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III. Zusammenfassung 
 

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine erhöhte Apoptose von 

regulatorischen T Zellen (Treg) bei Patienten mit chronisch entzündlicher 

Darmerkrankung (CED) vorliegt. In diesem Zusammenhang wurden 

durchflusszytometrische Analysen von Treg Zellen aus dem peripheren Blut und 

histologische Untersuchungen am Darmgewebe von Patienten durchgeführt und 

diese mit dem Material aus gesunden Kontrollindividuen verglichen. Die Frage 

inwieweit eine anti-TNFalpha Therapie mit Infliximab® die Apoptoserate von Treg 

Zellen inhibieren kann und somit zu einem Anstieg der Treg Zellzahl führt, war 

ebenso Teil dieser Arbeit. In diesem Zusammenhang wurde auch evaluiert, ob sich 

der luminometrische Nachweis von Caspasen-Aktivierung im Serum für das 

Monitoring des Therapieansprechens eignet. 

Im Rahmen dieser Studie konnten wir bei CED-Patienten eine erhöhte Apoptoserate  

von intestinalen und peripheren Treg Zellen sowie eine erhöhte Caspase-3/-7 

Aktivität im Serum im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen demonstrieren. Zu- 

dem konnten wir zeigen, dass eine erfolgreiche anti-TNFalpha Therapie bei diesen 

Patienten mit einem Abfall der Apoptoserate und einem Anstieg der peripheren Treg 

Zellpopulation assoziiert war. Gleichzeitig konnte ein Abfall der Caspasenaktivität im 

Serum bei erfolgreicher anti-TNFalpha Therapie, die mittels klinischer und 

laborchemischer Parameter verifiziert wurde, verzeichnet werden. Diese Ergebnisse 

lassen vermuten, dass eine erhöhte Apoptoserate von Treg Zellen in der 

Pathogenese bei CED eine Rolle spielt. Der Nachweis der Treg Zellapoptose, sowie 

der Caspaseaktivität im Serum könnten sich möglicherweise als Biomarker für die 

Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivität bei CED erweisen. 
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III. Summary 

Inappropriate immune responses contribute to the continuous stimulation of the 

intestinal immune system in chronic inflammatory bowel disease (IBD). Among 

several pathogenic factors, a numerical deficiency of regulatory T cells (Treg)  has 

been suggested to lead to an insufficient compensation of chronically activated T 

lymphocytes. In this study, we investigated whether increased apoptosis contributes 

to Treg cell deficiency in IBD and whether successful treatment with anti-TNFalpha is 

achieved by reducing of Treg cell apoptosis. We demonstrate that patients with 

active IBD revealed increased apoptosis of local Treg cells in the inflamed mucosa 

compared to healthy individuals. Moreover, also in the peripheral blood a reduced 

frequency and increased apoptosis of Treg cells were found and accompanied by 

elevated caspase activity in the serum. During anti-TNF-a therapy with infliximab 

Treg cell apoptosis declined in close correlation with elevated peripheral Treg cell 

numbers and a decrease of caspase activation and disease activity. These data 

suggest that increased apoptosis of Treg cells plays a potentially important role in the 

IBD pathogenesis and can be reversed by anti-TNF-a treatment. Measurement of 

Treg cell apoptosis and serum caspase activity might therefore represent promising 

tools for monitoring disease activity and treatment response in IBD patients. 
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1. Einleitung 

1.1 Pathophysiologische Bedeutung und Signalwege der Apoptose 
	
  
Der apoptotische Zelltod ist ein angeborener Mechanismus, der dazu dient 

unerwünschte Zellen aus dem Körper zu eliminieren. Zu diesen Zellen zählen u.a. 

virusinfizierte und transformierte (maligne) Zellen aber auch Zellen des 

Immunsystems, um beispielsweise Entzündungsprozesse bzw. eine Immunantwort 

zu terminieren. Eine dysregulierte Apoptose spielt in der Pathogenese zahlreicher 

Erkrankungen eine Rolle. Eine verminderte Apoptoserate wird beispielsweise bei 

malignen Erkrankungen beobachtet, während sich chronisch entzündliche 

Erkrankungen und eine Vielzahl von Autoimmunerkrankungen durch eine erhöhte 

Apoptoserate auszeichnen (Lorenz, HM. et al., 2000). 

Morphologisch ist dieser Zelltod durch eine Verminderung des Zellvolumens 

gekennzeichnet. Die apoptotische Zelle löst sich von der Nachbarzelle ab. Weiterhin 

bilden sich auf der Zelloberfläche Vesikel (blebbing) und es kommt zu einer 

Verdichtung des Chromatins. Schließlich zerfällt die Zelle in apoptotische 

Körperchen, die von den Phagozyten des Immunsystems erkannt, aufgenommen 

und abgebaut werden (Abbildung 1).  

 

Abb. 1: Schematische Darstellung des typischen Verlaufs des apoptotischen 
Zelltodes mit Zellschrumpfung (A) und Bildung von apoptotischen Körperchen 
(B), die von ortsständigen Phagozyten des Immunsystems aufgenommen und 
abgebaut (phagozytiert) werden (C). modifiziert nach: 
http://www.celldeath.de/encyclo/index.html 
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Nekrose hingegen wird typischerweise durch Traumen oder Noxen ausgelöst, die zu 

einer irreversiblen Membranschädigung führt. Dies hat eine Flüssigkeits- und 

Elektrolytverschiebungen, Schwellung und Lyse der Zelle zur Folge, wobei der 

Zellinhalt freigesetzt und eine Entzündungsreaktion hervorgerufen wird (Abbildung 

2).	
  

	
  
	
  
	
  
Abb. 2: Schematische Darstellung des typischen Verlaufs des nekrotischen 

Zelltodes. Durch Flüssigkeits- und Elektrolytverschiebungen (A) kommt es zur 
Zellschwellung (B) und Lyse der Zellen mit Freisetzung des Zellinhaltes (C). 
modifiziert nach: http://www.celldeath.de/encyclo/index.html 

	
  
Apoptose kann durch die Bindung spezifischer Liganden an sogenannte 

Todesrezeptoren (englisch: Death Receptor) induziert werden (Peter, ME., et al., 

1999). Zu diesen proapoptotischen Todesrezeptor-Liganden (englisch: Death 

Receptor; DR-Liganden) zählen beispielsweise der CD95L oder TRAIL (Tumor 

Necrose Factor Related Inducing Ligang). Dieser durch DR-Liganden-Interaktion 

induzierte Signalweg wird als extrinsisch bezeichnet. Unterschieden wird dieser von 

dem sogenannten intrinsischen Apoptosesignalweg, der durch zellulären Stress 

induziert wird. (Schulze-Osthoff, K., et al. 1998; Los, M., et al. 1999; Bantel, H., et al. 

1998). Beide Signalwege aktivieren Cysteinproteasen (Caspasen), die ihre Substrate 

nach einem Aspartatrest in der P1-Position spalten. Aufgrund ihrer Stellung im 

Signalweg unterscheidet man zwischen Initiator- (Caspase-8 und -9) und 

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) (Schulze-Osthoff, K., et. al. 1998). 

Initiatorcaspasen werden durch ihre Rekrutierung an spezifische Proteinkomplexe 

(Todesrezeptorkomplex oder Apoptosom) prozessiert und damit aktiviert. Im Falle 

der CD95- und TRAIL (DR4/DR5)-vermittelten Apoptose setzt sich der  
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Todesrezeptorkomplex aus der intrazellulären Rezeptorregion, dem Adaptorprotein  

FADD (englisch: Fas-Associated Protein with Death Domain) sowie der Pro-

Caspase-8 zusammen und bilden den DISC (englisch: Death-Inducing-Signaling-

Complex) (Ashkenazi, A., et al., 1998). Diese Todesrezeptorkomplexbildung führt zur 

autoproteolytischen Aktivierung der Initiatorcaspase 8, die durch anti-apoptotische 

Moleküle wie c-Flip inhibiert werden kann. Ähnlich der Gerinnungskaskade führt die 

Aktivierung der Initiatorcaspase-8 zur Spaltung und damit Aktivierung einer Reihe 

nachfolgender Effektorcaspasen. Effektorcaspasen spalten schliesslich eine Vielzahl 

für die Zell-Funktion und -Integrität wichtiger Substrate und induzieren dadurch den 

apoptotischen Zelltod. Zellen, die über diesen sogenannten extrinsischen Signalweg 

sterben, werden Typ-I-Zellen  genannt. In sogenannten Typ-II-Zellen ist die über den 

Todesrezeptorkomplex erfolgte Caspase-8-Aktivierung nicht ausreichend für die 

Apoptose. In diesen Zellen spielt neben der direkten Caspase-8-induzierten 

Aktivierung von Effektorcaspasen gleichzeitig die Caspase-8-vermittelte Spaltung 

und damit Aktivierung des pro-apoptotischen Moleküls Bid eine Rolle (Wilson, NS., et 

al., 2009). Durch die Interaktion von Caspasen-gespaltenem Bid (englisch: BH3 

Interacting Domain Death Antagonist) mit der mitochondrialen Membran wird somit 

der intrinsische Signalweg aktiviert (Abbildungen 3 und 4). Der mitochondriale 

Signalweg wird beispielsweise durch DNA-schädigende Einflüsse wie 

Chemotherapeutika oder ionisierende Bestrahlung induziert. Die so u.a. über p53-

abhängige Aktivierung pro-apoptotischer Moleküle wie Bax interagieren mit der 

mitochondrialen Membran und führen zur Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren 

wie Cytochrom C. Ähnlich der Todesrezptorkomplexbildung im extrinsischen 

Signalweg wird im intrinsischen Signalweg das sogenannte Apoptosom durch die 

Interaktion von zytosolischem Cytochrom C, dem Adaptorprotein Apaf-1 und Pro-

Caspase-9 gebildet. Entsprechend der Caspase-8-Aktivierung im extrinsischen 

Signalweg führt die Formation dieser hochmolekularen Proteinkomplexe zur 

autoproteolytischen Aktivierung, die im intrinsischen Signalweg als Initiatorcaspase 

fungierenden Caspase-9, die nachfolgend Effektorcaspasen wie Caspase-3, -6 und –

7 aktiviert. Wie oben erwähnt, verursachen Effektorcaspasen durch die Spaltung 

zahlreicher Proteine die biochemischen und morphologischen Veränderungen des 

Zelltodes. Zu den über 400 Caspasesubstraten zählen unter anderem Proteine der 

DNA-Replikation, Kontrollproteine des Zellzyklus und Strukturproteine des 
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Zytoskeletts (z.B. Cytokeratin-18) und Zellkerns (Bantel, H., et al., 2001; Fischer, U., 

et al., 2003; Vaculova, A. und Zhivotovsky, B., 2008).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Todesrezeptor-vermittelter (extrinsischer) Signalweg der Apoptose. Die 

Bindung eines spezifischen Liganden an den Todesrezeptor führt zur 
Todesrezeptorkomplexformation, die sich aus dem Adaptorprotein FADD, Pro-
Caspase-8 sowie dem intrazellulären Rezeptoranteil zusammensetzt. Durch 
diese Komplexbildung kommt es zur autoproteolytischen Aktivierung von 
Caspase-8, die nachfolgende Effektorcaspasen wie Caspase-3 aktiviert. 
Effektorcaspasen spalten eine Vielzahl von zellulären Substraten und induzieren 
somit den apoptotischen Zelltod. In bestimmten Zellen führt aktivierte Caspase-8 
zur Spaltung des pro-apoptotischen Moleküls Bid, das über den intrinsischen 
Signalweg die Aktivierung von_Effektorcaspasen_verstärkt.
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Abb. 4: Mitochondrialer (intrinsischer) Signalweg der Apoptose. DNA-Schädigung 

führt, beispielsweise durch p53 vermittelt, zur Aktivierung des pro-apoptotischen 
Moleküls Bax. Dies führt zur Induktion des intrinsischen Signalweges mit 
Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren wie AIF (Apoptose-induzierender 
Faktor), Smac/DIABLO und Cytochrom-C, die durch anti-apoptotische Moleküle 
wie Bcl-2/Bcl-xl inhibiert werden kann. Cytochrom-C bildet mit dem 
Adaptormolekül Apaf-1 (englisch: Apoptosis Protease Activating Factor-1) und 
Pro-Caspase-9 das sogenannte Apoptosom, das zur Aktivierung der 
Initiatorcaspase-9 mit nachfolgender Aktivierung von Effektorcaspasen wie 
Caspase-3 führt. Zytosolisches Smac/DIABLO inhibiert dabei anti-apoptotische 
Moleküle der IAP-Familie (englisch: Inhibitor of Apoptosis Protein), die direkt 
Effektorcaspasen wie Caspase-3-inhibieren. 
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1.2 Die Bedeutung von regulatorischen T Zellen (Treg) in der 
Immunantwort 
 

T-regulatorische (Treg) Zellen kennzeichnen eine Subpopulation von T-Zellen, die 

durch die Expression von CD4, CD25 und des zur  sog. Forkhead Familie zählenden 

Transkriptionsfaktors FoxP3 charakterisiert ist und 2-3% an der Gesamt-

Lymphozyten-Zahl sowie 7-10% (Taams, LS., et al., 2001) an der CD4-Zellzahl 

ausmacht.  

Tregs lassen sich in natürliche (natural; n-Treg) und in induzierte (i-Tregs) Treg 

Zellen unterscheiden. Die Treg Zellen bilden einen wichtigen Bestandteil der 

adaptiven Immunantwort, indem sie den Entzündungsprozess terminieren und eine 

pathologische Immunantwort und damit die Entstehung von Autoimmun– und 

chronisch entzündlichen Krankheiten verhindern.  

Die T-Zell-Differenzierung in Treg Zellen wird durch Antigen-vermittelte T-

Zellrezeptorstimulation induziert. Dabei kommt es u.a. zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFAT, der die FoxP3 Expression induziert (Mantel, PY., et al., 

2006; Wu,Y. et al.,  2006). Weiterhin produzieren Treg Zellen anti-inflammatorische 

Zytokine wie IL-10 und Transforming Growth Factor (TGF) beta, die wiederum die 

FoxP3 Expression induzieren (Levings, MK., et al., 2005; Fu, S., 2004). Es konnte 

gezeigt werden, dass durch anti-TGFbeta oder anti-IL10-Antikörper die Treg 

Zellfunktion aufgehoben werden kann (Nakamura, K., et al., 2001). FoxP3 wird eine 

Relevanz in der Suppression der Immunantwort zugeordnet (Bluestone, JA., et al., 

2005; Green, EA., et al.,  2003; Belkaid, Y., et al., 2002; Coombes, JL., et al., 2005). 

Beispielsweise reguliert FoxP3 die Expression von Genen, die die T-

Zellrezeptoraktivierung inhibieren (Schubert, LA., et al., 2001; Wu, Y., et al., 2006). 

Die Bedeutung von FoxP3 für die Immunregulation wird durch die Beobachtung, 

dass FoxP3-defiziente Mäuse ein lymphoproliferatives Autoimmun-Syndrom 

entwickeln (Scurfy Mice; Lahl, K., et al., 2007) und Patienten mit angeborener 

Immundysregulation wie dem immunodysregulation polyendocrinopathy 

enteropathy X-linked (IPEX) Syndrom Mutationen im Foxp3-Gen aufweisen, weiter 

evident (Hori, S. und Sakaguchi, S., 2004).	
  

Die Treg Zell-Homöostase wird primär durch IL-2, IL-4, IL-10 und TGFbeta 

aufrechterhalten. Die Dysregulation einzelner Komponenten führt zu einer 

Verschiebung und somit zu krankhaften Veränderungen des Gesamtorganismus. Der 
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Vergleich gesunder und an IPEX erkrankter Probanden zeigte, dass selbstreaktive T-

Zellen auch in den gesunden Menschen vorliegen und nur das Gleichgewicht 

zwischen autoreaktiven T-Zellen und deren Suppression durch Tregs eine 

Autoimmunerkrankung unterbindet (Sakaguchi, S., et al., 2006) 

1.3 Die Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese von 
Autoimmunerkrankungen 

 
Eine dysregulierte Apoptose kann Autoimmunerkrankungen begünstigen. Der Verlust 

von proapoptotischen Proteinen oder die Überexpression von anti-apoptotischen 

Proteinen der Bcl-2 Familie kann zu Autoimmunerkrankungen führen (Merino, D., et 

al., 2009). Ein Verlust des pro-apoptotischen Moleküls Bim führt beispielsweise zu 

einer erhöhten Anzahl von Lymphozyten und myeloiden Zellen wie bei 

Autoimmunerkrankungen beobachtet werden kann (Bouillet, P., et al., 1999, 2002). 

Bei der Regulation der peripheren T-Zellanzahl sind pro- bzw. antiapototische 

Proteine essentiell. Die Deletion von autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie wurde 

in verschiedenen Modellen untersucht und es wurde gezeigt, dass diese durch 

transgene Expression von Bcl-2 als auch durch die genetische Deletion von Bim 

verhindert werden kann (Hernandez., J., et al., 2001; Davey, GM., et al., 2002; 

Redmond, WL., et al., 2008). Die apoptotische Eliminierung von Effektor-T-Zellen 

beendet die Immunantwort und schützt somit vor einer überschiessenden 

(Auto)Immunreaktion. Wenige Zellen überleben diesen Prozess und werden zu 

langlebenden Gedächtniszellen, die Bcl-2 zum Überleben benötigen (Matsuzaki, Y., 

et al., 1997; Veis, DJ., et al., 1993). Somit nehmen pro- wie auch antiapoptotische 

Prozesse während der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts des Immunsystems 

entscheidende Positionen ein. Andererseits entstehen durch Apoptose neue 

Neoepitope, die eine Autoimmunreaktion begünstigen können. Dieser Prozess kann 

möglicherweise durch eine rasche Phagozytose apoptotischer Zellen verhindert 

werden. 
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1.4 Immunologische Aspekte in der Pathogenese Chronisch 
Entzündlicher Darmerkrankungen (CED) 

 
Im gesunden Darm von Menschen und Nagern garantiert eine strikte Balance, 

zwischen pro- und anti-inflammatorischen Immunantworten, die Beseitigung von 

Pathogenen und toleriert zugleich die normale Bakterienflora. Eine Störung dieser 

immunologischen Toleranz scheint in genetisch empfänglichen Individuen eine 

wichtige Rolle in der Entstehung von chronisch, entzündlichen Darmerkrankungen 

(CED), wie Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa, zu spielen (Packey, CD. und 

Sartor RB., 2008). Ergebnisse aus Tiermodellen und humanen Studien zeigen, dass 

sowohl ein Defekt der Barrierefunktion des Darmepitheliums, als auch eine 

Dysregulation des mucosalen Immunsystems zu einer CED führen können 

(McGuckin, MA., et. al., 2009; Wehkamp, J., et al., 2008; Mizoguchi, A. und 

Mizoguchi E., 2008; Torres, MI. und Rios A., 2008). In MC und CU wurde eine 

erhöhte Anzahl aktivierter, bakterienspezifischer  T-Lymphozyten der Darmmucosa 

gefunden (Sturm, A., et al., 2002). Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung 

könnte eine mangelnde apoptotische Elimination von aktivierten T-Effektor-Zellen 

sein (Sturm, A. et. al., 2002). Zudem könnte eine verminderte regulatorische Aktivität 

des Darmimmunsystems in der Ausprägung einer CED beteiligt sein (Izcue, A. et al., 

2009). 

Neuere Studien zeigen, dass regulatorische T-Zellen, welche die Proliferation von 

aktivierten T-Zellen kontrollieren, in der Krankheitsentstehung von CED involviert 

sind. (Saruta, M., et al., 2007). Die Bedeutung von Treg Zellen in der intestinalen 

Homöostase wird unterstrichen durch die Beobachtung, dass immundefiziente 

Mäuse, die funktionell defekte Treg Zellen aufweisen eine chronisch anhaltende 

Colitis entwickelten (Veltkamp, C., et al., 2006). Zudem wurde in experimentellen 

Colitismodellen evident, dass ein Transfer von Treg Zellen vor der Manifestation 

einer Colitis schützen bzw. eine Remission induzieren kann (Read, S., et al., 2000; 

Mottet, C., et al., 2003, Veltkamp et al., 2005). Die Bedeutung von Treg Zellen in der 

immunlogischen Kontrolle in CED wird weiter durch die Beobachtung 

hervorgehoben, dass eine durch Histon/Protein-Deacetylasen (HDACS) induzierte 

Erhöhung der Treg Zellzahl die Ausprägung einer experimentell-induzierten Colitis 

reduzierte (Tao, R., et. al., 2007). Bei Colitis ulcerosa supprimieren Treg Zellen die 
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Produktion von TH1 (z.B. IFN-γ, IL-2) und TH2 (z.B. IL-5, IL-13) Zytokinen, welche von 

aktivierten T-Zellen freigesetzt werden und tragen damit zur Terminierung des 

Entzündungsprozesses bei (Yu, QT., et al., 2007). Eine Reduktion der Treg Zellzahl 

könnte somit Ursache einer verstärkten und prolongierten Entzündunsgreaktion sein. 

Mehrere Studien weisen auf eine im Vergleich zu gesunden Personen reduzierte 

Anzahl von Treg Zellen bei Patienten mit Morbus Cohn und Colitis ulcerosa hin 

(Saruta M., et al., 2007; Takahashi, M., et al. 2006; Yu, QT., et al. 2007). Die 

Ursache der verminderten Treg Zellzahl bei diesen Patienten bleibt unklar. Kürzlich 

wurde bei Patienten rheumatoider Arthritis eine erhöhte, spontane Apoptoserate von 

Treg Zellen beschrieben (Toubi, E., et al., 2005). Eine weitere Studie zeigte, dass 

eine erfolgreiche anti-TNFalpha Therapie bei diesen Patienten zu einem signifikanten 

Anstieg der Treg Zellzahl führte, die mit einer Inhibition der T-Zell-vermittelten 

Zytokinproduktion und der Induktion einer klinischen und laborchemischen (CRP-

Normalisierung) Remission assoziiert war (Ehrenstein MR., et al., 2004). Ob eine 

verstärkte Apoptoserate von Treg Zellen in der Manifestation und Ausprägung einer 

chronisch entzündlichen Darmerkrankung eine Rolle spielt und welche Bedeutung 

einer anti-TNFalpha Therapie, die zunehmend erfolgreich bei diesen Patienten 

eingesetzt wird (Rutgeerts, P., et al., 2009; Schnitzler, F., et al. 2009), für die 

Reduktion der Treg-Zellapoptose zukommt, bleibt unklar. 
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1.5 Arbeitshypothese	
  
	
  
Dieser Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass Patienten mit CED eine 

verminderte Anzahl an Treg Zellen aufweisen, die auf eine verstärkte Apoptose 

dieser Zellpopulation zurückgeführt wird. Es wurden deshalb Treg Zellen aus Blut 

und Darmgewebe von Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung, wie 

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, auf Apoptose hin untersucht und mit denen 

gesunder Probanden verglichen. Dabei wurde auch der Fragestellung nachgegangen 

inwieweit eine anti-TNFalpha Therapie die Apoptoserate von Treg Zellen inhibieren 

kann und somit zum Anstieg der Treg Zellzahl führt. In diesem Zusammenhang 

wurde auch evaluiert, ob sich der serologische Nachweis von Caspasen-Aktivierung 

für das Monitoring des Therapieansprechens bei Patienten mit CED eignen.
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2. Material und Methoden 
 
Chemikalien und Reagenzien   
Lösungsmittel J.T. Baker, Deventer, Holland 

Chemikalien MERCK, Darmstadt, Deutschland 

 J.T. Baker, Deventer, Holland 

 SIGMA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

 ROTH, Karlsruhe, Deutschland 

Ficoll-PlaqueTMPlus GE Healthcare 

Aquamount, Eindeckmittel VWR, England 

Hämotoxylin-Lösung. Gill No. 1 SIGMA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Situ Cell Death Detection-Kit Roche Molecular Biochemicals, Penzberg, 

Deutschland 

Vecstatain Universal ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Caspase-Glo 3/7-Assay Promega, Madison, USA 

DAKO Flourescent Mounting Medium DAKO, Glostup, Dänemark 

Tissue Tek. Einbettmittel Sakura, Zoeterwoude, Niederlande 

FACS-Färbeplatten Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

AnnexinV Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 

 

Puffer und Lösungen 
PBS Gibco®Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS 50mM TRIS, pH 7,5 

Citratpuffer 17ml 1M Zitronensäure + 83ml                 

0,1M Natriumcitrat 

NAC-Puffer 12,5ml Essigsäure (11,55ml Eiseesig, ad 1L 

ddH2O), 10ml Natriumacetat, 27,5ml ddH2O 

Substralösung 4mg AEC (Amino-etyl-carbazole), 500µl DMF 

(Dimethylformamid) 10ml NAC-Puffer pH 4,9, 

filtrieren 045µm-Filter, + 0,03% 

Hydrogenperoxid 

Permeabilisierungspuffer, TUNEL 0,1% Triton-X100 in 0,1% Natriumcitrat-

Puffer pH 4,7 
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Antikörper 
Histologie 

 

 

anti-CD4 Abcam, Cambridge, MA 

anti-CD25 Diatec, Oslo, Norwegen 

anti-FoxP3 Abcam, Cambridge, MA 

anti-FoxP3-Biotyniliert eBiosciences, San Diego, CA 

anti-active-Caspase-3 Cell Signaling, Beverly, MA 

anti-active-Caspase-3 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 

anti-active-Caspase-7 Cell Signaling, Beverly, MA 

anti-PARP Roche Diagnostics, Basel, Schweiz 

donkey anti-goat Jackson ImmunoResearchLaboratory Inc 

goat anti-mouse Jackson ImmunoResearchLaboratory Inc 

donkey-anti-rabbit Jackson ImmunoResearchLaboratory Inc 

  

Durchflusscytometrie 
 

 

anti-CD4-PerCP Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 

anti-CD25-APC Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 

anti-FoxP3-PE eBiosciences, San Diego, CA 

Geräte 
Zentrifugen Heraeus, Hanau, Deutschland 
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Sterilbank Heraeus, Hanau, Deutschland 
Durchflusscytometer: BD FACS-Calibur Becton Dickinson, Heidelberg, 

Deutschland 
Waagen Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Mikroskop Olympus / Zeiss 
	
  
Software 
 
CellQuest Becton Dickinson, Heidelberg, 

Deutschland 
SPSS SPSS GmBH, Müchen, Deutschland 
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2.1 Patienten 
 
Es wurde die Treg-Apoptose von Patieten mit aktiver Colitis ulcerosa (n=24, 14 

Männer, 10 Frauen, Durchschnittsalter 39,9±2,4 Jahren, Altersspanne 22-65 Jahren) 

und aktiver Morbus Crohn Erkrankung (n=32, 14 Männer, 18 Frauen, 

Durchschnittsalter 36,4±2,1 Jahre, Altersspanne 20-62 Jahre) untersucht. Alle 

Patienten zeigten kein oder nur ein partielles Ansprechen auf immunsuppressive 

Therapie mit Prednisolone und/oder Azathioprine. Patienten erhielten anti-TNFalpha 

(Infliximab®) in einer Dosierung von 5mg/kg intravenös in den Wochen 0, Zwei, und 

Sechs, anschließend erfolgte eine alle acht Wochen Gabe in Kombination mit 

Azathioprine (2-2,5 mg/kg/Tag). Gesunde Kontrollindividuen (n=10, 5 Männer, 5 

Frauen, Durchschnittsalter 25,7±0,6 Jahre, Altersspanne 23-29 Jahren) dienten als 

Kontrollen. 

Seren von 45 Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa (31 Männer, 14 Frauen, 

Durchschnittsalter 39,2±1,9 Jahre, Altersspanne 19-65 Jahre) und 74 Patienten mit 

aktiver Morbus Crohn Erkrankung (37 Männer, 37 Frauen, Durchschnittsalter 

34,6±1,5, Altersspanne 18-69) wurden auf  Caspase-3/-7 Aktivierung untersucht. 18 

gesunde Individuen dienten als Kontrolle (Durchschnittsalter 28±5 Jahre, 

Altersspanne 23-54). 

 

Bei acht Patienten mit aktiver Crohn-Erkrankung (3 Männer, 5 Frauen, 

Durchschnittsalter 37,5±5,3 Jahre, Altersspanne 26-71 Jahre) wurde die Treg 

Zellzahl und serologische Caspaseaktivität während einer anti-TNFalpha Therapie 

analysiert. Eine aktive Morbus Crohn Erkrankung wurde anhand des CDAI definiert 

(Crohn´s disease activity index) >150 (Best, WR., et al., 1976). Zur Bestimmung 

einer aktiven Colitis ulcerosa diente der Lichtiger score >1 (Lichtiger, S., et al., 1994).  

 

Die Studie wurde nach den Richtlinien des Ethikkomitees der Medizinischen 

Hochschule Hannover und der Universität Heidelberg durchgeführt. 
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2.2. Immunhistologischer Nachweis von Caspasen-Aktivierung und 
PARP-Spaltung 

 
Biopsien des Colon und Ileum von Patienten mit aktiver, entzündlicher 

Darmerkrankung (Ileitis Crohn n=5, Colitis Crohn n=3, Culitis ulcerosa n=13) sowie 

gesundes Colongewebe (n=5) wurden vom Institut für Pathologie der Medizinischen 

Hochschule Hannover zur Verfügung gestellt. 

Die Gewebeschnitte wurden in Xylol entparaffinisiert und in einer absteigenden 

Ethanol-Reihe rehydriert. Endogene Peroxidase wurde mit 3% Wasserstoffperoxid in 

Methanol geblockt. Die Antigenfreilegung erfolgte mittels Trypsinbehandlung (0,05%) 

für 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgende Waschschritte wurden mit 

Phosphate-Buffered-Saline (PBS), pH 7,4 durchgeführt. Anschließendes Blocken für 

eine Stunde mit 1%-iger Rinderserum-Albumin-Lösung diente zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen. Die Schnitte wurden mit Antikörpern gegen aktive 

Caspase-3 (0,3µg/ml; R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland), anti-Caspase-7 

(1µg/ml; Cell Signaling, Berverly, MA), oder anti-PARP (0,2µg/ml, Roche 

Diagnostics, Basel, Schweiz) für eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 

Nach wiederholtem Waschen mit PBS, wurden die Schnitte mit einem biotynilierten 

Zweitantikörper (20µg/ml) für 30min inkubiert. Die Schnitte wurden danach mehrmals 

gewaschen und mit einem Avidin-Biotin-Komplex mit konjugierter 

Meerrettichperoxidase (Vector Laboratories, Burlindgame, CA) für eine Stunde 

inkubiert. Abschließend wurden die Schnitte mit PBS gewaschen. Die Detektion 

erfolgte mittels einer frisch hergestellten Substratlösung (4mg Aminoethylcarbazole 

(AEC) gelöst in 10ml Natriumacetat-Puffer, pH 4,9, 500 µl Dimethylformamid, 0,03% 

Wasserstoffperoxid) für 10 Minuten. Die Reaktion wurde mit doppelt destilliertem 

Wasser abgestoppt.  

Nachfolgend wurden die Schnitte mit Hämatoxilin gegengefärbt und in 

Glycerol/Gelantine eingedeckelt. 
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2.3 Immunhistologische Doppelfärbungen  
 
Doppelfärbungen wurden für CD4, CD25 oder FoxP3 und aktive Caspase-3 (Cell 

Signaling, Beverly, MA) oder TUNEL-Reaktivität, mit Hilfe des in „Situ Cell Death 

Detection-Kit“ (Roche Molecular Biochemicals, Penzberg, Deutschland), 

durchgeführt. Die Gewebeschnitte (Morbus Crohn n=8, Colitis ulcerosa n=13, 

gesunde Kontrollen n=5) wurden entparaffinisiert und die Antigene mit Trypsin 

(0,05%) für 15 min bei RT freigelegt. Nach waschen mit PBS, pH 7,4, wurden die 

Schnitte für 30 min bei Raumtemperatur mit 0,1% Triton-X100 in 0,1% Natriumcitrat-

Puffer pH 4,7 permeabilisiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Schnitte für eine 

Stunde bei 37°C mit der TUNEL-Reaktionslösung (200mmol/L Kalium Cacodylat, 25 

mmol/l Tris-HCl pH 6,6, 0,2 mmol Ethylendiamintetrazitronensäure und 0,25 mg/mL 

BSA) bestehend aus der terminalen Deoxynucleotidyltransferase (0,2 U/µl) und 

Fluoreszin markiertem Deoxyuridintriphosphat (dUTP) inkubiert. Die Gewebeschnitte 

wurden dann erneut mit PBS gewaschen und zur Vermeidung von unspezifischer 

Bindung für 1 Stunde mit 1%-iger BSA-Lösung  geblockt.  Nach der TUNEL-Färbung 

wurden die Schnitte über Nacht bei 4°C mit anti-CD4 (1:200 verdünnt, Abcam, 

Cambridge, MA), anti-CD25 (1:200 verdünnt, Diatec, Oslo, Norwegen) oder anti-

FoxP3 (1:200 verdünnt, Abcam, Cambridge, MA) inkubiert. 

Alternativ zur TUNEL-Färbung erfolgte eine Inkubation mit einem gegen aktive 

Caspase-3 gerichteten Antikörper (1:200 verdünnt, Cell Signaling, Beverly, MA) 

entweder zusammen mit anti-CD4, anti-CD25 oder anti-FoxP3 Antikörper (siehe 

oben) bei 4°C über Nacht. 

Nach mehrmaligen Waschen mit PBS wurden die mit TUNEL und anti-CD4, anti-

CD25 oder anti-FoxP3 doppelgefärbten Gewebeschnitte für 30 min mit Cy3-

konjugierten donkey anti-goat oder goat anti-mouse Zweitantikörpern (Jackson 

Immuno Research Laboratory Inc., Dianova Hamburg, Deutschland) inkubiert. Die 

Gewebeschnitte für den Nachweis von aktiver Caspase-3 wurden mit FITC-

konjugiertem donkey anti-rabbit bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert, gefolgt mit 

einer Inkubation des Cy3-konjugierten Antikörpers zur Detektion von CD4, CD25 

oder FoxP3 (siehe oben). Abschließend wurde die Gewebeschnitte mit PBS 

gewaschen und mit DAPI-haltigem Fluoreszenzmedium für den Nachweis von 

Zellkernen behandelt (Vector Laboratories, Burlingame, USA). 
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2.4 Immunhistologische Dreifachfärbung 
 
Die Dreifachfärbung wurde für CD4, FoxP3 und TUNEL-Reaktivität durchgeührt. Die 

Gewebeschnitte (Morbus Crohn n=8, Colitis ulcerosa n=13, gesunde Kontrollen n=5) 

wurden entparaffinisiert und die Antigene durch kochen für 5 min mit einer Antigen-

Unmasking-Soluton (H-3300, Vector Laborotories) freigelegt. Anschließend wurden 

die Schnitte 20 min abgekühlt und in PBS 10 min equilibriert. Zur Vermeidung von 

unspezifischer Bindung wurden die Schnitte eine Stunde mit 1%-iger BSA-Lösung  

geblockt. Hiernach erfolgte eine Inkubation mit dem anti-CD4 Antikörper (1:200), 

Abcam, Cambridge, MA) über Nacht. Nach Waschen mit PBS, wurden die 

Gewebeschnitte 30 min mit einem Cy5-konjugiertem goat-anti-mouse 

Zweitantikörper (1:200, Dianova Hamburg, Germany) bei Raumtemperatur inkubiert 

und anschließend mit 0,1% Triton-X100 in 0,1% Natriumcitrat-Puffer pH 4,7 

permeabilisiert. Die Schnitte wurden wiederum in PBS gewaschen und eine Stunde 

bei Raumtemperatur mit einem biotyniliertem mouse anti-human FoxP3 Antikörper 

(clone PCH101, diluted 1:50, eBioscience Inc., San Diego, CA) inkubiert. Nach 

mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit einem Streptavidin-Cy3 

Konjugat (1:1000, Dianova Hamburg, Germany) für 30 min bei Taumtemperatur 

inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Schnitte für eine Stunde bei 37°C mit 

der TUNEL-Reaktionslösung (200mmol/L Kalium Cacodylat, 25 mmol/l Tris-HCl pH 

6,6, 0,2 mmol Ethylendiamintetrazitronensäure und 0,25 mg/mL BSA) bestehend aus 

der terminalen Deoxynucleotidyltransferase (0,2 U/µl) und Fluoreszin markiertem 

Deoxyuridintriphosphat (dUTP) (Roche Molecular Biochemicals, Penzberg, 

Germany)  inkubiert. Abschließend wurde die Gewebeschnitte mit PBS gewaschen 

und mit DAPI-haltigem Fluoreszenzmedium für den Nachweis von Zellkernen 

behandelt (Vector Laboratories, Burlingame, USA). 



2. Material und Methoden 

	
   17 

 

2.5 Detektion von Caspasen-Aktivierung im Serum 
 
Die Detektion von aktiver Caspase-3 und -7 erfolgte mit einem in unserem Labor 

etablierten Lumineszens-Substrat-Assay (Caspase-GloTM
—Assay, Promega, 

Mannheim, Deutschland). Dieser auf einer Luciferasereaktion basierte Assay besteht 

aus einem luminogenen Substrat, welches nach Caspase-vermittelter Spaltung 

Lichtenergie emittiert,, die quantitativ als relative Lichteinheiten (englisch: relative 

light units: RLU) im Luminometer gemessen werden kann. 

Die Seren von Patieten mit entzündlicher Darmerkrankung und gesunden 

Kontrollprobanden wurden 1:2 in einem Puffer bestehend aus 50mM Tris-HCl ph 7,4, 

10mM KCl und 5% Glycerol verdünnt. Danach wurden 10 µl des verdünnten Serums 

mit 10 µl Caspasesubstrat bei Raumtemperatur inkubiert und anschliessend die 

Lichtreaktion im Luminometer gemessen. Alle Messungen erfolgten in 

Doppelbestimmungen. 

2.6 Durchflusszytometrische  Detektion von Treg Zell-Apoptose 
 
Die Apoptose von Treg Zellen (CD4+/CD25+/FoxP3+) wurde durchflusszytometrisch 

analysiert. Periphere Mononukleäre Zellen (PBMC) von Patienten mit chronisch 

entzündlicher Darmerkrankung oder gesunden Probanden wurden in 96 Lochplatten 

(2x106 pro Loch) ausgesät. Die Zellen wurden mit monoklonalen PerCP-konjugiertem 

anti-CD4 und APC-konjugiertem anti-CD25 Antikörpern (10µl pro Ansatz, Becton 

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) für 30 Minuten inkubiert. Nach mehrmaligem 

Waschen mit 1% BSA in PBS wurden die Zellen mit FITC-konjugiertem Annexin V 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) für 15 Minuten nach Angaben des 

Herstellers behandelt. Nach weiteren Waschschritten wurden die Zellen mit einem 

Permeabilisierungskit über Nacht bei 4°C nach Angaben des Herstellers inkubiert 

(eBioschiences, San Diego, CA). Nach Permeabilisierung und Waschen erfolgte die 

Inkubation mit einem PE-konjugierten anti-human FoxP3 Antikörper (eBiosciences, 

San Diego, CA) für eine Stunde.  Abschließend wurden die Zellen mit dem im Kit 

enthaltenen Puffer gewaschen (siehe oben). Der prozentuale Anteil von 

CD4+/CD25+/FoxP3+ an Gesamt CD4+ Zellen und der Anteil von 

CD4+/CD25+/FoxP3+/AnnexinV+ Zellen an den Gesamt CD4+/CD25+/FoxP3+ 
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Zellen wurde mit Hilfe eines FACS Calibur Durchlusszyzometers und der Software 

CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) bestimmt.	
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3. Ergebnisse 
 

3.1 In Situ Detektion von Caspaseaktivität und PARP-Spaltung im 
Kolongewebe bei Patienten mit Morbus Crohn  

 
Unkontrollierte Apoptose ist mutmaßlich an der Entstehung chronisch entzündlicher 

Darmerkrankung beteiligt. Welche Zellen der entzündeten Darmschleimhaut eine 

erhöhte Apoptoserate aufweisen ist bislang nur unzureichend bekannt. Wir haben 

deshalb die Aktivierung von Effektorcaspasen, den Schlüsselenzymen der Apoptose, 

sowie die caspasebedingte PARP-Spaltung in entzündetem Gewebe von Morbus 

Crohn Patienten (Ileitis n=5 und Colitis n=3) untersucht. Kolon-Gewebeschnitte 

gesunder Kontrollpersonen zeigten kaum eine Aktivierung von Caspase-3, Caspase-

7, oder eine Spaltung des Caspase-Substrates PARP (Abbildung 5A-C).  
 

 
   Abb. 5: Kolon-Gewebeschnitte von gesunden Individuen  (A-C) und Morbus Crohn 

Patienten (D-F). In der Abbildungen sind dargestellt: aktivierte Caspase-3 (A/D) 
Zellen (rot) für, aktivierte Caspase-7 (B/E) oder für Caspase-gespaltenes PARP 
(B/E). 
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Im Gegensatz zu gesunden Kontroll-Personen zeigte entzündetes Gewebe von 

Morbus Crohn Patienten positive Färbungen für aktive Caspase-3 und Caspase-7 

sowie für Caspasen-gespaltenes PARP in Zellen der Lamina propria (Abbildung 6D-

F). Aktive Caspase-3  wurde hauptsächlich im Zellkern detektiert, während aktivierte 

Caspase-7 und Caspasen-gespaltenes PARP insbesondere in perinukleären 

Regionen nachgewiesen wurde. Für aktivierte Caspase-7 wurde bereits in T-Zellen 

während der Apoptoseinduktion eine Translokation in das endoplasmatische 

Reticulum beschrieben (Zhivotovsky, B., et al.,1999).  

3.2 Charakterisierung der Lamina propria Zellen mit erhöhter 
Caspaseaktivierung und Apoptose bei Patienten mit chronisch 
entzündlicher Darmerkrankung (CED) 

 
Im weiteren Verlauf der Studie wurden Zellen der Lamina propria in Bezug auf eine 

erhöhte Caspaseaktivierung und damit verbundenen gesteigerten Apoptoserate hin 

analysiert. Hierzu wurden immunhistochemisch (Doppelfärbetechnik) in 

Serienschnitten von Patienten mit aktivem M. Crohn (n=8) CD4+ (Abbildung 6), 

CD25+ (Abbildung 7) oder FoxP3+ (Abbildung 8) positive Zellen identifiziert und 

diese auf Caspase-3 Aktivierung bzw. Apoptose (TUNEL) untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6: Immunhistochemische Analyse von Caspase-3-Aktivierung (B) bzw. 
Apoptose (TUNEL, E) im Kolongewebe eines Patienten mit aktivem Morbus 
Crohn (grün), CD4+Zellen (A/D; rot) und doppeltpositive (CD4+/Caspase-3+ 
oder CD4+/TUNEL+) im Overlay gelb dargestellt (C/F). Vergrößerung: 400x 



3. Ergebnisse 

	
   21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7 Immunhistochemische Analyse von Caspase-3-Aktivierung (B) bzw. 
Apoptose (TUNEL, E) im Kolongewebe eines Patienten mit aktivem Morbus 
Crohn (grün), CD25+Zellen (A/D; rot) und doppeltpositive (CD25+/Caspase-3+ 
oder CD25+/TUNEL+) im Overlay gelb dargestellt (C/F). Vergrößerung: 400x 

 

 

 

 
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Abb. 8: Immunhistochemische Analyse von Caspase-3-Aktivierung (B) bzw. 

Apoptose (TUNEL, E) im Kolongewebe eines Patienten mit aktivem Morbus 
Crohn (grün), FoxP3+Zellen (A/D; rot) und doppeltpositive (FoxP3+/Caspase-3+ 
oder FoxP3+/TUNEL+) im Overlay gelb dargestellt (C/F). Vergrößerung: 400x 
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Wir konnten zeigen, dass Lamina propria infiltrierende CD4+ (Abbildung 7), CD25+ 

(Abbildung  7) und FoxP3+ (Abbildung 8) regulatorische T-Zellen eine erhöhte 

Caspase-3 Aktivität (Abbildung 6-8 B,C) und Apoptose (Abbildung 7-9 E,F) in der 

entzündeten Mucosa von M. Crohn Patienten aufweisen. Ähnliche Ergebnisse 

wurden in entzündetem Colongewebe von an Colitis ulcerosa (n=13) erkrankten 

Patienten beobachtet. 

Zur weiteren Charakterisierung des Zelltyps wurden immunhistologische 

Dreifachfärbungen mit TUNEL zusammen mit anti-CD4 und anti-FoxP3 an Kontroll-  

bzw. Patientengewebe durchgeführt. gesunde Kontrollbiopsien (n=5) zeigen fast 

keine Apoptose in den Lamina propia infiltrierenden Zellen (Abbildung 9 A-D). 

Hingegen konnte eine erhöhte Apoptoserate in den Lamina propia infiltrierenden 

CD4+ und FoxP3+ Zellen bei Morbus Crohn erkrankten Patienten (n=8; Abbildung 9 

E-H). 



3. Ergebnisse 

	
   23 

	
  

	
  
	
  
	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
	
  
Abb. 9: Immunhistologische Dreifachfärbungen von Gewebeschnitte von einem 

repräsentativen Kontrollindividuum (A-D) und einem Morbus Crohn Patienten (E-
H). Die Gewebeschnitte wurden mit DAPI (blau), anti-FoxP3 (rot: A, E), anti-CD4 
(gelb; B, F) und TUNEL (grün; C, G) gefärbt. Overlay-Bilder (D,H) zeigen mehr 
dreifachpositive  Zellen (weiße Pfeile) bei CED-Patienten verglichen mit 
gesunden Kontrollen. Vergrößerung: x400 
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3.3 Untersuchung der peripheren regulatorischen T-Zellen bei 
Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung  

 
Nachdem eine verstärkte Caspaseaktivierung und Apoptose der  regulatorischen T-

Zellen in der entzündeten Mucosa bei CED–Patienten gezeigt werden konnte, haben 

wir zunächst die Anzahl peripherer Tregs (CD4+/CD25+/FoxP3+) in zehn Fällen von 

CED sowie zehn gesunden Probanden untersucht.  

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 
 
 
 

 
 
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Abb. 10: Dargestellt ist der prozentuale Anteil peripherer Treg Zellen  an CD4+ 

Zellen von Kontrollindividuen (n=10)  und CED-Patienten (n=10) (A). Die CED-
Patienten zeigen eine signifikant verringerte Anzahl peripherer Treg Zellen. 
Repräsentative durchflußzytometrische Analysen von peripheren Treg Zellen 
(B).       * = signifikant (p<0,05) 
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Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung wiesen eine signifikant 

erniedrigte Anzahl an Tregs (2,7±0,4%) gegenüber dem gesunden Kontrollkollektiv 

(4,4±0,5%) auf (Abbildung 10 A). Representative durchflußzytometrische Analysen 

von peripheren Treg Zellen von gesunden Personen und Morbus Crohn Patienten 

sind in Abbildung 10 B dargestellt. 
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3.4 Untersuchung der Apoptose in peripheren regulatorischen T-
Zellen und serologische Detektion von Caspaseaktivierung bei 
Patienten mit chronisch entzündlicher Darmerkrankung  

 

 
Abb. 11: (A) Dargestellt ist die Apoptoserate in peripheren regulatorischen T-Zellen 

bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa (n=24; 50,5.2±4,8%) und aktivem 
Morbus Crohn (n=32; 40±4.1%) verglichen mit gesunden Kontrollindividuen 
(n=10; 8,8±3.8%).(B/C) repräsentative Beispiele  durchflußzytometrischer 
Analysen. Abbildung D zeigt die gemessene Serumcaspase-Aktivität in relativen 
Lichteinheiten (RLU). Verglichen werden Patienten mit Morbus Crohn (n=74) 
oder Colitis ulcerosa (n=45) mit gesunden Kontrollindividuen (n=18); 231±17,4 
RLU). n.s. = nicht signifikant; ** = hoch-signifikant (p<0,01) 
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In einem weiteren Schritt  wurde die Apoptose in peripheren regulatorischen T-Zellen 

bei Patienten mit akuter Colitis ulcerosa (n=24) und Morbus Crohn (n=32) mit 

gesunden Kontrollindividuen (n=10) verglichen (Abbildung 11). Dabei zeigte sich eine 

hochsignifikant (p<0,01) verstärkte Apoptoserate peripherer Treg Zellen bei 

Patienten mit aktiver CED (CU: 50,5±4.8%; MC 40±4.1%) im Vergleich zu gesunden 

Kontrollpersonen(8,8±3.8%, Abbildung 11A). Representative  durchflußzytometrische 

Analysen von peripheren Treg Zellen von gesunden Personen und Morbus Crohn 

Patienten sind in Abbildung 11 B,C dargestellt. 

Da eine erhöhte Apoptoserate von Tregs mit der Freisetzung von aktivierter Caspase 

in das Serum assoziiert sein könnte, wurde die Caspaseaktivität in Seren von CED-

Patienten und gesunden Probanden untersucht (Abbildung 11D). Hierzu wurden 

Serumproben mit dem Caspasesubstrat DEVD-Aminoluciferin, welches durch aktive 

Caspase-3 und Caspase-7 gespalten wird, inkubiert. Anschliessend wurde das in 

einer Luciferasereaktion entstehende Lumineszenzsignal im Luminometer 

gemessen. Übereinstimmend mit der erhöhten Apoptoserate in Tregs wiesen 

Patienten mit Colitis ulcerosa (n=45) oder Morbus Crohn (n=74) eine hochsignifikant 

(p<0,01) erhöhte Serumcaspase-Aktivität im Serum (517,6±48.9 RLU respektive 

496,6±36.8 RLU) verglichen mit gesunden Kontrollpersonen (n=18; 231±17,4 RLU) 

auf (Abbildung 11). 

3.5 Analyse der Treg-Apoptose und Serumcaspase-Aktivität im 
Verlauf einer anti-TNFalpha Therapie  

 
In einem weiteren Schritt dieser Studie wurde die Apoptoserate von Tregs und die 

Caspaseaktivität in Blutproben von Patienten mit aktivem M. Crohn während einer 

anti-TNFalpha Therapie untersucht. Ein repräsentatives Beispiel ist in Abbildung 12 

dargestellt.  
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Abb. 12: Dargestellt sind der Verlauf der Treg-Apoptose (A) und Serumcaspase-

Aktivität (B) sowie des CRPs (C) und des CDAIs (D) im Verlauf (Woche 0, 2, 14) 
einer anti-TNFalpha Therapie bei akutem M. Crohn. Der Abfall der Treg-
Apoptose und Serumcaspase-Aktivität korreliert mit dem CRP- und CDAI-Abfall. 
CDAI: Crohn’s Disease Activity Index. 
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In Folge einer Behandlung mit anti-TNFalpha sank die Apoptoserate peripherer Treg 

Zellen von 25,6% auf 12,6% nach 14 wöchiger Therapie (Abbildung 12A). Die 

Apoptoserate sank in enger Korrelation mit der serologischen Caspaseaktivität 

(Abbildung 12B), als auch mit einem Abfall des CRP-Levels (Abbildung 12C) und des 

CDAI (Abbildung 12D), welche als klinische Marker der Krankheitsaktivität dienten.  

Dies bedeutet, dass eine erfolgreiche klinische (CDAI) und laborchemische (CRP) 

Remissionsinduktion mit einem Abfall der Treg Zell-Apoptose und der 

Serumcaspase-Aktivität einhergeht. 
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3.6 Analyse der Treg Zellzahl und Caspaseaktivität im Verlauf einer 
anti-TNFalpha  Therapie 

 

 

Abb. 13: Darstellung der Analyse von therapierten Morbus Crohn Patienten vor 
(CDAI>150) und nach Therapie (CDAI<150). Der Anteil der peripheren Treg 
Zellen ist signifikant nach erfolgreicher anti-TNFalpha Therapie angestiegen 
(p<0,01) (A). Übereinstimmend sank die Serumcaspase-Aktivität von 531,3±74.6 
RLU auf 299,8±54,3 RLU (p<0,05) (B), gleichbleibende M30-Werte vor und nach 
Therapie (C). RLU = Relative Lichteinheiten; U/l = Units pro Liter; * = p<0,05; **= 
p<0,01 
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Zur weiteren Bestätigung der bei oben gezeigten Patienten gewonnen Daten, wurde 

eine Gruppe von Morbus Crohn Patienten (n=6) vor (CDAI>150) und nach 

erfolgreicher Therapie (150<CDAI) auf ihre Treg Zellzahl hin untersucht.  

 

Die Analyse der Daten ergab einen hochsignifikanten Anstieg (p<0,01) des 

prozentualen Treg Zell-Anteils (4,8±0,5% an CD4+ Zellen) nach anti-TNFalpha 

Therapie gegenüber dem Wert vor Beginn der Therapie (2,7±0,4% an CD4+ Zellen, 

Abbildung 13A). Übereinstimmend mit dieser Beobachtung sank die Caspaseaktivität 

(n=8) im Serum (299,8±54,3 RLU) signifikant (p<0,05), nach anti-TNFalpha Therapie 

verglichen mit der Caspaseaktivität vor Therapie (531,3±74.6 RLU) (Abbildung 13B). 

Zusätzlich wurde durch einen spezifischen ELISA der Serum-Level von Caspase-

geschnittenem Cytokeratin-18 (M30 Antigen) bestimmt. Während die 

Caspaseaktivität in den Seren von CED-Patienten erhöht war und durch eine anti-

TNFalpha Therapie verringert wurde, konnten nur ausschließlich normale M30-Werte 

vor und nach Therapie gemessen werden. Dies deutet daraufhin das eine erhöhte 

Caspaseaktivität nicht durch Gewebsschädigung von Epithelzellen herrührt 

(Abbildung 13C). Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass 

eine erhöhte Apoptoserate in Treg Zellen eine potentiell wichtige Rolle in der 

Pathogenese von CED spielt und durch anti-TNFalpha Behandlung umgekehrt 

werden kann.  
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Die Pathogenese bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) ist komplex 

und beinhaltet Defekte der Mucosabarrierefunktion und des Immunsystems. Trotz 

vieler wichtiger Entdeckungen in den letzten Jahren, ist es nicht vollständig 

verstanden, weshalb die Immunantwort bei CED-Patienten in der Mucosa 

überreagiert, oder derzeitige medizinische Behandlungen, wie z.B. mit anti-TNFalpha 

Antikörpern eine Remission der Erkankung induziert werden kann. Verschiedene 

neuere Studien haben einheitlich eine Reduktion der peripheren Treg Zellen und 

einen ungenügenden Anstieg von intestinalen Treg Zellen bei CED-Patienten 

beschrieben (Maul, J., et al., 2005; Saruta M., et al., 2007, Takahashi M., et al., 

2006, Yu QT., et al., 2007), welches die Wichtigkeit dieser T-Zell-Subpopulation in 

der Pathogenese bei CED nahe legt. Die Relevanz von Treg Zellen bei der 

intestinalen Homöostase wird unterstrichen durch die Beobachtung, dass 

immundefiziente Empfängermäuse, welchen man CD4+ T-Zellen ohne CD25+ 

Population injizierte, eine chronische persistierende Colitis entwickelten (Veltkamp, 

C., et al., 2006).  

In dieser Studie wurde die Apoptose von Treg Zellen bei Patienten mit aktiver CED 

als möglicher Co-Faktor einer verringerten Immunantwort untersucht, die in der 

Pathogenese der CED diskutiert wird. Während gesunde Individuen kaum Caspase-

Aktivierung  in der Darm-Mucosa aufweisen, zeigten Lamina propria Zellen von 

Patienten mit aktivem Morbus Crohn eine verstärkte Caspasen-Aktivierung und 

Caspasen-vermittelte PARP-Spaltung. Die weitere Charakterisierung führte zur 

Identifizierung von CD4+FOXP3+ (Treg) Zellen als Mucosa-Subpopulation mit 

ehöhter Caspasen-Aktivierung und Apoptoserate. Der von Saruta et al. und anderen 

Autoren gegenüber anderen entzündlichen Darmerkrankungen (z.B. Divertikulitis) 

beschriebene verminderte Anstieg von Treg Zellen in der Darm-Mucosa bei aktiver 

CED(Saruta M., et al., 2007; Yu QT., et al., 2007). könnte somit auf eine verstärkte 

Apoptoserate dieser Zellpopulation zurückzuführen sein  Da bisher kein funktionaler 

Defekt bei CED-Treg Zellen nachgewiesen werden konnte (Maul, J., et al., 2005; Yu 

QT., 2007; Makita S., 2004; Saruta M., et al., 2007; Kelsen J., et al., 2005) ist davon 

auszugehen, dass die verringerte Anzahl intestinaler Treg Zellen zur unzureichenden 
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Terminierung des Entzündungsprozesses bei CED führt. Der Mangel an Treg Zellen 

könnte dabei auf eine verstäkte Apoptoserate dieser Zellpopulation zurückzuführen 

sein, wie unsere Daten vermuten lassen. Eine verringerte periphere Treg Anzahl 

wurde sowohl im Zusammenhang mit aktivem Morbus Crohn (Maul, J., et al., 2005), 

als mit aktiver Colitis ulcerosa beobachtet, bei der gezeigt wurde, dass die Anzahl 

der Treg Zellen im peripheren Blut, invers mit der Krankheitsaktivität korreliert 

(Takahashi M., et al., 2006). In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung konnten 

wir zum einen eine reduzierte Anzahl von Treg Zellen im peripheren Blut bei CED-

Patienten verglichen mit gesunden Kontrollindividuen nachweisen, die sich jedoch 

als nicht signifikant erwies. In diesem Zusammenhang konnten wir erstmalig zeigen, 

dass CED-Patienten eine signifikant höhere Apoptoserate von Treg Zellen des 

peripheren Blutes im Vergleich zu gesunden Personen aufweisen. Es ist deshalb 

davon auszugehen, dass Patienten mit aktiver CED einen ungenügenden Anstieg 

von Treg Zellen aufgrund einer verstärkten Apoptoserate dieser Zellpopulation 

aufweisen. Dies könnte auch eine Erklärung für den in unseren Kollektiven von 

gesunden Individuen und CED-Patienten beobachteten nicht signifikanten 

Unterschied in der Anzahl peripherer Treg Zellen sein. Es ist somit anzunehmen, 

dass die verringerte Anzahl zirkulierender Treg Zellen nicht nur die Akkumulation 

dieser Zellen im Darm widerspiegelt, wie zuvor angenommen wurde (Saruta, M., et 

al., 2007).  

Da aktivierte Caspasen aus apoptotischen Zellen freigesetzt werden und im Serum 

nachweisbar sind (Seidel, N., et al., 2005, Volkmann, X., et al., 2006), haben wir in 

einem weiteren Teil unserer Studie Caspasenaktivierung im Serum gesunder 

Individuen und bei CED-Patienten gemessen. Im Vergleich zu gesunden 

Kontrollindividuen, beobachteten wir eine erhöhte Caspase-3/-7 Aktivität im Serum 

von CED-Patienten, welche die erhöhte Treg Zell-Apotose widerspiegeln könnte. 

Interessanterweise fanden wir keine erhöhten Werte von Caspase-geschnittenem 

Cytokeration-18 (M30 Antigen), welches oft als Serummarker für Apoptose von 

Epithelzellen eingesetz wird. Somit implizieren unsere Ergebnisse, dass periphere 

Treg Zellen nicht nur durch Ihren Efflux in die Mucosa abnehmen, sondern 

hauptsächlich durch eine erhöhte Apoptoserate. 

Da bisher einfache und verlässliche Biomarker für die Beurteilung der 

Krankheitsaktivität bei CED nicht verfügbar sind, könnte sich der Nachweis von 

Caspasenaktivierung im Serum zukünftig als nicht invasiver objektiver Biomarker für 
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die Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivität und für das Therapie-Monitoring bei 

CED erweisen.  

Unsere Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen bei anderen 

Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis überein, bei der eine 

erhöhte Apoptoserate  der peripheren CD4+CD25+ Zellen verglichen mit gesunden 

Individuen gezeigt wurde (Toubi, E., et al., 2005). Der Grund für eine erhöhte 

Apoptosesensitivität von Treg Zellen bei CED und anderen Autoimmunerkrankungen 

ist bislang nicht erklärt. Beobachtungen in einem experimentellen Maus Colitis 

Modell zeigte, dass eine inflammatorisch induzierte Depletion von FoxP3+ Treg 

Zellen im Colon durch CD95/CD95L vermittelte Apoptose verursacht wird (Reardon, 

C., et al., 2008). In dieser Studie zeigten CD95/CD95L defiziente, jedoch nicht 

Wildtyp Mäuse mit Colitis eine Treg-Depletion, was darauf hinweist, dass der CD95 

Signalweg an der Treg-Homöostase beteiligt ist (Readon, C., et al., 2008; 

Mohamood, AS., et al., 2006). 

Inwieweit CED-Patienten eine erhöhte CD95-vermittelte Apoptoseempfindlichkeit von 

Treg Zellen aufweisen wird in weiteren Untersuchungen analysiert.  

Unabhängig von einer verstärkten Apoptoserate könnten weitere pathogenetische 

Mechanismen zu einer verminderten Anzahl von Treg Zellen bei CED beitragen. 

Hierzu zählen u.a. Defekte in thymusabhängigen Treg Zellentwicklung wie sie bei 

Tgε26 Mäusen beobachtet werden können, die aufgrund eines numerischen und 

funktionalen Defektes von Treg Zellen eine Colitis entwickeln (Faubion, WA., et al., 

2004; Veltkamp, C., et al., 2001). Der Beginn einer Colitis ist bei diesen Mäusen mit 

einer Involution und einer verringerten Zellularität des Thymus assoziiert. Bei 

Mäusen, die mit Knochenmarkszellen rekonstituiert wurden, konnte durch die 

Applikation von anti-TNFalpha Antikörpern oder Treg Zellen, eine Involution des 

Thymus verhindert werden, die mit der Entwicklung von funktionalen Treg Zellen im  

Tgε26 Thymus assoziiert war (Faubion, WA., et al., 2004; Veltkamp, C., et al., 2005; 

Veltkamp, C., et al.,  2007). Diese Ergebnisse deuten auf einen  Colitis-induzierten 

negativen Feed-Back Mechanismus hin, welcher zu einer defekten Produktion von 

Treg Zellen im Thymus bei genetisch vorbelasteten Individuen führen könnte. 

Zahlreiche in vivo Studien belegen einen positiven Effekt durch adoptiven Transfer 

von Treg Zellen in der Suppression der autoreaktiven  T-Zell Antwort. (Lange, C., et 

al., 2009; DiPaolo, RJ., et al., 2005; Green, EA., et al., 2003; Maloy KJ., et al., 2003; 

Asano, M., et al., 1996). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein 
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Transfer von Treg Zellen zur Ausheilung einer experimentellen Colitis führte (Mottet, 

C., et al., 2003; Veltkamp, C., et al., 2005; Elinav, E., et al., 2008; Veltkamp C., et al., 

2007; Powrie, F., 2004; Fantini, MC., et al., 2006). Treg Zellen erweisen sich deshalb 

als vielversprechendes therapeutisches Target bei Autoimmunerkrankungen. Durch 

den Einsatz von Histon/Protein Deacetylasen (HDACs) konnte beispielsweise die 

Treg Zellzahl erhöht und die Ausprägung einer Colitis im Mausmodell verringert 

werden, wodurch die Bedeutung des regulatorisch, immunologischen Anteils in der 

Pathogenese der CED weiterhin evident wird (Tao, R., et al., 2007; Wang, L., et al., 

2009). Somit scheint eine Erhöhung der Treg Zellzahl bei CED-Patienten ein 

vielversprechender, therapeutischer Ansatz zu sein. Erste klinische Hinweise, dass 

Treg Zellen die Krankheitsaktivität reduzieren könnten entstammen aus 

Behandlungsversuchen mit dem probiotischen Cocktail VSL#3, dessen Applikation 

mit einem Anstieg der Treg Zellzahl in der Lamina propria bei Patienten mit Pouchitis 

assoziiert war (Pronio, A., et al., 2008). In neueren Studien führte eine anti-TNFalpha 

Behandlung zu einem signifikanten Anstieg der peripheren Treg Zellen bei Patienten 

mit rheumatoider Arthritis, welche auf die Therapie ansprachen (Ehrenstein, MR., et 

al., 2004). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch anti-TNFalpha 

Therapie die erhöhte Apoptoserate von peripheren CD4+/CD25+ Blutzellen bei 

Patienten mit rheumatoider Arthritis verringert werden kann (Toubi E., et al., 2005). 

Wir konnten erstmalig zeigen, dass bei Morbus Crohn Patienten, welche auf eine 

anti-TNFalpha Therapie ansprachen, die Apoptoserate peripherer Blut Treg Zellen in 

enger Korrelation mit der Caspaseaktivität im Serum abfällt. Gleichzeitig war bei 

diesen Patienten ein Abfall des CRP (C-reaktives Protein) sowie des CDAI (Crohn´s 

disease activity index) als klinischen Marker der Krankheitsaktivität zu verzeichnen. 

Diese Daten belegen, dass eine erfolgreiche Behandlung bei CED Patienten, d.h. ein 

Rückgang der inflammatorischen Krankheitsaktivität, mit einem Abfall der 

Apoptoserate der peripheren Treg Zellen sowie der Caspaseaktivität im Serum 

assoziiert ist. Die rückläufige Apoptoserate von Treg Zellen während einer 

erfolgreichen anti-TNFalpha Therapie ging mit einem signifikanten Anstieg der 

peripheren Treg Zellzahl einher. Diese Ergebnisse implizieren, dass ein Anstieg der 

Treg Zellen für einen Rückgang der Erkrankung verantwortlich sein könnte. Die enge 

Korrelation zwischen der Abnahme der Apoptose und dem Anstieg der peripheren 

Treg Zellen in Assoziation mit dem Abfall der klinischen Krankheitsaktivität während 

einer erfolgreichen anti-TNFalpha Therapie lassen vermuten, dass diese Therapie 
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zur Reduktion der intestinalen Treg Zellapoptose beiträgt. Diese Annahme wird durch 

die Beobachtung unterstützt, die einen Anstieg der Mucosa Treg Zellen in 

Verbindung mit einer erfolgreichen anti-TNFalpha Therapie bei Morbus Crohn 

Patienten zeigen konnte (Ricciardelli, I., et al., 2008). Die molekularen Mechanismen 

der anti-TNFalpha-Wirkung sind in diesem Zusammenhang nur unzureichend 

bekannt. TNFalpha, dem eine zentrale Rolle bei aktiver CED zukommt, könnte durch 

Bindung an den TNF-Rezeptor-2, der von Treg Zellen konstitutiv exprimiert und 

durch TNF hochreguliert wird (Nadkarni, S., et al., 2007; Valencia X., et al., 2007), 

direkt Apoptose von Treg Zellen induzieren. Zusätzlich könnte die erhöhte Sekretion 

von pro-inflammatorischen Zytokinen durch antigenpräsentierende Zellen die 

Suppressionsaktivität von Treg Zellen negativ beeinflussen (André, S., et al., 2009; 

Betteli, E., et al., 2008; Valencia, X.,  2007). Weiterhin bestehen Hinweise darauf, 

dass anti-TNFalpha Antikörper die Funktion von Tregs positiv beeinflussen, indem 

sie die FoxP3 Expression induzieren, die TNF-Rezeptor-2 Expression reduzieren, 

das Überleben von Treg Zellen verbessern und zu einer de novo Produktion von 

dieser Zellen führen (Valencia, X.,et al., 2006; Nadkarni, S., et al., 2007). Zusätzlich 

kann eine anti-TNFalpha Therapie zur Suppression von IL-6 und IL-1beta, welche 

Treg Zell-Funktion negativ beeinflussen, beitragen (Ulfgren, AK., et al., 2000). Eine 

erfolgsversprechende Therapiestrategie zur Erhöhung der Treg Zellzahl könnten in 

diesem Zusammenhang auch neutralisierende monoklonale Antikörper gegen IL-6, 

IL-1beta oder CTLA-4 darstellen (Ulfgren, AK., et al., 2000; Saadoun, D., et al., 2008; 

Vallerskog T., et al., 2007; Coquerelle C., et al., 2009). Weiterhin könnten 

intrazelluläre Signalwege als therapeutisches Ziel zur Wiederherstellung einer 

suffizienten Treg Zellzahl oder Antwort dienen. In diesem Zusammenhang konnte 

beispielsweise gezeigt werden, dass die Inhibition des m-TOR Signalweges mittels 

Rapamycin eine direkte Steigerung der Expansion und des Überlebens von Treg 

Zellen hervorruft (Battaglia, M., et al., 2005) und die Ausprägung einer 

experimentellen Colitis verringerte (Farkas, S., et al., 2006). Ähnlich zeigten 

Versuche mit dem neuen Immunsuppressivum FTY720 eine Induktion von Treg 

Zellen und eine Verbesserung einer experimentellen Colitis (Zhou, PJ., et al., 2009; 

Sehrawat, S., 2008; Daniel, C., et al., 2007). Weitere Studien werden zeigen, 

inwieweit das Anreichern von Treg Zellen eine innovative Therapiestrategie zur 

Behandlung von CED-Patienten darstellt. 



4. Diskussion 

 	
   37	
  

Zusammengefasst weisen unsere Daten daraufhin, dass eine erhöhte Apoptose der 

peripheren und lokalen Treg Zellen einen wichtigen Co-Faktor in der Pathogenese 

der CED darstellt. Eine anti-TNFalpha Therapie war mit einer verringerte 

Apoptoserate der peripheren Treg Zellen und konsekutivem Anstieg der Treg 

Zellzahl assoziiert. Da noch kein Konsens bezüglich der Dauer einer anti-TNFalpha 

Therapie besteht und bislang keine verlässlichen Aktivitätsmarker existieren, könnte 

der Nachweis der Treg Zellapoptose und / oder der Caspaseaktivierung im Serum 

zur Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivität bzw. zum Monitoring des 

Therapieerfolges bei CED-Patienten herangezogen werden. Dabei könnten 

möglicherweise frühzeitig CED-Patienten indentifiziert werden, welche nicht auf eine 

anti-TNFalpha Therapie ansprechen. Diese Patienten könnten somit früher 

alternativen Behandlungsstrategien zugeführt werden und wären nicht weiter mit den 

Risiken von Nebenwirkungen einer ineffizienten Therapieform konfrontiert. Weitere 

prospektive Studien sind erforderlich, um zu evaluieren ob sich der Nachweis der 

Treg-Apoptose bei CED-Patienten als prädiktiver Biomarker für das 

Therapieansprechen erweist.  
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