
Aus der Klinik für Allgemeine Pädiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Ertan Mayatepek

Ein昀氀uss von Serumfaktoren des Typ-1-Diabetes auf 
die IL-7R-Expression CD4-posi}ver T-Zellen  

Disserta}on 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

vorgelegt von 

Souhaila El Ghardaoui

2025



Als Inauguraldisserta}on gedruckt mit der Genehmigung der 

Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

gez.: 

Dekan/in: Prof. Dr. med. Nikolaj Klöcker  

Erstgutachter/in: PD Dr. med. Julia Seyfarth

Zweitgutachter/in: Univ.-Prof. Dr. med. Max Anstötz 



Meiner Familie gewidmet.



I

I. Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus Typ I (T1D) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, bei der sich 
autoreak}ve Immunzellen gegen die körpereigenen insulinproduzierenden Beta-Zellen der 
Langerhans9schen Inseln im Pankreas richten. T-Zellen, insbesondere autoreak}ve T-Zellen, 
spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Erkrankung. Von besonderer Bedeutung 
für ihre Entstehung und ihr Überleben ist der IL-7-Rezeptor (IL-7R), dessen Expression 
streng reguliert wird. Vorherige Untersuchungen zeigten eine erhöhte Expression des IL-7R 
auf CD4+-T-Zellen von T1D-Pa}enten im Gegensatz zu gesunden Kontrollen. Auch 
Serumveränderungen wurden beim T1D beobachtet, insbesondere wurden erhöhte Spiegel 
von proin昀氀ammatorischen Zytokinen im Serum von T1D-Pa}enten beschrieben. Unklar ist, 
ob T1D-Serumfaktoren einen Ein昀氀uss auf die veränderte IL-7R-Expression haben. Ziel dieser 
Arbeit war es, den Ein昀氀uss von T1D-Pa}entenserum auf das Expressionsniveau des IL-7R zu 
untersuchen. 

Hierfür wurde ein in vitro Assay verwendet, im Rahmen dessen Serumproben von T1D-
Pa}enten (n= 30) und gesunden Kontrollen (n= 30) mit Referenz-CD4-T-Zellen koinkubiert 
wurden. Die Expression von IL-7Rα wurde an verschiedenen Tagen nach Koinkuba}on (Tag 
1, Tag 3) durch昀氀usszytometrisch auf den Referenz-CD4-T-Zellen sowie auf verschiedenen 
naiv- und Gedächtnis-Subsets innerhalb der CD4+-T-Zellen untersucht. Gleichzei}g wurden 
die Zellen hinsichtlich ihrer Signaltransduk}on (Phosphorylierung von STAT1, STAT3 und 
STAT5) funk}onell charakterisiert. 

In Anwesenheit von Serum zeigte sich eine höchst unterschiedliche Regula}on des IL-7Rα 
auf den Referenz-T-Zellen. T1D-Pa}entenserum führte dabei zu einer tendenziell 
schwächeren Hochregula}on des IL-7Rα. Dies betraf vor allem die Subsets der TEMRA 
(terminal di昀昀erenzierte E昀昀ektor-Memory-T-Zellen) und E昀昀ektor-Memory-T-Zellen, auf 
denen nach Koinkuba}on mit Pa}entenserum signi昀椀kant weniger IL-7Rα exprimiert wurde. 
Darüber hinaus wiesen die mit Pa}entenseren koinkubierten Referenz-T-Zellen eine 
signi昀椀kant geringere STAT3-Phosphorylierung auf. Diese zeigte jedoch keine direkte 
Korrela}on mit der verminderten IL-7Rα-Expression. 

In dieser Studie wurde festgestellt, dass das Serum von Typ-1-Diabetes-Pa}enten zu einer 
schwächeren Expression des IL-7Rα auf Referenz-T-Zellen führte. Die Ergebnisse deuten 
somit nicht darauf hin, dass T1D-assoziierte Serumfaktoren für die beschriebene erhöhte 
IL-7R-Expression auf CD4+-T-Zellen beim T1D verantwortlich sind. Ganz im Gegenteil dazu 
könnte das Serum von T1D-Pa}enten noch zu iden}昀椀zierende gegenregulatorische 
Faktoren enthalten, die eine erhöhte IL-7R-Expression beim T1D teilweise kompensieren. 
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II. Summary

Type I diabetes mellitus (T1D) is a chronic autoimmune disease in which autoreac}ve 
immune cells are directed against the body's own insulin-producing beta cells of the 
pancrea}c islets of Langerhans. T cells, in par}cular autoreac}ve T cells, play a central role 
in the pathogenesis of the disease. Of par}cular importance for their development and 
survival is the IL-7 receptor (IL-7R), the expression of which is strictly regulated. Previous 
studies have shown an increased expression of IL-7R on CD4+ T cells of T1D pa}ents in 
contrast to healthy controls. Serum changes have also been observed in T1D, in par}cular, 
increased levels of proin昀氀ammatory cytokines have been described in the serum of T1D 
pa}ents. It is unclear whether T1D serum factors have an in昀氀uence on the altered IL-7R 
expression. The aim of this study was to inves}gate the impact of T1D pa}ent serum on the 
expression level of IL-7R. 

For this purpose, an in vitro assay was used in which serum samples from T1D pa}ents 
(n=30) and healthy controls (n=30) were coincubated with reference CD4+ T cells. IL-7Rα 
expression was analysed on di昀昀erent days a昀琀er coincuba}on (day 1, day 3) by 昀氀ow 
cytometry on the reference CD4+ T cells, as well as on di昀昀erent naive and memory subsets 
within the CD4+ T cells. At the same }me, the cells were func}onally characterized with 
regard to their signal transduc}on (phosphoryla}on of STAT1, STAT3 and STAT5). 

In the presence of serum, the regula}on of IL-7Rα on the reference T cells was found to be 
highly variable. T1D pa}ent serum tended to lead to a weaker upregula}on of IL-7Rα. This 
mainly a昀昀ected the subsets of TEMRA (terminally di昀昀eren}ated e昀昀ector memory T cells) 
and e昀昀ector memory T cells, on which signi昀椀cantly less IL-7Rα was expressed a昀琀er 
coincuba}on with pa}ent serum. In addi}on, the reference T cells coincubated with pa}ent 
sera showed signi昀椀cantly lower STAT3 phosphoryla}on. However, this showed no direct 
correla}on with the reduced IL-7Rα expression. 

In this study, it was found that serum from type 1 diabetes pa}ents led to weaker expression 
of IL-7Rα on reference T cells. Thus, the results do not suggest that T1D-associated serum 
factors are responsible for the described increased IL-7R expression on CD4+ T cells in T1D. 
On the contrary, the serum of T1D pa}ents may contain yet-to-be-iden}昀椀ed counter-
regulatory factors that par}ally compensate for increased IL-7R expression in T1D.
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III. Abkürzungsverzeichnis 

An}körper
an琀椀gen-presen琀椀ng cells
cluster of di昀昀eren琀椀a琀椀on
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Diabetes Mellitus Typ I
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T cell receptor

E昀昀ektor-T-Zelle
TEM e昀昀ector memory T cells
TEMRA terminal T e昀昀ector memory cells re-expressing CD45RA
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TGä T-Gedächtniszellen
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1 Einleitung
1.1 Einführung in den Typ-1-Diabetes 
1.1.1 Epidemiologie

Geschätzt sind weltweit 8,4 

Millionen Menschen an einem T1D erkrankt. In Deutschland sind aktuell über 

32.000 Kinder und Jugendliche sowie 341.000 Erwachsene mit einem T1D diagnos}ziert 

[1]. Dies entspricht zusammengenommen 0,4 % der deutschen Gesamtbevölkerung. 

Für die Jahre 2002 bis 2020 wurde 

ein jährlicher Ans}eg der Prävalenz – auf der Basis von Daten von 0- bis 19-Jährigen – um 

durchschni琀琀lich ca. 2,9 % geschätzt. Zum Ende der Beobachtungszeit 昀氀achte dieser 

ansteigende Trend jedoch ab [3]. Die Prävalenz des T1D betrug für unter 18-Jährige im Jahr 

2020 235,5 pro 100.000 Personen mit höheren Werten bei Jungen als bei Mädchen [4]. 

Zwischen 2014 und 2020 änderte sich, wie oben angedeutet, die Prävalenz kaum: Der 

durchschni琀琀liche jährliche Ans}eg der Prävalenz betrug für Mädchen ca. 0,2 % und für 

Jungen ca. 0,4 % [4]. In Zukun昀琀 wird mit einem weiteren Ans}eg der Diabetesprävalenz 

gerechnet [5]. 

 Bei Betrachtung der Jahre 2002 bis 

2022 lag die durchschni琀琀liche, inländische Inzidenz bei etwa 23,9 Fälle pro 

100.000 Personenjahre bei den unter 20-Jährigen [8]. Von 1999 bis 2019 s}eg die Inzidenz 

jährlich um durchschni琀琀lich ca. 2,5 % [9]. 

Inzidenzen und Prävalenzen des Diabetes in Deutschland sind regional inhomogen 

verteilt: Die Inzidenz im Kindes- und Jugendalter wurde als tendenziell höher in weniger 

benachteiligten Gebieten beschrieben, was auf Unterschiede im Lebenss}l und die 

Exposi}on mit Infek}onen zurückgeführt wurde [12]. 
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Interna}onale Studien zeigten, dass die alters- und geschlechtsspezi昀椀schen 

Mortalitätsraten generell bei an Diabetes Erkrankten in den letzten Jahrzehnten gesunken 

sind [13-16]. Der Untersuchung des Diabetes mellitus als einer der zehn häu昀椀gsten 

Erkrankungen weltweit kommt also eine besondere Bedeutung zu. 

1.1.2 Einblick in die Pathophysiologie 

Zellen der Langerhans9schen Inseln des Pankreas richten. 

– –
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1.2 Rolle der T-Zellen in T1D
1.2.1 Di昀昀erenzierung: Naive, E昀昀ektor- und Gedächtnis-T-Zellen

Aufgrund der Bedeutung der CD4+-T-Zellen für den T1D, sind deren Di昀昀erenzierungsstadien 

von besonderer Relevanz. Nach Ak}vierung der T-Zellen entwickeln sich naive T-Zellen (TN) 

während der Wachstumsphase zuerst größtenteils zu kurzlebigen T-E昀昀ektorzellen, welche 

 Für einen besseren Lese昀氀uss wird das generische Maskulinum verwendet. Dabei sind weibliche 
und anderwei}ge Geschlechtsiden}täten ausdrücklich mit eingeschlossen, sofern es für die 
Aussage relevant ist. 
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in der Lage sind, diejenigen E昀昀ektormoleküle zu synthe}sieren, die benö}gt werden, um 

ihre Funk}on als Helfer- oder zytotoxische T-Zelle auszuführen.  Im Verlauf können sie zu T-

Gedächtniszellen (TG) transformiert werden. Aus einer adap}ven Immunantwort resul}ert 

also die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses. Die Reak}on von TG 

unterscheidet sich von denen der TN oder TE in Bezug auf Lokalisierung, E昀昀ektorfunk}on 

und Bewegungsmuster. Einige durch An}genkontakt ak}vierte, naive T-Zellen, die den IL-7-

Rezeptor weiterhin exprimieren, können sich jedoch unmi琀琀elbar zu langlebigen TG 

entwickeln. Der IL-7R ist einer der wich}gsten Marker der TG. TG benö}gen für ihr 

Überleben nämlich die Zytokine IL-7 sowie IL-15. Der IL-7R wird ebenfalls von Tn exprimiert, 

da diese ebenfalls IL-7 und IL-15 sowie den Kontakt zu Selbst-Pep}d:Selbst-MHC-Komplexen 

als Überlebenssignal benö}gen; die Expression nimmt nach der Ak}vierung allerdings 

rapide ab. Die meisten TE exprimieren diesen Rezeptor nicht. (Absatz [32])

Darüber hinaus können naive Zellen von E昀昀ektor- und Gedächtniszellen anhand der 

Expression zusätzlicher charakteris}scher Ober昀氀ächenmarker di昀昀erenziert werden. Bei der 

Di昀昀erenzierung kommt es zur Veränderung der Ober昀氀ächenexpression von z. B. 

Adhäsionsmolekülen, Chemokinrezeptoren oder Rezeptoren, welche das Überleben 

sichern [32]. Naive Zellen tragen sowohl CCR7 als auch CD45RA auf ihrer Ober昀氀äche [32]. 

Kennzeichnend für die Gedächtniszellen ist die CD45RO-Isoform [32].  Diese scheinen in der 

Pathogenese des T1D essenziell zu sein, denn Autoan}gen-spezi昀椀sche CD4+-T-

Gedächtniszellen sind in der frühen Phase der Entwicklung des T1D vorherrschend [25]. 

Zudem sind ak}vierte CD4+-T-Gedächtniszellen in der Lage mit CD8+ naiven T-Zellen zu 

kommunizieren und aus ihnen autoreak}ve T-Zellen zu generieren [33]. 

Die CD4+-T-Gedächtniszellen sind vielfäl}g und können in unterschiedliche 

Subpopula}onen klassi昀椀ziert werden [32]. Zentrale Gedächtnis-T-Zellen (TCM): Diese 

Subpopula}on exprimiert den Chemokinrezeptor CCR7, welcher die Zirkula}on zwischen 

Blut und sekundär lympha}schen Geweben ermöglicht [32]. Bei An}gens}mula}on 

produzieren sie vor allem IL-2 [34] und nach einer Vermehrungsphase regulieren sie CCR7 

herunter und di昀昀erenzieren sich zu E昀昀ektor-Gedächtnis-T-Zellen [35]. In einer Studie konnte 

gezeigt werden, dass die Reduk}on der zentralen CD4+-Gedächtnis-T-Zellen mit einem 

verlangsamten Rückgang des C-Pep}ds in kürzlich diagnos}zierten T1D-Pa}enten assoziiert 
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ist [36]. Dies könnte Auswirkungen auf die Geschwindigkeit des Krankheitsprogresses 

haben. 

E昀昀ektor-Gedächtnis-T-Zellen (TEM): Sie exprimieren keinen CCR7 [34], sondern Integrine, 

durch welche sie in entzündete Gewebe einwandern können [32]. Zusätzlich exprimieren 

sie Rezeptoren für in昀氀ammatorische Zytokine und können zu E昀昀ektor-T-Zellen heranreifen 

[32]. Nach Neus}mula}on produzieren sie INF-γ (Interferon-γ), IL-4 und IL-5 [32]. Sie 

zirkulieren zwischen Blut, nicht-lympha}schem Gewebe und dem lympha}schen System 

[32]. 

TEMRA (terminal T e昀昀ector memory cells re-expressing CD45RA): Sie ähneln den TEM, 

reexprimieren jedoch die CD45RA-Isoform [34] und machen <0,3 % bis nahezu 18 % der 

CD4+-T-Zellen aus [41]. Einige der TEMRA-Zellen exprimieren seneszente Marker wie PD-1 

(programmed cell death protein-1) [42]. Es handelt sich hierbei um eine seneszente 

Zellpopula}on mit niedrigerer prolifera}ver Ak}vität, welche mit dem Alter bzw. nach 

sta琀琀gehabter Infek}on mit bes}mmten Erregern akkumuliert [43, 44]. Sie entwickeln einen 

seneszenz-assoziierten sekretorischen Phänotyp, der durch die Sekre}on von Chemokinen 

und proin昀氀ammatorischen Zytokinen geprägt ist und in niedriggradigen Entzündungen 

resul}ert [45, 46]. Ma琀琀eucci et al. beschrieben, dass die Häu昀椀gkeit der TEMRA-

Subpopula}on bei T1D-Pa}enten stark erhöht ist im Gegensatz zu gesunden Kontrollen. 

Dies kann auf eine lebenslange S}mula}on der TEMRA durch An}gen-Exposi}on hindeuten 

[47].

Diese Eigenscha昀琀en der verschiedenen Subpopula}onen bes}mmen, mit welchen 

weiteren Immunzellen sie interagieren und beein昀氀ussen folglich die nachfolgenden 

E昀昀ektorfunk}onen. 
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T-Zell-Ak琀椀vierung und JAK-STAT-Signalweg

Die unterschiedlichen Zytokin-Kombina}onen können 

sowohl über posi}ve Rückkopplungsschleifen die eigene Di昀昀erenzierung aus naiven T-

Zellen und somit eine bes}mmte E昀昀ektor-Reak}on fördern als auch über nega}ve 

Rückkopplungsmechanismen die übrigen Reak}onen unterdrücken. (Absatz [32]). 
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 an spezi昀椀sche Zytokinrezeptoren ak}viert. Bei der Bindung von 

Typ-1-Interferonen (IFN-α und IFN-β) werden die JAK-Kinasen TYK2 und JAK1 ak}viert, 

welche STAT1 und STAT2 phosphorylieren [54]. Binden wiederum Interferone vom Typ 2 

(IFN-γ) an die Zytokinrezeptoren, wird STAT1 an den Tyrosin- und Serinresten phosphoryliert 

[55].  STAT1 spielt u. a. eine Rolle bei der Apoptose sowie der Immunität gegen virale, 

mykobakterielle und fungale Erreger [56].  

Immunde昀椀zienz 31C 

 Eine dysregulierte STAT1-Ak}vität moduliert die Immunantwort und 

erhöht die Anfälligkeit von Beta-Zellen für autoimmune Zellzerstörung . 
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1.3 Einführung von IL-7 und dem IL-7-Rezeptor
1.3.1 Struktur und biologische Rolle 

α

weitergeleitet werden, ist für die T-

Zell-Prolifera}on, -Di昀昀erenzierung sowie -Gedächtnisformierung essenziell [75]. Die IL-7Rα-

Untereinheit besteht aus drei Domänen: der extrazellulären Ke琀琀e für die Ligandenbindung, 

der Transmembrandomäne sowie dem zytoplasma}schen Teil für das intrazelluläre 

Signalling [79]. Beim Signalling kommt es zu Konforma}onsänderungen, sodass sich der 

Abstand zwischen dem IL-7Rα und der Gamma-Kette von 110 Å auf weniger als 30 Å 

reduziert [79]. Der IL-7R ak}viert bei Zytokinbindung zwei Hauptsignalwege: einerseits den 

JAK1/-3/STAT5- und andererseits den PI3K-AKT-Signalweg [80-82]. Der IL-7R wird von den 

meisten ruhenden T-Zellen exprimiert und durch die Transkrip}onsfaktoren FOXO1 

(forkhead box protein O1) und ETS1 (erythroblast transformation specific) erhalten [83-85]

α
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α und dem TSLP-

Rezeptor Signale übermittelt, ersetzt werden kann [104]. IL-7 allein ist fähig, Monozyten 

bzw. Makrophagen und NK-Zellen zu ak}vieren [105], für eine T-Zell-Ak}vierung ist jedoch 

die gleichzei}ge Formierung eines TCR-MHC-Pep}d-Komplexes nö}g. Das Zytokin scheint 

sich hierbei im Effekt auf spezifische T-Zell-Subgruppen zu unterscheiden: Es wirkt auf eine 

junge Untergruppe von naiven T-Zellen, den sog. RTEs (recent thymic emigrants), am 

potentesten und kann hier die Proliferation unabhängig vom TCR induzieren [82, 106]. 

Zudem besteht eine inverse Korrelation zwischen dem zirkulierenden IL-7-Spiegel und der 

CD4+-T-Zellzahl, was einen Feedback-Mechanismus darstellt [75, 107-110].

 

Bei Bindung von IL-7 an den IL-7Rα wird die allgemeine Zytokinrezeptor-Gamma-Kette 

rekrutiert [111]. Das IL-7-Signalling läuft hauptsächlich über den JAK-STAT-Weg. Die an den 

IL-7R gebundenen Proteine JAK1 und JAK3 werden beide phosphoryliert [112], sodass 

Tyr449 aktiviert wird und als Andockstelle für STAT-Proteine dienen kann. Hauptsächlich 

STAT5 wird infolge der IL-7-Bindung phosphoryliert und dadurch ak}viert. STAT1 und STAT3 

können ebenfalls ak}viert werden [76, 113, 114], jedoch ist das Andocken an den IL-7Rα 

hierfür nicht notwendig [115]. Die hieraus entstehenden STAT-Dimere werden in den 

Nukleus transloziert und können schließlich die Gentranskription (z. B. des anti-
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apoptotischen Bcl-2) fördern [77, 80, 116]. Die Bcl-2-Expression scheint langlebig zu sein 

und benötigt zur Aufrechterhaltung intermittierende statt kontinuierliche IL-7-Signale, 

denn ein zu starkes IL-7-Signalling könnte zu einem ,,zytokininduzierten Tod88 führen [117].

1.3.2 IL-7 und IL-7R beim Typ-1-Diabetes

α
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α

α

7Rα

7Rα

7Rα
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Bei Mäusen beobachtete Ergebnisse lassen sich jedoch nicht 

immer auf den Menschen übertragen, da Mäuse evolu}onär gesehen vielfäl}ge Kontakte 

zu einem von der humanen Spezies abweichenden Pathogenspektrum ha琀琀en [133, 134].

7Rα

α

α

α

α

7Rα

α α

7Rα

α

α
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7Rα sowie die Freisetzung der löslichen IL 7Rα

α) α

α

7Rα als ein Reservoir für IL

7Rα 

7Rα ein

7Rα um IL

α
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α

α

α

–

–

α

α 

α

1.3.3 Regula琀椀on der Expression des membranösen IL-7R
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1.4 Serumfaktoren beim Typ-1-Diabetes 
1.4.1 In昀氀ammatorische Zytokine und weitere Faktoren

α



17

α

α

γ 

γ

1.4.2 An琀椀-in昀氀ammatorische Zytokine 

β

β

α
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Als methodische Grundlage hierfür dient der bereits etablierte Serum-Assay von Kleinhenz 

et al., welche eine signi昀椀kante Unterdrückung der Lymphozyten-Antwort auf gereinigte 

Proteinderivate durch Plasma von Tuberkulose-Pa}enten im Gegensatz zum Plasma 

gesunder Kontrollen beobachtet haben [182]. Dieser in vitro Serum-Assay kann dazu 

genutzt werden, den Ein昀氀uss von Pa}enten-Serum/-Plasma bzw. dessen Faktoren auf 

Referenz-Zellen zu untersuchen. Dabei können unterschiedliche Aspekte, wie z. B. der 

Ein昀氀uss auf den in vitro-Phänotyp (u. a. Expression von verschiedenen 

Ober昀氀ächenmerkmalen, Häu昀椀gkeitsverteilung von Subsets) oder die Funk}on (z. B. 

Signalübertragung, Zytokinausschü琀琀ung) der untersuchten Zellpopula}on, analysiert 

werden. Zudem kann der Ein昀氀uss von Serum auf eine s}mulierte Zellantwort untersucht 

werden. Es ist auch möglich, die Serumproben vor und nach einer Zellkultur auf ihre 

Faktoren hin zu untersuchen, um das Serum-Pro昀椀l zu beschreiben. Hierdurch können sich 

auch potenzielle Biomarker für die Diagnose und Prognose von Erkrankungen iden}昀椀zieren 

lassen.  Hierfür können je nach Fragestellung gepoolte oder einzelne Serumproben von 

gesunden bzw. erkrankten Spendern (Pa}enten) verwendet und der Ein昀氀uss auf die 

jeweilige Referenz-Zellpopula}on miteinander verglichen werden. Von besonderem 

Interesse sind die Zellen des Immunsystems, welche auf zirkulierende Serumfaktoren bzw. 

Signale aus dem Serum reagieren und zur Pathogenese von z. B. Infek}ons- und 

Autoimmunerkrankungen beitragen. Daher wurde mithilfe dieses Serum-Assays der 

Ein昀氀uss auf insbesondere PBMCs und ihre Untergruppen wie z. B. Monozyten und 

Lymphozyten untersucht. Dabei wird die, aus gesundem Spenderblut isolierte, Referenz-

Zellpopula}on mit den Serumproben für eine bes}mmte Dauer kul}viert, wobei die in vitro 

Lebensdauer der Zellpopula}on berücksich}gt werden sollte.  
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Dieser Serum-Assay eignet sich daher gut für meine Arbeit mit T-Zellen und T1D-

Pa}entenseren. Denn mithilfe des Serum-Assays können diejenigen Aspekte untersucht 

werden, die für die Beantwortung meiner Fragestellung von Interesse sind. Wir nutzten 

folglich einen an unsere Zellpopula}on und Fragestellung modi昀椀zierten Serum-Assay. Im 

Gegensatz zur Methodik von Kleinhenz et al. verwendeten wir individuelle, gematchte, 

nicht hitze-inak}vierte Serumproben sta琀琀 hitze-inak}viertem, gepooltem Plasma, um die 

Wirkung von T1D-Pa}entenserum auf Referenz-T-Zellen zu untersuchen und den Ein昀氀uss in 

der Pa}enten- und Kontrollserumgruppe miteinander vergleichen zu können. Eine 

Hitzeinak}vierung zur Reduk}on störender Komponenten wurde nicht durchgeführt, da 

hierdurch die für uns relevanten Serumfaktoren in ihrer Konzentra}on gemindert werden 

könnten.

1.5 Ziele der Arbeit 

Beim T1D sind sowohl Veränderungen des Serummilieus als auch des T-Zell-Phänotyps 

beschrieben worden. Untersuchungen zeigten eine erhöhte Expression des IL-7Rα auf 

CD4+-T-Zellen von T1D-Pa}enten im Vergleich zu gesunden Kontrollen [151]. Auch 

Serumveränderungen wurden beim T1D beobachtet, wobei insbesondere erhöhte Spiegel 

von proin昀氀ammatorischen Zytokinen im Serum von T1D-Pa}enten beobachtet wurden. Es 

bleibt jedoch unklar, ob und wie T1D-Serumfaktoren die veränderte IL-7Rα-Expression 

beein昀氀ussen. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Ein昀氀uss von Serumproben von T1D-

Pa}enten auf das Expressionsniveau des IL-7Rα zu analysieren.

 Der Fokus lag hier insbesondere auf den Auswirkungen der 

vermutlich pathologischen T1D-Serum-Pro昀椀le auf die IL-7Rα-Expression
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α
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2 Material und Methoden
2.1 Material 
2.1.1 Geräte

Tabelle 1: Verwendete Geräte

Gerät Hersteller

Durch昀氀usszytometer LSRFortessaTM

Eismaschine/Flockeneisbereiter RF0266/SPR 80W

Flüssigs}ckstovank Biosafe MD (Weithals)

Gefrierschrank –20 °C (Comfort/ Premium)

Inkubator HERAcell VIOS 160i

Inverses Mikroskop CK40

Kühlschrank 4 °C (Comfort No Frost/ Premium)

Magnet EasySep

Pipe琀�erhelfer Pipetboy acu 2

Research® Pipe琀琀e 0,5-1000 μl

Sicherheitswerkbank Thermo Heraeus HERAsafe HS18

Tischzentrifuge 5810R

Tischzentrifuge Ro}na 420 R

Ultra}e昀欀ühlschrank –86 °C (TSX50086V)

Vortex-Schü琀琀ler peqTWIST

Zählkammer nach Neubauer
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die im Folgenden aufgeführten Verbrauchsmaterialien wurden für die Versuchs-

durchführung verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsar琀椀kel

Produkt Hersteller

ART 1000 Reach Barrier Pipe琀琀enspitzen (1000 µl) Thermo 
Scien}昀椀c, 
Schwerte

Blutentnahme Röhrchen Li-Heparin (6 ml)

Cluster/ Mikroverdünnungs-Röhrchen mit Deckel und Gestell (1,2 ml)

Deckgläser für Haemacytometer

Eppendorf Mikrozentrifugen-Röhrchen (0,5 - 2 ml)

Falcon Polystyrol-Röhrchen, Rundboden (FACS-Röhrchen) (5 ml)

Falcon Polystyrol-Röhrchen, Rundboden mit Deckel, steril (5 ml)

Falcon Röhrchen (15/ 50 ml), Rundboden Thermo Fisher 
Scien}昀椀c, 
Waltham

Handschuhe Nitril Micro-Touch® Ansell, 
Richmond

Kryoröhrchen (1,8 ml)



23

Mr. Frosty Gefrierbehälter

Pipe琀琀enspitzen, steril (10 – 1000 µl), Filter/universal gesteckt 

Ro}labo Serologische Pipe琀琀en/ Stripe琀琀en, steril (5/ 10/ 25 ml)

Serologische Pipe琀琀en Corning® Costar® Stripe琀琀en® (5/ 10/ 25 ml)

Vacutainer Nadelhalter (Adapter)

Vacutainer Safety-Lok Blutentnahmeset (21 G)

Vacutainer SST II Advance (Serumröhrchen)

Zellkultur-Pla琀琀en U-Boden (96-wells) 

2.1.3 Chemikalien und gebrauchsfer琀椀ge Lösungen

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und gebrauchsfer琀椀ge Lösungen

Chemikalie Hersteller

FACS Flow#/Rinse/Clean Solu}on

Histopaque - 1077 Hybri Max (Ficoll)
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Methanol

TRIS EDTA Pu昀昀er Lösung

True-Nuclear# 4X Fix-Konzentrat 

True-Nuclear# Fix-Verdünnungsmi琀琀el

Trypanblau-Lösung (0,4 %)

2.1.4 Medien und Zellkulturbestandteile

Tabelle 4: Verwendete Medien

Komponente Bezugsquelle

DMSO-Zell-Einfriermedium

DPBS – Dulbecco8s phosphate bu昀昀ered saline

GIBCO Fetales Kälberserum (FBS), quali昀椀ziert, 
Herkun昀琀: Brasilien

HEPES Bu昀昀er (1 M)

Humanes Serum, männlich, AB Plasma, hitzeinak}viert, 
steril ge昀椀ltert, Herkun昀琀: USA

Sigma-Aldrich, St. Louis

 L-Glutamin-Lösung, 200 mM 

RPMI 1640 Medium, ohne Glutamin

X-Vivo Medium
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Tabelle 5: Zusammensetzung des T-Zell-Isola琀椀onsmediums 

Bestandteile Konzentra琀椀onen

EDTA 0,2 %

Fetales Kälberserum 2 %

PBS 97,8 %

PBS = Phosphate Bu昀昀ered Saline. EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure.

Tabelle 6: Zusammensetzung des RPMI-Basismediums 

Bestandteile Konzentra琀椀onen

L-Glutamin 1 % 

Hepes 1 % 

RPMI 1640 88 % 

(Humanes Serum 10 %)

Das jeweilige humane Serum (10 % des Gesamtvolumens) der Pa}enten bzw. Kontrollen wird anschließend 
zum RPMI-Basismedium hinzugefügt. Hepes = 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure. RPMI: 
Zellkulturmedium.

2.1.5 An琀椀körper

Tabelle 7: Humanreak琀椀ve An琀椀körper

An琀椀körper human Klon Konjugat Kennzeichnung                 Menge 
in µl

Ober昀氀ächenmarker-Panel 

CD3 

CD4
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CD5

CD8a

CD25

CD27 

CD45RA

CD69

CD95 (Fas)

CD127 (IL-7Rα)

CD197/CCR7

HLA-DR

Viability dye 1 : 100

pSTAT

An}-Hu Phospho-STAT1
(Tyr701)

An}-Hu/Mo Phospho-
STAT3 
(Tyr705)
An}-Hu/Mo Phospho-
STAT5
(Tyr694)
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HLA-DR

Übersicht der verwendeten humanreak}ven An}körper zur Bes}mmung der T-Zellphänotypen (Panel 2) und 
zur Untersuchung der T-Zell-Funk}on (pSTAT) inklusive Angabe des assoziierten Fluorochroms, des Klons, der 
verwendeten Menge je Well und der Bestell-/Referenznummer. CD= Cluster of Di昀昀eren琀椀a琀椀on.

2.1.6 Kits & S琀椀mulanzien

Tabelle 8: Verwendete Kits und S琀椀mulanzien

Produkt Hersteller

EasySep humanes CD4+-T-Zell-Isola}ons-Kit

CD = Cluster of Di昀昀eren琀椀a琀椀on. 

2.1.7 So昀琀ware

Tabelle 9: Verwendete So昀琀ware

So昀琀ware Hersteller

EndNote v. 20

FacsDiva# v. 9.0

FlowJo® v. 10.8.1

GraphPad PRISM v. 9

Microso昀琀 O昀케ce 365 v. 2304

Excel 2016

Für die Durchführung der Analyse und zur Gra昀椀kdarstellung benö}gte So昀琀ware. 
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2.2 Methoden
2.2.1 Studiendesign

2.2.2 Studienkollek琀椀v
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Ethikvotum 2019-423-KFogU, Charakterisierung der T-Zell-

Ak}vierung und Zytokinantwort bei Pa}enten mit Typ-1-Diabetes

2.2.3 Versuchsaufau

α

–

in Bezug 

auf Alter und Geschlecht mit den Pa}entenproben gematcht. Ziel war es, die Gruppen so 

zu matchen, dass sich ein vergleichbarer Median je Parameter (Alter bei Rekru}erung und 

BMI-Perzen}le) ergibt (s. Abb. 4a und 4b). 
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Abb. 1: Vergleich der Pa琀椀enten- und Kontrollgruppen-Charakteris琀椀ka

Dargestellt wird die Verteilung des Alters in Jahren bei Rekru}erung (a) sowie die Verteilung der BMI-
Perzen}le (b) für jeweils die T1D-Pa}enten- und Kontrollgruppe. Die Darstellung in Form von Violin-Plots zeigt 
den Median (dicke gestrichelte Linie), die Quar}le (dünne gestrichelte Linie) sowie das Minimum und 
Maximum (oberes und unteres Ende). Die Kontrollen (dunkelgraue Punkte) und Pa}enten (goldene Dreiecke) 
werden als Einzelwerte dargestellt. BMI= Body Mass Index. Angabe des p-Wertes über horizontalem Strich 
(Mann-Whitney-U Test).
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–

–

– –

Abb. 2: Graphische Darstellung des experimentellen Designs
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2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Isola琀椀on humaner T-Zellen aus dem peripheren Vollblut

Mit PBS verdünntem, heparinisiertem Vollblut 

(Verhältnis von 1:1) der Blutspendezentrale wurden zunächst mit Hilfe der Ficoll-

Trennlösung nach Herstellerangaben mononukleäre Zellen (PBMC) isoliert
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2.3.2 Kul琀椀vierung humaner T-Zellen 

–
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2.4 Bes琀椀mmung von intrazellulären- und Ober昀氀ächenmarkern 
2.4.1 Färbung der T-Zellen

– –

Zellen 

 an Tag 0 unmi琀琀elbar nach der Anreicherung gefärbt und durch昀氀usszytometrisch 

untersucht
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Jeder 

graphisch dargestellte Einzelwert beschreibt den gemessenen MFI-Wert des IL-7Rα für je 

eine Probandenprobe (Well mit Referenz-T-Zellen, welches in dem humanen Serum eines 

Probanden inkubiert ist). 

2.4.2 Durch昀氀usszytometrie 
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2.4.3 Datenanalyse und Ga琀椀ng-Strategie 

–

–

–

– – –
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Abb. 3: Ga琀椀ng-Strategie der zu untersuchenden Zielpopula琀椀onen

Zu Beginn wurden die Zell-Duplets unter Verwendung des Dot-Plots –mit Au昀琀ragung von FSC-A gegen FSC-H– 
ausgeschlossen, sodass nur die Singlets analysiert werden. Anschließend wurden die Lymphozyten basierend 
auf Größe (FSC-A) und Granularität (SSC-A) selek}ert. Dann wurden diejenigen Zellen, welche den Viability-
Farbsto昀昀 (Via-posi}v) aufnehmen (z. B. tote Zellen, Zelltrümmer) envernt. Schließlich wurde nach den CD4+-
T-Zellen (Cluster of Di昀昀eren琀椀a琀椀on) unter Ausschluss der CD8+ T-Zellen gegated. Mi琀琀els Ober昀氀ächenmarker-
Panel wurde dann der prozentuale Anteil (Häu昀椀gkeit) der jeweiligen naiven- und Gedächtniszellen an allen 
gezählten Events im Gate angegeben. Die Beispielzellen wurden mit der humanen Serumprobe von Proband 
Nr. 1 behandelt und wurden nach einem Tag gemessen. Abbildung aus der verwendeten FlowJo So昀琀ware.  
FSC-A = forward sca琀琀er area, FSC-H = forward sca琀琀er height, SSC-A = sideward sca琀琀er area.

Abb. 4: Ga琀椀ng-Strategie der pSTAT-Moleküle

                       

mi琀琀els Serumprobe von Proband Nr. 1

M I von pSTAT 1 3   5
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2.5 Sta琀椀s琀椀sche Auswertung

Dunn9s multiple comparison

< 0,05

< 0,05 festgelegt. Die graphische Darstellung 

der Daten erfolgte ebenfalls mithilfe der So昀琀ware GraphPad Prism in Form von 

vergleichenden Säulendiagrammen (Mediandarstellung, Antennen (Whiskers) umfassen 

das 95-prozen}ge Kon昀椀denzintervall) mit symbolischer Einzelwertdarstellung (Bu昀昀y Coat 

(BC) 1: Kreis, BC 2: Dreieck, BC 3: Quadrat). In den Korrela}onen werden die Einzelwerte 

der Kontrollen als Kreise und diejenigen der T1D-Pa}enten als Quadrate abgebildet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Klinische Daten der Pa琀椀enten- und Kontrollgruppe 

Die Studienkohorte kann anhand verschiedener Parameter beschrieben werden, welche bei 

der Rekru}erung erhoben wurden. Diese Parameter bzw.  Gruppencharakteris}ka, wurden 

zu Übersichtszwecken in der folgenden Tabelle Nr. 10 aufgeführt. Die Gruppengrößen 

stehen in einem 1:1-Verhältnis und die Geschlechterverteilung ist zwischen beiden 

Gruppen ausgewogen. Zudem beginnt das Rekru}erungsalter im Kleinkindalter und endet 

in beiden Gruppen bei 17 Jahren. Der Mi琀琀elwert des Rekru}erungsalters variiert zwischen 

beiden Studiengruppen um ein Lebensjahr. Weiterhin liegt der Median der BMI-Perzen}len 

in der T1D-Gruppe etwas höher als in der Kontrollgruppe und weist eine geringere 

Spannbreite auf. Das mediane Alter bei Erkrankungsbeginn beträgt 7,3 Jahre und der 

mediane HbA1c-Wert beträgt 7,7 %. De昀椀ni}onsgemäß beträgt die Erkrankungsdauer bei 

Longterm-Pa}enten mind. ein Jahr, sodass der Bereich der Erkrankungsdauer zwischen ein 

und 13 Jahren liegt.

Tabelle 10: Darstellung des Studienkollek琀椀vs

T1D-Patienten

Größe der Studienkohorte, n 30 30

Alter bei Rekrutierung, Jahre (Bereich)
Mittelwert: 

12,5 (4-17) 11,5 (5-17)

Geschlecht (männlich/weiblich) 14/16 14/16

BMI-Perzentilen (Bereich) 78,5 (16-98) 69 (7-99)

Alter bei Erkrankungsbeginn (Bereich) 7,3 (1-12) /

HbA1c in  % (Bereich) 7,7 (6,3-10,3) /

Erkrankungsdauer (Bereich) 3,7 (1-13) /

Die Tabelle zeigt den Wert bzw. Median verschiedener Parameter für jeweils die T1D-Pa}enten- und 
Kontrollgruppe sowie das Minimum und Maximum in Klammern. Die Parameter umfassen die Größe der 
Studienkohorte, das Alter bei Rekru}erung in Jahren, das Geschlecht, die BMI-Perzen}le, das Alter bei 
Erkrankungsbeginn, den HbA1c in  % sowie die Erkrankungsdauer in Jahren. n = Anzahl. BMI = Body Mass 
Index. HbA1c = prozentualer Anteil des glykierten Hämoglobins.



41

3.2 Ein昀氀uss von T1D-Serumfaktoren auf die IL-7Rα-Expression
3.2.1 Seruminduzierte IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen im Zeitverlauf 

Die Expression des IL-7R ist stark reguliert und wird von Serumfaktoren beein昀氀usst. Unklar 

ist, ob ein verändertes Serumpro昀椀l beim T1D Auswirkungen auf das Expressionsniveau des 

IL-7R auf CD4+-T-Zellen hat. Die dahingehende Untersuchung erfolgte in mehreren, 

aufeinander aufauenden Schri琀琀en.

In einem ersten Schri琀琀 untersuchten wir die seruminduzierte IL-7Rα-Expression auf CD4+-

T-Zellen im Zeitverlauf des Experiments. Der IL-7Rα zeigte eine starke Regula}on auf CD4+-

T-Zellen in vitro in Präsenz von humanem Serum.  Der IL-7Rα wies eine signi昀椀kant höhere 

Expression am ersten Tag im Vergleich zum ex vivo Zeitpunkt (p < 0,0001; Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 5) und auch am dri琀琀en Tag im Vergleich zum ersten Tag (p < 

0,0001; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 5) auf. Folglich führt die Inkuba}on von 

CD4+-T-Zellen in humanem Serum nach einigen Stunden zu einer – mehr oder weniger stark 

ausgeprägten – Erhöhung der IL-7Rα-Expression. Auch nach drei Tagen lässt sich teilweise 

ein Expressionsans}eg verzeichnen. 
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Abb. 5: Serum-induzierte IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen im Zeitverlauf

Ein昀氀uss der S}mula}on humaner CD4+-Referenz-T-Zellen mit humanem Serum von 30 gesunden Kontrollen 
und 30 T1D-Pa}enten auf die Expression vom IL-7Rα. Darstellung in Connected-Symbol-Plots und 
Einzelwertdarstellung in verschiedenfarbigen Symbolen (siehe Legende: grauer Kreis entspricht Bu昀昀y Coat 1; 
goldenes Dreieck steht für Bu昀昀y Coat 2; rostbraunes Viereck repräsen}ert Bu昀昀y Coat 3). Mean Flourescence 
Intensity (MFI) auf der y-Achse (lineare Skalierung), Zeitverlauf auf der x-Achse. Angabe des p-Wertes erfolgt 
über einem horizontalen Strich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).

3.2.2 Kohortenvergleich der IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen

Als nächsten Schri琀琀 führten wir zwischen der Pa}entenserum- und Kontrollserumgruppe 

einen Kohortenvergleich in Bezug auf die IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen durch, um 

den Serumein昀氀uss beider Gruppen auf die IL-7Rα-Expressionslevels auf Referenz-T-Zellen 

miteinander zu vergleichen. Ein Trend zu einer verringerten IL-7Rα-Expression in Gegenwart 

von T1D-Serum im Vergleich zu gesunden Serumkontrollen wurde an Tag 1 (p = 0,0767; 

Wilcoxon-Test, s. Abb. 6) und Tag 3 beobachtet (p = 0,2449; Wilcoxon-Test, s. Abb. 6). Bei 

Betrachtung der absoluten Di昀昀erenzwerte (Di昀昀erenz der IL-7Rα-MFI auf CD4+-Referenz-T-

α

Bu昀昀y Coat 2

 Bu昀昀y Coat 1

Bu昀昀y Coat 3
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Zellen zwischen Tag 1 und ex vivo bzw. zwischen Tag 3 und ex vivo; posi}ve Werte stehen 

für einen Expressionsans}eg und nega}ve Werte für einen Expressionsabfall) erkennt man 

eine Tendenz in Richtung von reduzierten posi}ven Di昀昀erenzwerten an Tag 1 in der T1D-

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, allerdings gibt es keine signi昀椀kanten Unterschiede 

an beiden Messtagen (p = 0,0767 (Tag 1),  p = 0,2449 (Tag 3); Wilcoxon-Test, s. Abb. 6). Es 

fand sich also eine Tendenz zu einer reduzierten in vitro Hochregula}on des IL-7Rα auf 

CD4+-Referenz-T-Zellen in der T1D-Serumgruppe.  

Abb. 6: Kohortenvergleich der IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen

Ein昀氀uss der Kul}vierung humaner CD4+-Referenz-T-Zellen in humanem Serum von je gesunden Kontrollen 
und T1D-Pa}enten auf a) die Expression des IL-7Rα und b) die absoluten Di昀昀erenzwerte der IL-7Rα-
Expression. Separate Darstellung des Medians für Tag 1 und Tag 3 in Säulendiagrammen mit 
Einzelwertdarstellung in verschiedenfarbigen Symbolen (siehe Legende: hellgrauer Kreis für gesunde Kontroll-
Serumprobe; dunkelgraues Quadrat für T1D-Serumprobe) und Whiskers, die das 95 %-Kon昀椀denzintervall 
anzeigen. Mean Flourescence Intensity (MFI) auf der y-Achse (lineare Skalierung), Zeitpunkte auf der x-Achse. 
Angabe des p-Wertes erfolgt über einem horizontalen Strich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).

3.2.3 IL-7Rα-Expression auf T-Zell-Memory-Subsets

In einem Folgeschri琀琀 di昀昀erenzierten wir die CD4+-T-Zellpopula}on in ihre Memory-Subsets, 

da bekannt ist, dass die einzelnen Memory-Subsets unterschiedliche IL-7Rα-

Expressionslevel aufweisen. Konseku}v können die hier vermutlich unterschiedlichen 

α

α

α

α
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Expressionslevel der einzelnen Subsets einen Ein昀氀uss auf das IL-7Rα-Expressionslevel der 

gesamten betrachteten CD4+-T-Zellpopula}on haben. Hierbei erfolgte noch keine 

Au昀琀eilung der Daten in eine Pa}enten- und Kontrollgruppe. Die Untergruppen scheinen 

sich in ihrer IL-7Rα-Expression teilweise zu unterscheiden. Der Median der IL-7Rα-

Expression war sowohl für Tag 1 als auch für Tag 3 in der naiven Zellpopula}on am 

niedrigsten, in den CM-Zellen etwas höher und in den EM-Zellen am höchsten (s. Abb. 7). 

Es zeigte sich kein signi昀椀kanter Unterschied zwischen der naiven und der Temra-

Untergruppe sowie an Tag 1 zwischen der CM- und Temra-Untergruppe. Folglich 

unterscheiden sich die einzelnen Subsets in ihrer jeweiligen IL-7Rα-Expression, sodass ein 

Ein昀氀uss der CD4+-T-Zell-Komposi}on aus naiven/Memory-Subsets auf die IL-7Rα-

Expression von CD4+-T-Zellen vermutet wird. 

Abb. 7: Expression vom IL-7Rα auf T-Zell-Memory-Subsets

Ein昀氀uss der Kul}vierung von T-Zell-Memory-Subsets in humanem Serum von gesunden Kontrollen und T1D-
Pa}enten auf die Expression vom IL-7Rα. Darstellung für je Tag 1 und Tag 3 in Violin-Plots mit 
Einzelwertdarstellung in verschiedenfarbigen Symbolen sowie Abbildung des jeweiligen Medians als 
horizontale schwarze Linie. Mean Flourescence Intensity (MFI) auf der y-Achse (lineare Skalierung), 
Zellpopula}onen auf der x-Achse. CM: Central Memory, EM: E昀昀ector Memory, Temra: Terminally 
di昀昀eren琀椀ated e昀昀ector memory.  Der Dunn9s mul琀椀ple comparison-Test wurde zum gegensei}gen Vergleich der 
Gruppen verwendet. Angabe des p-Wertes erfolgt über einem horizontalen Strich.
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3.2.4 Kohortenunterschiede in der Zusammensetzung der T-Zell-Memory-
Subsets 

Da wir vermuteten, dass die unterschiedlichen IL-7Rα-Expressionslevels der CD4+-T-Zellen 

zwischen den beiden Kohorten von der Häu昀椀gkeitsverteilung der T-Zell-Memory-Subsets 

sowie ihren jeweiligen IL-7R Expressionslevels abhängig sind, verglichen wir die Kohorten 

auf die Zusammensetzung der T-Zell-Memory-Subsets. Die Häu昀椀gkeitsverteilung der T-Zell-

Memory-Subsets unterschied sich nicht signi昀椀kant zwischen der gesunden Kontroll- und 

T1D-Serumgruppe an Tag 1 sowie für die CM-, EM- und Temra-Zellpopula}on an Tag 3.  Es 

bildeten sich lediglich nicht-signi昀椀kante Tendenzen in Richtung einer reduzierten 

Zellhäu昀椀gkeit aller Subsets in der T1D-Gruppe an Tag 1. An Tag 3 war die Häu昀椀gkeit der 

naiven Zellpopula}on in der T1D-Gruppe signi昀椀kant niedriger (p = 0,0227; Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 8), doch gerade diese Zellpopula}on wies, wie oben 

beschrieben, das niedrigste IL-7Rα-Expressionsniveau auf, sodass die geringere naive 

Zellhäu昀椀gkeit nicht mit der unterschiedlichen IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen 

zwischen den beiden Kohorten assoziiert zu sein scheint.
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Abb. 8: Kohorten-Unterschiede in der Zusammensetzung der T-Zell-Memory-Subsets

Ein昀氀uss der Kul}vierung humaner CD4+-Referenz-T-Zellen in vitro mit humanem Serum von je gesunden 
Kontrollen und T1D-Pa}enten auf die Häu昀椀gkeitsverteilung der naiven und Gedächtnis-T-Zellen. Darstellung 
des Medians für je Tag 1 und Tag 3 pro Gruppe in Säulendiagrammen mit Einzelwertdarstellung in 
unterschiedlich gefärbten Symbolen siehe Legende (weiße Balken: gesunde Kontrollproben, dunkelgraue 
Balken: T1D-Proben; grauer Kreis: Bu昀昀y Coat 1; goldenes Dreieck: Bu昀昀y Coat 2; rostbraunes Quadrat: Bu昀昀y 
Coat 3) und Whiskers, die das 95 %-Kon昀椀denzintervall umfassen. Häu昀椀gkeiten (in  %) auf der y-Achse (lineare 
Skalierung), Zeitpunkte auf der x-Achse. Angabe des p-Wertes erfolgt über einem horizontalen Strich 
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Naiv: Naive T-Zellen, CM: Central Memory Cells, EM: E昀昀ector Memory Cells, 
Temra: Terminal T e昀昀ector memory cells.  
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3.2.5 IL-7Rα-Expression auf T-Zell-Memory-Subsets im Kohortenvergleich

Nachdem wir grundsätzlich Unterschiede in den IL-7Rα-Expressionslevels zwischen den 

Memory-Subsets feststellen konnten, unterteilten wir in einem Folgeschri琀琀 die Ergebnisse 

der IL-7Rα-Expressionslevels erneut in eine Pa}enten- und Kontrollgruppe für jedes 

einzelne Subset, um Unterschiede zwischen beiden Probandengruppen herauszu昀椀ltern. Die 

IL-7Rα-Expression auf den einzelnen T-Zell-Memory-Subsets unterschied sich par}ell 

zwischen der gesunden Kontroll- und der T1D-Pa}enten-Serumgruppe. Die EM-Subset (an 

Tag 1: p = 0,0035, Tag 3: p = 0,0426; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 9) und die 

Temra-Subset (an Tag 3: p = 0,0384; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 9) wiesen 

jeweils eine signi昀椀kant reduzierte CD127-Expression in der T1D-Gruppe auf.  Generell 

bestand die Tendenz einer reduzierten IL-7Rα-Expression auf allen T-Zell-Subsets in der T1D-

Serumgruppe sowohl an Tag 1 als auch an Tag 3, mit Ausnahme der CM-Popula}on an Tag 

1, welche eine tendenziell erhöhte Expression in der T1D-Gruppe zeigte. Zusammenfassend 

führte die Inkuba}on von CD4+-T-Zellen in humanem Serum zu signi昀椀kant reduzierten IL-

7Rα-Expressionsleveln in den EM- und Temra-Subsets der T1D-Pa}entenserumgruppe, 

welche mit der insgesamt reduzierten IL-7Rα-Expression in der CD4+-T-Zellpopula}on der 

T1D-Kohorte assoziiert zu sein scheinen. 
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Abb. 9: IL-7Rα-Expression auf T-Zell-Memory-Subsets im Kohortenvergleich

Ein昀氀uss der Kul}vierung humaner CD4+-Referenz-T-Zellen in vitro mit humanem Serum von je gesunden 
Kontrollen und T1D-Pa}enten auf die IL-7Rα-Expression der naiven und Gedächtnis-T-Zellen. Darstellung des 
Medians für je Tag 1 und Tag 3 pro Gruppe in Säulendiagrammen mit Einzelwertdarstellung in unterschiedlich 
gefärbten Symbolen (siehe Legende: hellgraue Kreise für gesunde Kontrollproben, dunkelgraue Quadrate für 
T1D-Proben) und Whiskers, die das 95 %-Kon昀椀denzintervall umfassen. Mean Fluorescence Intensity (MFI) auf 
der y-Achse (lineare Skalierung), Zeitpunkte auf der x-Achse. Angabe des p-Wertes erfolgt über einem 
horizontalen Strich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Naiv: Naive T-Zellen, CM: Central Memory Cells, EM: 
E昀昀ector Memory Cells, Temra: Terminal T e昀昀ector memory cells.

α α

α α
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Um zu bes}mmen, ob es sich um eine Hoch- bzw. Herabregula}on des IL-7Rα handelt und 

um den An- bzw. Abs}eg der IL-7Rα-Expressionslevel zu quan}昀椀zieren, verglichen wir die 

absoluten Di昀昀erenzwerte der IL-7Rα-Expression der T-Zell-Memory-Subsets miteinander. 

Der absolute Di昀昀erenzwert der IL-7Rα-Expression der einzelnen T-Zell-Memory-Subsets 

zwischen den Zeitpunkten ex vivo (ohne Seruminkuba}on) und Tag 1 bzw. Tag 3 unterschied 

sich teilweise zwischen der gesunden Kontroll- und der T1D-Pa}enten-Serumgruppe. Es 

zeigten sich T1D-seruminduzierte Veränderungen in den EM-, Temra- und CM-Subsets, 

welche jeweils eine signi昀椀kant reduzierte Di昀昀erenz der IL-7Rα-Expression aufwiesen (EM 

an Tag 1: p = 0,0035; Temra an Tag 3: p = 0,0384; CM an Tag 3: p = 0,0491; Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test, s. Abb. 10). Die Di昀昀erenzwerte der IL-7Rα-Expressionslevel der 

jeweiligen Subsets be昀椀nden sich im posi}ven Zahlenbereich, was im Zeitverlauf als 

Hochregula}on des IL-7Rα in allen Subsets gewertet werden kann. Zusammenfassend 

sprechen die reduzierten Di昀昀erenzwerte für eine reduzierte Hochregula}on und nicht für 

eine Herabregula}on des IL-7-Rezeptors in den entsprechenden Subsets der T1D-Gruppe, 

sodass das T1D-Pa}entenserum eher eine abgeschwächte Fähigkeit zur IL-7Rα-

Hochregula}on aufweist.
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Abb. 10: Absolute Di昀昀erenzen der IL-7Rα-Expression der T-Zell-Memory-Subsets im Vergleich   

Ein昀氀uss der Kul}vierung humaner CD4+-Referenz-T-Zellen in vitro mit humanem Serum von je gesunden 
Kontrollen und T1D-Pa}enten auf die absoluten Di昀昀erenzwerte der IL-7Rα-Expression der T-Zell-Memory-
Subsets zwischen den Zeitpunkten ex vivo und Tag 1 bzw. ex vivo und Tag 3. Darstellung des Medians für je 
Tag 1 und Tag 3 pro Gruppe in Säulendiagrammen mit Einzelwertdarstellung in unterschiedlich gefärbten 
Symbolen siehe Legende (weiße Balken: gesunde Kontrollproben, dunkelgraue Balken: T1D-Proben und 
Whiskers, die das 95 %-Kon昀椀denzintervall umfassen. Absolute Di昀昀erenz der Mean Fluorescence Intensity (MFI) 
auf der y-Achse (lineare Skalierung), Zeitpunkte auf der x-Achse. Angabe des p-Wertes erfolgt über einem 
horizontalen Strich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Ex vivo: ohne Seruminkuba}on. Naiv: Naive T-Zellen, 
CM: Central Memory Cells, EM: E昀昀ector Memory Cells, Temra: Terminal T e昀昀ector memory cells. 
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3.3 Ein昀氀uss von T1D-Serumfaktoren auf die STAT-Phosphorylierung 
in CD4+-T-Zellen 

3.3.1 STAT-vermi琀琀elte Signaltransduk琀椀on

Parallel untersuchten wir die funk}onelle Bedeutung der phänotypischen Veränderungen 

auf CD4+-T-Zellen mi琀琀els einer Analyse der Phosphorylierung von intrazellulären STAT-

Proteinen in der CD4+-Referenz-T-Zellpopula}on. Es sollte analysiert werden, ob 

Veränderungen in der Expression von Zytokin-Rezeptoren einen Ein昀氀uss auf die STAT-

Phosphorylierung haben. Daher wurde erst nach Unterschieden in der Phosphorylierung 

der STAT-Proteine zwischen der Kontroll- und der T1D-Pa}entenserumgruppe gesucht. 

Abb. 11: Expressionslevel von phosphorylierten STAT-Proteinen im Vergleich

Ein昀氀uss der Kul}vierung humaner CD4+-Referenz-T-Zellen in vitro mit humanem Serum von je gesunden 
Kontrollen und T1D-Pa}enten auf die Phosphorylierung von STAT-Proteinen an Tag 1. Darstellung in 
Connected-Symbol-Plots mit Einzelwertdarstellung in unterschiedlich gefärbten Symbolen (weiße Kreise: 
gesunde Kontrollserumproben, dunkelgraue Dreiecke: T1D-Serumproben). Mean Fluorescence Intensity (MFI) 
auf der y-Achse (lineare Skalierung), Probandengruppe auf der x-Achse. Angabe des p-Wertes erfolgt über 
einem horizontalen Strich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). pSTAT: phosphorylated Signal Transducers and 
Ac琀椀vators of Transcrip琀椀on. 

Hierfür verglichen wir in vitro die Expressionslevels der intrazellulären phosphorylierten 

STAT-Proteine 1, 3 und 5 zwischen der Kontroll- und der T1D-Pa}entenserumgruppe, da 

diesen spezi昀椀schen Proteinen eine wich}ge Rolle im JAK-STAT-Signalweg von IL-7 

zugeschrieben wurde [[32], [185], [113]].  Die pSTAT3-Expressionslevel zeigten eine 
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signi昀椀kante Reduk}on in der T1D-Serumgruppe (p = 0,0043; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-

Test, s. Abb. 11), wohingegen die Proteine pSTAT1 und pSTAT5 sich nicht zwischen den 

beiden Gruppen unterschieden.

3.3.2 Korrela琀椀on von pSTAT3 mit IL-7Rα

Da pSTAT3 eine signi昀椀kante Reduk}on des Expressionsniveaus zeigte, wurde dieses Protein 

anschließend mit den veränderten Zytokinrezeptor-Expressionslevels korreliert.  Es zeigte 

sich keine signi昀椀kante Korrela}on zwischen den Expressionslevels von pSTAT3 und IL-7Rα 

an Tag 1 bzw. Tag 3 sowohl bei der gemeinsamen (Tag 1: p = 0,366, r = 0,1188; Tag 3: p = 

0,74, r = –0,04; s. Abb. 12) als auch bei der – in Kontroll- und T1D-Pa}entenserumgruppe – 

separierten sta}s}schen Analyse (Tag 1 gesunde Kontrollen: p = 0,185, r = 0,2485; T1D-

Pa}enten: p = 0,95, r = –0,01; Tag 3 gesunde Kontrollen: p = 0,88, r = 0,026; T1D-Pa}enten: 

p = 0,47, r = –0,135; s. Abb. 12). Daher ließ sich kein Zusammenhang zwischen dem pSTAT3-

vermi琀琀elten Signalweg und der reduzierten IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen in der 

T1D-Kohorte nachweisen. 

 

        

Abb. 12: Korrela琀椀on von pSTAT3 mit der IL-7Rα-Expression im Vergleich

Korrela}on der Expressionslevels von pSTAT3 mit der IL-7Rα-Expression an Tag 1 bzw. Tag 3 nach Koinkuba}on 
mit humanem Serum. Einzelwertdarstellung in unterschiedlich gefärbten Symbolen siehe Legende (hellgraue 
Kreise: gesunde Kontrollserumproben, braune Quadrate: T1D-Serumproben). Mean Fluorescence Intensity 
(MFI) vom IL-7Rα auf der y-Achse (lineare Skalierung), MFI von pSTAT3 auf der x-Achse (lineare Skalierung). 
Darstellung der Rangkorrela}onskoe昀케zienten R nach Spearman und der p-Werte in Boxen für jeweils die 

α α
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gemeinsame und getrennte sta}s}sche Analyse beider Probandengruppen. pSTAT: phosphorylated Signal 
Transducers and Ac琀椀vators of Transcrip琀椀on.

Schließlich korrelierten wir pSTAT3 mit den absoluten Di昀昀erenzwerten der IL-7Rα-

Expressionslevels. Es stellte sich ebenfalls keine signi昀椀kante Korrela}on zwischen den 

absoluten Di昀昀erenzwerten der Expressionslevels des IL-7Rα und den Expressionslevels von 

pSTAT3 an Tag 1 bzw. Tag 3 sowohl bei der gemeinsamen (Tag 1: p = 0,413, r = 0,108; Tag 3: 

p = 0,845, r = –0,026; s. Abb. 13) als auch der – in Kontroll- und T1D-Pa}entenserumgruppe 

– separierten sta}s}schen Analyse (s. Abb. 13) dar. Folglich scheint die reduzierte pSTAT3-

Expression nicht mit den reduzierten posi}ven Di昀昀erenzwerten des IL-7-Rezeptors der 

CD4+-Referenz-T-Zellpopula}on in der T1D-Serumgruppe assoziiert zu sein. Es muss daher 

noch iden}昀椀ziert werden, welche Faktoren für die niedrigere pSTAT3-Expression in der T1D-

Serumgruppe verantwortlich sind. 

                

Abb. 13: Korrela琀椀on von pSTAT3 mit der Di昀昀erenz der IL-7Rα-Expression im Vergleich

Korrela}on der Expressionslevels von pSTAT3 mit den absoluten Di昀昀erenzwerten (∆) der IL-7Rα-Expression an 
Tag 1 bzw. Tag 3 nach Koinkuba}on mit humanem Serum. Einzelwertdarstellung in unterschiedlich gefärbten 
Symbolen siehe Legende (hellgraue Kreise: gesunde Kontrollserumproben, braune Quadrate: T1D-
Serumproben). Absolute Di昀昀erenz der Mean Fluorescence Intensity (MFI) von IL-7Rα auf der y-Achse (lineare 
Skalierung), MFI von pSTAT3 auf der x-Achse (lineare Skalierung). Darstellung der 
Rangkorrela}onskoe昀케zienten R nach Spearman und der p-Werte in Boxen für jeweils die gemeinsame und 
getrennte sta}s}sche Analyse beider Probandengruppen. Ex vivo: ohne Seruminkuba}on. pSTAT: 
phosphorylated Signal Transducers and Ac琀椀vators of Transcrip琀椀on. 
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4 Diskussion
4.1 Anwendungen des Serum-Assays: Untersuchung des Ein昀氀usses 

einer krankheitsspezi昀椀schen Serumsignatur auf den Immunzell-
Phänotyp

Der in dieser Studie verwendete in vitro Serum-Assay fand bereits Anwendung in einigen 

weiteren Studien und wurde entsprechend an das jeweilige Studiendesign modi昀椀ziert. 

Diese Studien haben mithilfe des Serum-Assays versucht, den Ein昀氀uss einer 

krankheitsspezi昀椀schen Serumsignatur auf den Immunzell-Phänotyp zu bes}mmen. 

Inkuba}onsdauer, Kulturmedium, Serumursprung, Serumanteil und die Art der isolierten 

Zellen können variieren. Die hiesige Verwendung eines zehnprozen}gen Serumanteils ist 

angelehnt an die ursprüngliche experimentelle Durchführung des Serum-Assays von 

Kleinhenz et al. [182], welche zehnprozen}ges hitzeinak}viertes gepooltes menschliches 

Serum und Tuberkulose-Plasma  (TB-Plasma) verwendet haben, um die supprimierende 

Wirkung des TB-Plasmas auf die Lymphozytenantwort zu untersuchen. Auf diesem 

Fundament basieren einige Verö昀昀entlichungen meiner Arbeitsgruppe, welche den Ein昀氀uss 

von TB-Plasma/-Serum auf T-Zellen bzw. Monozyten untersucht haben und unter anderem 

herausfanden, dass Serumproben von TB-Pa}enten die IL-7Rα-Expression in humanen 

Monozyten verstärken  und dass das Plasma-Milieu potenzielle Auswirkungen auf den 

Monozyten-Phänotyp und die -Funk}on in akuter Tuberkulose haben kann [186]. 

Schließlich gelangen wir damit zur aktuellen Fragestellung, bei welcher der Ein昀氀uss von 

humanem T1D-Serum auf den T-Zellphänotyp untersucht werden soll.  

4.2 Ein昀氀uss des Serums auf naive und Memory-Subsets

Zahlreiche Studien fokussieren sich auf Veränderungen in den naiven und Gedächtnis-T-

Zellpopula}onen bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen. Die naiven T-Zellen 

verringern sich nach An}gen-S}mula}on durch Di昀昀erenzierungen. Es ist daher 

wahrscheinlich, dass die naive Zellzahl unter Immunstress wie dem Au昀琀reten einer 

Autoimmunerkrankung reduziert wird. Andererseits sollten Gedächtniszellen in diesem 

Kontext zunehmen. Die Serumpräsenz im Versuch führte zu nicht-signi昀椀kanten Tendenzen 

in Richtung einer reduzierten Zellhäu昀椀gkeit aller Gedächtniszell-Untergruppen in der T1D-
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Gruppe an Tag 1. Die Häu昀椀gkeit der naiven Zellpopula}on in der T1D-Gruppe war an Tag 3 

signi昀椀kant niedriger. Unsere Ergebnisse bestä}gen die Hypothesen also nur zum Teil. 

Vorarbeiten haben beschrieben, dass naive T-Zell-Häu昀椀gkeiten einen Trend in Richtung 

Reduk}on in T1D-Pa}enten zeigten [47, 187]. Zudem wurde der rela}ve Anteil an zentralen 

T-Gedächtniszellen an allen T-Gedächtniszellen in New-Onset-T1D-Pa}enten im Gegensatz 

zu Gesunden als signi昀椀kant niedriger beschrieben [24]. Ma琀琀eucci et al. beschrieben 

ebenfalls, dass die zentralen T-Gedächtniszellen in T1D-Pa}enten reduziert sind [47]. 

Andererseits werden auch erhöhte (E昀昀ektor- [35]) T-Gedächtniszellen in der T1D-Gruppe 

beschrieben , was die Bedeutung der An}gen-erfahrenen T-Gedächtniszellen 

hervorhebt. Die konstante Präsenz des Selbstan}gens in Autoimmunerkrankungen wie T1D 

könnte die Transi}on von TCM zu TEM triggern, sodass sich die TEM zur dominanten 

Untergruppe der T-Gedächtniszellen entwickeln könnten [188] und eine erhöhte TEMRA-

Zellzahl infolge einer Akkumula}on erklären [47]. 

4.3 Ein昀氀uss des Serums auf die IL-7R-Expression

Vorarbeiten meiner Arbeitsgemeinscha昀琀 [151] haben erhöhte IL-7Rα-Expressionslevels 

(CD127) in CD4+-T-Zellen in T1D-Pa}enten im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

beschrieben. Um herauszu昀椀nden, ob dieser Unterschied in der in vivo Expression 

seruminduziert ist, wurde anhand des bereits beschriebenen in vitro Serum-Assays die IL-

7Rα-Expression auf Referenz-T-Zellen nach ein- bzw. dreitägiger Koinkuba}on in T1D-

Pa}enten- und Kontroll-Serum analysiert. 

IL-7R-Expression im Zeitverlauf                                                    

Zunächst wurde das seruminduzierte IL-7Rα-Expressionsniveau im Zeitverlauf dargestellt. 

Dieser zeigte eine stark unterschiedliche Regula}on auf CD4+-Referenz-T-Zellen in vitro in 

Präsenz von – aus T1D-Pa}enten und gesunden Kontrollen stammenden – Seren. Der IL-

7Rα wurde nach eintägiger Inkuba}on in den verschiedenen humanen Seren größtenteils 

hochreguliert, das Ausmaß der Hochregula}on unterschied sich jedoch zwischen den 

individuellen Seren. Das Serumpro昀椀l der verschiedenen Spender ist individuell einzigar}g 

und kann somit zu Unterschieden in der IL-7Rα-Expression führen. Der IL-7Rα wird nach 
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regulärer T-Zell-Ak}vierung herabreguliert und im Anschluss daran von bes}mmten 

di昀昀erenzierten T-Zellen reexprimiert [32]. Es ist zu disku}eren, welche Serumfaktoren 

spezi昀椀sch dafür verantwortlich sind, die von uns beobachtete Beein昀氀ussung der IL-7Rα-

Regula}on von CD4+-T-Zellen hervorzurufen. Bekannt ist, dass die im Serum be昀椀ndlichen 

Zytokine wie z. B. Typ-1-Interleukine und TNF-α proin昀氀ammatorische Eigenscha昀琀en 

aufweisen. Eine Studie unserer Arbeitsgruppe konnte diesbezüglich zeigen, dass 

Serumproben von an Tuberkulose erkrankten Pa}enten in der Lage waren, die IL-7Rα-

Expression auf Monozyten hochzuregulieren [189].  Zudem konnten sie spezi昀椀sche 

Serumzytokine, wie z. B. IL-1β und TNF-α, iden}昀椀zieren, welche die Expression von IL-7Rα 

auf Monozyten induzieren [189]. 

IL-7R-Expression auf CD4+-T-Zellen im Vergleich                                                                                  

Der von uns beobachtete Trend in Richtung einer reduzierten IL-7Rα-Expression in der 

Präsenz von T1D-Serum im Vergleich zum Serum gesunder Kontrollen deutet nicht darauf 

hin, dass T1D-Serumfaktoren für die von Seyfarth et al. beschriebene – verglichen mit 

gesunden Kontrollen – erhöhte IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen in T1D-Pa}enten 

verantwortlich sind [151]. Das T1D-Serum schien eher eine reduzierte Fähigkeit zu haben, 

den IL-7Rα hochzuregulieren. Möglicherweise spielen hier gegenregulatorische E昀昀ekte des 

Serums eine Rolle, die es noch zu iden}昀椀zieren gilt.  

Kontroverserweise zeigten die Untersuchungen von Moniuszko et al. gegensätzliche 

Ergebnisse. Hier sind die IL-7R-Expressionslevel in Langzeit-T1D-Pa}enten nämlich reduziert 

gewesen [86]. Dies kann zumindest teilweise durch die Anhäufung von Tregs erklärt werden, 

welche niedrige bis nega}ve IL-7R-Expressionslevel aufweisen [94, 190]. 

–

α
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 IL-7R-Expression auf T-Zell-Memory-Subsets

Bekanntermaßen exprimieren alle naiven- sowie die Mehrheit der CD4+-Gedächtnis-T-

Zellen den IL-7Rα. Ein niedriges Expressionslevel zeigt sich in Tregs [95] sowie in zwei 

spezi昀椀schen Subpopula}onen der T-Gedächtniszellen [194, 195]. T-Gedächtniszellen 

hingegen exprimieren hohe IL-7R-Expressionslevel, welche in Voruntersuchungen als 

ähnlich [96] oder niedriger im Vergleich zu naiven T-Zellen beschrieben wurden [196]. 

Gegensätzlich dazu war die IL-7Rα-Expression in unserem Serum-Assay in der naiven 

Zellpopula}on am niedrigsten und in der EM-Zellpopula}on am höchsten. Serumfaktoren 

wie proin昀氀ammatorische Zytokine könnten hierbei eine wich}ge Rolle spielen, indem sie 

das IL-7-Signalling beein昀氀ussen, welches einen wich}gen Beitrag zur IL-7R-Regula}on 

leistet. Nguyen et al. beschrieben beispielsweise, dass TGF-β keinen Ein昀氀uss auf das IL-7R-

Signalling in T-Gedächtniszellen hat, wohingegen das Signalling in naiven T-Zellen selek}v 

gesteigert wurde [180]. Das Serumpro昀椀l kann also einen Ein昀氀uss auf die unterschiedliche 

IL-7R-Expression der naiven und Gedächtnis-T-Zellen haben. 

Das Serum der T1D-Probandengruppe induzierte nach ein bzw. drei Tagen eine reduzierte 

Expression des IL-7Rα auf EM- und Temra-T-Zellen. Dies weist darauf hin, dass im T1D-

Serum potenziell Faktoren vorhanden sind, welche die IL-7Rα-Expression bzw. -

Hochregula}on beeinträch}gen können. Es könnte sich auch um einen Mangel an, für die 

Expression benö}gten, Serumfaktoren oder um gesteigerte, die Hochregula}on 

hemmende, Faktoren handeln.  Es wurden einige Faktoren beschrieben, welche die 

Expression des IL-7R regulieren bzw. beein昀氀ussen können.  Darunter gehört z. B. T-bet, bei 

welchem es sich um einen transkrip}onellen Repressor der IL-7R-Expression handelt  [197]. 

Im Kontrast dazu erhöhen die PU.1- und GA-Bindeprotein (GABP)-Transkrip}onsfaktoren 

die IL-7Rα-Expression [77]. Einer der wich}gsten Faktoren jedoch ist das namensgebende 

Zytokin IL-7, welches direkt an den Rezeptor bindet. Hohe Konzentra}onen an IL-7 in vitro 

führen zu einer raschen Senkung der IL-7R-Ober昀氀ächenexpression [198]. Ähnliche 

Beobachtungen wurden auch in murinen T-Zell-Tiermodellen beobachtet [87]. Park et al. 

zeigten, dass die Envernung von murinen T-Zellen aus ihrer zytokinreichen in vivo 

Umgebung zu einem deutlichen Ans}eg der IL-7Rα-Ober昀氀ächenexpression sowie der 
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mRNA-Level führte [87]. Die externe Gabe von IL-7 führte anschließend zu einer starken 

Reduk}on von IL-7Rα sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene.  Es scheint, dass es sich 

um einen spezi昀椀schen E昀昀ekt auf die IL-7Rα-mRNA handelt, da die γc-mRNA-Level 

unverändert blieben [87]. Ursächlich hierfür ist bei CD8+ T-Zellen, jedoch nicht bei CD4+-T-

Zellen, wahrscheinlich die IL-7-induzierte Hochregula}on des Transkrip}onsrepressors 

Growth-factor independent 1 (GFI1), welcher das – unter physiologischen Bedingungen – 

limi}erte IL-7 indirekt reguliert [199]. Die beobachteten in vitro IL-7-E昀昀ekte sind auf die in 

vivo Situa}on übertragbar, denn mithilfe von IL-7-neutralisierenden monoklonalen 

An}körpern konnte gezeigt werden, dass endogenes murines IL-7 die IL-7R-Expression auf 

in vivo T-Zellen unterdrückt [87]. Folglich könnten erhöhte IL-7-Expressionslevel im T1D-

Serum (wie sie bei Langzeit-T1D-Pa}enten beschrieben worden sind [141]) und eine IL-7-

induzierte Transkrip}onshemmung ein Erklärungsansatz dafür sein, dass in der T1D-

Serumgruppe in vitro eine eingeschränkte IL-7R-Hochregula}on beobachtet wurde. In vivo 

hingegen spielt der Verbrauch des limi}erten IL-7 durch die miteinander konkurrierenden 

Popula}onen des T-Zell-Spektrums bei der Interpreta}on von Beobachtungen eine 

besondere Rolle. Dieser Aspekt ist nicht unerheblich, um die in vivo erhöhten IL-7R-

Expressionslevel auf CD4+-T-Zellen in T1D-Pa}enten [151] zu deuten. 

Darüber hinaus sind die Zytokine IL-2, IL-4, IL-6 und IL-15, die das Überleben fördern, 

ebenfalls von Bedeutung. Sie reduzieren den Gehalt an IL-7Rα-mRNA in primären T-Zellen 

durch Transkrip}onshemmung [87]. Hierdurch scheint die Größe des peripheren T-Zell-

Pools während der andauernden Konkurrenz zwischen naiven T-Zellen um limi}ertes IL-7 

maximiert zu werden [87]. Das Zytokin TNF-α scheint den IL-7R in T-Zellen hingegen 

hochzuregulieren [87]. Darüber hinaus kann die therapeu}sche Behandlung von T1D-

Pa}enten in Form von monoklonalen An}körpern [200] bzw. einer externen Zytokingabe 

ebenfalls Ein昀氀uss auf die Expression von Ober昀氀ächenmarkern bzw. den Phänotyp von T-

Zellen nehmen [200, 201]. 
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4.4 Ein昀氀uss des Serums auf die STAT-Phosphorylierung

Begleitend wurden T-Zell-Signalwege analysiert, um die zugrundeliegenden Mechanismen 

der Serume昀昀ekte auf T-Zellen zu beleuchten. Hierzu wurde die STAT-vermi琀琀elte Zytokin-

Signaltransduk}on untersucht. Die pSTAT3-Expressionslevel zeigten eine signi昀椀kante 

Reduk}on in der T1D-Serumgruppe. Ursächlich könnten Serumfaktoren in T1D-Pa}enten 

sein, welche eine Hochregula}on nega}v beein昀氀ussen bzw. kompensieren, oder es könnte 

sich um einen Mangel an spezi昀椀schen Faktoren handeln, welche für die Aufrechterhaltung 

eines Standard-Expressionslevels, beispielsweise über permanente S}mula}on, benö}gt 

werden.  Zudem zeigte sich keine signi昀椀kante Korrela}on zwischen den Expressionslevels 

von pSTAT3 und dem IL-7Rα, sowohl als absolute MFI-Werte als auch als Di昀昀erenzwerte. 

Die Expression der allgemeinen Gamma-Ke琀琀e – welche gemeinsam mit dem IL-7Rα den IL-

7R-Heterodimer bildet – könnte hierbei eine Rolle spielen. Daher ist noch unklar, welche 

Faktoren für die reduzierte pSTAT3-Expression in der T1D-Gruppe verantwortlich sind. Die 

unterschiedlichen Zytokinexpressionslevel in den Seren von T1D-Pa}enten sowie gesunden 

Kontrollen könnten eine erhebliche Rolle in der Regula}on von Transkrip}onsfaktoren 

spielen. Bekannt ist, dass IL-2, IL-6, IL-10 und IL-21 sowie TGF-β zu den wich}gsten 

Zytokinen gehören, welche die JAK-STAT-3-Kaskade ak}vieren [69]. 

Assozia}onen zwischen den STAT-Proteinen sowie dem T1D wurden mehrfach beschrieben. 

Pirot et al. haben unter anderem zusammengefasst, dass im Serum be昀椀ndliche Zytokine wie 

INF-γ den Transkrip}onsfaktor STAT-1 ak}vieren [202], was zur funk}onellen 

Beeinträch}gung und folglich zur Apoptose von Beta-Zellen führen kann [203]. 

Dementsprechend wurde beobachtet, dass die Blockade von STAT-1, dem Hauptsignalweg 

von INF-γ, auf Beta-Zell-Ebene vor Streptozotocin-induziertem Diabetes schützen kann 

[204]. STAT1 – und unter bes}mmten Bedingungen auch STAT3 – übermi琀琀eln anscheinend 

pro-apopto}sche Signale, wohingegen STAT3 sowie STAT5 mit der Förderung des Zell-

Überlebens assoziiert werden [202]. Weiterhin gibt es monogene}sche 

Immundysregula}onssyndrome, bei welchen der T1D eine der Autoimmunmanifesta}onen 

darstellt. Gain-of-func琀椀on-Muta}onen in STAT1 und STAT3 sowie ein STAT5b-Defekt werden 

beispielsweise mit einer erhöhten Empfänglichkeit für den T1D assoziiert [69]. 
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4.5 Limita琀椀onen der Methode 
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4.6 Schlussfolgerungen

Die Regula}on der IL-7Rα-Expression auf T-Zellen ist bereits gut untersucht worden, bisher 

jedoch nicht der Ein昀氀uss von Serum auf diese. Unsere entsprechenden in vitro 

Untersuchungen ergaben, dass sich in Anwesenheit von Serum eine höchst 

unterschiedliche Regula}on des IL-7Rα auf den Referenz-T-Zellen darstellt. Es wurde 

dargestellt, dass das Serum von Typ-1-Diabetes-Pa}enten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen zu einer schwächeren Expression des IL-7Rα auf Referenz-T-Zellen führt. Die 

Ergebnisse deuten somit nicht darauf hin, dass T1D-assoziierte Serumfaktoren für die zuvor 

beschriebene erhöhte IL-7Rα-Expression auf CD4+-T-Zellen beim T1D verantwortlich sind. 

Ganz im Gegenteil könnte das Serum von T1D-Pa}enten noch zu iden}昀椀zierende 

gegenregulatorische Faktoren enthalten, die eine erhöhte IL-7Rα-Expression beim T1D 

teilweise kompensieren. Darüber hinaus wiesen die mit Pa}entenseren koinkubierten 

Referenz-T-Zellen eine geringere STAT3-Phosphorylierung auf; eine Korrela}on mit dem IL-

7Rα-Expressionsniveau deckte keinen Zusammenhang auf. Folglich hat sich bestä}gt, dass 

Serum einen signi昀椀kanten Ein昀氀uss auf die Regula}on der IL-7Rα-Expression ausübt. Daher 

sollte das T1D-assoziierte, pathologische Serumpro昀椀l in zukün昀琀igen Studien eingehend 

untersucht werden, um Unterschiede in der Verteilung und den Serumspiegeln der 

Serumfaktoren zwischen gesunden Kontroll- und T1D-Serumproben zu bes}mmen. Dabei 

sollten potenzielle Schlüsselfaktoren iden}昀椀ziert werden, welche möglicherweise für die 

beobachteten Ergebnisse verantwortlich sind. 
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Anhang 1: Vergleich der IL-7Rα-Expression auf CD4+-Referenz-T-Zellen zwischen den verschiedenen Bu昀昀y 
Coats

In die verschiedenen Bu昀昀y Coats separierte Darstellung der seruminduzierten IL-7Rα-Expression CD4+-
Referenz-T-Zellen nach ein- bzw. dreitägiger Inkuba}on in gesundem Kontroll- bzw. T1D-Serum. Getrennte 
Darstellung des Medians je Bu昀昀y Coat in Säulendiagrammen mit Einzelwertdarstellung in unterschiedlich 
gefärbten Symbolen siehe Legende (hellgrauer Kreis: Bu昀昀y Coat 1, mi琀琀elgraues Quadrat: Bu昀昀y Coat 2, 
dunkelgraues Dreieck: Bu昀昀y Coat 3) und Whiskers, die das 95 %-Kon昀椀denzintervall umfassen. Mean 
Flourescence Intensity (MFI) auf der y-Achse (lineare Skalierung), Kohorte auf der x-Achse. Angabe des 
entsprechenden p-Wertes erfolgte über einem horizontalen Strich (Dunn9s mul琀椀ple comparison-Test).
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