-10 
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(KIFN); p=0,0075 (K/KIFN)); im Falle der IL-10 Produktion war ein ähnlicher Trend 

erkennbar (p=9,3515x10-13 (K); p=7,2225x10-19 (KFIN); p=0,0521 (K/KIFN)).  

Betrachtet man die prozentuale Hemmung der Zytokinproduktion, so ist IL-10 das Zytokin, 

das am stärksten durch autologe Keratinozyten beeinflusst wird. 

 

 

Abb. 22: Keratinozyten hemmen die Zytokinproduktion Proliferations-gehemmter Nickel-spezifischer T-

Zellklone 

Die Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 wurde aus Ko-Kultur Überständen im ELISA bestimmt. 

Angegeben ist die prozentuale Änderung der Zytokinproduktion in Anwesenheit von ruhenden (K) oder 

inflammatorischen (K IFN) Keratinozyten (p) im Vergleich zur Kontroll-Kultur (100%). In der Tabelle sind die 

Signifikanzen für die einzelnen Zytokine angegeben. (n=88, Klone 27) (IFN-γ 100% = 10161 ± 1858 pg/ml; IL-

4 100% = 2956 ± 508 pg/ml; IL-10 100% = 1326 ± 219 pg/ml) 
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4.4.1.2 Keratinozyten hemmen die Zytokinproduktion Proliferations-induzierter Nickel-

spezifischer T-Zellklone 

16% der Nickel-spezifischen T-Zellklone zeigten eine erhöhte Proliferation in Anwesenheit 

von autologen Keratinozyten. Diese Proliferations-induzierten Klone wurden, wie auch die 

Proliferations-gehemmten Klone, in ihrer Zytokinproduktion beeinflusst (Abb. 23).  

Die IFN-γ Produktion wurde uneinheitlich reguliert; manche Klone zeigten eine Hemmung, 

manche eine Induktion. Ruhende Keratinozyten (p=0,1047) inhibierten, ähnlich wie bei den 

Proliferations-gehemmten Klonen, die IFN-γ Produktion stärker als inflammatorische 

Keratinozyten (p=0,3531). Dieser Effekt war jedoch ebenfalls nicht signifikant (p=0,088). 

Die IL-4 Produktion wurde nur im Ko-Kulturansatz mit inflammatorischen Keratinozyten 

signifikant gehemmt (p=0,3231 (K); 0,0029 (KIFN)).  

 

Abb. 23: Keratinozyten modulieren die Zytokinproduktion Proliferations-induzierter Nickel-spezifischer 

T-Zellen 

Die Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 wurde aus Ko-Kultur Überständen im ELISA bestimmt. 

Angegeben ist die prozentuale Änderung der Zytokinproduktion in der Anwesenheit von Keratinozyten (p) im 

Vergleich zur Kontroll-Kultur (100%). In der Tabelle sind die Signifkanzen für die einzelnen Zytokine 

angegeben. (n=17, Klone 5) (IFN-γ 100% = 15229 ± 3645 pg/ml; IL-4 100% = 788 ± 232 pg/ml; IL-10 100% = 

332 ± 102 pg/ml) 
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Die Produktion von IL-10 wurde in allen induzierten Klonen signifikant gehemmt (p=0,0249 

(K); p=0,0007 (KIFN)). Auch in der Gruppe der induzierten Klone war IL-10 das Zytokin, 

das am stärksten in seiner Produktion durch autologe Keratinozyten beeinflusst wurde. 

Unterschiede zwischen ruhenden und inflammatorischen Keratinozyten traten nicht auf (IL-4 

p=0,1021; IL-10 p=0,2984). 

4.4.1.3 Keratinozyten hemmen die Zytokinproduktion von Nickel-spezifischen 

„Selfpresenter“ Klonen 

Da Nickel-spezifische „Selfpresenter“ Klone sowohl in An- als auch Abwesenheit von APZ 

proliferieren, wurden Ko-Kultur Experimente mit dieser T-Zell Subpopulation unter beiden 

Bedingungen durchgeführt. Unabhängig von der Art der Allergenpräsentation hemmten 

Keratinozyten die Zytokinproduktion von „Selfpresenter“ Klonen (Abb. 24). Diese Hemmung 

war tendentiell in Abwesenheit von APZ stärker ausgeprägt, jedoch nicht signifikant 

(Signifikanzen nicht gezeigt). IL-10 war analog zu den Ergebnissen der Proliferations-

gehemmten und -induzierten Nickel-spezifischen Klone am stärksten moduliert. 

Die beiden proliferations-induzierten „Selfpresenter“ Klone, 1Ni-4.8 und 2Ni8.2, reagierten 

unabhängig von der Proliferation mit einer Hemmung von IL-4 und IL-10. Lediglich bei Klon 

1Ni-4.8 wurde IFN-γ in der Abwesenheit von APZ induziert.  
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Abb. 24: Keratinozyten hemmen die Zytokinproduktion von „Selfpresenter“ Klonen 

Überstände der Ko-Kultur von „Selfpresenter“ Klonen mit bzw. ohne APZ und Keratinozyten wurden im ELISA 

auf die Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 untersucht. Gezeigt ist die prozentuale Änderung der Zytokinproduktion 

im Vergleich zur Kontroll-Kultur (100%) für Ansätze mit APZ (hellblauer Mittelwertsbalken) und Ansätze ohne 

APZ (dunkelblauer Mittelwertsbalken). Die Tabelle gibt die Signifikanzen für die einzelnen Ansätze mit und 

ohne APZ an. (n=30, Klone 8) (+APZ: IFN-γ 100% = 15218 ± 2551 pg/ml; IL-4 100% = 5328 ± 1292 pg/ml; IL-

10 100% = 2795 ± 542 pg/ml; -APZ: IFN-γ 100% = 8093 ± 2284 pg/ml; IL-4 100% = 3180 ± 1054 pg/ml; IL-10 

100% = 825 ± 303 pg /ml) 

4.4.2 Keratinozyten modulieren die Zytokinproduktion von Phl p 1- spezifischen 

T-Zellklonen 

Phl p 1-spezifische T-Zellklone reagierten in ihrer Mehrheit mit einer Hemmung ihrer 

Proliferation auf Keratinozyten und zeigen ebenfalls eine Modulation der Zytokinproduktion 

in der Gegenwart von Keratinozyten. 
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Ruhende und inflammatorische Keratinozyten induzierten signifikant die Sekretion von IFN-γ 

in Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen (p=0,0076 (K); p=0,0129 (K IFN)) (Abb. 25). Drei 

dieser Klone zeigten ein eindeutiges TH1 Zytokinprofil (1p1-4.1; 1p1-4.44; 2p1-4.5), ein Klon 

hingegen  ein TH2 Profil (1p1-4.12). Während die IFN-γ Produktion der TH1 Klone bis auf 

maximal 180% in Bezug zur Kontroll-Kultur gesteigert wurde, wies der TH2 Klon in der Ko-

Kultur eine bis zu 5,4-fach erhöhte IFN-γ Sekretion gegenüber der Kontroll-Kultur auf 

(386%- (K), 540%- (KIFN) Induktion ggü. Kontrolle (100%)). Diese massive Induktion des 

TH1 Zytokins IFN-γ steht im Gegensatz zu den Befunden des in vitro Modells der 

allergischen Kontaktdermatitis.  

 

Abb. 25: Keratinozyten modulieren die Zytokinproduktion von Phl p 1-spezifischen T-Zellen 

Überstände der Ko-Kultur von Phl p 1-spezifischen T-Zellen wurden im ELISA auf die Zytokine IFN-γ, IL-4 

und IL-10 untersucht. Gezeigt ist die prozentuale Änderung der Zytokinproduktion in der Anwesenheit von 

heterologen Keratinozyten im Vergleich zur Kontroll-Kultur (100%). Die Tabelle gibt die Signifikanz an. (n=23, 

Klone 8) (IFN-γ 100% = 80613 ± 2249 pg/ml; IL-4 100% = 238 ± 63 pg/ml; IL-10 100% = 951 ± 263 pg /ml) 

Alle untersuchten Phl p 1-spezifischen Klone reagierten, unabhängig von der Proliferation 

und analog zu den Ergebnissen mit Nickel-spezifischen T-Zellklonen, mit einer signifikanten 
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p=3,6562x10-10 (K); p=5,4301x10-13 (KIFN); IL-10: p=1,5142x10-9 (K); p=6,5749x10-7 

(KFIN) (Abb. 25). IL-10 stellt im in vitro Modell des atopischen Ekzems nicht das am 

stärksten gehemmte Zytokin dar; ein weiterer Unterschied zum Modell der allergischen 

Kontaktdermatitis. Unterschiede zwischen ruhenden und inflammatorischen Keratinozyten 

konnten für IFN-γ (p=0,0170), nicht aber bei der IL-4 (p=0,6968) und IL-10 (p=0,7859) 

Veränderung ermittelt werden.  

4.5 Mechanismus der Keratinozyten-induzierten Modulation von T-Zell 

Effektorfunktionen  

4.5.1 Die Modulation von T-Zell Effektorfunktionen ist unabhängig von der Art 

der Allergenpräsentation  

Kontroll- und Ko-Kultur Experimente mit Nickel-spezifischen T-Zellklonen des Probanden 

4Ni konnten sowohl mit EBV-transformierten B-Zellen als auch mit DZ als APZ 

durchgeführt werden. So war es möglich den Einfluss der Allergenpräsentation auf die  

modulierenden Eigenschaften von Keratinozyten innerhalb der Ko-Kultur zu untersuchen.  

In Abb. 26 sind die Ergebnisse eines Nickel-spezifischen T-Zellklones (4Ni-4.106) 

repräsentativ für vier Klone gezeigt. Die Proliferation dieses Klones wurde, unabhängig von 

der Art der Allergen-präsentierenden Zelle, durch Keratinozyten gehemmt (Abb. 26, A). Auch 

die Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 dieses Klones konnte in Gegenwart von 

Keratinozyten gehemmt werden; hier war ebenfalls kein Unterschied zwischen Ansätzen mit 

EBV-transformierten B-Zellen oder DZ zu erkennen (Abb. 26, B). Signifikanzen konnten für 

diese Experimente nicht angegeben werden, da die Zahl der durchgeführten Experimente bei 

n=2 lag. 
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Abb. 26: DZ versus EBV-transformierte B-Zelle 

Der Ko-Kultur des Nickel-spezifischen T-Zellklons 4Ni-4.106 mit autologen Keratinozyten wurden entweder 

DZ oder EBV-transformierte B-Zellen als APZ zugefügt. In (A) ist die Änderung der Proliferation (p) und in (B) 

die Änderung der Zytokinproduktion (p) in Anwesenheit von Keratinozyten dargestellt. Experimente dieses 

Klones sind repräsentativ für drei weitere Klone gezeigt. (n=2, Klon 1) (DZ: IFN-γ 100% = 19735 ± 9379 pg/ml; 

IL-4 100% = 235 ± 147 pg/ml; IL-10 100% = 1851 ± 1005 pg /ml; EBV: IFN-γ 100% = 36083 ± 2402 pg/ml; 

IL-4 100% = 195 ± 5 pg/ml; IL-10 100% = 882 ± 251 pg /ml) 

4.5.2 Der Differenzierungsgrad der Keratinozyten hat keinen Einfluss auf deren 

modulierende Wirkung  

Keratinozyten differenzieren in der Haut ausgehend entlang eines CaCl2 Gradienten von 

teilungsfähigen, kernhaltigen Zellen der Basalmembran hin zu Keratin-haltigen, kernlosen 

Hornzellen. Um den Einfluss der Keratinozyten Differenzierung innerhalb der Ko-Kultur zu 

untersuchen, wurden primäre Keratinozyten in der Gegenwart von 1,2 mM CaCl2 für 24 

Stunden differenziert und anschließend in die Ko-Kultur im Vergleich zu nicht differenzierten 

Keratinozyten eingesetzt.  

Differenzierte autologe Keratinozyten hemmten die Proliferation von drei Nickel-spezifischen 

T-Zellklonen des Probanden 4Ni in gleichem Maße wie nicht differenzierte Keratinozyten 

(Abb. 27, A). Auch bezüglich der Zytokinproduktion war kein Unterschied zu erkennen, da 

differenzierte und nicht differenzierte Keratinozyten die Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 

und IL-10 in gleich starker Weise inhibierten (Abb. 27, B).  
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Der immunmodulierende Effekt der Keratinozyten auf T-Zellen ist somit unabhängig von 

deren  Differenzierungsgrad. 

 

A B 

 

Abb. 27: Einfluss der Keratinozyten-Differenzierung auf die Ko-Kultur 

Keratinozyten des Probanden AC wurden mit 1,2 mM CaCl2  für 24 Stunden ausdifferenziert und im Vergleich 

zu nicht differenzierten Keratinozyten in die Ko-Kultur eingesetzt. In (A) ist der Einfluss der Keratinozyten auf 

die Proliferation und in (B) der Einfluss auf die Zytokinproduktion gezeigt. (n=7, Klone 3) (IFN-γ 100% = 

37302 ± 6956 pg/ml; IL-4 100% = 2317 ± 703 pg/ml; IL-10 100% = 979 ± 228 pg /ml) 

4.5.3 Autologe und heterologe Keratinozyten beeinflussen T-Zell Effektor-

funktionen  

Die bisher hier beschriebenen Wirkungen von Keratinozyten auf  T-Zellen wurden 

ausschließlich im autologen System durchgeführt. Um nun zu klären, ob den modulierenden 

Eigenschaften von Keratinozyten eine Spender Abhängigkeit zu Grunde liegt, wurden neben 

autologen auch heterologe Keratinozyten in die Ko-Kultur eingesetzt.  

In Abb. 28 sind die Ergebnisse von vier Nickel-spezifischen T-Zellklonen des Probanden 4Ni 

gezeigt, die entweder zusammen mit autologen Keratinozyten (autolog) oder heterologen 

Keratinozyten der ebenfalls Nickel-sensibilisierten Probanden 3Ni und 1Ni (heterolog-3 und 

heteterolog-1) inkubiert wurden.  
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Autologe Keratinozyten hemmten die Proliferation und Zytokinproduktion der untersuchten 

T-Zellklone signifikant (Abb. 28, A und B)(Signifikanzen s. Tabelle in Abb. 28). Auch 

heterologe Keratinozyten der Probanden 3Ni und 1Ni waren dazu in der Lage; im Vergleich 

zu autologen Keratinozyten konnte kein Unterschied hinsichtlich der Intensität der Hemmung 

ermittelt werden.  

 

A B 

 

Abb. 28: Heterologe Keratinozyten hemmen Effektorfunktionen von T-Zellen 

Neben autologen Keratinozyten (aut) wurden in die Ko-Kultur heterologe Keratinozyten der ebenfalls Nickel-

sensibilisierten Probanden 3Ni (heterolog-3) und 1Ni (heterolog-1) eingesetzt. (A) zeigt die Änderung der 

Proliferation und (B) die Änderung der Zytokinproduktion in der Anwesenheit von Keratinozyten. Die Tabelle 

zeigt die Signifikanz der Experimente mit autologen Keratinozyten (oberer Teil) bzw. heterologen Keratinozyten  

ggü. autologen Keratinozyten (unterer Teil). (n=10, Klone 4) (IFN-γ 100% = 18061 ± 4559 pg/ml; IL-4 100% = 

4215 ± 2099 pg/ml; IL-10 100% = 604 ± 256 pg /ml) 
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Den modulierenden Eigenschaften von Keratinozyten auf die Effektorfunktionen von T-

Zellen liegt somit möglicherweise ein genereller Mechanismus zugrunde, der nicht abhängig 

ist von Spender-spezifischen Faktoren wie z.B der Erkennung zwischen TZR und HLA-

Molekül. 

4.5.4 Fixierung von Keratinozyten mit Paraformaldehyd  

Keratinozyten könnten T-Zell Effektorfunktionen entweder Zell-Kontakt abhängig oder über 

lösliche Faktoren oder über eine Kombination beider Mechanismen regulieren. Um  dies 

näher zu untersuchen, wurden Keratinozyten mit 2% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und in 

die Ko-Kultur eingesetzt.  

Nicht-fixierte Keratinozyten des Probanden 5Ni hemmten die Proliferation und die 

Produktion der Zytokine IL-4 und IL-10 in den acht untersuchten Nickel-spezifischen T-

Zellklonen signifikant (s. Tabelle in Abb. 29). PFA-fixierte Keratinozyten waren dazu nicht 

mehr in der Lage (Abb. 29). Die Hemmung der Zytokinproduktion entfiel ebenfalls 

vollständig durch die Fixierung der Keratinozyten. Diese Aufhebung der hemmenden 

Eigenschaften von Keratinozyten durch PFA-Fixierung war gegenüber nicht-fixierten 

Keratinozyten bezüglich der Proliferation und IL-4 und IL-10 Produktion signifikant; die 

IFN-γ Produktion wurde nicht signifikant beeinflusst, da diese im eingesetzten Klonkollektiv 

uneinheitlich durch nicht-fixierte Keratinozyten reguliert wurde.  
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Abb. 29: PFA-Fixierung der Keratinozyten hebt deren immunmodulierenden Effekt auf 

Keratinozyten des Probanden 5Ni wurden mit 2% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und in die Ko-Kultur 

eingesetzt. (A) zeigt die Änderung der Proliferation (B) die Änderung der Zytokinproduktion der eingesetzten 

Nickel-spezifischen T-Zellklone in der Anwesenheit von nicht-fixierten und PFA-fixierten Keratinozyten. Die 

Tabelle gibt die Signifikanz der einzelnen Experimente wieder. (n=8, Klone 8) (IFN-γ 100% = 776 ± 464 pg/ml; 

IL-4 100% = 727 ± 238 pg/ml; IL-10 100% = 378 ± 167 pg /ml) 

Die erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass möglicherweise lösliche, von Keratinozyten 

sezernierte Faktoren die Effektorfunktionen von T-Zellen modulieren; allerdings könnten 

durch die Fixierung Oberflächenstrukturen der Keratinozyten derart verändert worden sein, 

dass eine Modulation nicht mehr möglich war. Diese Frage wird im nächsten Abschnitt näher 

betrachtet. 
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4.5.5 Identifizierung löslicher Faktoren als Mediatoren der Modulation 

Die Ergebnisse der bisherigen Experimente ließen darauf schließen, dass möglicherweise 

lösliche Faktoren von Keratinozyten sezerniert werden, die über eine Distanz wirken und 

Effektorfunktionen von T-Zellen beeinflussen können. Allerdings konnte durch die Fixierung 

der Keratinozyten ein Einfluss auf Oberflächenstrukturen nicht vollständig ausgeschlossen 

werden. Zur weiteren Aufklärung des Mechanismus der Modulation wurden daher Ko-Kultur 

Experimente mit Keratinozyten-Überständen, sowie mit räumlicher Abtrennung von T-Zellen 

und Keratinozyten durch ein Zwei-Kammer System („Transwell“) durchgeführt. Die 

Ergebnisse diese Experimente werden im Folgenden erläutert. 

4.5.5.1 Zellfreie Keratinozyten-Überständen induzieren die T-Zellproliferation und hemmen 

die Zytokinproduktion 

Keratinozyten sind der Lage, eine Vielfalt von Faktoren zu synthetisieren und zu sezernieren. 

Um nun lösliche Faktoren als mögliche Modulatoren der T-Zell Effektorfunktion zu 

identifizieren, wurden Keratinozyten-freie Überstände von Keratinozyten-Kulturen in Ko-

Kultur Experimente eingesetzt (Prinzip des gepulsten Keratinozyten Überstandes, (Abb. 10)). 

Zellfreie Kulturüberstände von Keratinozyten des Probanden 5Ni induzierten, im Gegensatz 

zu Keratinozyten, die Proliferation von autologen Nickel-spezifischen T-Zellklonen 

signifikant (p=0,0454 (K); p=3,1686x10-5 (KIFN)) (Abb. 30, A). Trotz der Proliferations-

stimulierenden Eigenschaft der Überstände hemmten diese die Zytokinproduktion der 

untersuchten T-Zellklone. Die Sekretion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 wurde im 

untersuchten Klonkollektiv signifikant unterbunden  (Abb. 30, B). IL-10 stellte analog zu den 

Daten mit Keratinozyten wiederum das am stärksten gehemmte Zytokin dar.  
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A 

Abb. 30: Keratinozyten Kulturüberstände modulieren Effektorfunktionen von T-Zellklonen 

Zellfreie Überstände von Keratinozytenkulturen induzieren die Proliferation und hemmen die Zytokinproduktion 

von Nickel-spezifischen T-Zellklonen. (n=34, Klone 13) (IFN-γ 100% = 814 ± 237 pg/ml; IL-4 100% = 1736 ± 

453 pg/ml; IL-10 100% = 613 ± 207 pg /ml) 
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Das Keratinozyten-Medium induziert die T-Zellproliferation, hat aber keinen Effekt auf die 

Zytokinproduktion 

Keratinozyten-Überstände induzierten die Proliferation von Nickel-spezifischen T-Zellklonen 

(Abb. 30, A). Die Überstände wurden in gleichem Volumen (50 µl) zur Ko-Kultur gegeben 

wie Keratinozyten selbst. Allerdings war das Grundmedium hier nicht Proliferationsmedium 

sondern Keratinozytenmedium. Dieses Keratinozytenmedium enthält eine Vielfalt von 

Bestandteilen, wie z.B. den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), Insulin, Epinephrin, die 

speziell auf die Bedürfnisse von Keratinozyten zugeschnitten sind und die dem 

Proliferationsmedium fehlen. Das Keratinozytenmedium stand daher im Verdacht die 

Proliferation der T-Zellen zu induzieren. Um diese Überlegung näher zu untersuchen, wurden 

Nickel-spezifische T-Zellklone mit APZ und Nickel in An- oder Abwesenheit von 50 µl 

Keratinozytenmedium inkubiert und die Proliferation der T-Zellen verglichen (Abb. 31, A). 

Das Keratinoyztenmedium induzierte signifikant (p=0,039) die Proliferation der T-Zellklone. 

Die Produktion von IFN-γ (p=0,6316), IL-4 (p=0,1276) und IL-10 (p=0,1487) hingegen 

wurde nicht beeinflusst (Abb. 31, B-D). Die Ergebnisse aus Abb. 30 können bezüglich der 

induzierten Proliferation somit nicht ausgewertet werden, da eine Kontrolle mit 

Keratinozytenmedium in diesen Experimenten nicht mitgeführt wurde. 
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Abb. 31: Das Keratinozytenmedium induziert die Proliferation von T-Zellen 

T-Zellklone wurden zusammen mit DZ und Nickel in der Gegenwart (+KM) oder Abwesenheit (-KM) von 

Keratinozytenmedium inkubiert und die spezifische Proliferation (A) und Zytokinproduktion (B-D) der Klone 48 

Stunden nach Kultur-Ansatz bestimmt. Das Keratinozytenmedium wurde in gleichem Volumen zugegeben wie 

Überstände von Keratinozytenkulturen (50 µl). (n=1, Klone 7) 

Die Hemmung der Zytokinproduktion durch Keratinozyten-Überstände ist dosis-abhängig 

Keratinozyten-Überstände hemmten die Zytokinproduktion von T-Zellen dosis-abhängig. 

Dieser Effekt ist anhand des Nickel-spezifischen T-Zellklons 5Ni-4.3 stellvertretend für zwei 

weitere Klone gezeigt (Abb. 32). Der T-Zellklon wurde mit verschiedenen Volumina 

autologer Keratinozyten-Überständen (5 µl-50 µl) inkubiert und die Zytokinproduktion 

bestimmt. Das größte Volumen an Überständen (50 µl) ruhender und inflammatorischer 

Keratinozyten hemmte die Produktion der Zytokine am effektivsten. Dahingegen hatten 5 µl 

des Überstands nur noch einen marginalen Effekt.  
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Abb. 32: Dosis-abhängige Hemmung der Zytokinproduktion durch Keratinozyten-Überstände 

In die Ko-Kultur wurden Keratinozyten-Überstände von ruhenden (K) und inflammatorischen Keratinozyten 

(KIFN) Kulturen eingesetzt. Es wurden entweder 50 µl des Überstandes oder 25 µl bzw. 5 µl zu den T-Zellen 

gegeben. Gezeigt sind die Ergebnisse eines Nickel-spezifischen T-Zellklones (5Ni4.3) stellvertretend für zwei 

weitere Klone. 

4.5.5.2 Keratinozyten  hemmen im Zwei-Kammersystem die Effektorfunktionen von T-Zellen  

Die Ergebnisse der Ko-Kultur Experimente mit PFA-fixierten Keratinozyten und Überständen 

von Keratinozytenkulturen lieferten deutliche Hinweise auf einen oder mehrere lösliche von 

Keratinozyten produzierte Faktoren, die in der Lage sind, T-Zell Effektorfunktionen zu 

modulieren. Dieser Effekt sollte durch die Verwendung eines Zwei-Kammersystems 

(„Transwell“) weiter bestätigt werden. Anhand eines „Transwell“-Einsatzes ist es möglich 

innerhalb einer gemeinsamen Kultur, Zellpopulationen räumlich voneinander abzutrennen. In 

der Ko-Kultur wurden T-Zellen/APZ/Nickel in der unteren Kammer und Keratinozyten in der 

oberen Kammer inkubiert (Abb. 33). Durch einen Filter in der oberen Kammer mit einer 

Porengröße von 0,2 µm ist ein Passieren der Zellen von der oberen zur unteren Kammer und 
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umgekehrt unmöglich, jedoch kann über die Poren ein Austausch von löslichen Faktoren 

stattfinden. Falls Keratinozyten T-Zell Effektorfunktionen über einen löslichen Mediator 

modulieren, sollte dieser Effekt auch im Zwei-Kammersystem zugegen sein.  

Keratinozyten 

 

Abb. 33: „Transwell“ Ko-Kultur 

Mittels eines „Transwell“-Einsatzes wurden innerhalb der Ko-Kultur T-Zellen von Keratinozyten räumlich 

getrennt. T-Zellen wurden zusammen mit APZ und Allergen in der unteren Kammer und Keratinozyten in der 

oberen Kammer inkubiert. Durch Poren im Einsatz kann ein Austausch von Stoffen zwischen beiden Kammern 

erfolgen. 

In Abb. 34 sind die Ergebnisse der Ko-Kultur im Zwei-Kammersystem gezeigt. 

Keratinozyten, die in der oberen Kammer abgetrennt von Nickel-spezifischen T-Zellen 

inkubiert wurden, waren in der Lage, die Allergen-spezifische Proliferation ebenso zu 

hemmen wie Keratinozyten, die zusammen mit den T-Zellen inkubiert wurden. Auch 

bezüglich der Zytokinproduktion konnte kein Unterschied zwischen Keratinozyten im 

„Transwell“ und der Ko-Kultur ermittelt werden. Die Hemmung von IFN-γ ist in dieser Form 

der Darstellung nicht erkennbar, da einer der untersuchten Klone (5Ni-4.22) massiv in seiner 

IFN-γ durch Keratinozyten induziert wurde und somit im Mittel aller Experimente die 

Hemmung der anderen Klone schematisch aufgehoben wird. Die Produktion der Zytokine IL-

4 und IL-10 war signifikant gehemmt. 

Die modulierenden Eigenschaften von Keratinozyten auf die Proliferation und 

Zytokinproduktion von T-Zellen  sind somit unabhängig von einem direkten Zellkontakt und 

werden über einen oder mehrere lösliche Faktoren übermittelt.  

NiSO4

NiSO4 T-Zellen 
APZ 

Transwell 

NiSO4
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Abb. 34: Keratinozyten im „Transwell“-Einsatz hemmen Proliferation und Zytokinproduktion von T-

Zellklonen 

Keratinozyten wurden abgetrennt von T-Zellen in einem „Transwell“-Einsatz inkubiert und die Effekte auf 

Nickel-spezifische T-Zellen im Vergleich zur normalen Ko-Kultur ermittelt. In der Tabelle sind die 

Signifikanzen der einzelnen Ansätze wiedergegeben. (n=7, Klone 5) (IFN-γ 100% = 2414 ± 1054 pg/ml; IL-4 

100% = 426 ± 151 pg/ml; IL-10 100% = 364 ± 157 pg /ml) 
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5. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden autologe, Allergen-spezifische in vitro Modelle für zwei 

der häufigsten allergischen Erkrankungen der Haut - die allergische Kontaktdermatitis und 

das atopische Ekzem - etabliert. Innerhalb dieser Modelle war es möglich die Rolle von 

Keratinozyten während der Ekzemreaktion mit besonderem Augenmerk auf die Effektorphase 

und die Limitierung näher zu untersuchen.  

Wir konnten zeigen, dass Keratinozyten wichtige Effektorfunktionen von T-Zellen, wie 

Proliferation und Zytokinsekretion, modulieren und somit empfindlich in die immuno-

logischen Vorgänge der Ekzemreaktion eingebunden sind.  

Die Allergen-spezifische Proliferation wurde in der Anwesenheit von Keratinozyten sowohl 

in der Mehrheit der untersuchten Nickel-spezifischen als auch der Phl p 1-spezifischen T-

Zellklone unterdrückt (84% bzw. 75%), in einer Minderheit fand sich eine Induktion (16% 

bzw. 25%). Während die Produktion der Zytokine IL-4 und IL-10 in beiden Modellen und in 

allen Klonen unabhängig von der Proliferation durch Keratinozyten gehemmt wurde, zeigte 

das TH1-Zytokin IFN-γ im Modell der allergischen Kontaktdermatitis eine uneinheitliche 

Regulation im Nickel-spezifischen Klonkollektiv. Im Modell des atopischen Ekzems 

hingegen zeigte sich in der Gegenwart von Keratinozyten eine signifikante Induktion der  

IFN-γ Sekretion in Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen.Während die in ihrer IFN-γ Sekretion 

induzierten Nickel-spezifischen T-Zellklone ausschließlich einen TH1 bzw. TH0 Phänotyp 

aufwiesen befand sich innerhalb der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone auch ein TH2 Klon 

Der Mechanismus der Modulation von T-Zell Effektorfunktionen durch Keratinozyten konnte 

in weiterführenden Experimenten auf lösliche Mediatoren zurückgeführt werden. 

Die in dieser Arbeit erworbenen Erkenntnisse rücken Keratinozyten aus dem Licht der reinen 

Zeilzelle während der Ekzemreaktion hin zu einer immunologisch aktiven Zelle, die den 

Verlauf und den Ausgang der Entzündungsreaktion mitbestimmt. 
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5.1 Charakterisierung der generierten T-Zellklone 

Die in dieser Arbeit isolierten Nickel- und Phl p 1-spezifischen T-Zellklone wurden 

hinsichtlich ihrer Oberflächenmarker und ihres Subtypes umfangreich analysiert.  

Zur Bestimmung des T-Zell Subtypes (Typ0, Typ1, Typ2, Tr1) wurde die Definition nach 

Sager et al. als Grundlage herangezogen [151]. Die in der zitierten Arbeit isolierten Der p 1-

spezifischen T-Zellklone wurden anhand der Sekretion von IFN-γ und IL-4 analysiert: Als 

Typ1 Zellen definierten sich T-Zellen, die eine IFN-γ Produktion <1,25 ng/ml (entspricht 

84% an der Gesamtzytokinproduktion) bei einer gleichzeitigen IL-4 Produktion >0,25ng/ml 

aufwiesen (entspricht 16% an der Gesamtzytokinproduktion). Typ2 T-Zellen zeichneten sich 

durch ein umgekehrtes Verhältnis von IFN-γ zu IL-4 aus. T-Zellen, die sowohl IFN-γ, als 

auch IL-4 produzierten, wurden als Typ0 Zellen bezeichnet. Auf die Gesamtzytokin-

produktion bezogen definierten sich Typ1 Zellen also aus einer IFN-γ zu IL-4 Produktion von 

84% zu 16% und Typ2 Zellen aus einem Verhältnis von IFN-γ/IL-4 von 16%/84%.  

Zur Subtyp Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit generierten T-Zellklone wurde 

zusätzlich zu den Zytokinen IFN-γ und IL-4, IL-10 als weiterer Parameter bestimmt. Die 

Definition nach Sager wurde wie folgt modifiziert:  

Als Typ1 Zellen wurden Klone gewertet, die mehr als 80% IFN-γ, kein IL-4 und weniger als 

20% IL-10 produzierten. Typ2 Zellen wurden entweder charakterisiert durch eine IL-4 

Produktion größer 60% mit einer gleichzeitigen IFN-γ Produktion kleiner 20% oder durch 

eine Summe der IL-4 und IL-10 Produktion größer 85%. Typ0 produzierten alle drei Zytokine 

in gleicher Menge oder IFN-γ und IL-10 oder IFN-γ und IL-4 oder IL-4 und IL-10 zu jeweils 

50%. Eine Produktion des regulatorisch wirksamen Zytokins IL-10 >65% definierte bei 

gleichzeitiger Expression von weniger als 35% IFN-γ und/oder IL-4 regulatorische T-Zellen 

vom Tr1 Typ (s. Abb. 7).  

5.1.1 Charakterisierung der Nickel-spezifischen T-Zellklone 

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit isolierten 32 Nickel-spezifischen T-Zellklone zeigten 

eine deutliche Dominanz von CD4+ (90,6%) gegenüber CD8+ (9,4%) Klonen. In der weiteren 

Unterteilung der Klone in Typ0, Typ1 und Typ2 Zellen konnte ein Verteilungsmuster von 

21,8% zu 34,4% und 34,4% ermittelt werden (s. Tabelle 6). Werfel et al. wendeten die 
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Definition nach Sager et al. zur Bestimmung der T-Zell Subtypen innerhalb eines Nickel-

spezifischen Klonkollektives an und berichteten ebenfalls über ein vermehrtes Auftreten von 

CD4+ Nickel-spezifischen T-Zellen (77%), jedoch über eine andersartige Verteilung der 

Subtypen (Typ0: 43%; Typ1: 47%; Typ2: 6%) [198] (s. Tabelle 6). Diese Unterschiede sind 

einerseits erklärbar durch das deutlich größere Klonkollektiv (252 Klone) in der Arbeit von 

Werfel und andererseits durch das zusätzliche Einbeziehen des Zytokins IL-10 in die 

Definition des Zytokinprofils in der vorliegenden Arbeit. Ein weiterer Erklärungsansatz liegt 

im veränderten Zytokinprofil der Klone des Probanden 5Ni; innerhalb dieses Klonpools 

konnten keine Nickel-spezifischen Typ1 Zellen, sondern ausschließlich Typ2 Zellen (56,3%), 

Typ0 Zellen (31,3%) und Tr1 Zellen (12,3%) isoliert werden. Ein Grund für die Dominanz 

von Typ2 Zellen bei diesem Probanden ist möglicherweise die zusätzliche 

Monosensibilisierung gegen das Birken major Allergen Bet v 1 (spez. IgE: 0,85kU/l (Rast 

Klasse 2)), die mit einer Neigung zu Typ2 vermittelten Immunantworten einhergehen könnte. 

Betrachtet man das Zytokinprofil der Klone der anderen vier Probanden (1Ni, 2Ni, 3Ni, 4Ni), 

die eine isolierte Nickel-Sensibilisierung aufweisen, so ergibt sich ein Bild, das eine 

eindeutige Dominanz von Typ1 Zellen (73,3%) bei gleichzeitiger Unterrepräsentation von 

TH0 und Typ2 Zellen (jeweils 13,3%) zeigt. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der 

Tatsache, dass es sich bei der Kontaktreaktion auf Nickel um eine hauptsächlich Typ1 

vermittelte Immunreaktion handelt.  

Eine Einteilung der T-Zellklone alleine anhand ihres Zytokinprofils scheint daher schwierig,  

und sollte in weiteren Studien um die zusätzliche Analyse von Subpopulations-spezifischen 

Transkriptionsfaktoren wie T-bet (TH1), GATA-3 (TH2) und FoxP3 (Treg) und die Expression 

von Chemokinrezeptoren erweitert werden.  

 
 Kollektiv CD4+ CD8+ Typ0 Typ1 Typ2 Tr1 

Werfel et al. Blut [198] 252 77% 21% 43% 47% 6% 10-15%[6] 

Klone in dieser Arbeit 32 90,6% 9,4% 21,8% 34,4% 34,4% 9,4% 

Klone 5Ni 16 87,5% 12,5% 31,3% - 56,3% 12,5% 

Klone 1-4Ni 16 93,8% 6,3% 13,3% 73,3% 13,8% 6,3% 

Tabelle 6: Verteilung der T-Zell Subtypen im Nickel-spezifischen Klonkollektiv im Vergleich zur 

Literatur 
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T-Zellklone, die als Hauptzytokin IL-10 (<65%) produzierten, wurden als regulatorische T-

Zellen vom Tr1 Typ definiert. Tr1 Zellen hemmen über die Sekretion von IL-10 die 

Effektorfunktionen verschiedener Zielzellen. Über die Expression verschiedener Chemokin-

rezeptoren und des CLA-Moleküls können Tr1 Zellen in die Haut wandern und dort die 

Aktivierung von Nickel-spezifischen Typ1 Zellen durch ihren hemmenden Einfluss auf DZ 

unterbinden [165]. Innerhalb der generierten Nickel-spezifischen T-Zellklone fanden sich Tr1 

Zellen mit einer Frequenz von 9,4 % ausschließlich in der CD4+ T-Zell Population. Diese 

Beobachtung stimmt mit Daten von Akdis et al. überein, die eine Frequenz von 10-15% an 

CD4+ Tr1 Zellen ermittelte und durch Hochrechnung auf die gesamte CD4+ Population eine 

Frequenz von 0,1-0,0007% Allergen-spezifischer Tr1 Zellen zeigte [6]. 

 

Innerhalb des isolierten Klonkollektives konnten zudem Nickel-spezifische „Selfpresenter“ 

Klone isoliert werden. Diese T-Zellen, die zur Induktion einer spezifischen Proliferation auf 

Nickelsulfat keine professionelle APZ benötigen, wurden erstmals von Nasorri et al. 

beschrieben [120]. In der vorliegenden Arbeit, die als zweiter Bericht über diese Untergruppe 

Nickel-spezifischer T-Zellen zu sehen ist, lag die Frequenz der „Selfpresenter“ mit 25% etwas 

unter der von Nasorri beschriebenen (35%). Der Großteil der „Selfpresenter“ Klone gehörte 

dem Typ1 Subtyp (75%) an, jeweils ein Klon zeigte einen Typ0 bzw. Typ2 Phänotyp (jeweils 

12,5%). „Selfpresenter“ Klone konnten zudem ausschließlich von Probanden mit einer 

isolierten Nickel-Sensibilisierung (1Ni, 2Ni, 3Ni, 4Ni) und einer generellen Dominanz 

Nickel-spezifischer Typ1 T-Zellen isoliert werden. Von Proband 5Ni, bei dem Nickel-

spezifische Typ2 Zellen überwogen, konnten keine „Selfpresenter“ generiert werden. Auch 

diese Beobachtung stimmt mit der von Nasorri et al. gezeigten Dominanz von Typ1-Zellen 

innerhalb der Nickel-spezifischen „Selfpresenter“ Subpopulation überein und legt eine Rolle 

dieser T-Zellen bei der Typ1 dominierten Immunreaktion der allergischen Kontaktdermatitis 

nahe. 

5.1.2 Charakterisierung der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone 

Das Klonkollektiv der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone umfasste acht Klone von zwei 

Phleum pratense sensibilisierten Probanden (1p1 und 2p2). Diese Klone gehörten alle der 

CD4+ Subpopulation an und zeigten eine gleiche Verteilung von Typ1 und Typ2 Zellen 
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(jeweils 37,5%) und einen Anteil von 25% Tr1 Zellen. Akdis et al. berichten über eine 

Dominanz Allergen-spezifischer Typ2 T-Zellen und eine verringerte Anzahl an IL-10 

produzierenden Tr1 Zellen bei Allergikern gegenüber gesunden Kontrollen [6]. Dieses 

Verteilungsmuster konnte innerhalb des in der vorliegenden Arbeit isolierten Klonkollektives 

nicht bestätigt werden. Jedoch ist sowohl die Anzahl der generierten Phl p 1-spezifischen T-

Zellklone als auch die Probandenzahl zu gering um definitive Aussagen machen zu können.  

Die Generierung von CD8+ Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen gelang nicht. Jedoch konnte 

eine spezifische Proliferation der CD8+ T-Zelllinie mit nativem Phl p 1 erzielt werden (PI bei 

Proband 1p1: 16,1; bei Proband 2p1: 7,3). Die Zahl der aus der Linie klonierten CD8+ T-

Zellen lag bei Proband 1p1 mit sechs Klonen deutlich unter der Zahl der CD4+ T-Zellklone 

(53). Einer dieser CD8+ Klone wurde mit einem PI von 2,37 spezifisch auf natives Phl p 1 

getestet, verlor jedoch seine Spezifität nach erneutem Auftauen. Die geringere Frequenz von 

CD8+ gegenüber CD4+ T-Zellklonen innerhalb der Phl p 1-spezifischen und Nickel-

spezifischen T-Zellen ist möglicherweise durch die erhöhte Anfälligkeit der CD8+ T-Zellen 

für den Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) erklärbar [101]. Der Verlust der Spezifität 

des CD8+ aber auch vieler CD4+ Phl p 1-spezifischen T-Zellklone nach Reaktivierung aus 

flüssigem Stickstoff bleibt ungeklärt. Vorstellbar wäre eine oder mehrere Mutationen 

innerhalb der TZR-codierenden Region, die durch die starke Stimulation des T-Zell 

Wachstums hervorgerufen werden und eine Erkennung des MHC-Allergen Komplexes durch 

die T-Zelle unmöglich machen. 

Eine von professionellen APZ unabhängige Antigen-Präsentation von Aeroallergenen oder 

Allergenen aus Nahrungsmitteln ist unseren Recherchen nach in der Literatur nicht 

beschrieben. Auch in unserem Phl p 1-spezifischen Klonkollektiv zeigte sich ausschließlich 

eine APZ-abhängige Proliferation.  

5.2 Morphologische Interaktion zwischen Keratinozyten und T-Zellen 

In in situ Arbeiten konnte die Infiltration von T-Zellen in die Dermis und auch Epidermis 

während einer allergisch inflammatorischen Hautreaktion auf Pollen anschaulich gezeigt 

werden [54]. Jedoch bieten diese immunhistochemischen Befunde nur einen Nachweis von T-

Zellen und anderen Zellpopulationen in der Haut, liefern aber keine Information über die 

Wechselwirkungen der einzelnen Zellen untereinander. Daher wurde in der vorliegenden 
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Arbeit die Interaktion von T-Zellen und Keratinozyten in einem in vitro Modell versucht 

nachzustellen. In einem ersten Ansatz sollte der zelluläre Diskurs lichtmikroskopisch verfolgt 

werden. Über einen Zeitraum von sechs Stunden wurden die Wechselwirkungen der T-Zellen 

des Nickel-spezifischen Klones 5Ni-4.10 mit einem im Gesichtsfeld liegenden Keratinozyten 

in ein Minuten Intervallen beobachtet. Die Kontakte von Keratinozyten und T-Zellen dauerten 

zwischen drei bis 57 Minuten. Zwei Kontakte mit der Dauer von drei bzw. 54 Minuten 

bewirkten innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine Formveränderung des Keratinozyten. 

Im Anschluss an diese Formveränderung wies der Keratinozyt eine etwas granulärer wirkende 

Kernstruktur auf, die jedoch nicht in der Ablösung der adhärenten Zelle von der Kulturplatte 

und somit anscheinend nicht in Apoptose endete. Bei dem in die Untersuchung eingesetzten 

T-Zellklon handelte es sich um eine TH1 Zelle, die potentiell in MHC-abhängiger Weise über 

Fas/FasL und Perforin/GranzymB vermittelte Mechanismen Apoptose in Zielzellen 

induzieren könnte [183].  Warum dieser T-Zellklon nicht in der Lage ist, den Keratinozyten in 

Zelltod zu schicken ist unklar. Vorstellbar wäre, dass die in die Untersuchung eingesetzten 

unstimulierten Keratinozyten aufgrund der fehlenden Wirkung von IFN-γ und der damit 

verbundenen geringeren Expression von Fas und MHC-Klasse II Molekülen durch die T-Zelle 

nicht oder zu diesem Zeitpunkt noch nicht in Apoptose gebracht werden können. 

Weiterführende Experimente sollten daher auch einen späteren Zeitpunkt, z.B. 48 oder 72 

Stunden nach Ko-Kultur Beginn, im Plateau der Effektorphase, und um eine bestehende 

Entzündungsreaktion zu immitieren zusätzlich mit IFN-γ vorstimulierten Keratinozyten 

durchgeführt werden  

Diese Arbeit lieferte möglicherweise einen weiteren Erklärungsansatz für die nicht 

stattfindende Apoptoseinduktion dieses T-Zellklones in Keratinozyten – die Modulation 

seiner Effektorfunktion durch Keratinozyten. 5Ni-4.10 wurde sowohl in seiner Allergen-

spezifischen Proliferation als auch in der Sekretion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 durch 

die Anwesenheit autologer Keratinozyten gehemmt. Eine durch IFN-γ vermittelte 

Aufregulation von Fas auf Keratinozyten und somit erhöhte Anfälligkeit des Keratinozyten 

für Apoptose sollte innerhalb dieser Ko-Kultur somit nicht mehr möglich sein [185]. Unklar 

bleibt jedoch aus unseren Experimenten, ob Keratinozyten auch Einfluss auf die 

Perforin/GranzymB vermittelte Apoptose haben. 

In dieser Arbeit konnten wir zudem zeigen, dass die Modulation der T-zellulären 

Effektorfunktion von löslichen Keratinozyten-Mediatoren überbracht wird. Die im 

Lichtmikroskop gezeigten engen Interaktionen beider Zellen dienen somit nicht der 
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Modulation von Proliferation und Zytokinproduktion in der T-Zelle. Da diese Kontakte z.T. 

sehr lange andauern und eben nicht im Tod des Keratinozyten enden, ist vorstellbar, dass sie 

seitens der T-Zelle z.B. zum Abtasten des Keratinozyten nach von diesem exprimierten 

Oberflächenmolekülen wie MHC-Molekülen, Fas oder Adhäsionsmolekülen genutzt werden.  

5.3 Keratinozyten modulieren die Allergen-spezifische T-Zell Proliferation 

und Zytokinproduktion 

Der Einfluss von Keratinozyten auf Effektorfunktionen von T-Zellen wurde innerhalb eines in 

vitro Modelles der Ekzemreaktion untersucht. Autologe Keratinozyten wurden mit T-

Zellklonen (Nickel- bzw. Phl p 1-spezifisch), Allergen (Nickelsulfat bzw. natives  Phl p 1) 

und APZ ko-kultiviert. Die Allergen-spezifische Proliferation der T-Zellklone wurde über 3H-

Thymidin Inkorporation während der Zellteilung und die Zytokinproduktion mittels ELISA 

aus zellfreien Ko-Kulturüberständen bestimmt. Durch Vergleich der Ko-Kultur Daten mit 

Daten aus der Kontroll-Kultur, die ohne Keratinozyten durchgeführt wurde, errechnete sich 

die prozentuale Änderung der Proliferation bzw. Zytokinproduktion der T-Zellklone in der 

Anwesenheit von autologen Keratinozyten. 

5.3.1 Keratinozyten modulieren die Effektorfunktionen von Nickel-spezifischen 

T-Zellklonen 

5.3.1.1 Proliferations-gehemmte Nickel-spezifische T-Zellklone 

Mehr als drei Viertel der untersuchten der Nickel-spezifischen T-Zellklone (84%) wurde in 

der Anwesenheit von Keratinozyten in ihrer Allergen-spezifischen Proliferation gehemmt. 

Die Proliferations-hemmende Kapazität von Keratinozyten auf einzelne T-Zellklone war 

unterschiedlich stark ausgeprägt; so wurden wenige Klone nur etwa 10% gehemmt, 

wohingegen bei anderen Klonen die spezifische Proliferation fast vollständig blockiert wurde; 

die Mehrheit der Klone bewegte sich in einem Intervall von 70%-20% Hemmung der 

spezifischen Proliferation, was sich auch im Mittelwert (etwa 60%) aller Experimente 

widerspiegelt. IFN-γ Vorstimulation der Keratinozyten führte zu keiner signifikanten 

-101- 



DISKUSSION 

Änderung der anti-proliferativen Wirkung von Keratinozyten auf Nickel-spezifische T-

Zellklone.  

 

In Proliferations-gehemmten Klonen wurde zudem die Produktion von Zytokinen durch 

autologe Kerationzyten moduliert.  

Das TH1 Zytokin IFN-γ wurde nicht einheitlich reguliert; Proliferations-gehemmte Nickel-

spezifische Klone zeigten ein heterogenes Bild mit einer gehemmten IFN-γ Produktion in 

90,6% und einer Induktion in 9,4% der Klone. Keratinozyten sind somit in der Lage die IFN-γ 

Sekretion bei gleichzeitiger Hemmung der Proliferation zu induzieren. Dies deutet auf 

unterschiedliche Modulationsmechanismen der T-zellulären Proliferation und 

Zytokinproduktion durch Keratinozyten hin. Ein signifikanter Unterschied in der 

immunmodulierenden Wirkung zwischen ruhenden und inflammatorischen Keratinozyten 

konnte nicht identifiziert werden. Tendentiell scheinen jedoch IFN-γ vorstimulierte 

Keratinozyten die IFN-γ Freisetzung etwas weniger stark zu hemmen. Ein Verschleppen von 

IFN-γ aus der Vorstimulation in die Ko-Kultur konnte aber durch intensives Waschen der 

Keratinozyten nach der Stimulation ausgeschlossen werden. 

Im Gegensatz zur IFN-γ Sekretion wurde die Freisetzung des Zytokins IL-4 und des 

regulatorischen Zytokins IL-10 in allen Proliferations-gehemmten Nickel-spezifischen T-

Zellklonen durch autologe Keratinozyten signifikant blockiert. Interessanterweise waren IFN-

γ vorstimulierte Keratinozyten zu einer stärken Hemmung befähigt. Für IL-4 war dieser 

Effekt signifikant (p=0,0075), für IL-10 war eine Tendenz zu erkennen (p=0,0521). IL-10 

stellte im Rahmen der untersuchten Zytokine in der Gruppe der Proliferations-gehemmten 

Nickel-spezifischen T-Zellklonen das am stärksten durch Keratinozyten gehemmte Zytokin 

dar. 

5.3.1.2 Proliferations-induzierte Nickel-spezifische T-Zellklone 

Etwa ein Viertel der in die Ko-Kultur eingesetzten Nickel-spezifischen T-Zellklone (16%) 

wurde in ihrer Allergen-spezifischen Proliferation durch die Anwesenheit von Keratinozyten 

induziert. Diese Induktion der Proliferation war signifikant stärker ausgeprägt in der 

Gegenwart von IFN-γ vorstimulierten Keratinozyten und reichte bei manchen Klonen bis auf 

155% des Ausgangswertes (100%).  
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Welches Merkmal einen Nickel-spezifischen T-Zellklon zu einer Proliferations-gehemmten 

oder – induzierten T-Zelle werden lässt, konnte nicht identifiziert werden. Die Analyse der 

Oberflächenmarker CD4 und CD8 zeigte eine gleiche Verteilung innerhalb der beiden 

Gruppen. Die Analyse des Subtypes der Proliferations-induzierten T-Zellklone lieferte 

Hinweise auf eine Dominanz von Typ1 Zellen innerhalb dieses Klonkollektives. Die geringe 

Anzahl von Klonen mit diesem induzierten Phänotyp (fünf Klone) und die Zugehörigkeit 

eines Tr1 Klones zu dieser Gruppe lässt hier keine verlässlichen Aussagen zu. 

 

Bezüglich des Einflusses von Keratinoyzten auf die Zytokinproduktion der Proliferations-

induzierten Nickel Klone zeigte sich ein ähnliches Bild, wie für die Proliferations-gehemmten 

Klone: Das TH1 Zytokin IFN-γ wies eine uneinheitliche Regulation mit Klonen, die in ihrer 

Sekretion gehemmt oder induziert wurden. IFN-γ vorstimulierte Keratinozyten konnten die 

IFN-γ Sekretion dieser Klone nicht unterbinden sondern induzierten sie tendentiell. 

Unabhängig von der Proliferation wurde wiederum die Produktion der Zytokine IL-4 und IL-

10 gehemmt. Der Trend einer stärkeren Hemmung durch IFN-γ Vorstimulation war ebenfalls 

zu beobachten. Die Induktion der Proliferation bei gleichzeitiger Hemmung der IL-4 und IL-

10 Sekretion ist ein weiterer Hinweis auf die in T-Zellen voneinander unabhängige 

Regulation der Proliferation und Zytokinproduktion durch Keratinozyten. Auch in der Gruppe 

der Proliferations-induzierten T-Zellklone war IL-10 das am stärksten durch Keratinozyten 

gehemmte Zytokin. 

5.3.1.3 Nickel-spezifische „Selfpresenter“ T-Zellklone 

 „Selfpresenter“ sind Nickel-spezifische T-Zellen, die zur Induktion einer spezifischen 

Proliferation auf Nickelsulfat keine professionelle Antigen-präsentierende Zelle benötigen. 

Vielmehr präsentieren sich diese T-Zellen das Allergen in MHC-abhängiger Weise selbst 

[120].  Innerhalb des Nickel-spezifischen Klonkollektivs befanden sich acht Klone, die zur 

Selbstpräsentation von Nickel befähigt waren (sog. „Selfpresenter“). Diese Klone 

proliferierten sowohl in An- als auch Abwesenheit von APZ spezifisch auf Nickelsulfat. 

Jedoch lag der Proliferationsindex bei sechs von acht „Selfpresenter“ Klonen in der 

Gegenwart von APZ höher, bei einem Klon blieb er unverändert. „Selfpresenter“ T-Zellen 

können somit Nickel als Allergen an andere T-Zellen präsentieren, aber wahrscheinlich nicht 

mit der Effizienz wie dies professionelle APZ tun.  
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Auch Nickel-spezifische „Selfpresenter“ Klone unterlagen der Keratinozyten vermittelten 

Modulation ihrer Proliferation und Zytokinproduktion. Analog zu den Beobachtungen im 

Nickel-spezifischen Klonkollektiv, wiesen 75% der „Selfpresenter“ Klone (sechs Klone) eine 

Hemmung der Proliferation auf. Diese Hemmung war interessanterweise in der Abwesenheit 

von APZ signifikant stärker ausgeprägt.  

Eine Proliferationsinduktion konnte bei einem „Selfpresenter“ Klon  beobachtet werden -  

dies sowohl in An- als auch Abwesenheit von APZ.   

Während sieben „Selfpresenter“ Klone in An- bzw. Abwesenheit von APZ konform mit einer 

Hemmung oder Induktion der Proliferation reagierten, zeigte sich bei Klon 2Ni-8.2 (TC1 

Subtyp) ein anderes Verhalten. Dieser Klon wurde in Anwesenheit von APZ induziert, jedoch 

in Abwesenheit gehemmt.  

Die Modulation des Zytokinprofils von Selfpresenter Klone durch Keratinozyten weist starke 

Ähnlichkeiten zu der im restlichen Nickel-spezifischen Klonkollektiv auf. IFN-γ wurde 

uneinheitlich reguliert, wohingegen Keratinozyten die Expression der Zytokine IL-4 und IL-

10 in allen Klonen unterdrückten. Auch die Hemmung der Zytokinproduktion war in der 

Abwesenheit von APZ stärker ausgeprägt. Die Beobachtung der stärker hemmenden 

Kapazität IFN-γ vorstimulierter Keratinozyten traf auch auf „Selfpresenter“ Klone zu. IL-10 

war sowohl in Ansätzen mit als auch ohne APZ das am meisten regulierte Zytokin. 

5.3.2 Keratinozyten modulieren die Effektorfunktionen von Phl p 1-spezifischen 

T-Zellklonen 

Untersuchungen im in vitro Modell des atopischen Ekzems konnten mit 8 Phl p 1-

spezifischen T-Zellklonen durchgeführt werden.  

Die Ergebnisse des in vitro Modells der allergischen Kontaktdermatitis auf Nickel zeigten, 

dass kein Unterschied zwischen autologen und heterologen Keratinozyten bezüglich ihrer 

modulierenden Kapazität auf die Effektorfunktionen von T-Zellklonen bestand. Daher wurden 

in das in vitro Modell des atopischen Ekzems zur Vereinfachung hauptsächlich heterologe 

Keratinozyten eingesetzt. Die heterologen Keratinozyten stammten u.a. von einem Haut-

gesunden Pollen Allergiker, zwei Nickel-sensibilisierten Spendern, davon einem Spender mit 

einer Mono-Sensibilisierung gegen Birke, und einem Probanden mit atopischem Ekzem. Um 

zu zeigen, dass auch im in vitro Modell des atopischen Ekzems kein Unterschied zwischen 
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autologen und heterologen Keratinozyten besteht, wurde der Klon 2p1-4.5 sowohl mit 

autologen als auch heterologen Keratinozyten koinkubiert.  

In der Ko-Kultur zeigten alle Keratinozyten dieselbe modulierende Wirkung auf die T-Zell 

Proliferation und Zytokinproduktion. Somit bestand interessanterweise hinsichtlich der 

Modulation der Effektorfunktionen kein Unterschied zwischen „atopischen“ und „nicht-

atopischen“ Keratinozyten, die, wie in der Einleitung angeführt, auf externe Stimuli 

unterschiedlich reagieren. Diese Ergebnisse lieferte einen Hinweis auf eine Spender- und 

möglicherweise MHC-TZR unabhängige Modulation der T-Zell Effektorfunktion.  

Vergleichbar zu den Befunden im Modell der Kontaktreaktion wurden 75% der Phl p 1-

spezifischen T-Zellklone in der Anwesenheit von Keratinozyten in der Allergen-spezifischen 

Proliferation gehemmt, 25% der Phl p 1-spezifischen Klone wurden induziert. Dieser Effekt 

war jeweils durch IFN-γ vorstimulierte Keratinozyten signifikant stärker ausgeprägt (p= 

0,0333 bzw. p=0,0005). Auch innerhalb der Phl p 1-spezifischen T-Zellklone konnte kein 

einheitliches Merkmal bestimmt werden, das einen Klon zu einem Proliferations-gehemmten 

oder -induzierten Klon werden lässt. Im Vergleich zu den Nickel-spezifischen T-Zelklonen 

konnte bei Phl p 1-spezifischen Proliferations-induzierten T-Zellklonen keine Dominanz von 

Typ1 Zellen identifiziert werden. 

 

Einen wichtigen Unterschied in der modulierenden Kapazität von Keratinozyten im Vergleich 

zum in vitro Modell der Kontaktreaktion stellt die Beeinflussung der IFN-γ Sekretion in Phl p 

1-spezifischen T-Zellklonen dar. Während dieses Zytokin innerhalb der Nickel-spezifischen 

T-Zellklone uneinheitlich reguliert wurde, zeigten alle Phl p 1-spezifischen T-Zellklone eine 

signifikante Induktion der IFN-γ Produktion. Diese IFN-γ induzierten Klone setzten sich aus 

drei TH1 Klonen und einem TH2 Klon zusammen. Interessanterweise wurde die IFN-γ 

Produktion in diesem TH2 Klon am meisten und bis auf das 5,4 fache gesteigert. Zudem 

konnten Keratinozyten von Nickel-sensibilisierten Spendern, die die IFN-γ Produktion in 

Nickel-spezifischen T-Zellklonen hemmten, diese bei Phl p 1-spezifischen Klonen nicht 

hemmen, sondern induzierten sie ebenfalls. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich Phl 

p 1-spezifische T-Zellklone der anti-inflammatorischen Wirkung von Keratinozyten entziehen 

können.  

 

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Nickel-spezifischen Klone wiesen alle Phl p 1-

spezifischen T-Zellklone eine signifikante Hemmung ihrer IL-4 und IL-10 Produktion auf. 
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Auch hier hemmten inflammatorische Keratinozyten die Zytokinproduktion tendentiell 

stärker. Jedoch stellt im Phl p 1-spezifischen Klonkollektiv nicht IL-10 sondern IL-4 das am 

stärksten beeinflusste Zytokin dar. 

5.3.3 Bedeutung der Modulation von T-Zell Effektorfunktionen durch 

Keratinozyten im allergischen Ekzem 

5.3.3.1 Rolle der gehemmten bzw. induzierten T-Zell Proliferation 

Die Hemmung der Allergen-spezifischen T-Zell Proliferation durch Keratinozyten ist sowohl 

im in vitro Modell der allergischen Kontaktdermatitis als auch im Modell des atopischen 

Ekzems der dominierende Effekt. Mit der Hemmung der Proliferation geht zudem eine 

Hemmung der Produktion des TH2 Zytokins IL-4 und des regulatorischen Zytokins IL-10 

einher. Keratinozyten können somit in der Epidermis ein Mikromilieu generieren innerhalb 

dessen infiltrierende T-Zellen zwar überleben [184], aber in ihren Effektorfunktionen stark  

eingeschränkt werden. Dieser ‚Sicherheitsmechanismus’ könnte einerseits überschießende 

Immunreaktionen verhindern und andererseits einen Beitrag zur Limitierung der Reaktion 

leisten bzw. einen Status quo aufrecht erhalten. 

 

In etwa einem viertel der untersuchten Nickel- und Phl p 1-spezifischen T-Zellklone wurde 

die Allergen-spezifische Proliferation in der Anwesenheit von Keratinozyten induziert. Diese 

induzierte Proliferation ging jedoch nicht generell mit einer vermehrten Zytokinproduktion 

einher. Alle Klone wurden durch Keratinozyten in ihrer IL-4 und IL-10 Sekretion gehemmt. 

Die Proliferations-induzierten, die auch in ihrer IFN-γ Freisetzung stimuliert wurden (s. 

nächster Abschnitt) könnten eine Rolle bei der Chronifizierung der Ekzemläsion haben.  

5.3.3.2 Bedeutung der Keratinozyten vermittelten IFN-γ Modulation in T-Zellen  

Das TH1 Zytokin IFN-γ ist einer der potentesten T-Zellfaktoren, der Keratinozyten zur 

Produktion von Zytokinen, Chemokinen und Oberflächenmolekülen aktiviert und so eine 

bestehende Ekzemreaktion effektiv unterhalten kann.  
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In unserem inflammatorischen Ekzemmodell zeigte sich, dass die IFN-γ Sekretion in Nickel-

spezifischen T-Zellen durch Keratinozyten gehemmt wird. Durch Wegfall der 

proinflammatorischen Wirkung von IFN-γ in Zusammenwirken mit der Hemmung der IL-4 

Sekretion in T-Zellen könnte das von Keratinozyten generierte Mikromilieu zur Abheilung 

der Typ1 dominierten Läsion beitragen. 

Im atopischen Ekzem hingegen kommt es zu einer Induktion der IFN-γ Sekretion in Phl p 1-

spezifischen T-Zellen. Die Ursache für diese Induktion ist wohl in den T-Zellen, die nicht auf 

anti-inflammatorische Signale von Keratinozyten reagieren, zu suchen und nicht in den 

Keratinozyten selbst da Keratinozyten, die im Modell der Kontaktdermatitis die IFN-γ 

Produktion in Nickel-spezifischen T-Zellklonen inhibierten hierzu bei Phl p 1-spezifischen T-

Zellklonen nicht in der Lage waren. Die vermehrte Produktion von IFN-γ könnte im 

atopischen Ekzem einen Beitrag zur weiteren Rekrutierung von Effektorzellen in die Haut 

und somit zur Amplifizierung der Entzündungsreaktion leisten und an der Umkehr der initial 

TH2 geprägten Immunantwort zur chronischen TH1 Antwort beteiligt sein [55].  

5.3.3.3 Bedeutung der Keratinozyten vermittelten IL-4 Modulation in T-Zellen 

Dem TH2 Zytokin IL-4 konnte u.a. in einer Arbeit von Traidl et al. eine proinflammatorische 

Rolle in der Kontaktreaktion zugeschrieben werden [182]. Zudem regt IL-4 in 

Zusammenwirken mit IFN-γ Keratinozyten zur Produktion der TH1 Chemokine CXCL9, 

CXCL10 und CXCL11 an und kann so zur vermehrten Infiltration von TH1 Zellen in die Haut 

beitragen [9].  

Die Hemmung der IL-4 Produktion durch Keratinozyten war sowohl in Nickel- als auch Phl p 

1-spezifischen T-Zellklonen zu beobachten und im Modell der allergischen Kontaktdermatitis 

durch inflammatorische Keratinozyten signifikant stärker ausgeprägt (p=0,0075). Der Wegfall 

der proinflammatorischen Wirkung von IL-4 im normalen und auch entzündlichen 

Mikromilieu der Haut bei gleichzeitiger Unterdrückung der IFN-γ Sekretion könnte in der 

allergischen Kontaktdermatitis und im atopischen Ekzem die weitere Rekrutierung von TH1 

Zellen in die Läsion aufhalten [9] und somit zur Limitierung der Reaktion beitragen.  

Die Effektorphase des atopischen Ekzems wird, im Gegensatz zur allergischen 

Kontaktdermatitis, als biphasisch beschrieben [54, 179], die in der initialen Phase TH2 

vermittelt und im weiteren Verlauf in eine TH1-dominierte Reaktion übergeht. Eine 

Beteiligung verschiedener Zellpopulationen wird als Ursache für diese Umkehr diskutiert; zu 
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nennen sind hier v.a. aktivierte eosinophile Granulozyten, Makrophagen und IDEC, die über 

die Sekretion von IL-12 und IL-18 die Differenzierung von naïven T-Zellen in Richtung TH1 

lenken können [69, 125]. Die Umkehr der TH2 in eine TH1 Antwort findet im Pollen-Patch 

Test als Modell für das akute atopische Ekzem jedoch bereits 48-72 Stunden nach 

Allergenkontakt statt [54]. Da die Differenzierung naïver T-Zellen jedoch etwa sieben Tage in 

Anspruch nimmt [91], scheinen IL-12 und IL-18 nicht für die beschriebene Änderung des 

Zytokinprofils verantwortlich zu sein.  

Die Terminierung der initialen TH2 Antwort im atopischen Ekzem könnte durch die in dieser 

Arbeit ermittelte Hemmung der TH2 Effektorfunktionen - Proliferation und IL-4 Produktion - 

im Mikromilieu der Haut erklärt werden. Zudem wird in Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen 

die IFN-γ Produktion durch Keratinozyten erhöht, was, wie oben beschrieben, einerseits zur 

Erhaltung der Ekzemreaktion leiten kann; andererseits führt dies nach Terminierung der 

initialen TH2 Reaktion zur Dominanz einer fortschreitenden TH1 vermittelten Immunreaktion. 

Keratinozyten können so über die Modulation der T-Zell Effektorfunktionen den biphasischen 

Verlauf des atopischen Ekzems mit bedingen. Die Induktion eines TH1 Phänotyps in einem 

ursprünglichen TH2 T-Zellklon lässt Freiraum für Spekulationen, ob Keratinozyten nicht nur 

die Effektorfunktionen von T-Zell Subtypen (TH1, TH2, Tr1) hemmen, sondern auch in der 

Lage sind den Phänotyp einer T-Zelle hin zu einem anderen Phänotyp zu modulieren.  

5.3.3.4 Bedeutung der Keratinozyten vermittelten IL-10 Modulation in T-Zellen 

Dem regulatorisch wirksamen Zytokin IL-10 wird klar eine anti-inflammatorische Rolle im 

immunologischen Geschehen zugeschrieben. IL-10 kann die Migration von CD4+ T-Zellen 

blockieren und somit deren Ansammlung im Entzündungsgebiet verhindern [4]. Außerdem 

reagieren APZ auf IL-10 mit einer Herrunterregulation von MHC- und Ko-stimulatorischen 

Molekülen und somit einer verminderten Antigenpräsentation [32]. 

Interessanterweise zeigten alle isolierten Nickel- und Phl p 1-spezifischen T-Zellkone in der 

Anwesenheit von Keratinozyten eine Hemmung der IL-10 Sekretion, die ebenfalls tendentiell 

stärker ausgeprägt war durch inflammatorische Keratinozyten. Diesem Ergebnis zu folge stellt 

sich die Frage ob IL-10 in der allergischen Ekzem Reaktion nicht das die Entzündung 

terminierende Zytokin ist. Die IL-10 Hemmung der in die Haut infiltrierenden T-Zellen 

könnte jedoch zu indirekten anti-inflammatorischen Effekten führen. Durch Aufhebung der 

IL-10 induzierten Migrations-Blockade [4] könnte es z.B. zur Infiltration weiterer 
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regulatorischer T-Zell Subpopulationen ins Entzündungsgebiet kommen. Über regulatorische 

Zell-Kontakte (Tregs) oder TGF-ß Sekretion (TH3) könnten diese T-Zellen dann zur 

Limitierung der Reaktion führen. Das Vorhandensein von TGF-ß in der Ko-Kultur wurde 

auch in dieser Arbeit untersucht. Hier konnte jedoch kein TGF-ß nachgeweisen werden ( 

Nachweisgrenze: 125 pg/ml) lieferte jedoch keine Ergebnisse. Die gezielte Isolierung von 

TH3 Zellen und deren Einsatz in Ko-Kultur Experimente könnte hier weitere Einblicke liefern. 

Möglicherweise wird durch ein IL-10 armes Mikromilieu auch die Apoptose in T-Zellen 

gefördert, da einerseits der Apoptose protektive Effekt von IL-10 in T-Zellen entfällt [41] und 

andererseits Keratinozyten das Apoptose-induzierenden Molekül FasL vermehrt exprimieren 

[15].  

Aber nicht nur Zellen mit regulatorischer Aktivität können die Ekzemreaktion terminieren. 

Wie wir zeigen konnten, können die in der Epidermis ansässigen Keratinozyten ein anti-

inflammatorisches Mikromilieu generieren, das Effektorfunktionen von T-Zellen aktiv 

moduliert und durch deren Hemmung eine Beitrag zur Limitierung der Entzündung leistet.  

5.3.3.5 Rolle der Modulation von Nickel-spezifischen „Selfpresenter“ T-Zellen in der 

allergischen Kontaktdermatitis  

Nickel-spezifische „Selfpresenter“ stellen eine besondere Untergruppe innerhalb der Nickel-

spezifischen T-Zellen dar. Aufgrund der Tatsache, dass diese T-Zellen keiner Allergen-

präsentation durch professionelle APZ bedürfen, könnten „Selfpresenter“, durch die 

proinflammatorische Wirkung von Nickelsulfat induziert, in einer frühen Phase der 

allergischen Kontaktreaktion in die Haut infiltrieren und noch vor der Migration von APZ und 

APZ-abhängigen T-Zellen eine Entzündungsreaktion initiieren. Diejenigen „Selfpresenter“, 

die durch Keratinozyten zu einer vermehrten Proliferation und IFN-γ Sekretion angeregt 

werden, könnten tatsächlich einen Anteil an der Initiierung und Amplifzierung der 

Kontaktreaktion haben. Die Ausübung der Effektorfunktionen wird jedoch in den meisten 

„Selfpresentern“ durch Keratinozyten effektiv unterdrückt. Diese frühe Phase der Entzündung 

könnte somit durch die Aktionen von Keratinozyten in Schach gehalten werden, aber 

schließlich durch die Infiltration APZ-abhängiger Nickel-spezifischer Effektorzellen 

fortgeführt werden. 
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5.4 Mechanismen der Modulation von T-Zell Effektorfunktionen durch 

Keratinozyten 

Keratinozyten modulieren sowohl die Allergen-spezifische Proliferation als auch die 

Zytokinproduktion von T-Zellen. Durch Variation der Ko-Kultur Experimente auf der Ebene 

der Keratinozyten sollte die Frage nach dem dem Mechanismus dieser Modulation näher 

untersucht werden. Aufgrund der besseren Verfügbarkeit von Nickelsulfat gegenüber nativem 

Phl p 1 und dem auftretenden Spezifitätsverlust Phl p 1-spezifischer T-Zellklone nach 

mehreren Reaktivierungszyklen wurden alle Experimente zur Klärung des Mechanismus mit 

Nickel-spezifischen T-Zellklonen durchgeführt. 

 

In der Ko-Kultur befinden sich neben T-Zellen und Keratinozyten auch APZ zur 

Allergenpräsentation. Keratinozyten könnten durch Beeinflussung von APZ und daraus 

resultierender verminderter Allergen-Präsentation und verminderter T-Zell Proliferation bzw. 

Zytokinproduktion über einen indirekten Mechanismus die Effektorfunktionen von T-Zellen 

modulieren. Diese Möglichkeit konnte durch Ko-Kultur Experimente mit verschiedenen APZ 

ausgeschlossen werden. Sowohl in Anwesenheit von DZ als auch von EBV-transformierten 

B-Zellen waren Keratinoyzten zur Modulation der T-Zell Effektorfunktion fähig. Auch APZ-

unabhängige „Selfpresenter“ T-Zellen wurden in der Abwesenheit von professionellen APZ 

durch Keratinozyten moduliert.  Diese Ergebnisse legen nahe, dass Keratinozyten die 

Proliferation und Zytokinproduktion der T-Zellklone nicht indirekt über die APZ 

beeinflussen.  

 

Keratinozyten liegen in der Epidermis in unterschiedlichen graduellen Differen-

zierungsstadien vor – von undifferenzierten, kernhaltigen Basalzellen differenzieren 

Keratinozyten über das Stratum spinosum und Stratum granulosum hin zu teilungsunfähigen, 

kernlosen, keratinhaltigen Zellen des Stratum corneums. Diese Differenzierung wurde in vitro  

durch die Zugabe von Kalziumchlorid in das Kulturmedium imitiert [192]. In Ko-Kultur 

Experimenten zeigte sich, dass Keratinozyten unabhängig von ihrem Differenzierungsgrad 

zur Hemmung der Proliferation und Zytokinproduktion der T-Zellen fähig waren. Mit 

Ausnahme der Keratinozyten des Stratum corneums, die nicht mehr in der Lage sind 

modulierende Botenstoffe neu zu synthetisieren, könnte demnach jede Differenzierungsstufe 
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und somit jede Schicht der Epidermis die in die Haut infiltrierenden T-Zellen regulieren. Dies 

spricht für einen sicheren Regulationsmechanismus, der T-Zellvermittelte Immunreaktionen 

in der Haut stark beeinflussen kann bzw. ein „steady state“ in der Haut aufrecht erhalten kann. 

 

Unter inflammatorischen Bedingungen z.B. dem Einfluss von IFN-γ und IL-4 regulieren 

Keratinozyten die Neusynthese des MHC-Klasse II- und die Synthese des konstitutiv 

exprimierten MHC-Klasse I Moleküls hoch [191]. Die Rolle dieser Moleküle in der 

Allergenpräsentation von Keratinozyt an T-Zelle ist bislang umstritten [19, 56]. Traidl et al. 

konnten zeigen, dass die Induktion von Apoptose in Keratinozyten durch Nickel-spezifische 

T-Zellen abhängig von der Interaktion zwischen MHC-Molekül und TZR ist [183]. In der 

vorliegenden Arbeit wurde der mögliche Einfluss von MHC-abhängigen oder Spender-

abhängigen Mechanismen in der Modulation von T-Zellen durch Keratinozyten durch die Ko-

Kultur mit heterologen im Vergleich zu autologen Keratinozyten bestimmt. Heterologe 

Keratinozyten von zwei weiteren Nickel-sensibilisierten Spendern konnten die 

Effektorfunktion von Nickel-spezifischen T-Zellen in identischer Weise wie autologe 

Keratinozyten hemmen. Da jedoch keine HLA-Expressions Analyse der autologen und 

heterologen Keratinozyten Spender durchgeführt wurde, konnte zu diesem Zeitpunkt die 

Notwendigkeit der MHC/TZR Interaktion nicht vollständig ausgeschlossen werden, erscheint 

aber aufgrund des in Population stark variierenden Spender-spezifischen Expressionsprofils 

unwahrscheinlich zu sein. Eine unspezifische Wechselwirkung beider Zellen über Integrine 

oder Selektine konnte zudem durch diese Experimente nicht ausgeschlossen werden. 

 

Zur Klärung ob die T-Zell Modulation über unspezifische Bindung von Oberflächen-

molekülen Zell-Kontakt abhängig ist oder auf der Sezernierung von löslichen Faktoren 

beruht, wurden Keratinozyten mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Fixierung der 

Keratinozyten immobilisiert die Zellen und verhindert ein Ausschleusen von gespeicherten 

und neusynthetisierten Faktoren, wobei die Vitalität erhalten bleibt. PFA-fixierte 

Keratinozyten waren in der Ko-Kultur mit Nickel-spezifischen T-Zellklonen nicht mehr in der 

Lage, die Proliferation oder Zytokinproduktion zu beeinflussen. Dies legt die Sezernierung 

eines löslichen Faktors als Mediator der T-Zell Effektorfunktionen nahe. Jedoch konnte die 

Veränderung von Oberflächenstrukturen durch die Fixierung und der damit verbundene 

Verlust der modulierenden Eigenschaft in diesem Experiment nicht ausgeschlossen werden.  
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Einen weiteren Hinweis auf die Sekretion eines löslichen Faktors durch Keratinozyten 

lieferten weiterführende Experimente, in denen zellfreie Überstände von Keratinozyten-

kulturen anstelle von Keratinozyten in die Ko-Kultur eingebracht wurden. Diese Überstände 

waren in der Lage die Zytokinproduktion der Nickel-spezifischenT-Zellen zu unterbinden. 

Dieser Effekt war Dosis-abhängig und konnte sowohl mit Überständen aus ruhenden als auch 

IFN-γ vorstimulierten Keratinozytenkulturen erzielt werden. Die durchgehend bebobachtete 

Induktion der Proliferation konnte auf Bestandteile der Keratinozytenmediums zurückgeführt 

werden. 

Um die Sekretion eines löslichen Faktors durch Keratinozyten weiter zu verifizierung, wurden 

Keratinozyten und T-Zellen mittels einer Transwell-Kammer innerhalb der Ko-Kultur 

voneinander separiert. Dieser Ansatz wurde wurde in der Literatur beschrieben, um Effekte 

löslicher, von T-Zellen sezernierter Mediatoren auf Keratinozyten zu untersuchen [122]. 

Keratinozyten, die im Transwell-Einsatz ko-kultiviert wurden, waren in gleichem Maße in der 

Lage die Proliferation und Zytokinproduktion der T-Zellen zu hemmen, wie Keratinozyten, 

die die Möglichkeit zum Zell-Zell Kontakt hatten. Über den Transwell Einsatz ist zwar der 

direkte Zellkontakt unterbunden, jedoch kann durch Poren ein Austausch von Molekülen 

stattfinden.  

Diese Ergebnisse bestätigen die Hypothese, dass Keratinozyten einen oder mehrere lösliche 

Faktoren sezernieren, die zur Modulation der T-Zell Proliferation und Zytokinproduktion 

leiten. Ko-Kultur Experimente zeigen, dass Proliferation und Zytokine unabhängig 

voneinander reguliert werden. Dies legt eine Produktion mindestens zwei verschiedener 

Faktoren nahe. Die Induktion von IFN-γ bei gleichzeitiger Hemmung der IL-4 und IL-10 

Sekretion impliziert das Vorhandensein eines weiteren Mediators. Mögliche von 

Keratinozyten sezernierte lösliche Modulatoren werden im folgenden Abschnitt diskutiert. 

5.5 Mögliche Mediatoren zur Modulation von T-Zell Effektorfunktionen 

Der Keratinozyt stellt eine wichtige Schnittstelle in der Kommunikation des Organismus mit 

seiner Umwelt dar (Abb. 35); er nimmt Signale aus seiner Umwelt auf und wandelt diese in 

für das Immunsystem verständliche Mediatoren um. So sind Keratinozyten aktiv über die 

Sekretion von Defensinen an der Abwehr von Mikroorganismen beteiligt und können durch 

die Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine eine Immunantwort in der 
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Haut initiieren [73, 163]. Im Vorfeld einer Entzündungsreaktion haben Keratinozyten einen 

Anteil an der Direktion der Immunantwort in eine bestimmte Richtung, indem sie, abhängig 

vom eindringenden Allergen, Zytokine sezernieren, die eine Immunantwort entweder in eine 

TH1- oder TH2- dominierte Richtung lenken [118, 138, 204]. Durch die Expression 

verschiedener Oberflächenmoleküle können Keratinozyten auch in direktem Zell-Zell 

Kontakt mit infiltrierenden Zellen kommunizieren und deren Funktionen beeinflussen. Eine 

anti-inflammatorische Rolle kommt Keratinozyten zudem bei der Rekrutierung von 

regulatorischen T-Zellen in die Haut und somit einer Terminierung der Entzündungsreaktion 

zu [165]. Diese Vielfalt an bisher beschriebenen Mechanismen, über die Keratinozyten 

modulierend in die Immunreaktion eingreifen können, lassen Keratinozyten zum Dreh- und 

Angel-Punkt in der ekzematösen Reaktion werden.  

Eine direkte Interaktion zwischen Keratinozyten und T-Zellen, die in einer veränderten 

Effektorfunktion der T-Zellen resultiert, wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. 

Daher verbleibt die unten geführte Diskussion über die Identität des oder der löslichen 

Faktoren rein spekulativ und muss in weiterführenden Experimenten überprüft werden.  

 

 

Abb. 35: Die Interaktion von Keratinozyten mit der Umwelt und dem Immunssystem 
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5.5.1 Keratinozyten–Mediatoren, die die T-Zell Proliferation beeinflussen 

Nach Literatur Recherche konnten keine löslichen Faktoren identifiziert werden, die von 

Keratinozyten sezerniert werden und einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation von T-

Zellen haben. Die nachfolgende Beschreibung der Anergie- und Apoptose Induktion in T-

Zellen erklärt somit nicht die in dieser Arbeit beschriebenen über lösliche Faktoren 

vermittelte Modulation der Proliferation und Zytokinproduktion. Sie könnten jedoch in der 

lichtmikroskopisch beobachteten engen Interaktion von Keratinozyten und T-Zellen eine 

Rolle spielen. 

Innerhalb einer Immunreaktion werden Keratinozyten durch das von T-Zellen sezernierte 

IFN-γ zur vermehrten de novo Expression der Oberflächenmoleküle ICAM-1 und MHC-

Klasse II angeregt. Jedoch bleibt die Fähigkeit des Keratinozyten zur Allergenpräsentation 

bislang unklar. Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass Keratinozyten das 

kostimulierende Moleküle CD80 exprimieren [168], aber dessen Wirkung auf T-Zellen ist 

bisher nicht verstanden. Einige Arbeiten weisen auf eine Anergie-Induktion in T-Zellen hin 

[19, 60], andere weisen Keratinozyten eine Rolle bei der Induktion der T-Zellproliferation zu  

[56, 61]. Somit könnte aus dem bisherigen Kenntnisstand sowohl die Hemmung der 

Proliferation durch unzureichende Kostimulation als auch die Induktion der Proliferation 

durch die Interaktion zwischen CD80 und CD28 der in dieser Arbeit untersuchten T-

Zellklonen erklärt werden. Ob T-Zell-Anergie oder -Apoptose bei der Hemmung der 

Proliferation durch Keratinozyten eine Rolle spielen, sollte in weiterführenden Experimenten 

geklärt werden. Dies könnte z.B. mit inhibierenden Antikörpern gegen die kostimulierenden 

Moleküle CD80 und CD28 und gegen das HLA-DR Molekül durchgeführt werden.  

 

Die Induktion von Apoptose in T-Zellen durch Keratinozyten könnte ein weiterer 

Erklärungsansatz zur Hemmung der T-Zellproliferation sein. Keratinozyten exprimieren 

Apoptose-induzierende Moleküle, wie u.a. „tumor necrosis factor apoptosis inducing ligand“, 

TRAIL, und FasL, deren jeweilige Rezeptoren, TRAILR1-R4 und Fas, auf T-Zellen 

vorhanden sind [15, 142]. Eidsmo et al. berichteten, dass Keratinozyten zudem lösliches 

TRAIL sezernieren [52], das in Zell-Kontakt unabhängiger Weise zur Induktion von 

Apoptose befähigt ist.  
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Ein weiterer Mechanismus der Proliferationshemmung könnte der Entzug von für T-Zellen 

notwendige Wachstumsfaktoren durch Keratinozyten in der Ko-Kultur sein. Diese 

Möglichkeit konnte jedoch durch Experimente mit zellfreien Überständen von 

Keratinozytenkulturen ausgeschlossen werden. Durch die Verwendung von Keratinozyten-

Überständen konnten zudem sterische Effekte, die eine Interaktion zwischen T-Zellklon und 

APZ verhindern und somit zur reduzierten Proliferation führen, ausgeschlossen werden. 

 

Die Allergen-spezifische Induktion der Proliferation tritt in einer Subgruppe von T-Zellklonen 

auf und kann ebenfalls durch verschiedene Ansätze erklärt werden. Keratinozyten sezernieren 

T-Zelltrophe Zytokine, die das Wachstum von Effektor T-Zellen in der Abwesenheit von 

MHC- und kostimulatorischen Molekülen fördern können [2, 81].  

Hierzu zählen u.a. IL-7 und IL-15, die über Bindung an den IL-7 bzw. IL-15 Rezeptor die T-

Zellproliferation stimulieren [63]. IL-15 wird im Gegensatz zu IL-7 ausschließlich unter 

inflammatorischen Bedingungen in Keratinozyten induziert und spielt somit eher eine Rolle in 

bereits bestehenden Immunreaktionen [78]. Die Tatsache der stärkeren Proliferations-

induktion durch IFN-γ vorstimulierte Keratinozyten macht eine Rolle von IL-15 in diesem 

Prozess wahrscheinlich. IL-7 und IL-15 schützen zudem T-Zellen vor Fas-induzierter 

Apoptose, jedoch ist hier das Verhältnis zwischen IL-2 und IL-7 bzw. IL-15 entscheidend, da 

ein Übergewicht an IL-2 Apoptose-fördernd wirkt [90, 108].  

Ergebnisse aus dem Mausmodell deuten auf eine wichtige Rolle von IL-18 in der Pathogenese 

der Ekzemreaktion hin, da eine Blockade des u.a. von Keratinozyten sezernierten Zytokins zu 

einer Unterbindung der allergischen Kontaktreaktion führte [100, 140]. Humane T-Zellen 

exprimieren den IL-18 Rezeptor und es konnte kürzlich gezeigt werden, dass IL-18 die 

Proliferation von CD8+ T-Zellen fördert und sie zugleich vor Apoptose schützt [27, 107].  

5.5.1 Keratinozyten – Mediatoren, die die T-Zell Zytokinproduktion beeinflussen 

Die Suche nach Faktoren, die die Hemmung bzw. Induktion von IFN- γ und die IL-4 und IL-

10 Hemmung in T-Zellen durch Keratinozyten erklären könnte, lieferte nur bezüglich der 

Modulation des TH1 Zytokins Ergebnisse: 

Die Gruppe der IFN-γ induzierenden Zytokine, IL-12, IL15, IL-18, IL-21, IL-23, IL-27 

stellen Kandidaten zur Induktion der IFN-γ Produktion in T-Zellen dar, jedoch bewirken IL-

12 und IL-27 lediglich die Differenzierung naïver T-Zellen zu IFN-γ+ TH1 Zellen [131]; ein 
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direkter Einfluss von IL-12 und IL-27 auf die IFN-γ Produktion konnte bisher nicht 

nachgewiesen werden.  

Interessant scheint das von Keratinozyten sezernierte Zytokin IL-18 zu sein, dessen Blockade 

im Mausmodell zu einer Unterbindung der allergischen Kontaktreaktion führte [100, 140]. T-

Zellen exprimieren den IL-18 Rezeptor; IL-18 kann entweder alleine oder in Synergie mit IL-

15 oder IL-21 in verstärkter Form IFN-γ in T-Zellen induzieren [27, 107].  

IL-15 ist ein weiteres Keratinozyten-Zytokin, das als T-Zell Wachstumsfaktor beschrieben ist, 

und alleine oder in Kombination mit dem von aktivierten T-Zellen sezernierten IL-21 die 

IFN-γ Produktion der T-Zellen erhöhen kann.  

Ein weiteres Zytokin aus der Gruppe der IFN-γ induzierenden Zytokine, IL-23, ist ein 

Heterodimer bestehend aus zwei Untereinheiten, IL-23 p19 und IL-12 p40, das aufgrund der 

gemeinsamen p40 Untereinheit strukturell mit dem TH1-polarisierenden IL-12 verwandt ist 

[129]. Es konnte gezeigt werden, dass IL-23, ähnlich wie IL-18 oder IL-15, ebenfalls ein 

starker Induktor der IFN-γ Expression ist, dies allerdings nur in Effektor T-Zellen. Aufgrund 

der vermehrten Expression in psoriatischer Haut könnte die Interaktion zwischen Effektor T-

Zelle und Keratinozyt eine Rolle bei der Amplifizierung dieser Erkrankung haben [138]. 

Untersuchungen an atopischen Ekzemläsionen wurden bisher nicht durchgeführt. IL-23 wird 

zudem als Induktor der IL-17 Produktion in TH17 Zellen beschrieben, die durch ihre 

Effektorfunktionen einen Beitrag zur Entzündungsreaktion in der Haut leisten [7]. 

 

Nicht nur Zytokine kommen als Modulatoren der Effektorfunktionen von T-Zellen in Frage; 

in einer kürzlich erschienen Arbeit konnte der Einfluss von Adenosin auf die 

Zytokinproduktion von Melanom-spezifischen T-Effektorzellen gezeigt werden [143]. 

Adenosin ist ein endogenes Adenin Nukleosid, das aus den energieübertragenden Molekülen 

ATP, ADP oder AMP gebildet wird. Es kann über Membran Nukleosid Transporter in den 

extrazellulären Raum transportiert werden und scheint eine Rolle beim Schutz des Gewebes 

vor hypoxischen/ischämischen und Entzündungsschäden zu spielen [44, 169]. Adenosin 

unterbindet die zytoxische Aktivität von CD8+ T-Zellen und u.a. die Produktion von IFN-γ, 

IL-2 und TNF-α [143]. Somit könnte zumindest die Hemmung der IFN-γ Produktion 

innerhalb der Nickel-spezifischen T-Zellklone erklärt werden; jedoch wurde die Existenz des 

Nukleosid Transporters in Keratinozyten bisher noch nicht untersucht.  
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Die Spekulation über die Identitiät der löslichen Faktoren, die Effektorfunktionen von T-

Zellen modulieren, wird durch eine Vielfalt von Substanzen, die von Keratinoyzten sezerniert 

werden, genährt. Jedoch konnte an Hand der Literatur kein einzelner Faktoren identifiziert 

werden, der alle modulierten Effekte erklären könnte. In weiteren Experimenten steht daher 

im Vordergrund Kandidatenfaktoren wie die oben beschriebenen gezielt in der Zellkultur zu 

inhibieren und somit deren Effekte genauer zu analysieren. Zudem sind Unterschiede 

innerhalb der gehemmten bzw. induzierten T-Zellklone und Unterschiede zwischen den 

Nickel- und Phl p 1-spezifischen T-Zellklonen näher zu betrachten, da sie möglicherweise 

einen Hinweis auf die Substanzgruppe liefern, mittels derer Keratinozyten auf T-Zellen 

wirken. 

5.6 Hypothese zur Rolle von Keratinozyten in der Ekzem Reaktion 

5.6.1 Rolle von Keratinozyten in der allergischen Kontaktdermatitis 

Bei der allergischen Kontaktdermatitis auf Haptene wie Nickel handelt es sich immunologisch 

gesehen um eine verzögerte Reaktion vom Typ IV die eine Sensibilisierung gegenüber dem 

Hapten vorraussetzt und erst 24-48 Stunden nach Allergenkontakt beginnt [54]. Klinisch 

äußert sich die Kontaktreaktion in einer Rötung, Schwellung, Bläschenbildung und Juckreiz. 

An der Initiierung dieser Reaktion ist das Hapten Nickel maßgeblich beteiligt; Nickel regt 

Keratinozyten zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und TNF-α und des 

vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors, VEGF, an, die zu einer Aktivierung des 

Endothels, zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität und somit zu einer verstärkten Infiltration 

von CLA+ T-Zellen in die Haut führen [73, 74, 132]. Erst wenn durch diese Mechanismen ein 

kritisches Maß an proinflammatorischen Stimuli erreicht ist, das zur Infiltration von 

Entzündungszellen führt, kippt die Balance zwischen Regulation und Entzündung in Richtung 

Entzündung und resultiert in der Eliminierung des eingedrungen Antigens durch die 

hervorgerufene Entzündungsreaktion. Schematisch ist dieser Ablauf in Abbildung 36 als 

schwarzer Graph dargestellt. 24 Stunden nach Nickelkontakt steigt die Linie als Zeichen der 

beginnenden Entzündung an. Dies geht in situ mit einer Infiltration Nickel-spezifischer T-

Zellen analog zur steigenden Expression von Chemokinen in der Haut einher. Wenn der 

Schwellenwert (kritisches Maß proinfalmmatorischer Stimuli), dargestellt als gestrichelte 
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Linie, überschritten wird, kommt es für den Patienten zur Ausprägung der klinischen 

Symptomatik (Plateau des Graphen). Diese ist u.a bedingt durch die Wechselwirkungen von 

ICAM-1/LFA-1 und MHC/TZR die eine enge Interaktion zwischen Keratinozyten und 

infiltrierten T-Zellen ermöglichen und in der Apoptose der Keratinozyten resultieren, die 

wiederum mit konsekutiver Auflösung des Zellverbandes und interzellulärem Ödem 

einhergeht [183].  

 

Kontaktreaktionen auf Haptene sind in der Regel selbstlimitierend und klingen innerhalb 

weniger Tage ohne weiteren Noxenkontakt wieder ab. Dies ist in Abbildung 36 als Abfall des 

schwarzen Graphen gezeigt. An der Abheilung der Läsion sind mehrere Mechanismen 

beteiligt; durch Abtransport des Antigens über die Lymphbahn verliert sich über die Zeit der 

proinflammatorische Einfluss des Haptens auf ortsansässige Zellen. Auch die Infiltration von 

regulatorischen T-Zellen in die Haut und die durch die Aktivierung induzierte Apoptose von 

T-Zellen spielen eine Rolle [37, 91]. Keratinozyten selbst sind zudem möglicherweise in der 

Lage über Fas/FasL bzw. TRAIL/TRAILR Interaktionen und die Sekretion von Perforin und 

Granzym B Apoptose in T-Zellen zu induzieren und somit einen Beitrag zur Limitierung der 

Entzündungsreaktion leisten [15, 22, 142]. Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass 

Keratinozyten in der Haut durch Sekretion löslicher Faktoren ein Mikromilieu generieren das 

ebenfalls zur Terminierung der Reaktion beitragen kann. Durch Modulation der Proliferation 

und Zytokinproduktion von Nickel-spezifischen T-Zellen können Keratinozyten aktiv die 

Effektorfunktionen von TH1, TH2 und Tr1 Zellen unterbinden. Ob Keratinozyten alleine in der 

Lage sind, eine Kontaktreaktion zu beenden, ist aus unseren Ergebnissen nicht ersichtlich und 

auch nicht wahrscheinlich, aber sie könnten durch die oben genannten Mechanismen einen 

wichtigen Beitrag dazu leisten. 

Da auch IL-10-produzierende regulatorische T-Zellen in der Ausübung ihrer Funktion durch 

lösliche, von Keratinozyten sezernierten Faktoren blockiert werden lässt sich möglicherweise 

schließen, dass diese Tr1 Zellen in der Kontaktreaktion in vivo alleine nicht in der Lage sein 

dürften, die Entzündungsreaktion zu beenden.  

 

Die in dieser Arbeit beschriebenen modulierenden Effekte von Keratinozyten auf die 

Funktion von T-Zellen können möglicherweise auch einen Erklärungsansatz für die 

verzögerte Kinetik der Kontaktreaktion liefern. Wenn man die Annahme zu Grunde legt, dass 

Keratinozyten auch im normalen, nicht-inflammatorischen Zustand ein anti-
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inflammatorisches Mikromilieu generieren, dann kann eine gewebeschädliche Entzündungs-

reaktion erst entstehen wenn dieser ‚Sicherheitsmechanismus’ der Haut überwunden wird. 

Möglicherweise kann die proinflammatorische Potenz des Allergens Nickel und die damit 

verbundene Aktivierung ortsansässiger Zellen diese Sicherheitsstufe innerhalb von 24 

Stunden überwältigen.  

 

AE
ACD Entzündung 

Balance 

Schwellenwert ACD 

Schwellenwert AE 

Regulation 

24h 72h 96h 120h t 

Allergen  

Abb. 36: Verlauf der Immunreaktion in der allergischen Kontaktdermatitis und des atopischen Ekzems  

Der schwarze bzw. rote Graph stellt den Verlauf der Immunreaktion in der Kontaktreaktion (ACD) bzw. des 

atopischen Ekzems (AE) in Abhängigkeit von proinflammatorischen Stimuli und des Zeitverlaufes dar. Die 

gestrichelten Linien geben den Schwellenwert wieder, der zur Auslösung einer Reaktion überschritten werden 

muss. 

5.6.1 Rolle von Keratinozyten im atopischen Ekzem 

Das atopische Ekzem ist im Vergleich zur Kontaktreaktion gekennzeichnet durch eine frühere 

Kinetik, die bereits wenige Stunden nach Allergenkontakt durch infiltrierende T-Zellen 

charakterisiert ist [54]. Die schnelle Reaktion wird möglicherweise durch die Präsenz von 

FcεRI/IgE positiven DZ/LZ und Mastzellen bewerkstelligt [126], die in einer Sofortreaktion 

auf eingedrungene Allergene mit der Freisetzung von Entzündungsmediatoren reagieren und 
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eine Immunreaktion in der Haut effizient induzieren können. Die schematische Darstellung 

des Verlaufs des atopischen Ekzems ist in Abbildung 36 durch die rote Linie gezeigt.  Auch 

hier kommt es nach Überschreiten eines kritischen Schwellenwertes zur Ausbildung der 

klinischen Symptomatik. Dieser Schwellenwert ist in Abbildung 36 als rote gestrichelte Linie 

dargestellt und dürfte niedriger liegen als der Schwellenwert der allergischen Kontaktreaktion. 

Zu begründen ist dies durch die generell erhöhte Entzündungsneigung der Haut bei Patienten 

mit atopischem Ekzem, die gekennzeichnet ist durch eine erhöhte Expression der 

Transkriptionsfaktoren aus der AP-1 Familie und die erhöhte T-Zellzahl in nicht betroffenen 

Hautarealen [136].  

Im Gegensatz zur allergischen Kontaktdermatitis auf Nickel, liegt im atopischen Ekzem in der 

frühen Phase der Reaktion ein TH2 Milieu mit vermehrter Produktion von IL-5 gegenüber 

IFN-γ vor [54]. Der Pollen selbst ist möglicherweise für die Induktion dieses TH2 Milieus mit 

verantwortlich; Pollen-assoziierte Lipid Mediatoren (PALMs) bewirken in DZ eine 

verminderte IL-12 Produktion mit der eine Differenzierung naïver T-Zellen zu TH2 Zellen 

verbunden ist [181]. Die Natur des Allergens spielt somit eine entscheidende Rolle in der 

Initiierung von Immunantworten in der Haut. In der späten Phase der Reaktion hingegen 

ändert sich das anfängliche TH2 Milieu in ein TH1 Milieu, das durch vermehrte Produktion 

von IFN-γ in der Läsion gekennzeichnet ist [54].  

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass Keratinozyten an diesem Umkehr Prozess  aktiv 

beteiligt sind. Einerseits hemmen sie durch Sekretion löslicher Faktoren die IL-4 Produktion 

in TH2 T-Zellen und so die Effektrofunktion dieser Zellen, andererseits fördern sie durch die 

Induktion von IFN-γ in T-Zellen die Ausprägung des TH1 Profils in der chronischen Phase.  

 

Im atopischen Ekzem können, wie auch für die Kontaktdermatitis beschrieben, ebenfalls 

verschiedene Mechanismen zur Limitierung der Entzündungsreaktion führen. In Abbildung 

36 ist dies durch den Abfall der roten fein gestrichelten Linie gezeigt. Häufig kommt es 

jedoch zur Chronifizierung und zum Persistieren der anfänglichen Entzündungsreaktion, die 

möglicherweise durch Fehregulationen im Kompartiment der regulatorischen T-Zellen zu 

erklären ist [130, 190]. Dieses erneute Aufflackern der anfänglichen Entzündungsreaktion ist 

in Abbildung 36 als Schwankung der roten Linie um den Schwellenwert symbolisiert.  Einen 

weiteren Beitrag zur Chronifizierung liefern psycho-soziale Faktoren, wie Stress, Kratzen, 

schlechter Immunstatus und Superinfektionen [145]. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass 

Keratinozyten im atopischen Ekzem als weiterer ‚chronifizierender’ Faktor gewertet werden 
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können. Keratinozyten induzieren innerhalb der untersuchten Phl p 1-spezifischen T-

Zellklone die IFN-γ Produktion. IFN-γ ist das potenteste Zytokin in der Aktivierung von 

Keratinozyten und regt diese zur Expression verschiedener Moleküle wie Chemokine, 

Zytokine und Oberflächenmoleküle an, die zu einer weiteren Amplifikation der 

Entzündungsreaktion und zur Chronifizierung der Läsion leiten können.  

 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Modulation von T-

Zellen durch Keratinozyten im Mikromilieu der Haut entscheidenden Einfluss auf den Verlauf 

der Ekzemreaktion hat. Spielen in der Frühphase der Ekzemreaktion sowohl die weitgehend 

genetisch determinierte Bereitschaft zur Entzündung als auch die Natur des Allergens und 

damit Umweltfaktoren die entscheidende Rolle, so scheinen die Wechselwirkungen der 

lokalen und eingewanderten Zellen, die in ihrer Gesamtheit als Mikromilieu bezeichnet 

werden, den weiteren Verlauf der Ekzemreaktion zu bestimmen 

 

 

        



ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

6. Zusammenfassung 

 

Diese Arbeit charakterisiert die Rolle von Keratinozyten in der allergischen Ekzemreaktion. 

Es ist bekannt, dass Keratinozyten Signale aus der Umwelt in für das Immunsystem 

verständliche Mediatoren umwandeln und über Oberflächenmoleküle und die Sekretion von 

Chemokinen und Zytokinen mit T-Zellen potentiell interagieren können. Die Untersuchung 

der genauen Natur dieser Interaktionen setzt ein realitätsnahes Zellkultur Modell voraus. Für 

zwei der häufigsten ekzematösen Erkrankungen, die allergische Kontaktdermatitis (ACD) und 

das atopische Ekzem (AE), konnten in dieser Arbeit solche autologen in vitro Modelle 

etabliert und angewendet werden.   

 

Die Untersuchung des Einflusses von Keratinozyten auf T-Zell Effektorfunktionen ergab, 

dass die Allergen-spezifische Proliferation von T-Zellklonen in beiden Modellen mehrheitlich 

(84% bzw. 75%) durch die Anwesenheit von Keratinozyten gehemmt, in einer Minderheit 

(16% bzw. 25%) induziert wurde. Die Produktion der Zytokine IL-4 und IL-10 wurde in allen 

Klonen, unabhängig von der Proliferation, durch Keratinozyten gehemmt. Das TH1-Zytokin 

IFN-γ wurde im Modell der ACD uneinheitlich, jedoch zumeist im Sinne einer Hemmung, 

reguliert; im Modell der AE hingegen zeigte sich eine signifikante Induktion der IFN-γ 

Sekretion in der Gegenwart von Keratinozyten. 

 

Der Mechanismus, mit dem Keratinozyten die T-Zell Effektorfunktionen modulieren, konnte 

in dieser Arbeit eingegrenzt werden; so waren die modulierenden Eigenschaften von 

Keratinozyten unabhängig von deren HLA-Profil und Differenzierungsgrad. Die Nivellierung 

der beobachteten Effekte durch Fixierung der Keratinozyten legen lösliche Faktoren als 

Mediatoren nahe. Ko-Kultur Experimente mit zell-freien Keratinozyten-Kulturüberständen 

und die Separation beider Zelltypen mittels eines Zwei-Kammersystems führten ebenfalls zur 

Modulation der T-zellulären Proliferation und Zytokinproduktion. Die Hypothese der 

Beteiligung löslicher Faktoren konnte somit bewiesen werden. 
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In dieser Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass Keratinozyten durch Modulation der 

Effektorfunktionen von T-Zellen aktiv in das immunologische Geschehen während der 

Ekzemreaktion eingreifen und damit einen Einfluss auf den Ausgang der Immunreaktion in 

der Haut haben können. Tragen Keratinozyten durch Ausschütten löslicher Faktoren in der 

allergischen Kontaktdermatitis zu deren Limitierung bei, so könnten sie in der akuten 

atopischen Ekzemläsion sowohl an der Ausprägung der TH1 Dominanz als auch an der 

möglichen Chronifizierung der Reaktion beteiligt sein.  

Diese erstmals beschriebene aktive Modulation von T-Zellen durch Keratinozyten beleuchtet 

den Verlauf der allergisch ekzematösen Hautreaktion neu, bringt neue Regulatoren ins Spiel 

(Keratinozyten) und könnte – nach Identifizierung der verantwortlichen Faktoren – auch zur 

Entwicklung neuartiger Therapiestrategien beitragen. 
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7. Summary 

This work characterises the role of keratinocytes in allergic eczematous reactions. 

Keratinocytes are known to translate signals from the environment into mediators of the 

immune system and to interact with T cells via surface molecules and the secretion of 

chemokines and cytokines. A prerequisite for the particular study of these interactions is a 

realistic cell culture model. For two common eczematous diseases, the allergic contact 

dermatitis (ACD) and the atopic eczema (AE), such autologous in vitro models have been 

established and exercised in this work. 

 

The investigation of the impact of keratinocytes on T cell effecor functions revealed that in 

both systems the allergen-specific proliferation of T cell clones was inhibited in the presence 

of keratinocytes in the majority of clones (84% and 75%, respectively) and induced in only a 

minority of clones (16% and 25%, respectively). Production of the cytokines IL-4 and IL-10 

was inhibited by keratinocytes in all clones independently from proliferation. The TH1 

cytokine IFN-γ was modulated irregular but largely in terms of inhibition in the model of 

ACD; however, in the model of AE T cell clones showed a significant induction of IFN-γ in 

the presence of keratinocytes. 

 

The mechanism how keratinocytes modulate T cell effector functions could be narrowed 

down in this work; the modulatory capacity was independent from the HLA-profil and 

differentiation state. The abrogation of the observed effects by fixation of the keratinocytes 

suggests soluble factors as mediators. Co-culture experiments with cell-free keratinocyte 

culture-supernatants and  separation of both cell types by a Transwell chamber also resulted in 

modulation of T cell proliferation and cytokine production. The hypothesis of soluble factors 

could therefore be verified.  

  

This work shows for the first time that keratinocytes are capable to influence actively 

immunologic events by modulation of T cell effector functions and have an impact on the 

outcome of cutaneous immune reactions. By secretion of soluble factors keratinocytes may 
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contribute to the limitation of allergic contact dermatitis and in acute atopic eczematous 

lesions may mediate the development of TH1 dominance and chronification. 

 

This newly described active modulation of T cells by keratinocytes highlights a new aspect in 

the course of allergic eczematous reactions, shows new regulators (keratinocytes) and could – 

after identification of the responsible factors – lead to the development of novel therapeutic 

strategies. 
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ANHANG 

  

Systematischer Name Historischer Name Rezeptoren Zielzelle 
CCL1 I-309 CCR8 T, N 
CCL2 MCP-1 CCR2 T, M, Ba 
CCL3 MIP-1α CCR1, CCR5 TH1>TH2, M/MΦ, NK, 
CCL4 MIP-1ß CCR5 TH1>TH2, M/MΦ, NK, 
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5 TH1>TH2, M/MΦ, NK, 
CCL7 MCP3 CCR1, CCR2, CCR3 T, M, E, Ba, DZ 

CCL11 Eotaxin CCR3 E 
CCL13 MCP-4 CCR1, CCR2, CCR3 T, M, E, Ba, DZ 
CCL17 TARC CCR4 TH2>TH1, iDZ, NK 
CCL18 PARC unbekannt nT>T 
CCL20 MIP-3α CCR6 T, DZ, B 
CCL21 SLC CCR7 nT, B 
CCL22 MDZ CCR4 TH2>TH1, iDZ, NK 
CCL27 CTACK CCR10 T 
CCL28 MEC CCR3, CCR10 T, E 
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 T, N, B 
CXCL9 MIG CXCR3 TH1>TH2 

CXCL10 IP-10 CXCR3 TH1>TH2 
CXCL11 I-TAC CXCR3 TH1>TH2 
CXCL12 SDF-1 α CXCR4 CD4+ T, DZ, B 
CXCL14 BRAK unbekannt T, M 
CX3CL1 Fraktalkin CX3CR1 T, M, N 

 

Tabelle 1, Anhang: Chemokine und ihre Rezeptoren 

T: T-Zelle, TH1 bzw. TH2; iDZ bzw. DZ: immature bzw. reife dendritische Zelle; B: B-Zelle; M: Monozyt; MΦ: 

Makrophage; N: Neutrophile; Ba: Basophile; E: Eosinophile 
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Konstitutiv Induziert Stimuli 

ZYTOKINE 
- TNF- α IL-1α, LPS, UVB, Haptene 
- GM-CSF IL-1α, IFN-γ, TNF-α, IL-17, UVB, 

IL-1α + IL-1α, IFN-γ,TNF- α, LPS, UVB,  
IL-1ß + IL-1α, TNF- α, LPS, UVB,  Haptene 

IL-1RA + IL-1α, IFN-γ,TNF-α, LPS, UVB 
IL-6 + IL-1α, IFN-γ, IL-17, LPS, Haptene 

- IL-7 IL-1α 
- IL-10 UVB 
- IL-15 IFN-γ 

IL-18 + TNF-α, LPS, UVB,  Haptene 
- IL-19 unbekannt 
- IL-20 unbekannt 
- α -MSH IL-1α, UVB 

VEGF + IFN-γ , TNF-α, UVB 
TGF-ß + UVB, RA 

CHEMOKINE 
- CXCL1 IFN-γ , TNF-α 

CXCL8 + IL-1α, IFN-γ, TNF-α, IL-17, UVB, 
- CXCL9 IFN-γ, TNF-α, IL-4 
- CXCL10 IFN-γ, TNF-α, IL-4 
- CXCL11 IFN-γ, TNF-α, IL-4 
- CCL1 IFN-γ, TNF-α 
- CCL2 IFN-γ, TNF- α, Haptene 
- CCL5 IFN-γ, TNF-α 
- CCL13 unbekannt 

CCL17 + IFN-γ, TNF-α 
CCL20 + IL-1ß, IFN-γ, TNF-α, IL-17, CD40L 

- CCL22 IFN-γ, TNF-α 
CCL27 + IL-1ß, TNF-α, Haptene 

MEMBRAN MOLEKÜLE 
- ICAM-1 (sICAM-1) TNF-α, IFN-γ, IL-17, IL-4, Haptene 

MHC-Klasse I + IFN-γ, TNF-α 
- MHC-Klasse II IFN-γ, TNF-α 

CD40 + IFN-γ, TNF-α 
- PD-1 IFN-γ 

Tabelle 2, Anhang: Von Keratinozyten produzierte Zytokine, Chemokine und Oberflächenmoleküle
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Abb. 11 A cpm B Klon nPhl p 1 APE  
 CD4 50,47  1p1-4.1 43,57 0,84  
 CD8 16,12  1p1-4.2 30,98 1,05  
    1p1-4.6 26,90 0,99  
    1p1-4.12 102,47 1,70  
    1p1-4.16 64,41 1,83  
    1p1-4.20 38,56 1,48  
    1p1-4.23 0,96 32,12  
    1p1-4.25 2,33 1,15  
    1p1-4.30 71,39 183,85  
    1p1-4.36 21,83 136,08  
    1p1-4.37 1,47 54,56  
    1p1-4.42 0,78 2,57  
    1p1-4.44 12,55 10,55  
    1p1-4.49 1,99 11,53  
    1p1-8.2 2,37 0,57  
        
        
Abb. 13   T alone   T+APZ    

   MW SEM MW SEM   
 1Ni-4.17 17,697 11,443 43,633 20,040   
 1Ni-4.20 6,630 1,840 15,870 0,010   
 1Ni-4.27 13,159 4,109 24,749 7,059   
 1Ni-4.8 26,985 9,430 36,605 6,823   
 2Ni-8.2 4,328 0,378 5,734 1,002   
 4Ni-4.2 6,627 1,742 36,828 12,626   
 3Ni-4.13 94,402 36,612 66,072 32,322   
 3Ni-4.18 16,820 2,013 26,978 8,514   
        
        
        
Abb. 17   Proliferation     

 Klon n K SEM n K IFN SEM 
 1Ni-4.16 6 60,37 6,93 11 81,49 13,19 
 1Ni-4.17      3 75,08 29,20 
 1Ni-4.20 1 11,80  3 31,35 17,31 
 1Ni-4.27 2 97,28 2,71 4 76,12 10,20 
 4Ni-4.10 3 61,61 7,43 3 56,64 11,47 
 4Ni-4.2 3 55,33 4,10 3 52,00 1,31 
 4Ni-4.106 3 28,54 5,94 3 26,50 7,49 
 4Ni-4.38 2 66,12 1,99 2 52,91 12,80 
 4Ni-4.21 1 48,38  1 52,92  
 3Ni-4.13 9 83,96 6,78 9 92,19 6,10 
 3Ni-4.18 1 102,94  2 79,22 21,72 
 3Ni-4.1 3 59,57 6,91 3 45,24 7,95 
 5Ni-4.10 4 76,21 5,55 4 58,97 8,27 
 5Ni-4.3 3 58,13 14,04 3 66,75 9,36 
 5Ni-4.20 3 50,83 10,99 3 61,66 0,01 
 5Ni-4.63 4 57,04 11,62 4 50,11 6,33 
 5Ni-4.65 1 30,25  1 34,26  
 5Ni-48.1 3 46,30 4,73 3 67,36 9,41 
 5Ni-8.7 2 71,06 14,34 2    
 5Ni-8.8 3 55,27 10,80 3 73,44 12,70 
 5Ni-8.9 4 77,82 5,37 4 84,35 4,67 
 5Ni-8.10 2 38,43 13,27 2 42,04 0,27 
 5Ni-8.11 2 39,01 5,55 2 48,30 3,29 
 5Ni-4.22 1 44,19  1 52,14  
 5Ni-8.50 1 53,75  1 66,50  
 5Ni-4.17 1 34,69  1 51,24  
 5Ni-4.16 4 48,92 10,01 4 48,53 5,52 
 Mittelwert   64,39 5,07   70,26 5,44 
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Abb. 18   Proliferation     
 Klon n K SEM n K IFN SEM 
 1Ni-4.1 1 80,86  5 124,77 8,10 
 1Ni-4.2 1 128,96  3 148,32 17,76 
 1Ni-4.8 2 93,98 7,02 4 154,40 30,96 
 2Ni-8.2 2 142,43 2,71 5 121,90 8,59 
 5Ni-4.52 1 92,06   1 101,49   
 Mittelwert   107,66 10,60   130,18 8,57 
        
        

Abb. 19    Kontrolle   K   K IFN   
   R2 R3 R2 R3 R2 R3 
 d 0 96,95 2,12 96,28 2,63 96,69 2,48 
 d 4 86,26 13,55 77,55 22,41 88,86 10,40 
 d 6 68,57 31,20 58,24 41,63 76,71 23,09 
  d 8 52,93 7,30 40,78 59,52 65,92 35,00 
 d 10 57,64 41,78 45,43 54,32 66,14 34,27 
        
        

Abb. 20   Proliferation     
  Klon n K SEM n K IFN SEM 

mit APZ 1Ni-4.17      3 75,08 29,20 
  1Ni-4.20 1 11,80  3 31,35 17,31 
  1Ni-4.27 2 97,28 2,71 4 76,12 10,20 
  1Ni-4.8 2 93,98 7,02 4 154,40 30,96 
  2Ni-8.2 2 142,43 2,71 5 121,90 8,59 
  4Ni-4.2 3 55,33 4,10 3 52,00 1,31 
  3Ni-4.13 9 83,96 6,78 9 92,19 6,10 
  3Ni-4.18 1 102,94  2 79,22 21,72 
  Mittelwert   83,96 14,34   85,28 12,75 

ohne APZ 1Ni-4.17      3 21,48 9,20 
  1Ni-4.20      2 22,76 21,19 
  1Ni-4.27 2 57,46  4 25,75 7,61 
  1Ni-4.8 2    6 200,55 54,74 
  2Ni-8.2 2 28,94 1,19 4 39,48 20,08 
  4Ni-4.2 5 12,40 1,79 5 11,62 1,63 
  3Ni-4.13 6 66,32 19,52 6 37,18 12,25 
  3Ni-4.18 5 75,59 9,36 5 59,21 11,72 
  Mittelwert   48,14 10,61   52,25 20,39 
        
        

Abb. 21  Proliferation     
 Klon n K SEM n K IFN SEM 
 1p1-4.2 1 23,97  1 25,70  
 1p1-4.16 2 43,07 11,67 2 63,60 29,90 
 1p1-4.30 3 8,45 0,51 3 20,04 2,72 
 1p1-4.36 3 9,94 0,96 3 13,24 1,92 
 1p1-4.1 4 101,87 2,68 4 113,45 4,27 
 1p1-4.12 4 109,99 3,96 4 120,15 5,90 
 1p1-4.44 4 90,42 1,81 4 94,27 2,53 
 2p1-4.5 2     2 37,51 18,43 
 Mittelwert   55,39 15,50   60,99 14,32 

 

 

 

Abb. 22  Zytokine, K      
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 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 1Ni-4.16 6 18,13   80,56 6,67    
 1Ni-4.17              
 1Ni-4.20 1 65,63       38,82  
 1Ni-4.27 2 72,05 1,02 89,63   79,25  
 4Ni-4.10 3 72,59 5,04 61,42 10,71 37,73 5,87 
 4Ni-4.2 3 65,52 2,72 46,67 7,03 46,88 19,39 
 4Ni-4.106 3 32,53 5,46 37,73 2,39 51,84 6,71 
 4Ni-4.38 2 107,87 50,90 21,55 12,87 61,43 49,59 
 4Ni-4.21 1     62,80   56,16  
 3Ni-4.13 9 63,20 5,95 77,73 7,35 49,86 8,32 
 3Ni-4.18 1 93,48   99,10   89,07  
 3Ni-4.1 3 66,74 13,62     25,84 10,29 
 5Ni-4.10 4     49,29 12,08 39,86 8,09 
 5Ni-4.3 3 78,23 25,17 20,32 7,00 20,99 6,00 
 5Ni-4.20 3     66,00 18,90 22,08 5,14 
 5Ni-4.63 4     65,52   29,56 8,65 
 5Ni-4.65 1 39,48   3,69   2,62  
 5Ni-48.1 3 37,27 9,06 36,18 17,41 13,75 7,25 
 5Ni-8.7 2 58,33 18,53 53,22 19,35 41,01 29,95 
 5Ni-8.8 3 27,01   56,73 19,66 11,55 4,68 
 5Ni-8.9 4 58,86 4,56 83,80 5,04 31,66 7,48 
 5Ni-8.10 2 12,96   7,40 2,99 4,13 1,69 
 5Ni-8.11 2 35,42   15,84 4,82 10,57 8,81 
 5Ni-4.22 1 60,94   42,20   36,76  
 5Ni-8.50 1 55,95   57,05   5,62  
 5Ni-4.17 1     16,11   2,40  
 5Ni-4.16 4 29,21 7,40 34,90 7,89 32,99 1,25 
 Mittelwert   56,87 5,14 54,31 5,28 34,30 4,36 

         
  Zytokine, K IFN      
 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 1Ni-4.16 11 162,34 62,82 105,84 8,64 14,96 12,13 
 1Ni-4.17 3 87,81 18,49 69,20 18,66 34,30  
 1Ni-4.20 3 65,98   77,23   35,40 5,72 
 1Ni-4.27 4 76,36 6,85 32,58   34,13 20,61 
 4Ni-4.10 3 73,06 3,25 56,66 9,02 31,81 3,27 
 4Ni-4.2 3 51,55 4,51 47,04 8,77 10,42  
 4Ni-4.106 3 20,66 6,99 18,69 7,26 49,59 9,66 
 4Ni-4.38 2 20,93 6,40 3,27   51,45  
 4Ni-4.21 1 45,42   24,40   29,28  
 3Ni-4.13 9 47,68 6,99 66,72 8,36 48,03 9,40 
 3Ni-4.18 2 85,80 65,44 63,94 26,61 42,07 15,32 
 3Ni-4.1 3 41,47 13,07     15,01 4,76 
 5Ni-4.10 4     22,93 7,27 16,07 4,90 
 5Ni-4.3 3 109,33 12,27 17,48 4,67 23,51 6,22 
 5Ni-4.20 3     37,31   18,23 0,00 
 5Ni-4.63 4     46,26   19,53 4,76 
 5Ni-4.65 1 79,71   6,37   3,82  
 5Ni-48.1 3 39,52 7,83 37,08 10,90 14,05 5,37 
 5Ni-8.7 2            
 5Ni-8.8 3 44,79 0,00 51,62 17,26 14,57 3,66 
 5Ni-8.9 4 49,78 6,51 68,83 7,99 34,89 7,11 
 5Ni-8.10 2 24,61 8,95 7,40 2,15 6,30 0,93 
 5Ni-8.11 2 69,11 14,73 18,69 6,01 21,80 19,14 
 5Ni-4.22 1 71,84   50,34   36,71  
 5Ni-8.50 1 89,84   59,63   8,70  
 5Ni-4.17 1     1,86   4,95  
 5Ni-4.16 4 44,35 8,41 33,05 5,64 43,18 8,78 
 Mittelwert   74,66 6,85 45,19 4,52 25,78 2,51 
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Abb. 23  Zytokine, K      

 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 1Ni-4.1 1 66,01       71,39  
 1Ni-4.2 1 51,43   93,79      
 1Ni-4.8 2 89,60   66,68   52,79 37,48 
 2Ni-8.2 2 108,16 3,79 117,73 8,08 22,80 3,71 
 5Ni-4.52 1 11,94   56,99   5,30   
 Mittelwert   65,43 14,79 83,80 10,64 38,07 11,48 

         
         
  Zytokine, K IFN      
 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 1Ni-4.1 5 120,47 38,86 66,31 6,20 53,36 37,91 
 1Ni-4.2 3 177,24 16,90 72,36 17,94 16,80 9,65 
 1Ni-4.8 4 104,70   63,64 4,25 32,14 7,04 
 2Ni-8.2 5 101,20 3,53 78,76 16,39 25,01 3,17 
 5Ni-4.52 1 81,72   47,15   9,18   
 Mittelwert   117,06 14,54 65,64 4,75 27,30 6,77 
         
         
Abb. 24   Zytokine, K      

  Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
mit APZ 1Ni-4.17              

  1Ni-4.20 1 65,63       38,82  
  1Ni-4.27 2 72,05 1,02 89,63   79,25  
  1Ni-4.8 2 89,60   66,68   52,79 37,48 
  2Ni-8.2 2 108,16 3,79 117,73 8,08 22,80 3,71 
  4Ni-4.2 3 65,52 2,72 46,67 7,03 46,88 19,39 
  3Ni-4.13 9 63,20 5,95 77,73 7,35 49,86 8,32 
  3Ni-4.18 1 93,48   99,10   89,07  
  Mittelwert   79,66 6,11 82,92 9,31 54,21 8,01 

ohne APZ 1Ni-4.17              
  1Ni-4.20              
  1Ni-4.27 2 59,55   53,43      
  1Ni-4.8 2            
  2Ni-8.2 2 66,87 5,24 47,91 6,76    
  4Ni-4.2 5 28,03 18,77 51,53 21,37 13,98 0,00 
  3Ni-4.13 6 91,40 14,97 71,24 5,42 31,21 7,62 
  3Ni-4.18 5 72,95 15,34 78,51 5,05 33,45 7,48 
 Mittelwert   63,76 9,28 60,52 5,40 26,21 5,02 

         
         
  Zytokine, K IFN      

  Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
mit APZ 1Ni-4.17 3 87,81 18,49 69,20 18,66 34,30  

  1Ni-4.20 3 65,98   77,23   35,40 5,72 
  1Ni-4.27 4 76,36 6,85 32,58   34,13 20,61 
  1Ni-4.8 4 104,70   63,64 4,25 32,14 7,04 
  2Ni-8.2 5 101,20 3,53 78,76 16,39 25,01 3,17 
  4Ni-4.2 3 51,55 4,51 47,04 8,77 10,42  
  3Ni-4.13 9 47,68 6,99 66,72 8,36 48,03 9,40 
  3Ni-4.18 2 85,80 65,44 63,94 26,61 42,07 15,32 
  Mittelwert   77,63 7,04 62,39 5,13 32,69 3,73 

ohne APZ 1Ni-4.17 3 15,88 6,48 16,12 2,04 13,08  
  1Ni-4.20 2 76,80   64,96   20,75  
  1Ni-4.27 4 62,41 24,88 33,82 10,16 1,73  
  1Ni-4.8 6 125,38 4,77 90,72 20,52 40,01  
  2Ni-8.2 4 76,17 27,70 31,30 9,38 14,92  
  4Ni-4.2 5 7,03 2,17 30,47 18,83 31,40  
  3Ni-4.13 6 65,14 7,89 45,49 10,29 26,85  
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  3Ni-4.18 5 50,06 12,85 51,60 7,17 23,22   
 Mittelwert   59,86 12,31 45,56 7,79 21,49 3,91 

 

Abb. 25  Zytokine, K       
 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 1p1-4.2 1 n.d.   19,34   n.d.  
 1p1-4.16 2 n.d.   5,28 1,69 n.d.  
 1p1-4.30 3 n.d.   7,77 1,85 8,57 5,47 
 1p1-4.36 3 n.d.   9,88 0,63 n.d.  
 1p1-4.1 4 133,35 8,87 33,07 4,55 47,60 5,71 
 1p1-4.12 4 386,64 38,33 65,33 8,88 81,30 18,78 
 1p1-4.44 4 125,31 7,49 n.d.   31,50 3,34 
 2p1-4.5 2             
 Mittelwert   215,10 70,06 23,45 8,54 42,24 13,24 

         
         
  Zytokine, K IFN      
 Klon n IFN SEM IL-4 SEM IL-10  
 1p1-4.2 1 n.d.   35,86   n.d.  
 1p1-4.16 2 n.d.   11,17 6,22 n.d.  
 1p1-4.30 3 n.d.   11,99 0,89 1,84  
 1p1-4.36 3 n.d.   18,60 0,20 n.d.  
 1p1-4.1 4 180,32 20,88 28,40 2,21 47,14  
 1p1-4.12 4 540,50 96,08 54,20 9,89 81,14  
 1p1-4.44 4 129,13 4,64 n.d.   43,98  
 2p1-4.5 2 57,71 16,08 2,09 0,00 n.d.  
 Mittelwert   226,92 93,11 23,19 6,20 43,53  
         
         
Abb. 26 A Proliferation      

 4Ni-4.106 n K SEM K IFN SEM   
 DZ 2 23,16 2,46 30,82 10,72   
 EBV 2 28,54 5,94 26,5 7,49   
         
 B Zytokine, K      
 4Ni-4.106 n IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 DZ 2 41,22 17,65 25,96 6,53 24,18 10,68 
 EBV 2 32,53 5,46 37,73 2,39 51,84 6,71 

         
  Zytokine, K IFN      
 4Ni-4.106 IFN SEM IL-4 SEM IL-10 SEM  
 DZ 33,91 1,09 30,63 6,02 18,97 15,35  
 EBV 20,66 6,99 18,69 7,26 49,59 9,66  
 

 

Abb. 27 A Proliferation      
  Klon n K SEM n K IFN SEM  

Kontrolle 4Ni-4.10 2 61,61 7,43 2 56,64 11,47  
 4Ni-4.2 2 55,33 4,1 2 52 1,31  
 4Ni-4.106 2 28,54 5,94 2 26,5 7,49  
  Mittelwert   46,62 6,25   45,28 8,02  

differenziert 4Ni-4.10 2 63,95 8,96 2 73,01 16,39  
 4Ni-4.2 2 59 8,46 2 54,42 16,85  
  4Ni-4.106 2 29,05 12,7 2 21,59 2,76  
 Mittelwert   51,37 6,50   51,41 8,99  

 
         

 B Zytokine, K      
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  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
Kontrolle 4Ni-4.10 2 72,59 5,04 61,42 10,71 37,73 5,87 

 4Ni-4.2 2 65,52 2,72 46,67 7,03 46,88 19,39 
 4Ni-4.106 2 32,53 5,46 37,73 2,39 51,84 6,71 
  Mittelwert   55,71 7,29 46,29 5,70 41,91 7,48 

differenziert 4Ni-4.10 2 62,05 25,45 46,33 17,08 28,79 0,72 
 4Ni-4.2 2 66,5 10,04 44,54 16,83 21,89 7,76 
  4Ni-4.106 2 42,02 20,49 45,42 1,55 54,16 4,16 
 Mittelwert   56,85 8,48 44,00 5,04 33,58 5,33 

         
  Zytokine, K IFN      

  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
Kontrolle 4Ni-4.10 2 73,06 3,25 56,66 9,02 31,81 3,27 

 4Ni-4.2 2 51,55 4,51 47,04 8,77 10,42  
 4Ni-4.106 2 20,66 6,99 18,69 7,26 49,59 9,66 
  Mittelwert   50,83 7,35 39,94 7,33 36,66 7,13 

differenziert 4Ni-4.10 2 58,97 33,53 53,09 25,97 23,51 0,55 
 4Ni-4.2 2 35,97 19,83 32,22 13,29 20,3 8,39 
  4Ni-4.106 2 22,64 2,61 26,79 11,08 55,93 3,91 
 Mittelwert   45,84 11,30 43,18 9,19 30,75 6,37 

         
         
Abb. 28 A Proliferation      

  Klon n K SEM n K IFN SEM  
autologe 4Ni-4.10 3 61,61 7,43 3 56,64 11,47  

K 4Ni-4.2 3 55,33 4,1 3 52 1,31  
 4Ni-4.106 3 28,54 5,94 3 26,5 7,49  
 4Ni-4.38 2 66,12 1,99 2 52,91 12,8  
  Mittelwert   47,94 4,61   44,70 4,44  

heterologe  4Ni-4.10 2 71,75 29,26 2 40,33 14,05  
K 4Ni-4.2 2 86,5 2,71 2 50,25 14,28  
3 4Ni-4.106 2 41,72 1,99 2 36,55 0,55  
 4Ni-4.38 2 49,54 14,7 2 20,87 8,29  
  Mittelwert   62,38 8,56   37,00 5,35  

heterologe  4Ni-4.10 1 35,53  1 28,42   
K  4Ni-4.106 1 30,36   1 39,48    
1 Mittelwert   32,94 2,58   33,95 5,53  

         
 B Zytokine, K      
  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 

autologe 4Ni-4.10 3 72,59 5,04 61,42 10,71 37,73 5,87 
K 4Ni-4.2 3 65,52 2,72 46,67 7,03 46,88 19,39 
 4Ni-4.106 3 32,53 5,46 37,73 2,39 51,84 6,71 
 4Ni-4.38 2 107,87 50,9 21,55 12,87 61,43   
  Mittelwert   60,60 8,73 43,15 4,74 44,03 5,75 

heterologe  4Ni-4.10 2 84,55 21,79 75,57 0 33,67 15,01 
K 4Ni-4.2 2 84,45 16,08 55,35 14,99 28,68 1,56 
3 4Ni-4.106 2 52,56 17,39 29,39 15,32 50,11 0,05 
 4Ni-4.38 2 26,31 12,06 50,77 6,27 0,06   
  Mittelwert   61,97 10,5 49,51 7,23 32,14 6,64 

heterologe  4Ni-4.10 1 51,57   51,36   11,01  
K  4Ni-4.106 1 28,13   7,83   42,25   
1 Mittelwert   39,85 11,7 29,60 21,8 26,63 15,6 

         
  Zytokine, K IFN       

  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
autologe 4Ni-4.10 3 73,06 3,25 56,66 9,02 31,81 3,27 

K 4Ni-4.2 3 51,55 4,51 47,04 8,77 10,42  
 4Ni-4.106 3 20,66 6,99 18,69 7,26 49,59 9,66 
 4Ni-4.38 2 49,59 20,93 6,4 3,27 51,45   
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  Mittelwert   43,47 5,89 36,04 5,96 47,59 16,0 
heterologe  4Ni-4.10 2 66,89 20,31 58,68 10,95 27,86 11,89 

K 4Ni-4.2 2 52,83 7,31 37,34 19,35 9,08 0,99 
3 4Ni-4.106 2 32,53 6,33 15,23 3,72 64,77 11,71 
 4Ni-4.38 2 30,51 0 9,9 4,04 0,05   
  Mittelwert   47,86 7,22 30,29 7,95 29,07 9,85 

heterologe  4Ni-4.10 1 40,64   44,04   6,47  
K  4Ni-4.106 1 38,03   12,44   63,79   
1 Mittelwert   39,34 1,31 28,24 15,8 35,13 28,7 

 

Abb. 29 A Proliferation      
  Klon n K SEM n K IFN SEM  

Kontrolle 5Ni-4.10 1 49,20  1 55,90   
  5Ni-4.3 1 66,10  1 86,73   
  5Ni-4.7 1 65,41  1 75,20   
  5Ni-8.1 1 46,96  1 52,62   
  5Ni-8.8 1 57,34  1 68,01   
  5Ni-8.10 1 25,15  1 42,32   
  5Ni-8.11 1 33,46  1 51,59   
  5Ni-8.50 1 53,75   1 66,50    
  Mittelwert   49,67 4,78   62,36 4,78  

PFA 5Ni-4.10 1 119,45  1 104,12   
  5Ni-4.3 1 133,67  1 156,94   
  5Ni-4.7 1 102,95  1 114,76   
  5Ni-8.1 1 101,19  1 91,38   
  5Ni-8.8 1 100,61  1 123,21   
  5Ni-8.10 1 129,84  1 142,93   
  5Ni-8.11 1 138,33  1 148,45   
  5Ni-8.50 1 112,40   1 120,03    
  Mittelwert   117,30 5,06   125,23 7,49  

         
 B Zytokine, K      
  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 

Kontrolle 5Ni-4.10 1     11,87   24,33  
  5Ni-4.3 1 291,88       22,43  
  5Ni-4.7 1     57,57   26,36  
  5Ni-8.1 1 20,43   21,45   8,29  
  5Ni-8.8 1     45,90   4,71  
  5Ni-8.10 1 12,96   4,42   2,44  
  5Ni-8.11 1 35,42   20,67   19,38  
  5Ni-8.50 1 55,95   57,05   5,62   
  Mittelwert   83,33 47,09 31,27 7,66 14,19 3,26 

PFA 5Ni-4.10 1 150,50   108,16   118,85  
  5Ni-4.3 1 138,80       130,14  
  5Ni-4.7 1     80,72   90,28  
  5Ni-8.1 1 98,14   90,59   95,74  
  5Ni-8.8 1     73,96   87,78  
  5Ni-8.10 1 58,52   49,14   115,83  
  5Ni-8.11 1 196,37   63,63   142,44  
  5Ni-8.50 1 127,83   95,20   66,47   
  Mittelwert   128,36 17,49 80,2 6,99 103,61 9,11 

         
  Zytokine, K IFN      

  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
Kontrolle 5Ni-4.10 1 60,32   9,08   36,29  

  5Ni-4.3 1 625,92       41,19  
  5Ni-4.7 1     40,11   25,69  
  5Ni-8.1 1 36,60   34,13   10,42  
  5Ni-8.8 1     49,82   5,63  
  5Ni-8.10 1 33,56   5,25   7,23  
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  5Ni-8.11 1 83,84   24,70   40,94  
  5Ni-8.50 1 89,84   59,63   8,70   
  Mittelwert   155,02 86,41 31,82 7,06 22,01 5,22 

PFA 5Ni-4.10 1 146,94   59,98   110,99  
  5Ni-4.3 1 201,02       136,15  
  5Ni-4.7 1     71,62   93,94  
  5Ni-8.1 1 51,37   87,57   61,67  
  5Ni-8.8 1     101,78   98,46  
  5Ni-8.10 1 35,52   42,15   91,77  
  5Ni-8.11 1 160,01   63,06   191,39  
  5Ni-8.50 1 79,64   94,12   75,71   
  Mittelwert   112,42 24,73 76,99 7,68 107,51 13,40 

         
         
Abb. 30 A Proliferation      

 Klon n K SEM n K IFN SEM  
 5Ni-4.10 5 164,19 23,5 5 157,4 35,54  
 5Ni-4.3 3 136,01 46,29 3 171,78 21,69  
 1Ni-4.20 3 83,26 29,85 3 107,41 41,28  
 5Ni-4.63 3 84,61 28,48 3 100,31 27,54  
 5Ni-4.65 1 109,48  1 111,71   
 5Ni-8.1 3 152,7 31,74 3 171,7 23,15  
 5Ni-8.7 3 171,65 28,71 3 188,97 16,51  
 5Ni-8.8 2 49,57 38 2 125,91 4,63  
 5Ni-8.9 3 147,26 26,48 3 173,9 16,07  
 5Ni-8.10 2 61,51 28,42 2 146,54 11,02  
 5Ni-8.11 3 83,17 14,79 3 106,3 10,28  
 5Ni-8.50 2 169,86 75,5 2 171,87 59,36  
 5Ni-8.52 1 144,02   1 151,6    
 Mittelwert   119,79 11,46   145,03 8,25  

         
 B Zytokine, K      
 Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 5Ni-4.10 5 n.d.   49,39 11,36 45,95 8,84 
 5Ni-4.3 3 44,96 21,79 51,38 20,51 43,81 14,54 
 1Ni-4.20 3 n.d.   43,65 17,65 20,62 6,3 
 5Ni-4.63 3 n.d.   38,29   22,07 6,46 
 5Ni-4.65 1 27,75   n.d.   14,18  
 5Ni-8.1 3 36,19   52,69 13,55 28,71 8,48 
 5Ni-8.7 3 69,83 21,78 78,1 20,09 76,94 19,97 
 5Ni-8.8 2 85,86   35,07 28,52 7,7 3,96 
 5Ni-8.9 3 69,92 1,63 69,09 17,72 37,42 8,44 
 5Ni-8.10 2 62,75 35,51 13,9 3,9 9,21 0,36 
 5Ni-8.11 3 19,11 4,67 22,71 4,57 29,64 6,81 
 5Ni-8.50 2 41,45 13,18 68,64 27,3 24,08 20,5 
 5Ni-8.52 1 65,46   97,67   42,44   
 Mittelwert   48,91 6,71 51,72 6,56 30,98 4,99 
         
  Zytokine, K IFN      
 Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
 5Ni-4.10 5 n.d.   35,05 4,13 45,16 9,34 
 5Ni-4.3 3 66,59 24,47 56,24 16,83 73,08 2,35 
 1Ni-4.20 3 n.d.   54,94 17,18 37,2 9,74 
 5Ni-4.63 3 n.d.   20,49   25,01 10,89 
 5Ni-4.65 1 9,32   n.d.   13,63  
 5Ni-8.1 3 59,55 15,06 71,34 7,45 42,93 9,23 
 5Ni-8.7 3 97,8 2,07 90,17 4,09 58,33 4,5 
 5Ni-8.8 2 80,66   44,25 22,56 4,46 0,61 
 5Ni-8.9 3 65,24 13,83 77,04 10,61 51,6 4,71 
 5Ni-8.10 2 98,9 11,57 23,05 6,93 32,47 8,35 
 5Ni-8.11 3 47,52 4,3 29,45 2,96 45,49 7,44 
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 5Ni-8.50 2 53,85 3,1 63,14 34,32 20,59 18,28 
 5Ni-8.52 1 65,66   103,33   49,01   
 Mittelwert   62,25 7,63 55,71 7,05 38,38 5,05 
         
         
Abb. 31  A n KM- SEM KM+ SEM   

 5Ni-4.3 2 8711 437 15354 3624   
 5Ni-4.10 1 4472   5796    
 5Ni-4.16 2 4253 526 9644 2452   
 5Ni-8.1 1 9235   13223    
 5Ni-8.9 2 19466 5119 33511 4021   
 5Ni-8.10 1 1103   2042    
 5Ni-4.20 1 1992   2608     
 Mittelwert   7033 2200 11740 3797   

         
 B, C, D  KM- KM+ KM-  KM- KM+ 
   n IFN-γ IFN-γ IL-4 IL-4 IL-10 IL-10 
 5Ni-4.3 2 620 600 318 125 536 474
 5Ni-4.10 1 296 209    1526 958
 5Ni-4.16 2 26 6 179 114 72 40
 5Ni-8.1 1 1306 1790 1626 1339 453 409
 5Ni-8.9 2 2553 2645 7779 7489 604 608
 5Ni-8.10 1 477 315 5246 3894 354 235
 5Ni-4.20 1   39 16 147 97

 Mittelwert   879,5759
167

927,4050
833

2531,124
667

2162,935
917 

527,4805
714 

402,9347
857

         
         

Abb. 32    K 
Überstand    K IFN Überstand   

   IFN IL-4 IL-10 IFN IL-4 IL-10  
 50µl Üst 7,23 7,95 9,8 24,21 26,61 69,22  
 25µl Üst 15,76 17,33 34,44 52,58 57,79 90,32  
 5 µl Üst 54,56 59,97 95,57 70,01 76,94 84,72  

         
         
Abb. 34 A Proliferation      

  Klon n K SEM n K IFN SEM  
Kontrolle 5Ni-4.16 1 88,17  1 93,86   

  5Ni-4.22 1 89,79  1 59,95   
  5Ni-8.50 1 44,03  1 36,57   
  4Ni-4.10      1 58,10   
  1Ni-4.16 1 43,19   1 38,06    
  Mittelwert   48,38 7,86   46,12 6,61  

Transwell 5Ni-4.16 1 60,79  1 61,06   
  5Ni-4.22 1 65,57  1 49,68   
  5Ni-8.50 1 70,91  1 56,12   
  4Ni-4.10      1 73,88   
  1Ni-4.16 1 22,65   1 23,86    
 Mittelwert   53,69 5,40   50,57 7,04  

         
 B Zytokine, K      
  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 

Kontrolle 5Ni-4.16 1 141,11  210,57   105,44  
  5Ni-4.22 1 231,12  146,24   77,63  
  5Ni-8.50 1 40,43  69,12      
  4Ni-4.10 1           
  1Ni-4.16 1             
  Mittelwert   92,28 40,49 44,11 5,21 68,50 6,91 

Transwell 5Ni-4.16 1 152,87  241,97   95,61  
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  5Ni-4.22 1 180,54  57,35   54,30  
  5Ni-8.50 1 88,73  76,72      
  4Ni-4.10 1           
  1Ni-4.16 1             
 Mittelwert   109,47 20,55 39,64 8,49 50,60 3,67 

         
  Zytokine, K IFN      

  Klon n IFN-γ SEM IL-4 SEM IL-10 SEM 
Kontrolle 5Ni-4.16 1 164,84   209,37   100,64  

  5Ni-4.22 1 195,68   70,31   21,61  
  5Ni-8.50 1 20,93   61,35      
  4Ni-4.10 1            
  1Ni-4.16 1             
  Mittelwert   76,59 35,17 43,52 5,84 60,64 10,53 

Transwell 5Ni-4.16 1 155,85   206,24   103,23  
  5Ni-4.22 1 219,40   43,97   41,96  
  5Ni-8.50 1 35,85   86,22      
  4Ni-4.10 1            
  1Ni-4.16 1             
 Mittelwert   98,16 35,70 44,30 7,45 60,74 13,50 
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