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Kurzreferat 

Entzündungsreaktionen sind an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen des mensch-

lichen Körpers beteiligt. Neben der Entstehung von Autoimmunerkrankungen gehören 

auch häufige Leiden wie Diabetes mellitus und Arteriosklerose dazu. Gleichzeitig ist be-

kannt, dass die Aufnahme freier Fettsäuren über die Nahrung immunologische Prozesse 

beeinflussen kann. In dem hier gewählten experimentellen Ansatz wird der These nach-

gegangen, dass die strukturellen Veränderungen des intrazellulären Moleküls Cardiolipin 

(CL) in Folge einer diätetischen Fettsäureaufnahme zu den Mechanismen gehören, die 

diesen Effekt vermitteln. Dazu wurden Pan-T-Zellen gesunder Spender untersucht. Diese 

wurden einer von drei Fettsäuren (Linolsäure, Palmitinsäure oder Docosahexaensäure) in 

physiologischen Konzentrationen für 24 bis 72 Stunden ausgesetzt. Gleichzeitig wurde 

das Lektin Phytohämagglutinin (PHA) benutzt, um die Proliferation der T-Zellen zu sti-

mulieren. Die freien Fettsäuren führten zu einer Abnahme des Proteingehalts der Proben. 

Die DNA-Synthese und die MTT-Reduktion nahmen ebenfalls ab. Parallel dazu sank der 

Gesamtgehalt des CL. Die massenspektrometrische Analyse von CL ergab Änderungen 

der CL-Struktur durch die Fettsäure-Substitution. Die hinzugefügten Fettsäuren wurden 

vermehrt eingebaut. Die Zugabe von Linolsäure und Docosahexaensäure führte zu erhöh-

tem Gehalt von C(18:2)4-CL. Die CL-Oxidation nahm, wenn auch nicht signifikant, ab.  

Schlüsselwörter 

Cardiolipin, T-Lymphozyten, freie Fettsäuren, Autoimmunerkrankungen, molekulare 

Cardiolipin-Spezies 
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1 Einleitung 

Eine mediterrane Ernährung geht mit positiven gesundheitlichen Effekten einher [1]. Ne-

ben einer geringeren Gesamtsterblichkeit [2] konnten verringerte Inzidenzen für  

kardiovaskuläre [3], karzinomatöse [4] und neurodegenerative [5] Erkrankungen nachge-

wiesen werden. Ein wichtiger Aspekt scheint dabei die vermehrte Aufnahme von Omega-

3-Fettsäuren, vornehmlich über Fisch, zu sein [6]. Für Docosahexaensäure (DHA) konnte 

bereits ein modulierender Einfluss auf das Immunsystem gezeigt werden. Eine  

DHA-reiche Ernährung vermindert ex vivo die Chemokin-gesteuerte  

Migration von regulatorischen T-Zellen sowie ihre inhibitorische Wirkung auf Effektor-

zellen [7]. Die Mechanismen, die diesen Beobachtungen zu Grunde liegen, sind Gegen-

stand zahlreicher Forschungsarbeiten der letzten Jahre. Dabei scheint dem Phospholipid 

Cardiolipin (CL) eine besondere Rolle zuzukommen. Dieses findet sich (vornehmlich) in 

der inneren mitochondrialen Membran. Es nimmt Einfluss auf die Proteine der Atmungs-

kette und trägt somit essentiell zur Energiegewinnung eukaryoter Zellen bei. Zudem ist 

es am Ablauf des programmierten Zelltodes, der Apoptose, beteiligt. Die Funktion dieses 

Moleküls hängt von seinem Aufbau ab, der durch das Vorhandensein von vier Fettsäu-

reresten einer hohen Variabilität unterliegt [8].  

In der vorliegenden Arbeit sollen die Fragen beantwortet werden, ob eine Modifikation 

der CL-Struktur über Veränderungen des Zellmilieus erreicht werden kann und welche 

Wirkung erzielte Veränderungen auf die Zellaktivität und -proliferation besitzen.  T-Lym-

phozyten wurden dabei auf Grund ihrer hohen klinischen Bedeutung für die Versuchsan-

ordnung gewählt. Sie sind an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Zu-

dem spielen sie eine Rolle bei chronischen Entzündungsreaktionen, die wiederum die 

Entstehung kardiovaskulärer und neurodegenerativer Erkrankungen begünstigen [9–11]. 

Entsprechend groß ist das Interesse an einer möglichen diätetischen Regulierung.  

1.1 T-Lymphozyten 

T-Lymphozyten oder T-Zellen gehören zu den mononukleären Zellen des Immunsystems. 

Während ihre Bildung im Knochenmark stattfindet, ist der Thymus der Ort der Zellent-
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wicklung. Dabei durchlaufen sie vier Stadien, die durch die Wechsel ihrer Cluster of Dif-

ferentiation (CD) gekennzeichnet sind und während derer durch positive und negative 

Selektion eine Aussortierung nicht funktionsfähiger bzw.  hyperreaktiver Immunzellen 

stattfindet [12]. Die entstehenden Immunzellen lassen sich in CD4-positive T-Helferzel-

len, CD8-positive zytotoxische Zellen und CD4- und CD25-positive regulatorische T-

Zellen unterteilen. Neben der physiologischen Einordnung können erwähnte Cluster of 

Differentiation (zumeist membrangebundene Glykoproteine) auch technisch zur Separa-

tion einzelner Zelltypen verwendet werden [13].  

T-Helferzellen werden durch antigenpräsentierende dendritische Zellen aktiviert und dif-

ferenzieren sich in Abhängigkeit des sie umgebenden Zytokinmilieus zu Th1- oder Th2-

Zellen. Th1-Zellen beeinflussen über die Produktion von IFNγ und TNFα die zelluläre 

Immunität, während Th2-Zellen über Interleukin (IL)-4, -5, -6 und -10 auf die humorale 

Immunantwort wirken. So aktiviert IFNγ T- und B-Zellen, Makrophagen und natürliche 

Killerzellen, während IL-4 und IL-6 zum Klassenwechsel von B-Zellen führen, wodurch 

diese vermehrt IgG1- statt IgM- oder IgD-Antikörper bilden [14]. CD-8-positive zytoto-

xische T-Lymphozyten werden ebenfalls durch dendritische Zellen aktiviert und sind in 

der Lage, Peptid-MHCI-Komplexe auf Körperzellen zu erkennen. Über die Bildung von 

Granzymen und Perforin sowie durch Initiation einer FasFas-Liganden-Interaktion indu-

zieren sie die Apoptose körpereigener, virusinfizierter Zellen [15]. Zudem erfüllen T-Zel-

len Aufgaben in der Bildung eines so genannten „immunologischen Gedächtnisses“. So 

differenzieren sich nach einer durchgemachten Infektion T-Gedächtniszellen aus, die bei 

erneutem Kontakt mit entsprechenden Antigenen eine effektivere Immunantwort einlei-

ten können [16]. 

1.2 Beeinflussbarkeit immunologischer Reaktionen  

1.2.1 Entzündungsreaktionen als Teil pathophysiologischer Prozesse  

Zytokine steuern die Reaktion des Organismus auf Verletzungen und Infektionen. Neben 

den physiologischen Abwehrprozessen kann es dabei auch zu überschießenden und un-

kontrollierten Entzündungsantworten kommen. Derartige autoimmunologische Prozesse 

sind u. a. für Pathologien wie die rheumatoide Arthritis oder die chronisch-entzündlichen 
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Darmerkrankungen verantwortlich. Chronische Entzündungsprozesse sind aber auch an 

der Entstehung neurodegenerativer und kardiovaskulärer Leiden beteiligt [10,17]. Sie sti-

mulieren das Wachstum glatter Muskulatur, führen zu vaskulären Umbauprozessen und 

erhöhen die Sensitivität der Niere gegenüber Veränderungen des Elektrolythaushalts. In 

der Folge kommt es zu Blutdruckerhöhungen und kardiovaskulären Folgeerscheinungen 

[9,11]. Entsprechend relevant ist die Frage nach der Beeinflussbarkeit von Entzündungs-

prozessen.  

1.2.2 Wirkung von Fettsäuren auf immunologische Prozesse 

Es konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass die Nahrung direkten Einfluss auf die 

Fettsäurezusammensetzung in den Immunzellen besitzt [18]. Nach entsprechender Sub-

stitution von Omega-3-Fettsäuren wie Docosahexaensäure (DHA) und Eicosapentaen-

säure (EPA) sind diese intrazellulär vermehrt nachweisbar. Gleichzeitig kommt es zu ei-

ner Abnahme von Arachidonsäuren [19–21]. Letzteres führt zu einer Reduktion der Pro-

duktion von auf Arachidonsäure basierenden Eicosanoid-Mediatoren wie PGE2 [22] und 

zu einer Zunahme von EPA-abhängigen Eicosanoiden wie PGE3 [23]. Fischölreiche Er-

nährung bei Mäusen beeinflusst zudem die Leukotriensynthese ihrer Makrophagen (sig-

nifikante Erhöhung des LTC5-/LTC4-Verhältnisses) und somit die Mediatoren von Aller-

gien und Entzündungen [20]. Diese Effekte werden sowohl durch das verminderte Vor-

liegen der Arachidonsäure als Substrat, als auch durch eine Inhibition des Arachidonsäu-

remetabolismus durch Omega-3-Fettsäuren erklärt [24].  

EPA- und DHA-reiche Ernährung hat auch auf zellulärer Ebene Einfluss auf das Immun-

system. So sind sowohl im Tiermodell [25,26], als auch bei menschlichen Probanden [27] 

verminderte Proliferationsraten und verringerte Ausschüttung von Zytokinen der T-Lym-

phozyten nach entsprechender Fettsäureaufnahme nachweisbar. Dies beruht auf mehreren 

Mechanismen. Dazu gehören Veränderungen der Plasmamembranen der Immunzellen, 

speziell ihrer Fluidität [28], geänderte Zusammensetzung der Eicosanoidmediatoren [29], 

veränderte Aktivitäten von Transkriptionsfaktoren [30] und Einflüsse auf so genannte Li-

pid Rafts. Lipid Rafts sind Teile der Zellmembran, die durch ihre Lipid-Zusammenset-

zung Signaltransduktionen vermitteln können. In T-Zell-Membranen befinden sich dort 

für die Zellaktivierung nötige Proteine [31,32].  
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1.2.3 Fettsäuresubstitution als Gegenstand klinischer Forschung  

Es wird bereits versucht, die oben genannten Erkenntnisse in der Klinik umzusetzen. So 

ist bekannt, dass Arachidonsäure-abhängige Mediatoren wie PGD2, LTC4, LTD4 und LTE4 

nicht nur proinflammatorisch, sondern auch bronchokonstriktiv wirken [33]. Im Tierver-

such war es möglich, durch ein DHA-haltiges Aerosol die bronchiale Hyperreagibilität 

im Methacholintest zu verringern. Bronchoalveoläre Lavagen wiesen zudem verminderte 

Zellinfiltrationen nach Aerosol-Gabe nach [34].  Eine klinische Studie mit 29 unter 

Asthma leidenden Kindern dokumentierte signifikante Verbesserungen des Asthma-

Scores und des Methacholintests nach einer Behandlung mit EPA- und DHA-haltigen 

Ölkapseln [35].  Auch bei Patienten mit rheumatoider Arthritis konnten klinische Verbes-

serungen erzielt werden. So zeigt eine Metaanalyse Verbesserungen bezüglich der Mor-

gensteifigkeit und eine verringerte Anzahl betroffener Gelenke durch den Einsatz von 

Fischöl als Nahrungsergänzung [36].  Zudem existieren zahlreiche Studien, die die Wir-

kung von Omega-3-Fettsäuren auf die Aktivität von chronisch-entzündlichen Darmer-

krankungen untersuchen [37–39]. In einem Model mit Rag2-defizienten Mäusen gelang 

es, einen Anstieg von antiinflammatorischen Eicosanoidmediatoren wie Protektin D1, 

Resolvin E1 und Resolvin D3 durch fischölreiche Fütterung nachzuweisen [40]. Es war 

jedoch weder möglich, die Konzentrationen der Omega-6-Fettsäure-abhängigen proin-

flammatorischen Lipidmetabolite wie PGE2 und LTB4 zu verringern, noch signifikante 

Besserungen der Entzündungsaktivität der Darmschleimhaut zu erzielen [40]. Klinische 

Studien zeigten bei Fischöleinnahme durch Patienten mit Colitis ulcerosa vermehrte 

Eicosanoide in den rektalen Mukosazellen, was mit Veränderungen der Leukotrien-Syn-

these einherging. Klinisch resultierte eine signifikante Reduktion des Corticosteroidbe-

darfs und eine Tendenz zum schnelleren Erreichen von Remissionen, die Rezidivraten 

wurden nicht signifikant beeinflusst [41].  

1.3 Cardiolipin 

1.3.1 Struktur und Vorkommen 

Cardiolipin (CL), erstmals 1942 durch Pangborn et al. beschrieben [42], verdankt seinen 

Namen dem Muskelgewebe des Rinderherzens, in dem es entdeckt wurde.  Es handelt 
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sich um eine Gruppe von Phospholipiden, die in eukaryoten Zellen in der (vornehmlich) 

inneren Membran der Mitochondrien vorkommen. Chemisch betrachtet besteht CL aus 

einem zentralen Glycerin, das an den C-Atomen 1 und 3 mit einem Phosphoglycerid 

verestert ist (Abbildung 1) [43].  

Die beiden Phosphoglyceride eines CL-Moleküls weisen jeweils zwei über  

Hydroxygruppen veresterte Fettsäureketten auf. Dabei handelt es sich in den Zellen von 

Säugetieren überwiegend um C18-kettige Fettsäurereste. Unter diesen dominiert die Li-

nolsäure (C18:2) [44]. 

  

1.3.2 Physiologische Bedeutung von Cardiolipin  

CL weist innerhalb der inneren mitochondrialen Membran eine starke Proteinbindung 

auf. So lassen sich sechs fest gebundene CL-Moleküle an jedem Dimer der ADP/ATP -

Translokase boviner kardialer Zellen finden. Wird diese Bindung durch die Hinzugabe 

einer Phospholipase unterbrochen, so findet der funktionelle Übergang der Translokase 

vom c- in den m-Status unabhängig von der umgebenden ADP-Konzentration statt. Die 

physiologische Interaktion zwischen Substrat und Transportkomplex kann durch erneute 

Hinzugabe von CL wiederhergestellt werden. Dies ist ein Hinweis auf die Notwendigkeit 

des Phospholipids für die Funktionalität des Proteins [45]. Darüber hinaus ist für die 

Funktion der Cytochrom-c-Oxidase [46] sowie der Komplexe I, III [47] und V [48] der 

Atmungskette die Anwesenheit von CL essentiell. Dies bestätigt sich bei Zellen, die durch 

Mutationen kein CL produzieren können. So weisen Saccharomyces cerevisiae-Stämme, 

denen das CRD1-Gen (kodiert CL-Synthase) fehlt, eine Verminderung  

der ATPase- und der Cytochrom-Oxidase-Aktivität, des Proteintransports und des mito-

chondrialen Membranpotentials auf [49].  Zudem kommt es bei Erhöhung der Temperatur 

 

Abbildung 1: Struktur des Cardiolipins nach [43]. A-D sind variable Fettsäurereste, X und Y sind 

Hydroxygruppen. 
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in mutierten Zellen im Vergleich zum Wildtyp zu einer schnelleren Entkopplung der 

Atmungskette von der ATP-Synthese [50].   

Neben Einflüssen auf die mitochondrialen Proteine, könnte eine direkte Wirkung des CL 

auf die Membrandurchlässigkeit für Protonen für die Aufrechterhaltung des Membranpo-

tentials entscheidend sein [43,51].   

Des Weiteren ist CL an dem programmierten Zelltod beteiligt. So konnte gezeigt werden, 

dass die von Bcl-2-Proteinen vermittelte Bildung von Membranöffnungen während der 

Apoptose von dem Vorhandensein des CL abhängig ist [52].   

1.3.3 Funktionelle Bedeutung der Komposition der Fettsäurereste des Cardioli-

pins 

Die Mehrzahl der CL-Moleküle besitzt vier Linolsäurereste (L4). Die (C18:2)3/(C18:1)1-

Spezies (L3O), also Moleküle mit drei Linolsäureresten und einem Ölsäurerest, sind eben-

falls verhältnismäßig häufig [44]. Das sich daraus ergebene L4/L3O-Verhältnis variiert in 

verschiedenen Säugetiergeweben. Hohe L4/L3O-Verhältnisse finden sich in Herz- und 

Skelettmuskelzellmitochondrien, niedrige in Mitochondrien glatter Muskulatur. Dies legt 

die Vermutung nahe, dass Gewebe mit hohem oxidativem Metabolismus einen höheren 

Gehalt an L4-CL benötigen [53].   

Eine weitere Korrelation scheint zwischen der Proliferationsrate von Immunzellen und 

der Fettsäure-Komposition der CL-Moleküle zu bestehen. So konnte gezeigt werden, dass 

ein Anstieg der Proliferation von T-Lymphozyten (sowohl bei Proben von gesunden Spen-

dern als auch in Stämmen von Leukämie- und Lymphompatienten) zu einer Abnahme des 

(C18:2)4-CL-Gehalts und der in den Molekülen vorkommenden Doppelbindungen führte. 

Zudem nahm der Anteil 16-kettiger Fettsäurereste zu. Die stimulierten Zellen gesunder 

Spender und die schnell proliferierenden, leukämischen Zellen wiesen mit der Zunahme 

ihrer Anzahl einen erhöhten Oxidationsgrad auf [8].  

1.3.4 Pathophysiologische Bedeutung der Cardiolipinstruktur   

Die pathophysiologische Bedeutung des molekularen Aufbaus von CL wird deutlich, 

wenn man Patienten mit dem Barth-Syndrom betrachtet. Diese leiden unter multiplen Pa-
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thologien wie Herzfehlern, Myopathien, Neutropenien und Wachstumsstörungen.  Ur-

sächlich ist ein Defekt des Tafazzin-Gens. In der Folge kommt es zu einer Fehlfunktion 

der Phospholipid-Acyltransferase Tafazzin. Diese ist am Auf- und Umbau von CL betei-

ligt. Die Patienten weisen erhöhte Werte von Monolyso-CL (ein Zwischenprodukt des 

CL-Remodelings) und vermindertes Gesamt-CL auf [54]. Zudem finden sich Verände-

rungen der Fettsäurekomposition in CL-Molekülen betroffener Patienten [55]. Dabei fällt 

vor allem ein Verlust der sonst nachweisbaren strukturellen Uniformität auf. Diese führt 

im Gesunden zu einer begrenzten Anzahl von CL-Spezies, bei denen in der Regel ein oder 

zwei Fettsäurereste quantitativ dominieren, woraus ein hoher Grad molekularer Symmet-

rie resultiert. Das defekte Tafazzin-Enzym hingegen führt zu einem großen Spektrum von 

Kompositionsmöglichkeiten innerhalb der CL-Moleküle. Es entstehen zahlreiche Kom-

binationen, die über ein Stereozentrum verfügen und asymmetrisch aufgebaut sind. Dies 

könnte mit den physiologischen Aufgaben des CL interferieren. So sind daraus resultie-

rende Veränderungen der physikalischen Eigenschaften mitochondrialer Membranen 

denkbar. Zudem könnte die Interaktion von CL mit Proteinen beeinträchtigt werden [56].  

In Kombination mit dem Defizit an Gesamt-CL scheint der Gendefekt zu mitochondrialen 

Dysfunktionen zu führen. Der gestörte Energieumsatz hat Schädigungen von Herz- und 

Skelettmuskelgeweben zur Folge.  

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung des strukturellen CL-Aufbaus liefern Modelle 

der Diabeteserkrankung. Die Myokardzellen eines von Diabetes mellitus betroffenen Or-

ganismus weisen tiefgreifende Veränderungen ihres Stoffwechsels auf. So werden zur 

Verfügung stehende Fettsäuren vermehrt als Substrat der Zellatmung verwendet. Bei die-

sem Vorgang entstehen reaktive Sauerstoffspezies [57,58]. Diese oxidieren hoch-unge-

sättigte Fettsäuren, wie sie auch im CL vorkommen. Bei Mäusen, deren β-Zellen mit 

Streptozotocin zur Diabetesinduktion zerstört worden sind, fand man nach sechs Wochen 

eine Abnahme des CL-Gehalts in den Myozyten. Gleichzeitig waren strukturelle Verän-

derungen nachweisbar. So fand sich ein vermehrter Umbau von C18:2-CL- zu C22:6-CL-

Spezies. Es ist davon auszugehen, dass diese Veränderungen auch Auswirkungen auf die 

oben beschriebene Rolle des Phospholipids innerhalb der oxidativen Phosphorylierung 

haben und an der Entstehung mitochondrialer Defekte und damit diabetischer Kardiomy-

opathien beteiligt sind [58].    
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1.3.5 Diätetischer Einfluss auf die Fettsäurezusammensetzung der Cardiolipin-

moleküle 

Über die Ernährung ist es möglich, die Fettsäurezusammensetzung von CL-Molekülen zu 

beeinflussen. Ratten, die 66 Tage lang fettfrei ernährt worden sind, wiesen in Leber-, 

Herz- und Nierenmitochondrien einen deutlichen Abfall von LS-haltigen CL-Spezies auf. 

Im Gegensatz dazu stieg der Gehalt von Palmitoleinsäure, Ölsäure und Vaccensäure im 

CL an [59].  Über die Substitution von mehrfach ungesättigten Fettsäuren konnten im 

Tiermodell kardioprotektive Effekte gezeigt werden. Speziell DHA führte dabei zu einer 

Erhöhung des Gesamt-CL und der (C18:2)4- und C22:2(C18:2)3-CL-Spezies in den Mi-

tochondrien von Herzzellen. Ein Zusammenhang zwischen der veränderten Phospholi-

pid-Komposition und einer erhöhten mitochondrialen Resistenz gegenüber Stress wurde 

als Mechanismus der Kardioprotektion angenommen [60,61].   

Molekulare Veränderungen des CL könnte zusätzlich zu der Verminderung peripherer 

Triglyceride zu den Mechanismen gehören, die die protektive Wirkung auf kardiales Ge-

webe nach DHA-Substitution vermitteln. In einer weiteren Untersuchung mit Ratten, de-

nen DHA-reiches, aber LS-freies Sardinenöl als einzige Fettsäurequelle gefüttert wurde, 

kam es zu einem Abfall des Gesamt- und des (C18:2)4-CL und zu einer Verringerung der 

Zellatmung, was auf die Funktion von (C18:2)4-CL hindeutet [62].  

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Fettsäurereste von CL 

mit dem Proliferationsgrad von T-Zellen korreliert [8]. Darauf aufbauend ist das Ziel die-

ser Arbeit, die Auswirkung von hinzugeführten freien Fettsäuren auf die Proliferation von 

T-Lymphozyten und auf den Aufbau ihrer CL-Moleküle zu untersuchen. Dabei stehen 

folgende Fragestellungen im Vordergrund: 

1. Kann man über freie Fettsäuren im Kulturmedium die Proliferation und/oder die 

MTT-Reduktion (als Parameter der Redoxkapazität) von T-Lymphozyten beein-

flussen? 

2. Verändert das umgebende Fettsäuremilieu den Aufbau des CL? 
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3. Existiert ein Zusammenhang zwischen den Aktivitäts- und Proliferationsverände-

rungen von T-Zellen und der molekularen Struktur des CL? 

Für den experimentellen Ansatz wurden Pan-T-Zellen gesunder Spender drei  

verschiedenen Fettsäuren ausgesetzt. Untersucht wurden die Effekte von Palmitinsäure 

(PS) als in der Nahrung häufig vorkommende, gesättigte Fettsäure, Linolsäure (LS), als 

häufigster Fettsäurerest von CL in gesunden Säugetierzellen und Docosahexaensäure 

(DHA), einer bereits gut untersuchten Omega-3-Fettsäure, der, neben ihren physiologi-

schen Funktionen, positive Wirkungen auf pathophysiologische Prozesse zugeschrieben 

werden (siehe 1.2.2 und 1.3.5). 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien befin-

det sich im Anhang: Material. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellgewinnung 

Die in dieser Arbeit verwendeten Pan-T-Zellen stammten aus dem Blut einer homogenen 

Gruppe (männlich, gesund, unter 30 Jahre) von sechs Probanden (Tabelle 1).  

Tabelle 1: Relevante Probandendaten der T-Zellspender 

Proband Alter Geschlecht 

relevante 

Vorerkran-

kungen Allergien 

Pack 

Years 

1 25 m keine keine 0 

2 25 m keine Pollenallergie 4 

3 25 m keine 

Penicillin-Aller-

gie 0 

4 25 m keine Pollenallergie 0 

5 23 m keine keine 0 

6 29 m keine keine 4 

Mononukleäre Zellen (MNZ) des peripheren Blutes und T-Zellen stammten von freiwil-

ligen gesunden Blutspendern. Für die Blutentnahme lag ein positives Votum der Ethik-

kommission der Medizinischen Fakultät der Otto-von- Guericke-Universität Magdeburg 

vor (107/09). Die Spender willigten schriftlich zur Entnahme und wissenschaftlichen Ver-

wendung ihres Blutes ein. 

Zur Isolation von mononukleären Blutzellen (MNZ) diente eine isopyknische Dichte-

Gradienten-Zentrifugation. Hierbei wird mit einem Medium ein Dichtegradient erzeugt. 

Treffen Partikel während der Sedimentation auf ein Medium gleicher Dichte, so verharren 
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sie einige Zeit in einem Schwebezustand. Sie reichern sich ringartig zwischen den Phasen 

an. Da Zellen ähnliche Größen und Massen, aber unterschiedliche Dichten besitzen, ist 

diese Methode zur ihrer Isolation geeignet [63].    

Die kommerzielle Trennlösung Biocoll® kam hierbei zum Einsatz, ein Polysaccharid mit 

einer Dichte von 1,077 g/ml. Zur Gewinnung der MNZ wurden gesunden Probanden nach 

ordnungsgemäßer Desinfektion der Punktionsstelle ca. 200 ml venöses Blut entnommen. 

200 ml Vollblut eines Probanden wurden zu 100 ml mit Heparin versetztem RPMI 1640 

(5 U/ml) hinzugegeben. Es folgte die vorsichtige Überschichtung von jeweils 12,5 ml 

Trennlösung (befindlich in entsprechenden Zentrifugenröhrchen) mit 30 ml Blut. Das Ge-

misch wurde dreißig Minuten zentrifugiert (400 x g) und die entstandene Zwischenphase 

aus mononukleären Zellen abgenommen. Nach drei weiteren Zentrifugations- (à 10 min, 

300 x g) und Resuspendierungsschritten wurden die Zellen mit RPMI gewaschen, an-

schließend in einem vollautomatischen Zählgerät (Hämatologie-Automat Ac T diff2, 

Beckman-Coulter) gezählt und letztlich in 20 ml phosphatgepufferter Salzsäure (PBS) 

und 0,5 % bovinem Serumalbumin (BSA) der Magnetzellsortierung (MACS) überführt. 

2.2.2 Separierung von Pan-T-Zellen mittels MACS 

Aus den durch die MNZ-Isolation gewonnen Zellen wurden in einem nächsten Schritt mit 

Hilfe einer magnetischen Zellsortierung (Magnetic Cell Sorting, MACS) Pan-T-Zellen 

isoliert. Dabei kam das kommerzielle Pan T Cell Isolation Kit II® zum Einsatz. Das Prin-

zip dieses Vorgehens beruht auf einer negativen Selektion von mononukleären Zellen, bei 

denen es sich nicht um T-Zellen handelt. Dies geschieht über direkte Markierung mit Hilfe 

von biotinylierten Antikörpern gegen CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 und 

Glycophorin A, sowie über eine indirekte Markierung mit anti-Biotin-Antikörpern, die 

eine magnetische Komponente besitzen. Markierte Zellen werden innerhalb eines 

MACS-Separators durch ein magnetisches Feld zurückgehalten, während T-Zellen die 

Matrixsäule des Systems davon unbeeinflusst passieren können [13].  

Das Vorgehen erfolgte auf Grundlage des Protokolls des MACS-Herstellers. Nach einer 

zehnminütigen Zentrifugation (400 x g) der in 20 ml PBS und 0,5 % BSA vorliegenden 

Zellen und dem anschließenden Entfernen des Überstandes wurden diese in MACS-Puf-
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fer (400µl/108 Zellen) überführt. In den nächsten Schritten kamen die, die Antikörper be-

inhaltenden, Suspensionen nacheinander hinzu: Zuerst das Biotin-Antikörper-Gemisch 

(wobei die Menge mit 50 µl/108 Zellen abhängig von der zuvor bestimmten Zellzahl war), 

danach 100 µl/108 Zellen der anti-Biotin-Antikörpersuspension. Unterbrochen wurden 

diese Zusätze erst durch eine zehn-, dann durch eine fünfzehnminütige Inkubation auf Eis 

sowie durch die Hinzugabe von 300 µl/108 Zellen MACS-Puffer. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt (336 x g, 5 min) und erneuter Resuspendierung (108 Zellen mit 500 

µl MACS-Puffer) wurden die Zellen in die Matrixsäule des Separators überführt. Dabei 

erfolgte die Befreiung von der markierten Zellfraktion wie oben beschrieben. Die unter-

halb der Säule aufgefangenen Zellen entsprachen den isolierten Pan-T-Zellen. Mit Hilfe 

des vollautomatischen Zählgeräts wurden die Proben bis zu der definierten  

Zellkonzentration von 106/ml mit AIM V-Kulturmedium verdünnt.  

Somit konnten naive, unstimulierte T-Zellen gesunder Spender für die weitere Untersu-

chung gewonnen werden.   

2.2.3 Zellkultivierung 

Die gewonnenen Zellen wurden in dem für humane T-Zellen geeigneten Medium AIM V 

zur weiteren experimentellen Bearbeitung kultiviert. Dieses enthält laut Hersteller L-Glu-

tamin, Streptomycinsulfat (50 µg/ml) und Gentamicinsulfat (10 µg/ml). Die  

Zellkonzentration betrug 106/ml. Für jeden Probanden wurden zwei 24-well Platten be-

stückt und jede Kavität mit je 1 ml der in AIM V-kultivierten T-Zellen versehen. Auf jeder 

Platte wurden die Fettsäuren Linolsäure, Palmitinsäure und Docosahexaensäure (jeweils 

5 µl einer 10 mM Stammlösung), sowie die Lösungsmittel Ethanol und Methanol (jeweils 

5 µl) hinzugefügt. Diese Substitutionen erfolgten auf der ersten Platte direkt mit dem 

Beginn der Kultivierung und auf der zweiten Platte um 48 Stunden versetzt. Unabhängig 

davon wurden nach vier Stunden der Inkubation zu jedem Ansatz 10 µl einer Phytohäm-

agglutininstammlösung (PHA) einer Konzentration von 0,1 mg/ml hinzugegeben. Die 

weiteren Testungen erfolgten 72 Stunden nach Kulturbeginn. Bis dahin, sowie zwischen 

den Substitutionen, befanden sich die Platten in einem Inkubationsschrank bei 37 °C, un-

ter einer CO2-Konzentration von 5 %. 
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Pro Proband wurde eine weitere Platte (96-Well, Flachboden) mit 100 µl der Zellen im 

Kulturmedium (106/ml) versehen. Die Zugaben von PHA und den Fettsäuren erfolgten 

auf dieser Platte entsprechend den Ausführungen für die 24-Well-Platten. Um die glei-

chen Substratkonzentrationen zu erhalten, wurde sich entsprechend angepassten Stamm-

lösungen bedient. So wurden nach vier Stunden jeweils 10 µl PHA mit einer Konzentra-

tion von 0,01 mg/ml zu allen Ansätzen gegeben. Durch die Verdünnung der 10 mM Fett-

säurestammlösungen der 24-Well-Platten entstanden weitere Fettsäurestammlösungen 

mit Konzentrationen von 0,5 mmol/l. Von diesen wurden je 10 µl zu den entsprechenden 

Zellen (auch hier entweder mit dem Kulturbeginn oder 48 Stunden später) gegeben. Somit 

lagen freie Fettsäuren auf allen Platten mit einer Konzentration von 50 µmol/l vor. Um 

auch hier den Einfluss der Lösungsmittel darstellen zu können, wurden zwei Kon-

trollstammlösungen hergestellt, indem jeweils 500 µl Ethanol bzw. Methanol mit 9,5 ml 

AIM V-Medium verdünnt worden sind. Von diesen wurden äquivalent zu den Fettsäure-

ansätzen 10 µl mit Kulturbeginn oder nach 48 Stunden zu jeweils vier T-Zell-Ansätzen 

pro Proband gegeben. Jeder Ansatz lag auf den 96-Well-Platten vierfach vor. Nach einer 

Inkubationszeit von 72 Stunden wurden die Zellen zur quantitativen Bestimmung der 

DNA-Synthese verwendet (siehe Tabelle 2 zur Übersicht der Stammlösungen und Ab-

bildung 2 als schematische Darstellung der Zellkultivierung). 

Für eine Zugabe der Fettsäuren zu zwei Zeitpunkten (mit Beginn der Kultur und nach 48 

Stunden) wurde sich entschieden, um die Frage des Einflusses von Fettsäuren auf bereits 

begonnene Immunreaktionen untersuchen zu können.  
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Tabelle 2: Übersicht zur Erstellung der verwendeten Stammlösungen 

Palmitinsäure (Sigma 

P0500); 256,43 g/mol; ≥ 

99 % 

Stammlösung 1: 

10 mM 

25,643 mg PS + 10 ml Ethanol 

 
Stammlösung 2: 

0,5 mM 

500 µl Stammlösung 1 + 950 µl 

AIM V 

DHA (Sigma 

D2534/D3785); 328,488 

g/mol; ≥ 98 % 

Stammlösung 1: 

10 mM 

1. 25 mg DHA in 25 ml Methanol: 

76 mmol DHA 

2. 132 µl DHA (76 mmol) + 868µl 

Methanol 
 

Stammlösung 2: 

0,5 mM 

100 µl Stammlösung 1 + 1900 µl 

Methanol 

Linolsäure (Sigma 

L1268); 280,45 g/mol; ≥ 

95 % 

Stammlösung 1: 

10 mM 

1 l LS mit 5 % H2O – 853 g LS = 

3,04 mol; davon 32,9 µl + 10 ml 

Ethanol 
 

Stammlösung 2: 

0,5 mM 

Stammlösung 1 + 9,5 ml AIM V-

Medium 

Ethanol (Merck); 99,9 % Kontrolllösung 1 keine Verdünnung 
 

Kontrolllösung 2 500 µl Ethanol + 9,5 ml AIM V-

Medium 

Methanol (VWR); 99,9 % Kontrolllösung 1 keine Verdünnung 

 
Kontrolllösung 2 500 µl Methanol + 9,5 ml AIM V-

Medium 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus für die Zellen eines Spenders. 

Genaue Angaben über verwendete Mengen und Konzentrationen sind unter 2.2.3 aufgeführt. 
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2.2.4 DNA-Bestimmung durch 3H-Thymidin-Inkorporation 

Die Quantifizierung der DNA-Synthese erfolgte durch eine Thymidin-Inkorporation. Da-

bei werden die Pan-T-Zellen radioaktiv markiertem 3H-Thymidin ausgesetzt. Bei Prolife-

ration und entsprechender Neusynthese von DNA erfolgt der Einbau dieser Basen in das 

Erbmaterial. Die Auswertung fand mit Hilfe eines automatischen Harvester-Systems statt. 

Dabei wird das Zellmaterial samt DNA auf einem Filterpapier aufgefangen, destilliertes 

Wasser dient den Waschschritten sowie als Puffer. Nach dem Trocknen des Filters wird 

dieser auf einen gitterförmigen Szintillator (MeltiLex®) gelegt und bei 60 °C mit diesem 

verschmolzen. Ein MicroBeta-Plate Counter stand zur Quantifizierung der Szintillationen 

in Counts per Minute (cpm) zur Verfügung.  

Wie unter 2.2.3 beschrieben wurde für jeden Probanden eine 96-well-Flachbodenplatte 

mit je 100 µl der im AIM V-Medium vorliegenden T-Zellen (106/ml) angelegt, die der 

DNA-Synthesebestimmung diente. Auch hier wurden der Hälfte der Zellen direkt Fett-

säuren, Ethanol und Methanol hinzugefügt, die andere Hälfte wurde den Zusätzen nach 

48 Stunden ausgesetzt. Die Substratmengen wurden angepasst, um die gleichen  

Konzentrationen wie in den Proben für die Proteinbestimmung, MTT-Testung und Mas-

senspektrometrie zu erhalten. Daraus ergaben sich für die Fettsäuren jeweils 10 µl aus 

einer 0,5 mM Stammlösung und 10 µl einer Kontrolllösung aus 500 µl Ethanol bzw. Me-

thanol und 9,5 ml AIM V-Medium (siehe auch Tabelle 2: Stammlösungen 2 der Fettsäu-

ren und Kontrolllösungen 2 von Ethanol und Methanol). Jedem Ansatz wurde nach vier 

Stunden PHA substituiert (jeweils 10 µl einer Verdünnung von 0,001 mg/ml). Die ge-

nannten Ansätze lagen jeweils vierfach vor, hinzu kamen Kontrollansätze, die lediglich 

PHA ausgesetzt waren.  

Die Zellen wurden nach einer Inkubation von 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 mit 

jeweils 20 µl einer 3H-Thymidinlösung (0,33 µCi/well) markiert und weitere sechs Stun-

den bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Danach erfolgte die DNA-Synthesebestimmung 

mit Hilfe eines Inotech Cell-Harvesters (PerkinElmer LAS GmbH) und eines kommerzi-

ellen Szintillators (MeltiLex). Die Auswertung der 3H-Thymidininkorporation erfolgte 

durch einen Microbeta Liquid Scintillation Counter (PerkinElmer LAS GmbH). 
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2.2.5 Proteinbestimmung 

Die Analyse des Proteingehalts der T-Zellkulturen erfolgte mit Hilfe der Methode nach 

Bradford [64]. Diese Methode beruht auf der Bindung des Triphenylmethanfarbstoffs 

Coomassie-Brilliant-Blau an Proteine. Durch diese Bindung verschiebt sich das Absorp-

tionsmaximum des Substrats von 465 nm in einen Bereich von 595 nm. 

In die Reaktionsgefäße der vom Medium befreiten T-Zellen wurden 250 µl eines Ge-

mischs aus PBS und Butylhydroxytoluol als Puffer bzw. Antioxidans hinzugegeben. Nach 

Homogenisierung erfolgte die Entnahme von jeweils 20 µl aus den so entstandenen Pro-

ben. Diese wurden mit je 80 µl destillierten Wassers und 1 ml einer kommerziellen Rea-

genzlösung (BioRad-Assay-Kit II) versetzt. Der proteinabhängige Farbumschlag konnte 

bei 595 nm photometrisch bestimmt werden. Ein Leerwert in Form der Extinktion einer 

1 ml-Reagenzlösung mit 1 ml destillierten Wasser wurde von jeder Messung subtrahiert. 

Alle Bestimmungen erfolgten für jeden kultivierten Ansatz doppelt, aus den gewonnen 

Extinktionen wurden die Mittelwerte errechnet. In gleicher Weise folgte die Aufarbeitung 

und Extinktionsbestimmung von Proben mit Rinderserumalbumin mit bekannter Protein-

konzentration. Aus den daraus gewonnen Ergebnissen ließ sich eine Standardkurve er-

stellen, die für die Bestimmung des Eiweißgehalts verwendet wurde.  

2.2.6 MTT-Reduktion 

Die zelluläre Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbro-

mid (MTT) nach Mosmann [65] ist von der Anzahl stoffwechselaktiver und membranin-

takter Zellen abhängig. Dabei wird die Tatsache ausgenutzt, dass eine Spaltung des Tet-

razoliumrings der hinzugefügten MTT-Lösungen nur durch metabolisch aktive Zellen mit 

Hilfe mitochondrialer, cytosolischer und mikrosomaler Dehydrogenasen [66] möglich ist. 

Besagte Spaltung führt zu einem Farbumschlag, der bei 570 nm photometrisch quantifi-

ziert werden kann. Die gemessene Extinktion korreliert somit mit dem Aktivitätszustand 

der vorhandenen Zellen. Diese Methode bietet den Vorteil des Verzichts auf radioaktive 

Isotope und wurde zur Untersuchung der Einflussnahme von Substanzen auf T-Zelllinien 

angewendet [67,68].  
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Die Messungen erfolgten 72 Stunden nach der T-Zellgewinnung. Die verschiedenen Zell-

kulturansätze wurden mit 25 µl einer MTT-Stammlösung versetzt. Es folge eine dreißig-

minütige Inkubation unter CO2-Atmosphäre (5 % bei 37 °C). Durch Zentrifugation konn-

ten die zellulären Bestandteile vom Medium getrennt werden, um anschließend für die 

Messung mit 1 ml eines Dimethylsulfoxid-Gemisches (DMSO) versetzt zu werden. Als 

Leerwert diente 1 ml DMSO ohne Zellmaterial, dessen Extinktion von den Messungen 

der anderen Proben subtrahiert wurde. Alle Extinktionsbestimmungen erfolgen bei 570 

nm und in Doppelbestimmungen. Der sich daraus ergebende Mittelwert wurde ins Ver-

hältnis zu dem Proteingehalt der entsprechenden Kulturen gesetzt. 

2.2.7 Cardiolipinanalyse 

Lipidextraktion Der Separierung von CL aus den kultivierten Zellen diente eine Modifi-

zierung der Methode nach Folch [69]. Dabei wird das zu untersuchende Material mit ei-

nem Gemisch aus Chloroform und Methanol homogenisiert. Danach erfolgen mehrere 

Zentrifugations- und Waschschritte. Nach dem Trocknen der Probe mit flüssigem Stick-

stoff lassen sich durch das Filtern des Gemisches über eine Membran die zu analysieren-

den Lipidstrukturen gewinnen.  

10 µl der 72 Stunden inkubierten und in AIM V-Medium vorliegenden T-Zellen wurden 

mit einem Gemisch aus Chloroform und Methanol (2:1, v/v) sowie 0,05 % Butylhydro-

xytoluol (BHT) homogenisiert und danach mit jeweils 50 ng Tetra-Myristoyl-CL 

((C14:0)4-CL) als internen Standard versehen. Es folgte die Trennung der hydrophilen 

von der lipophilen Phase durch die Hinzugabe von 0,01 M HCL und Zentrifugation sowie 

intensives Schütteln. Die untere lipophile Phase wurde mit Hilfe von Stickstoff getrock-

net. Gekühltes Methanol (2 ml), Chloroform (1 ml) und 0,1 M HCL (1 ml) wurden hin-

zugegeben. Es folgte eine fünfminütige Inkubation auf Eis. Danach konnte über Zugabe 

von weiteren 1 ml Chloroform und 1 ml 0,1 M HCL eine Phasentrennung erreicht werden. 

Nach einer weiteren Trocknung durch Stickstoff wurden die Proben in 0,8 ml eines Ge-

misches aus Chloroform, Methanol und Wasser (50/45/5, v/v/v) gelöst und über einer 0,2 

µm starken PTFE-Membran gefiltert [8,53]. 

High-performance liquid chromatography mass spectrometry Die so präparierte Probe 

wurde nun der Analyse durch eine High-performance liquid chromatography mass 
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spectrometry (HPLC-MS) hinzugeführt. Für jede Bestimmung wurden dem System 10 µl 

des, wie oben beschrieben präparierten, Gemisches bereitgestellt. Die Proben im Auto-

sampler wurden auf einer Temperatur von 8 °C gehalten. Es kam eine LiChrospher SI 60-

Säule mit einem Durchmesser von 5 µm zum Einsatz. Zwischen den Lösungen A (Chlo-

roform) und B (Methanol) herrschte ein linearer Gradient. Beide Lösungen enthielten zu-

sätzlich 0,1 ml/l einer 25-prozentigen Ammoniumhydroxidlösung. Die entstandenen Lö-

sungsmittelgradienten in der HPLC setzten sich wie folgt zusammen:  

Tabelle 3: Lösungsmittelgradienten in der HPLC 

Zeit Zusammensetzung Lösungsmittel-

gradient 

0 - 0,2 min 92 % A, 8 % B 

0,2 - 4,5 min 92 % A bis 30 % A und 8 % B bis 70 % 

4,5 - 6 min 30 % A, 70 % B 

6 - 6,5 min 30 % A bis 90 % A, 70 % B bis 10 % B 

6,5 - 9,5 min 90 % A, 10 % B 

9,5 - 9,7 min 90 % A bis 95 % A, 10 % B bis 5 % B 

9,7 - 11 min 95 % A, 5 % B 

Die Gesamtzeit der Analyse betrug 11 Minuten, das Eluat zwischen 0,3 und 6 Minuten 

wurde der massenspektrometrischen Analyse zugeführt. Stickstoff kam dabei als Verne-

belungsgas, Argon als Kollisionsgas bei einem Druck von 1,5 mTorr zur Anwendung. Die 

Spannung der ESI-Einheit betrug 3,5 kV, die Temperatur der Ionenquelle 375 °C und die 

Konusspannung 30 V. Die Tochterfragmente von (C18:2)4-CL (m/z von 723,6) konnten 

mit einer Kollisionsenergie von 36 eV gewonnen werden. Diese CL-Spezies sowie der 

interne Standard (m/z von 619,6) wurden über ihre geladenen Ionen und ihre zugehörigen 

Fettsäuren (LS, m/z von 279,2, Myristinsäure, m/z von 227,2) im Selected Reaction Mo-

nitoring Mode (SRM) analysiert. Entsprechende Bestimmungen fanden für die anderen 

CL-Formen statt. Ihre Quantität wurde schließlich auf (C18:2)4-CL bezogen. Oxidiertes 
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CL konnte als (C18:2)3monohydroxylinol-CL im SRM-Modus als Übergang des m/z von 

731,6 zu 279,2 (LS) bestimmt werden.  

2.3 Statistik 

Die statistische Analyse erfolgte mit der Software GraphPad Prism Version 7.03 (Graph-

Pad Software, Inc., San Diego, USA). Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wur-

den mit Hilfe einer Varianzanalyse (Repeated-measures one-way ANOVA) und einem 

Post-hoc-Test für multiple Messungen auf Signifikanz überprüft. Die Ergebnisse wurden 

bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant angegeben (in den Abbildungen durch ein * mar-

kiert, bezogen auf die Differenz der Messungen zu den jeweiligen Kontrollansätzen).  
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3 Ergebnisse  

Die T-Lymphozyten wurden 72 Stunden lang kultiviert. Über die daraufhin erfolgten 

Bestimmungen des DNA- und Proteingehalts sowie mit Hilfe der MTT-Testungen konnte 

der Einfluss verschiedener Fettsäuren im Inkubationsmedium auf die Aktivität und die 

Proliferation der Zellen objektiviert werden. Den Fragen nach strukturellen Veränderun-

gen des CL in Abhängigkeit von der Fettsäuresubstitution und des Proliferationsgrades 

wurde durch massenspektrometrische Analysen nachgegangen.  

3.1 Einfluss von DHA, PS und LS auf die Proliferation und die Stoff-

wechselaktivität von T-Zellen unter Kulturbedingungen 

3.1.1 DNA-Gehalt 

Mit Hilfe der Bestimmung des 3H-Thymidineinbaus konnte die DNA-Synthese der kulti-

vierten T-Zellen als Proliferationsparameter genutzt werden. Damit wurde der Einfluss 

substituierter Fettsäuren auf die Proliferation analysiert. 

Jeder Ansatz erfolgte vierfach. Aus den Daten wurden die jeweiligen Mittelwerte gebil-

det. Zellkulturen, denen lediglich nach vier Stunden 10 µl PHA (aus einer Stammlösung 

mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml), nicht aber Fettsäuren bzw. Ethanol oder Metha-

nol hinzugefügt worden waren, dienten als Kontrollen. Für Ansätze mit sofortiger Fett-

säurezugabe und mit Fettsäurezugabe nach 48 Stunden erstellten wir separate Kontrollan-

sätze. Dies sollte Einflüsse durch das Prozedere (z. B. Unterbrechung der Inkubation wäh-

rend Substitution) ausschließen.  

Für die Kontrollen ergaben sich im Mittel 51181 ± 14071 cpm (Kontrollen der Kulturen 

mit sofortiger Fettsäuresubstitution) bzw. 47969 ± 13636 cpm (Kontrollen der Kulturen 

mit Fettsäuresubstitutionen nach 48 Stunden). Diese Werte wurden, auf die weiteren Mes-

sungen bezogen, als 100 % gesetzt.  

Die Zugabe von Fettsäuren (jeweils 5 µl einer 10 mM Stammlösung) mit Beginn der 

Zellkultivierung führte zu einer signifikanten Abnahme des DNA-Gehalts, bestimmt nach 
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72 Stunden. So lag der 3H-Thymidineinbau, bezogen auf die Kontrollen, nach Substitu-

tion von LS im Mittel bei 47,42 ± 5,82 %. Für PS ergab sich ein Wert von 62,01 ± 14,18 

%, DHA führte sogar zu einer Abnahme auf 14,87 ± 8,54 %. 

Die FS-Zugabe nach 48 Stunden zeigte signifikante Veränderungen für LS (63,89 ± 10,54 

%) und für DAH (45,89 ± 11,58 %).  

Um einen Einfluss des Lösungsmittels auszuschließen, in dem die Fettsäuren vorlagen, 

wurden zudem T-Zellansätze mit jeweils 10 µl Ethanol bzw. Methanol erstellt. Diese zeig-

ten weder nach sofortiger, noch nach um 48 Stunden versetzter Substratzugabe signifi-

kante Einflüsse auf die Messungen des DNA-Gehalts der Kulturen.  

 

Abbildung 3: DNA-Gehalt nach FS-Zugabe. Es wurden 100.000 Zellen/well für 72 Stunden kultiviert. 

Danach erfolgte die Bestimmung des DNA-Gehalts. Die auf der X-Achse benannten Substrate bzw. 

Fettsäuren wurden den Zellen mit Beginn der Kultur bzw. nach 48 Stunden hinzugegeben. Die prozentuale 

Darstellung (Y-Achse) bezieht sich auf den DNA-Gehalt der Kontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

SEM der T-Zellen von sechs Probanden.   

* - Differenz zum DNA-Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Holm-Sidak Post-

hoc-Test). 

3.1.2 Proteingehalt  

Zur weiteren Charakterisierung der Zellproliferation und der Zellaktivität kam eine Pro-

teinbestimmung nach Bradford [64] für alle T-Zellkulturen zum Einsatz. Es erfolgten 

Dreifachbestimmungen, aus denen Mittelwerte gebildet wurden. Auch hier dienten Zellen 
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als Kontrollansätze, die neben dem Medium lediglich den nach vier Stunden hinzugefüg-

ten 10 µl PHA ausgesetzt waren. Daraus ergab sich ein Proteingehalt von 0,39 ± 0,065 

mg/ml (Kontrolle der Kulturen mit sofortiger Substratzugabe), bzw. von 0,39 ± 0,05 

mg/ml (Kontrolle der Kulturen mit Substratzugabe nach 48 Stunden). Diese Werte wur-

den als 100 % festgelegt. Die Proteinwerte der Kulturen mit zusätzlicher FS-Substitution 

wurden darauf bezogen. 

Nach sofortiger Zugabe von Fettsäuren zeigten sich nach 72 Stunden signifikant verrin-

gerte Proteingehalte der T-Lymphozyten-Kulturen. Besonders deutlich war dieser Effekt 

mit 42,32 ± 9,34 % nach Substitution von 50 µM DHA. Mit 64,84 ± 10,51 % bzw. 63,05 

± 18,26 % konnten aber auch eindeutige Hemmungen der Proliferation durch das Hinzu-

fügen von PS und LS gezeigt werden.  

T-Zellkulturen, die erst nach 48-stündiger Kultivierung den Fettsäuren ausgesetzt wurden, 

reagierten ebenfalls mit einer Abnahme ihres Proteingehalts. Auch hier war die auf die 

Gabe von DHA resultierende Reduktion mit 55,76 ± 11,66 % am größten. Unter Hinzu-

gabe von LS nahm der Eiweißgehalt im Vergleich zu den Kontrollen auf 72,65 ± 19,04 % 

ab, die Verringerung nach PS-Gabe war in diesen Ansätzen gering (87,95 ± 20,72 %).  

Ethanol- und Methanolsubstitutionen, die den Einfluss der Lösungsmittel auf den Protei-

numsatz aufzeigten sollten, führten zu keinen signifikanten Veränderungen (Abbildung 

4).  
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Abbildung 4: Proteingehalt nach FS-Zugabe. 106 Zellen/ml wurden in 1 ml Kulturmedium und mit den 

auf der X-Achse benannten Substraten mit dem Beginn der Kultur bzw. nach 48 Stunden versehen und für 

drei Tage kultiviert. Vier Stunden nach der T-Zellisolation wurden alle Zellen mit 1 µl einer PHA-

Stammlösung (von 0,1 mg/ml) versetzt. Nach 72 Stunden erfolgte die Proteinbestimmung. Die Ergebnisse 

sind hier im prozentualen Verhältnis zu den Resultaten der Kontrollansätze (Y-Achse) dargestellt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der T-Zellen von sechs Probanden. 

* - Differenz zum Protein-Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn’s Post-hoc-

Test). 

3.1.3 MTT-Reduktion 

Mit der Bestimmung der MTT-Reduktion nach Mosmann [65] wurde ein Parameter ge-

neriert, der zusätzlich zum DNA- und Proteingehalt die Zellaktivität der Lymphozyten 

reflektiert. Auch hier erfolgte eine Dreifachbestimmung, die Ergebnisse resultieren aus 

den Mittelwerten. Die gemessenen Extinktionen wurden in das Verhältnis zu den Protein-

gehalten der jeweiligen Kulturen gesetzt. Die auf den Proteingehalt bezogene MTT-Re-

duktion spiegelt speziell die Stoffwechselaktivität der T-Zellen wieder. Als Kontrollen 

dienten T-Zellkulturen, die lediglich dem Medium sowie dem PHA ausgesetzt waren. 

Proben mit Zusätzen von Ethanol und Methanol sollten auch hier mögliche Einflüsse der 

Lösungsmittel darstellen, in denen die Fettsäuren vorlagen.  

Die Kontrollansätze für die Kulturen mit sofortiger Substratzugabe zeigten im MTT-Test, 

der für alle Ansätze 72 Stunden nach dem Kulturbeginn erfolgte, ein durchschnittliches 

Ergebnis von 2,78 ± 0,19 EE/mg (Extinktionseinheiten/mg), die Kontrollen für die Sub-

stitutionen nach 48 Stunden lieferten einen durchschnittlichen Wert von 3,22 ± 0,74 
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EE/mg. Diese Messungen wurden als 100 % festgelegt und die Resultate der weiteren 

MTT-Bestimmungen prozentual auf die beschriebenen Kontrollen bezogen.  

Es ergab sich eine geringere Stoffwechselaktivität bei T-Zellen, deren Medium sofort 

nach ihrer Gewinnung mit 10 µl einer Fettsäure versetzt wurde. Dabei waren die Verän-

derungen nach einem Zusatz von DHA mit 26,97 ± 18,82 % signifikant im Vergleich zu 

den Resultaten der Kontrollen. Die sofortigen Zusätze von PS mit 77,18 ± 19,36 % und 

von LS mit 74,85 ± 16,79 % führten ebenfalls zu einer Aktivitätsabnahme. 

Ähnliche Resultate ergaben sich nach einem Substratzusatz, der nach 48-stündiger Zell-

kultivierung erfolgte. Hierbei zeigten sich signifikant verringerte MTT-Werte von 59,92 

± 13,52 % nach Zugabe von PS. Die Substrate DHA und LS zeigten mit 72,73 ± 23,74 % 

bzw. 91,99 ± 16,47 % nur geringe Veränderungen im Vergleich zu den Kontrollen. 

Die Effekte scheinen nicht von den Lösungsmitteln der Fettsäuren beeinflusst zu werden. 

In keiner der erfolgten MTT-Testungen ergaben sich signifikante Abweichungen von den 

Kontrollen, nachdem die Zellen 10 µl Ethanol bzw. Methanol ausgesetzt wurden.  

 

Abbildung 5: MTT-Reduktion. 106 Zellen/ml wurden in 1 ml Kulturmedium sowie den auf der X-Achse 

benannten Zusätzen für drei Tage kultiviert. Die Substitutionen erfolgten mit dem Beginn der Kultur bzw. 

nach 48 Stunden. Vier Stunden nach der T-Zellisolation wurden zudem alle Zellen mit 1 µl einer PHA-

Stammlösung (von 0,1 mg/ml) versetzt. Die nach 72 Stunden in der MTT-Messung bestimmten 

Extinktionen wurden durch den zuvor gemessenen Proteingehalt der Kulturen geteilt und sind hier in 

Prozent zu den Ergebnissen der Kontrollansätze dargestellt (Y-Achse). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

SEM der T-Zellen von sechs Probanden.   

* - Differenz zur MTT-Reduktion der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Holm-Sidak Post-

hoc-Test). 
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3.2 Einfluss von Fettsäuren auf die Cardiolipinstruktur 

Die Daten der massenspektrometrischen Bestimmungen sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 

zusammengefasst. Die erste Spalte führt die gefundenen Konstellationen der Fettsäu-

rereste innerhalb der CL-Moleküle auf. Sie wurden auf der Basis von der für molekulare 

CL-Spezies bekannten m/z -Verhältnissen (Masse zu Ladung) qualifiziert und quantifi-

ziert. Die Menge der einzelnen molekularen CL-Spezies ist in Prozent des Gesamt-CL 

angegeben. Das Gesamt-CL ist in Mikrogramm, bezogen auf Milligramm zellulären Pro-

teins, angegeben. Da sich in fünf Fällen identische m/z -Verhältnisse von jeweils zwei CL-

Spezies fanden, wurden diese in den Tabellen zusammengefasst. Es handelt es sich um 

die Moleküle (C18:2)2/C18:1/C16:1 und (C18:2)3/C16:0, (C18:1)2/C18:2/C16:1 und 

(C18:2)2/C18:1/C16:0, (C18:2)3/C20:3 und (C18:2)2/C18:1/C20:4, (C18:2)3/C20:2 und 

(C18:2)2/C18:1/C20:3, sowie (C18:2)3/C20:0 und (C18:1)2/C18:2/C20:2. Trotz dieser 

Unschärfe in der Analyse war es möglich, zahlreiche Informationen aus den vorliegenden 

Daten zu gewinnen.  

Die T-Zellkultivierung für die CL-Analytik entsprach der Beschreibung unter 2.2.3. Jeder 

kulturelle Ansatz wurde nach 72 Stunden Inkubation massenspektrometrisch analysiert. 

Dabei wurden Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert 

± Standardabweichung angegeben. 

Allen Kulturen wurde nach vier Stunden 1 µl einer PHA Stammlösung (von 0,1 mg/ml) 

hinzugefügt. Als Kontrollen dienten Ansätze, deren Zusatz sich auf PHA beschränkte.   

Die Fettsäure- bzw. Ethanol- und Methanolsubstitutionen erfolgten entweder mit dem Be-

ginn der Kultur oder 48 Stunden später. Wie bereits beschrieben, sollten auch hier die 

Ethanol- und Methanolzugaben den Einfluss der Lösungsmittel aufzeigen. Da sich hier-

durch in keiner Messung signifikante Veränderungen fanden, wurde auf die grafische 

Darstellung teilweise verzichtet.  
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Tabelle 4: Verteilung molekularer CL-Spezies nach sofortiger FS-Zugabe.  

*  - Differenz gegenüber Kontrollen ist signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn‘s  

    Post-hoc-Test) 

↓/↑  - Gehalt signifikant geringer bzw. höher im Vergleich zu den Kontrollansätzen 

Substratzusätze

Gesamt-CL (µg/mg 

Protein) 1,38 ± 0,66 0,46 ± 0,40* 0,97 ± 0,41 0,93 ± 0,50

Fettsäurereste Anteil des Gesamtcardiolipins (in %)

(C18:2)4 12,45 ± 1,72 18,47 ± 2,60 13,64 ± 1,78 25,31 ± 2,84

(C18:2)3/C18:1 14,55 ± 0,88 15,37 ± 2,25 16,62 ± 1,08 14,45 ± 0,56

(C18:2)2/(C18:1)2 13,95 ± 0,28 10,68 ± 2,34 15,20 ± 1,06 7,34 ± 0,33

C18:2/C18:1/(C16:0)2 0,70 ± 0,26 0,76 ± 0,70 1,27 ± 0,58 0,75 ± 0,61

(C18:1)2/(C16:0)2 5,42 ± 2,68 7,57 ± 4,97 7,66 ± 1,91 1,60 ± 0,89

(C18:2)3/C16:1 3,65 ± 0,65 1,75 ± 0,27 4,26 ± 0,54 1,41 ± 0,24

(C18:2)2/C18:1/C16:1

o. (C18:2)3/C16:0 6,14 ± 1,08 4,14 ± 0,84 6,45 ± 0,96 2,81 ± 0,40

(C18:1)2/C18:2/C16:1

o. 

(C18:2)2/C18:1/C16:0 5,39 ± 0,68 3,70 ± 0,49 5,11 ± 0,61 1,62 ± 0,27*↓

(C18:1)2/C18:2/C16:0 2,27 ± 0,29 2,38 ± 0,96 3,27 ± 0,45 0,90 ± 0,14

(C18:1)3/C16:0 4,00 ± 0,58 4,78 ± 0,95 4,38 ± 1,21 0,84 ± 0,33

(C18:1)2/(C18:3)2 0,81 ± 0,18 0,51 ± 0,23 0,39 ± 0,05 0,19 ± 0,07*↓

(C18:1)3/C18:2 5,16 ± 0,41 3,98 ± 0,65 4,48 ± 0,67 2,01 ± 0,18*↓

(C18:2)3/C20:4 2,32 ± 0,27 2,54 ± 0,82 2,31 ± 0,60 3,14 ± 0,41

(C18:2)3/C20:3

o. 

(C18:2)2/C18:1/C20:4 6,68 ± 0,75 8,27 ± 1,65 5,82 ± 1,15 7,20 ± 0,87

(C18:2)3/C20:2

o. 

(C18:2)2/C18:1/C20:3 7,83 ± 0,61 6,97 ± 1,63 4,73 ± 0,74 17,82 ± 2,11

(C18:2)2/C18:1/C20:2 6,17 ± 0,56 4,39 ± 0,93 2,93 ± 0,56 9,56 ± 1,11

(C18:2)3/C20:0

o. 

(C18:1)2/C18:2/C20:2 2,44 ± 0,15 2,66 ± 1,76 1,30 ± 0,55 2,98 ± 0,29

C22:6/(C18:2)3 0,07 ± 0,03 0,84 ± 0,78 0,12 ± 0,02 0,05 ± 0,02

C22:6/(C18:2)2/C18:1 0,03 ± 0,01 0,22 ± 0,14*↑ 0,06 ± 0,02 0,01 ± 0,00

Kontrollen DHA PS LS
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Tabelle 5: Verteilung molekularer CL-Spezies nach FS-Zugabe nach 48 Stunden.  

*  - Differenz gegenüber Kontrollen ist signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn’s 

    Post-hoc-Test) 

↓/↑  - Gehalt signifikant geringer bzw. höher im Vergleich zu den Kontrollansätzen  

Substratzusätze

Gesamt-CL (µg/mg 

Protein) 1,35 ± 0,53 0,81 ± 0,68 0,81 ± 0,54 1,47 ± 1,50

Fettsäurereste Anteil des Gesamtcardiolipins (in %)

(C18:2)4 13,36 ± 1,76 14,60 ± 2,95 13,14 ± 2,35 26,98 ± 9,58

(C18:2)3/C18:1 14,71 ± 1,04 13,72 ± 0,58 14,15 ± 0,57 16,51 ± 0,93

(C18:2)2/(C18:1)2 13,91 ± 0,46 11,95 ± 1,44 13,24 ± 2,26 8,82 ± 2,39*↓

C18:2/C18:1/(C16:0)2 0,54 ± 0,14 0,63 ± 0,14 1,55 ± 0,38*↑ 0,72 ± 0,44

(C18:1)2/(C16:0)2 4,14 ± 1,27 4,08 ± 0,75 9,09 ± 1,30 1,33 ± 0,36

(C18:2)3/C16:1 3,40 ± 0,66 2,06 ± 0,30 3,19 ± 0,28 1,44 ± 0,25*↓

(C18:2)2/C18:1/C16:1

o. (C18:2)3/C16:0 5,80 ± 1,21 3,48 ± 0,54 5,04 ± 0,95 2,63 ± 0,79*↓

(C18:1)2/C18:2/C16:1

o. 

(C18:2)2/C18:1/C16:0 4,63 ± 0,74 3,28 ± 0,63 5,06 ± 0,68 1,56 ± 0,64*↓

(C18:1)2/C18:2/C16:0 2,15 ± 0,13 2,36 ± 0,30 3,87 ± 0,17 0,80 ± 0,26

(C18:1)3/C16:0 3,89 ± 0,47 4,48 ± 0,59 4,85 ± 0,65 0,88 ± 0,49

(C18:1)2/(C18:3)2 0,74 ± 0,13 0,59 ± 0,19 0,37 ± 0,04 0,25 ± 0,13*↓

(C18:1)3/C18:2 5,15 ± 0,32 5,26 ± 0,63 4,43 ± 0,70 2,60 ± 0,83*↓

(C18:2)3/C20:4 2,61 ± 0,43 3,05 ± 0,73 2,19 ± 0,50 3,09 ± 0,53

(C18:2)3/C20:3

o. 

(C18:2)2/C18:1/C20:4 7,56 ± 0,76 8,55 ± 1,67 6,05 ± 1,48 8,56 ± 1,80

(C18:2)3/C20:2

o. 

(C18:2)2/C18:1/C20:3 8,16 ± 0,65 8,34 ± 0,51 6,19 ± 0,42 13,05 ± 2,71

(C18:2)2/C18:1/C20:2 6,66 ± 0,32 7,79 ± 1,02 5,10 ± 0,62 7,96 ± 2,41

(C18:2)3/C20:0

o. 

(C18:1)2/C18:2/C20:2 2,54 ± 0,12 3,51 ± 0,50 2,38 ± 0,88 2,75 ± 0,94

C22:6/(C18:2)3 0,05 ± 0,01 1,85 ± 0,57*↑ 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,03

C22:6/(C18:2)2/C18:1 0,02 ± 0,01 0,42 ± 0,18*↑ 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01

Kontrollen DHA PS LS
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3.2.1 Verteilung molekularer Cardiolipinspezies 

In einer experimentellen Arbeit über CL-Veränderungen in proliferierenden T-Zellen 

konnte eine Abnahme des häufigsten CL-Vertreters in Säugetierzellen, des (C18:2)4-CL 

(CL mit vier Linolsäure-Resten), mit steigender Proliferationsrate gezeigt werden [8]. Die 

Daten der vorliegenden Arbeit zeigen eine Zunahme von (C18:2)4-CL in den in ihrer 

Proliferation gehemmten T-Lymphozyten. 12,45 ± 1,72 % des Gesamt-CL in den Kon-

trollansätzen waren dieser CL-Unterform zuzuordnen. Nach Zugabe von PS mit dem Be-

ginn der Kultur waren es 13,64 ± 1,78 %, DHA-Zugabe führte zu 18,47 ± 2,60 % und die 

LS-Substitution resultierte sogar in einen Anstieg auf 25,32 ± 2,85 %. Die gemessenen 

Werte bei FS-Zugabe nach 48 Stunden lagen im Fall von LS mit 26,98 ± 9,58 % ebenfalls 

deutlich über denen der Kontrollen (13,36 ± 1,76 %), während PS und DHA zu nur gering 

höheren (C18:2)4-CL-Anteilen führten (Abbildung 6).  

Auch der Einbau der anderen FS konnte über ihr Vorhandensein im umgebenden Milieu 

angeregt werden. Gesättigte Fettsäurereste mit 16 C-Atomen (PS) kamen in den Ansätzen 

vermehrt vor, denen PS substituiert wurde (0,21 ± 0,05 mmol/µg nach sofortiger Substi-

tution, 0,24 ± 0,02 mmol/µg nach Substitution nach 48 Stunden, im Gegenzug zu den 

Kotrollansätzen mit 0,17 ± 0,05 mmol/µg bzw. 0,14 ± 0,03 mmol/µg). LS verminderte 

den C(16:0)-Gehalt (0,06 ± 0,03 nach sofortiger Substitution, 0,05 ± 0,02 mmol/µl nach 

Substitution nach 48 Stunden). DHA wies keinen signifikanten Einfluss auf (0,19 ± 0,1 

mmol/µl bzw. 0,13 ± 0,02 mmol/µl) (Abbildung 7). Auch C18:2/C18:1/(C16:0)2-CL war 

mit 1,27 ± 0,58 % bzw. 1,55 ± 0,38 % in den von PS umgebenen Zellen im Vergleich zur 

Kontrolle (0,70 ± 0,26 bzw. 0,54 ± 0,14) vermehrt zu finden (Abbildung 8). Die Anteile 

anderer Spezies mit einem C16:0-Rest ((C18:1)2/(C16:0)2, (C18:1)2/C18:2/C16:0, 

(C18:1)3/C16:0) nahmen ebenfalls zu (Tabelle 4, Tabelle 5). Eine noch deutlichere Aus-

prägung dieses Effekts zeigte sich für den Einbau von DHA (C22:6). So lag beispiels-

weise C22:6/(C18:2)3-CL nach DHA-Zugabe nach 48 Stunden der Kultivierung bei 1,85 

± 0,57 % des Gesamt-CL (0,05 ± 0,01 % in den Kontrollansätzen) (Abbildung 9), 

C22:6/(C18:2)2/C18:1 lag bei 0,42 ± 0,18 % (0,02 ± 0,01 % in den Kontrollen). 
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Abbildung 6: Einfluss von FS auf (C18:2)4-CL-Gehalt. Dargestellt ist der massenspektrometrisch 

bestimmte, prozentuale Anteil von CL-Molekülen mit vier LS-Resten ((C18:2)4-CL) am Gesamt-CL. 

Während die Kontrollansätze lediglich 1 µl einer PHA-Stammlösung (von 0,1 mg/ml) ausgesetzt waren, 

wurden die Kulturmedien der anderen Zellen zusätzlich mit den angegebenen FS versehen. Die Messungen 

fanden nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs Probanden. 

* - Differenz zum Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn‘s Post-hoc-Test). 

 

Abbildung 7: Einfluss von FS auf Gehalt von gesättigten Fettsäureresten mit 16 C-Atomen in CL. 

Dargestellt ist der Gehalt von gesättigten Fettsäureresten mit 16 C-Atomen in nmol/µg Gesamt-CL (Y-

Achse). Auf der X-Achse sind die dem Kulturmedium zugeführten Substrate benannt. Die Substitution 

erfolgte entweder mit dem Beginn der Kultur (dunkle Balken) oder 48 Stunden später (helle Balken). Die 

massenspektrometrischen Bestimmungen fand nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD 

der T-Zellen von sechs Probanden.   
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Abbildung 8: Einfluss von FS auf C18:2/C18:1/(C16:0)2-CL-Gehalt. Dargestellt ist der 

massenspektrometrisch bestimmte, prozentuale Anteil von C18:2/C18:1/(C16:0)2-CL am Gesamt-CL 

untersuchter T-Lymphozyten (Y-Achse). Die Medien wurden mit den auf der X-Achse benannten 

Substraten versehen. Die Substitution erfolgte mit Kulturbeginn (dunkle Balken) bzw. 48 Stunden danach 

(helle Balken). Die Messungen erfolgten 72 Stunden nach Kulturbeginn. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

SD der T-Zellen von sechs Probanden.   

* - Differenz zum Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn‘s Post-hoc-Test). 

 

Abbildung 9: Einfluss von FS auf C22:6/(C18:2)3-CL-Gehalt. Dargestellt ist der massenspektrometrisch 

bestimmte, prozentuale Anteil von C22:6/(C18:2)3-CL am Gesamt-CL untersuchter T-Lymphozyten (Y-

Achse). Die Medien wurden mit den auf der X-Achse benannten Substraten versehen. Die Substitution 

erfolgte mit Kulturbeginn (dunkle Balken) bzw. 48 Stunden danach (helle Balken). Die Messungen 

erfolgten 72 Stunden nach Kulturbeginn. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs 

Probanden.  

* - Differenz zum Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn‘s Post-hoc-Test). 
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3.2.2 Einfluss von FS auf die Menge des Gesamtcardiolipins  

Wie die Daten unter 3.1 zeigen, führte der Zusatz von Fettsäuren in den Kulturmedien zu 

messbaren Reduktionen der Zellproliferation. Die massenspektrometrische Analyse wies 

in diesen Zellkulturen auch auf einen Abfall des intrazellulären Gesamt-CL hin. Dieser 

wurde nach DHA-Substitution am deutlichsten. Während der Gehalt in den Kontrollen 

bei 1,38 ± 0,66 µg/mg Protein bzw. 1,35 ± 0,53 µg/mg Protein lag, sank er nach sofortiger 

DHA-Zugabe auf 0,46 ± 0,41 µg/mg Protein. Nach Zugabe nach 48 Stunden sank der 

Gehalt auf 0,81 ± 0,68 µg/mg Protein, was einer nicht signifikanten Änderung entspricht. 

Die Tendenz der Abnahme war ebenfalls bei den anderen Fettsäuren nachweisbar. Sofor-

tiger LS-Zusatz resultierte nach 72 Stunden in einem CL-Gehalt von 0,93 ± 0,50 µg/mg 

Protein, PS-Zusatz in 0,97 ± 0,41 µg/mg Protein.  

 

Abbildung 10: Einfluss von FS auf Gesamtgehalt CL. Dargestellt ist der massenspektrometrisch 

bestimmte CL-Gehalt von 72 Stunden kultivierten T-Lymphozyten. Während die Kontrollansätze lediglich 

1 µl einer PHA-Stammlösung (von 0,1 mg/ml) ausgesetzt waren, wurden die Kulturmedien der anderen 

Zellen sofort bzw. 48 Stunden nach Kulturbeginn zusätzlich mit den auf der X-Achse benannten Substraten 

versehen. Der CL-Gehalt in µg bezieht sich auf den Proteingehalt in mg in den entsprechenden Ansätzen 

(Y-Achse). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs Probanden.  

* - Differenz zum Gehalt der Kontrollen signifikant (p < 0,05; one-way ANOVA, Dunn‘s Post-hoc-Test). 
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3.2.3 Einfluss von FS auf den Gehalt von Fettsäureresten bestimmter Kettenlänge 

Aus [8] ist eine Zunahme des Gehalts von C16-Acylketten im Rahmen der Proliferation 

von T-Zellen bekannt. Die hier untersuchten FS-Substitutionen gingen mit einer Zunahme 

von C16-Resten nach PS-Zugabe einher (0,283 ± 0,06 nmol/µg CL bei sofortiger Zugabe, 

0,296 ± 0,04 nmol/µg CL bei Zugabe nach 48 Stunden, verglichen mit 0,23 ± 0,063 

nmol/µg CL bzw. 0,2 ± 0,04 nmol/µg CL der Kontrollen), LS führte hingegen mit 0,084 

± 0,03 nmol/µg bzw. 0,078 ± 0,03 nmol/µg CL zu einem selteneren Einbau von C16-FS-

Resten (Abbildung 11). Umgekehrt verhielt es sich für den Gehalt von C20-Fettsäuren. 

Hier führte PS zu einer Abnahme (0,112 ± 0,045 nmol/µg CL bzw. 0,14 ± 0,03 nmol/µg), 

LS zu einer Zunahme (0,267 ± 0,032 nmol/µg bzw. 0,233 ± 0,055 nmol/µg) des Einbaus, 

verglichen mit der Kontrolle (0,167 ± 0,015 nmol/µg CL, 0,181 ± 0,015 nmol/µg CL) 

(Abbildung 12). Veränderungen des Gesamtgehalts von 18-kettigen Fettsäureresten, wie 

sie im CL am häufigsten vorkommen, konnten nicht nachgewiesen werden (Abbildung 

13). 

 

Abbildung 11: Einfluss von FS auf den Gehalt von C16-kettigen FS-Resten in CL. Dargestellt ist der 

Gehalt von C16-kettigen Fettsäureresten in nmol/µg Gesamt-CL (Y-Achse). Auf der X-Achse sind die 

dem Kulturmedium zugeführten Substrate benannt. Die Substitution erfolgte entweder mit dem Beginn 

der Kultur (dunkle Balken) oder 48 Stunden später (helle Balken). Die massenspektrometrischen 

Bestimmungen fand nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs 

Probanden.  
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Abbildung 12: Einfluss von FS auf Gehalt von C20-kettigen FS-Resten in CL. Dargestellt ist der Gehalt 

von C20-kettigen Fettsäureresten in nmol/µg Gesamt-CL (Y-Achse). Auf der X-Achse sind die dem 

Kulturmedium zugeführten Substrate benannt. Die Substitution erfolgte entweder mit dem Beginn der 

Kultur (dunkle Balken) oder 48 Stunden später (helle Balken). Die massenspektrometrischen 

Bestimmungen fand nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs 

Probanden.  

 

Abbildung 13: Einfluss von FS auf den Gehalt von C18-kettigen FS-Resten in CL. Dargestellt ist der 

Gehalt von C18-kettigen Fettsäureresten in nmol/µg Gesamt-CL (Y-Achse). Auf der X-Achse sind die dem 

Kulturmedium zugeführten Substrate benannt. Die Substitution erfolgte entweder mit dem Beginn der 

Kultur (dunkle Balken) oder 48 Stunden später (helle Balken). Die massenspektrometrischen 

Bestimmungen fand nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs 

Probanden.  
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3.2.4 Einfluss von FS-Substitutionen auf die CL-Oxidation 

Zur Darstellung der Oxidation von CL diente die massenspektrometrische Bestimmung 

von (C18:2)3-Monohydroxy-Linolsäure und das prozentuale Verhältnis des Gehalts von 

(C18:2)3-Monohydroxy-Linolsäure zu dem summierten Gehalt von (C18:2)3-Monohyd-

roxy-Linolsäure- und (C18:2)4-Resten. Da (C18:4)4-CL mit den zweifach ungesättigten 

Fettsäureresten in den meisten Zellen am häufigsten vorkommt und im Gegensatz zu For-

men mit einfach- und ungesättigten Fettsäureresten leicht oxidiert wird, eignet sich die 

Messung seiner oxidierten Form als Marker der gesamten CL-Oxidation. Mit dieser Me-

thode konnte bereits eine Zunahme der Oxidation bei T-Zellstimulation nachgewiesen 

werden [8].  In der vorliegenden Arbeit kam es nach Fettsäuresubstitution zu einer Prolife-

rationsabnahme der Lymphozyten. Diese ging mit einem Rückgang der Oxidation einher. 

So lag der relative Gehalt von (C18:3)3-Monohydroxy-Linolsäure in den Kontrollansät-

zen bei 2,61 ± 1,09 %. Nach Zusatz von DHA mit Beginn der Kultur lag er bei 1,73 ± 

0,41 %, von PS bei 1,68 ± 0,63 % und eine Substitution von LS sorgte für einen Rückgang 

auf 1,61 ± 0,42 %. Eine Signifikanz konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Abbil-

dung 14 – Ausschließliche Darstellung der Ansätze mit sofortiger FS-Substitution nach 

Kulturbeginn). Das Hinzufügen der Fettsäuren, 48 Stunden nach Kulturbeginn, führte zu 

einem uneinheitlichen Bild. Auch hier ergaben sich keine signifikanten Veränderungen 

(Abbildung 15). 
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Abbildung 14: Einfluss von FS auf den Oxidationsgrad des CL nach sofortiger FS-Zugabe. Als Marker 

für den Oxidationsgrad wurde der prozentuale Anteil von (C18:2)3-Monohydroxy-Linolsäure am 

Gesamtgehalt von (C18:4)3-Monohydroxy-Linolsäure und (C18:2)4-Resten verwendet (Y-Achse). Mit 

Beginn der Kultur erfolgte der auf der X-Achse benannte Substratzusatz. Die Messungen fanden nach 72 

Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs Probanden. Es ergab sich keine 

Signifikanz für p < 0,05.  

 

 

Abbildung 15: Einfluss von FS auf den Oxidationsgrad des CL nach sofortiger und um 48 h versetzter 

FS-Zugabe. Als Marker für den Oxidationsgrad wurde der prozentuale Anteil von (C18:2)3-Monohydroxy-

Linolsäure am Gesamtgehalt von (C18:4)3-Monohydroxy-Linolsäure und (C18:2)4-Resten verwendet (Y-

Achse). Mit Beginn der Kultur bzw. nach 48 Stunden erfolgte der auf der X-Achse benannte Substratzusatz. 

Die Messungen fanden nach 72 Stunden statt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der T-Zellen von sechs 

Probanden. Es ergab sich keine Signifikanz für p < 0,05. 
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3.2.5 Sättigungsgrad 

Über die molare Masse der gefunden CL-Moleküle und ihr Vorhandensein in den Proben, 

gemessen in pmol/mg Protein, konnte die Anzahl von Doppelbindungen in nmol/µg CL 

errechnet werden. Die Fettsäuresubstitution ergab hierbei leichte Veränderungen. LS 

führte mit 4,85 ± 0,53 nmol/µg CL zu einem Anstieg nachweisbarer Doppelbindungen 

(verglichen mit 4,31 ± 0,46 nmol/µg CL in den Kontrollansätzen). Gleiches gilt für die 

Ansätze, denen DHA nach 48 Stunden hinzugefügt worden ist (4,50 ± 0,66). PS sorgte 

für einen Abfall auf 4,18 ± 0,57 nmol/µg. 
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4 Diskussion 

Pathogene lösen in T-Lymphozyten Mechanismen aus, die für Anpassungen ihres Stoff-

wechsels sorgen. Dies ist Voraussetzung für eine effektive und adäquate Immunantwort. 

Mit der Untersuchung des intrazellulären Phospholipids Cardiolipin und der Varianz sei-

nes strukturellen Aufbaus in Beziehung zu dem Proliferations- und Aktivitätszustand von 

Immunzellen wird in der vorliegenden Arbeit ein möglicher Mechanismus untersucht, der 

ebendiese Anpassungen des Stoffwechsels erlaubt. Dazu diente ein In-vitro-Modell, in 

dem die T-Lymphozyten gesunder Spender verschiedenen Fettsäuren in physiologisch 

vorkommenden Konzentrationen ausgesetzt wurden. Anschließend erfolgte die Bestim-

mung der Einflüsse der Substitutionen auf die Proliferation und die Redoxaktivität sowie 

auf die Struktur des Cardiolipins. 

4.1 Klinische Einordnung  

T-Lymphozyten sind an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Sie spie-

len u. a. eine Rolle in der Aufrechterhaltung chronischer Entzündungsreaktionen, die ne-

ben der Adipositas, dem Bluthochdruck, der Dyslipidämie und dem Diabetes mellitus zu 

den Risikofaktoren für die Entstehung der koronaren Herzkrankheit (KHK) gezählt wer-

den [10,70]. So weisen an einer KHK leidende Diabetiker vermehrte Werte von Th1-Zy-

tokinen auf, während die Spiegel der von Th2-Zellen gebildeten Mediatoren reduziert 

vorliegen [71].  Bei Hypertonikern lassen sich erhöhte Zahlen CD-8-positiver Zellen fest-

stellen. Zudem werden bei ihnen erhöhte T-Zell-Chemokinwerte gemessen [72].   

Entsprechend hoch ist das Interesse an physiologischen Abläufen von Immunantworten 

und Möglichkeiten zur Beeinflussung der Aktivität von T-Lymphozyten, beispielsweise 

über diätetische Ansätze. Speziell über die Substitution von Omega-3-Fettsäure konnten 

bereits zahlreiche Veränderungen zellulärer Immunantworten aufgezeigt werden [24,27], 

wie in Kapitel 1.3.3 beschrieben, auch mit positiven klinischen Auswirkungen.  
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4.2 Physiologische Einordnung 

Die Proliferation und Differenzierung von T-Lymphozyten unterliegt komplexen metabo-

lischen Anpassungen. Dabei spielen Prozesse innerhalb der Mitochondrien eine wichtige 

Rolle.  

Während T-Effektor-Zellen ihre Energie hauptsächlich aus der Glykolyse gewinnen, ba-

siert die Energiegewinnung in regulatorischen T-Zellen vornehmlich auf der Oxidation 

von Lipiden. Über die Veränderung des mitochondrialen Metabolismus konnte eine Ein-

flussnahme auf die T-Zell-Differenzierung gezeigt werden [73]. Auch wirken  

mitochondriale reaktive Sauerstoff-Spezies immunmodulatorisch. Über die Stabilisie-

rung eines Transkriptionsfaktors (HIF-1-α) erhöhen sie die TNF-α-Sekretion [74].  

Neben der Rolle der Mitochondrien in der Anpassungsreaktion der T-Lymphozyten ist die 

Notwendigkeit der Anwesenheit von Fettsäuren im umgebenen Medium eine bekannte 

Voraussetzung für die Immunantwort [75,76]. Als ein möglicher, zugrundeliegender Me-

chanismus wurde die Signaltransduktion, sowohl über cAMP als auch über die Protein-

kinase C beschrieben [77,78]. Zudem wirkt sich das Vorhandensein von mehrfach unge-

sättigten Fettsäuren auf die Membranorganisation aus, sowohl auf Lipid Rifts, als auch 

auf die Kontaktstellen zwischen Immunzellen, den sogenannten immunologischen Sy-

napsen [79–81].  

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle des CL bei Stoffwechselveränderungen von T-

Lymphozyten betrachtet. CL, ein Phospholipid der mitochondrialen Membran, ist eng mit 

der Funktion mitochondrialer Proteine verknüpft. Es konnte gezeigt werden, dass Form 

und Stabilität der, aus den Proteinen der Atmungskette gebildeten, Superkomplexe von 

dem Vorhandensein von CL abhängig sind [82]. CL hat zudem Einfluss auf die  

Membranstabilität, interagiert mit Carrier-Proteinen und spielt eine Rolle in der mito-

chondrial vermittelten Apoptose [83]. Die Dimerisation der in ihrer inaktiven Form mo-

nomer vorliegenden, mitochondrialen Opa1-Proteine, ist ebenfalls abhängig vom Vorhan-

densein des CL. Opa1-Proteine sind über ihre GTPase-Aktivität wiederum an Fusions-

prozessen der inneren Mitochondrienmembran beteiligt [84].  

Bei Schild et al. [8] wurden die T-Zellen gesunder Spender mit den Zellen von Patienten 

mit chronisch lymphatischer Leukämie, akuter T-Zellleukämie (T-ALL) sowie einer IL-
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2-abhängigen T-Zelllinie verglichen. Die massenspektrometrischen Analysen führten zu 

mehreren Feststellungen. So ging ein erhöhter Proliferationsgrad mit einer verringerten 

Anzahl an Doppelbindungen einher. Zudem fanden sich mehr Moleküle mit 16-kettigen 

Resten. Die Zahl von C18-CL nahm hingegen ab. Ebenso die physiologisch am häufigs-

ten vorkommende CL-Spezies (C18:2)4. Der Zusammenhang zwischen der metaboli-

schen Aktivität von T-Zellen und dem Aufbau ihrer CL-Moleküle wurde somit hergestellt.  

In einem Vorexperiment der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich auch 

durch die Stimulation der T-Zellproliferation mit PHA Veränderungen im Aufbau des CL 

erreichen lassen [85]. Gleiches galt für die Proliferationshemmung mit Hilfe von  

Cyclosporin A (CsA), dass über die Bindung und Inhibition der Phosphatase Calcineurin 

mit der Zytokinausschüttung interferiert [86]. Es wurden zwei Korrelationen gezeigt. 

Zum einen stieg mit der Proliferationsrate der Gehalt der im CL inkorporierten PS-Reste 

an. Gleichzeitig ergab sich eine negative Korrelation zwischen Proliferation und 

(C18:2)4-CL-Gehalt, also CL mit vier LS-Resten. Die Ergebnisse legen eine Korrelation 

zwischen der CL-Komposition und der Stimulation und Proliferation von T-Zellen nahe. 

Diese Erkenntnisse dienen als Grundlage der vorliegenden Arbeit. Die Korrelation zwi-

schen dem Proliferationszustand von Lymphozyten und der Struktur ihres intrazellulären 

CL lässt vermuten, dass die CL-Struktur einen Einfluss auf die metabolischen Anpas-

sungsprozesse der Immunzellen besitzt. Daraus ergibt sich die Überlegung, externe Ein-

flüsse auf die CL-Struktur zu untersuchen und die Konsequenzen dieser Einflüsse auf das 

Proliferationsverhalten der Immunzellen zu beschreiben. 

4.3 Einfluss freier Fettsäuren auf Proliferation von T-Zellen und Stoff-

wechselaktivität 

Über die Bestimmung des Proteingehalts kann die Zellmasse ermittelt und damit Rück-

schluss auf den Proliferationszustand verschiedener kultureller Ansätze getroffen werden. 

Zu diesem Zweck kam hier die Methode nach Bradford zum Einsatz. Ergänzend betrach-

teten wir den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-Thymidin, der Aussagen zum DNA-

Gehalt und damit ebenfalls zum Proliferationsverhalten der T-Zellen liefert.  
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Da der Zusammenhang zwischen den metabolischen Veränderungen der Immunzellen 

und der Struktur des CL betrachtet werden sollte, bedienten wir uns zudem der MTT-

Testung, bei der der bei der Spaltung eines Tetrazoliumrings photometrisch bestimmbare 

Farbumschlag genutzt wird, um eine Aussage über die Aktivität der zu untersuchenden 

Zellen zu treffen [65]. Es handelt sich also um eine Quantifizierung metabolischer Akti-

vität innerhalb der T-Zellen und nicht ausschließlich um eine Betrachtung der Zellprolife-

ration. 

Die Fettsäuresubstitutionen führten zu verminderten Proliferationsraten und zur Ab-

nahme der metabolischen Zellaktivität. Dieser Effekt ließ sich sowohl in den Ansätzen 

beobachten, die mit Kulturbeginn mit den freien Fettsäuren versehen wurden, als auch in 

den Ansätzen mit einer um 48 Stunden verzögerten Substitution. Damit lässt sich eine 

direkte Interaktion des Lektins PHA mit den Fettsäuren und eine daraus resultierende 

Proliferationsbeeinflussung weitestgehend ausschließen. Zudem konnte somit gezeigt 

werden, dass eine Beeinflussung der immunologischen Zellantwort über extern hinzuge-

führte Fettsäuren auch nach Beginn der Zellstimulation möglich ist.    

Dass die Hinzugabe freier Fettsäuren (Ölsäure, Linolsäure und Palmitinsäure) in ver-

schiedenen Konzentrationen zu mononukleären Blutzellen gesunder Spender zu einer Ab-

nahme der zuvor durch PHA stimulierten Zellproliferation führte, konnte bereits bei 

Tiahones et al. [87] gezeigt werden. Dies wurde als Hinweis für einen immunmodulato-

rischen Effekt und damit für einen möglichen klinischen Nutzen der Fettsäuresubstitution 

interpretiert.  Bei Jenski et al. [88] wurde der Einfluss von DHA genauer betrachtet. Auch 

hier dienten Lektine der Anregung zur Zellteilung. Während DHA den 3H-Thymidin-Ein-

bau signifikant verminderte, schien es keine Wirkung auf frühe Schritte der Zellaktivie-

rung zu besitzen. Der gemessene Anstieg von freiem Kalzium im Zytosol, sowie die Ex-

pression des Interleukin-2-Rezeptors blieben im Vergleich zu den Kontrollzellen unver-

ändert. Es wurde ebenfalls die Schlussfolgerung gezogen, dass DHA eine günstige Wir-

kung auf ungewollte autoimmunologische Prozesse haben könnte.  

Für die Erklärung dieser immunmodulatorischen Effekte freier Fettsäuren gibt es weitere 

theoretische Ansätze. So können mehrfach ungesättigte Fettsäuren zu Veränderungen des 

Prostaglandinmilieus führen. Die Zunahme von Mediatoren wie PGE3, deren Synthese 
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auf ungesättigten Fettsäuren beruht, wäre eine mögliche Erklärung für den proliferations-

hemmenden Effekt der DHA-Substitution [89].  Rotondo et al. [90] gehen hingegen von 

einem direkteren Einfluss aus, nachdem sie mit radioaktiv markiertem EPA zwar ver-

gleichbare inhibitorische Effekte aufzeigen konnten, über eine RP-HPLC jedoch keinen 

Hinweis auf eine Konvertierung der substituierten Fettsäure zu einem aktiven Metaboli-

ten fanden. In eine ähnliche Richtung zielt die Interpretation der Ergebnisse eines Expe-

riments mit fat-1-transgenen Mäusen. Diese reichern in ihren Zellen vermehrt Omega-3-

Fettsäuren an. Als Folge fand man einerseits bestimmte Proteine (F-Aktin, Phospholipase 

Cγ-1) der immunologischen Synapsen seltener als in den Zellen der Kontrollmäuse. An-

dererseits wurde bei den transgenen Tieren eine vermindere 3H-Thymidininkorporation 

festgestellt. Es wurde der Schluss gezogen, dass die vermehrten Omega-3-Fettsäuren ih-

ren Einfluss auf das Immunsystem über Veränderungen der so genannten Lipid Rafts neh-

men  [80]. Dabei handelt es sich um cholesterinreiche Bezirke der Plasmamembran, deren 

Phospholipid- und Glykoprotetinstruktur einer stabilen Ordnung unterliegen und, von de-

nen ausgehend, Proteinrezeptoren an die Zelloberfläche gelangen, die frühe T-Zellsignale, 

Reorganisationen des T-Zellskeletts und Membrantransportvorgänge koordinieren. Zu-

dem sind Lipid Rafts an der interzellulären Kommunikation beteiligt [91]. 

In der vorliegenden Arbeit wird nun der Einfluss freier Fettsäurereste auf die Struktur des 

CL als weiterer möglicher Mechanismus, der den beschriebenen Effekt auf die T-Zell-

proliferation und -aktivität erklären könnte, betrachtet.  

Wie im Ergebnisteil ausführlich dargestellt, war der (C18:2)4-CL-Anteil, also der Anteil 

von CL-Molekülen mit vier LS-Resten, in den Zellen am größten, die der LS im umge-

benen Medium ausgesetzt wurden. PS im Medium führte zu einer Erhöhung des Anteils 

von C18:2/C18:1/(C16:0)2-CL, also von CL mit zwei PS-Resten. DHA im Medium ließ 

den Gehalt von C22:6/(C18:2)3-CL im Vergleich zu den Kontrollansätzen signifikant stei-

gern. Damit konnte gezeigt werden, dass alle substituierten Fettsäuren in die CL-Mole-

küle eingebaut wurden. Gleichzeitig ergaben sich weitere, komplexe Veränderungen der 

CL-Struktur mit signifikant reduzierten oder erhöhten Anteilen einzelner Fettsäurereste, 

die nicht den substituierten entsprachen. Diese Beobachtungen, in Kombination mit den 

festgestellten Einflüssen auf die Zellaktivität, liefern einen Hinweis auf eine mögliche 

Rolle des CL in den Anpassungsprozessen von T-Lymphozyten bei der Immunstimula-

tion.    
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Ein Zusammenhang zwischen der aufgezeigten Proliferations- und Aktivitätsverminde-

rung der T-Lymphozyten durch freie Fettsäuren und den Einflüssen der Fettsäuren auf die 

Struktur des CL könnte über die physiologischen Funktionen des CL erklärt werden. Zu 

diesen gehört die oxidative Phosphorylierung. CL ist an der Funktion der Atmungskette 

und damit an der intrazellulären Energiegewinnung beteiligt [45–48]. Es nimmt Einfluss 

auf die Faltung der für die oxidative Phosphorylierung nötigen Proteinkomplexe. Verän-

derungen der CL-Struktur und des quantitativen Vorkommens dieses Moleküls gehen ent-

sprechend mit Alterationen der bioenergetischen Effizienz einer Zelle einher [92]. Es liegt 

nahe, dass diese Alterationen auch zu einer Zu- oder Abnahme des zellulären Proliferati-

onsvermögens führen. Des Weiteren erfüllt CL eine Rolle in der DNA-Transkription. Die 

Zusammensetzung von DNA-gebundenen Lipiden variierte mit dem Zellzyklus und da-

mit auch mit der DNA-Konformation. Zudem kann, in ihrem Verhältnis zueinander eben-

falls von der DNA-Konformation abhängig, zwischen fest und weniger fest gebundenen 

Lipiden unterschieden werden. Dies wird als Mechanismus der Genregulation interpre-

tiert. Bei den beteiligten Lipiden handelt es sich vornehmlich um Cholesterol und CL 

[93]. Ein Zusammenhang zwischen dem Aufbau des Lipids und dem Grad der Gebunden-

heit an die DNA kann vermutet werden. Dies hätte Einfluss auf die Gentranskriptionen 

der Zelle und somit auf ihren Aktivitätsgrad, z. B. bei der Stimulation der Zellprolifera-

tion. 

4.3.1 Gesamtcardiolipin-Gehalt und Zellaktivität 

Aus den Daten geht ebenfalls hervor, dass die Fettsäuresubstitution zu Alterationen des 

CL-Gesamtgehalts der Zellen geführt hat. Dies weist auf einen weiteren möglichen Me-

chanismus hin, über den CL die Proliferationsraten der T-Lymphozyten beeinflusst haben 

könnte. So ist der Austritt von Cytochrom C aus den Mitochondrien Teil der einleitenden 

Prozesse der Apoptose. Cytochrom C wiederum ist stark mit CL assoziiert [94]. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Oxidation der zumeist ungesättigten Fettsäurereste mit einer ver-

mehrten Ausschüttung von Cytochrom C und entsprechender Erhöhung der Apoptoserate 

einhergeht [95]. Zudem konnte eine Korrelation zwischen der Abnahme des CL-Gehalts 

und dem geplanten Zelltod aufgezeigt werden [96]. Auch in der vorliegenden Arbeit 

wurde ein verminderter Oxidationsgrad der CL-Moleküle nach FS-Substitution gezeigt. 

Allerdings waren die Veränderungen im Vergleich zu den Kontrollen nicht signifikant. 
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Zudem ist es nicht möglich, eine allgemeine Aussage über den CL-Gehalt und das Prolife-

rationsverhalten von Zellen zu treffen. So zeigte der Vergleich von normalen Leberzellen, 

fetalen Leberzellen, in der Regeneration befindlichen Leberzellen und den verschiedenen 

Zellen des Morris-Hepatoms unterschiedlicher Wachstumsraten bei der Ratte keine Un-

terschiede im Gesamtgehalt von CL [97]. In den schnell wachsenden Astrozytom-  und  

Ependymoblastomzellen der Ratte wurden beim Vergleich zu zerebralen Gewebszellen 

erniedrigte CL-Gehalte gefunden [98]. Dieser scheinbare Widerspruch lässt sich nicht al-

lein mit der Betrachtung anderer Gewebe in diesen Arbeiten erklären. So sank der Gehalt 

von CL in hochproliferativen T-ALL-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls [8]. 

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass aktuell kein einheitlicher Zusammenhang zwischen 

dem Gesamtgehalt des Phospholipids und dem Proliferationsverhalten der Zellen festge-

stellt werden kann. Für die Benennung einer möglichen Korrelation ist weitere Forschung 

nötig.   

4.3.2 Oxidation und Sättigungsgrad der CL-Moleküle und Zusammenhang zur 

Zellaktivität 

Hintergrund der Betrachtung von Oxidation und Sättigungsgrad ist die Rolle von CL in 

der Apoptose. Da eine vermehrte Oxidation des Moleküls zu einer Einleitung des Zellto-

des zu führt [95], oxidativer Stress aber auch eine Folge der Proliferation sein kann, 

könnte ein niedriger Anteil von Doppelbindungen in hochproliferativen Zellen, sowie 

eine Reduktion von (C18:2)4-CL als Hauptangriffspunkt ablaufender oxidativer Vor-

gänge, eine Funktion als Schutz vor Oxidation und somit vor Apoptose erfüllen. Diese 

Annahme ergibt sich aus dem geringen Vorkommen von Doppelbindungen in stimulierten 

T-Lymphozyten und T-ALL-Zellen im Vergleich zu den Zellen gesunder Spender. Zudem 

nimmt mit der Zellvermehrung der Anteil von (C18:2)4 am Gesamt-CL deutlich ab [8]. 

Die Anzahl von Doppelbindungen in den T-Lymphozyten der beschriebenen Experimente 

zeigt ein uneinheitliches Bild. Während alle Fettsäuren die Proliferation vermindern, sor-

gen LS und DHA für einen leichten Anstieg von ungesättigten Fettsäureresten. Diese Be-

obachtung lässt sich mit den Ergebnissen von Schild et al. vereinbaren. Die gesättigte PS 

sorgt hingegen für eine Abnahme von Doppelbindungen.  
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4.4 Mögliche klinische Bedeutung und Ausblicke 

Es existieren zahlreiche Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen  

immunologischen Prozessen und der diätetischen Aufnahme bestimmter Fettsäuren. Da-

bei wird der Omega-3-Fettsäure DHA ein antiinflammatorisches Potential zugesprochen. 

Es konnten positive Wirkungen auf den klinischen Verlauf von u. a. chronisch-entzündli-

chen Darmerkrankungen [41,99], Asthma bronchiale [35] und rheumatoider Arthritis [36] 

durch entsprechende Nahrungsergänzung nachgewiesen werden. Für den entzündungs-

hemmenden Effekt werden dabei mehrere mögliche Mechanismen benannt. Dazu gehö-

ren Veränderungen in der Biosynthese von Eicosanoiden [100], die Bindung an so ge-

nannte Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) [99], die Apoptose über 

den CD95-Signalweg [101] und Interaktionen mit G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

(GCPRs). Auch die mehrfach ungesättigte LS wirkt sich auf klinisch relevante Weise auf 

autoimmunologische Prozesse aus. In einer prospektiven Studie von 2009 konnte ihr ein 

proinflammatorisches Potential bei der Einnahme durch Colitis ulcerosa-Patienten nach-

gewiesen werden. Ihre Metabolisierung zu Arachidonsäure wurde dabei als pathophysio-

logische Erklärung betrachtet [102]. Ähnliche Effekte ließen sich in vitro auch für PS 

aufzeigen. So erhöht diese dosisabhängig die Ausschüttung proinflammatorischer Meta-

bolite durch Fibroblasten aus der synovialen Flüssigkeit von rheumatoid veränderten Ge-

lenken [103].  

In der vorliegenden Arbeit wird der Zusammenhang zwischen freien Fettsäuren und dem 

menschlichen Immunsystem über die Beobachtung des Proliferationsverhaltens von T-

Lymphozyten in vitro aufgezeigt. Dabei wird auf einen möglichen physiologischen Zu-

sammenhang hingewiesen, der diese Wechselwirkungen vermitteln könnte. So scheint die 

Struktur des CL durch externe Faktoren beeinflussbar zu sein. Gleichzeitig können Zu-

sammenhänge zwischen dem Zellverhalten und der CL-Struktur aufgezeigt werden. CL 

als Gegenstand weiterer Forschung in den Mittelpunkt zu stellen, erscheint nach Betrach-

tung der vorliegenden Ergebnisse sinnvoll. So wäre eine tierexperimentelle Anordnung 

denkbar, die die hier vorgestellten Resultate in vivo nachzuvollziehen versucht. Dabei 

könnte speziell die Frage nach der diätetisch verabreichten Menge und Konzentration von 

freien Fettsäuren behandelt werden, die für eine Beeinflussung von T-Zellzahlen und CL-
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Struktur nötig sind. Zudem erscheint die Suche nach eventuell wiederkehrenden CL-Mus-

tern in den Mitochondrien von Immunzellen während der Exazerbation  

autoimmunologischer Erkrankungen interessant. Die dadurch gewonnenen Informatio-

nen könnten zur gezielten ernährungsgesteuerten Intervention in den Krankheitsverlauf 

betroffener Personen genutzt werden.  

Neben der Betrachtung spezieller autoimmunologischer Prozesse können die  

gewonnenen Erkenntnisse aber auch der Behandlung von Volkserkrankungen dienen. Un-

ter dem Punkt 1.3.4 wurde bereits kurz auf die klinische Bedeutung der CL-Komposition 

menschlicher Zellen eingegangen. Dabei fand auch der in Industriestaaten sehr häufige 

Diabetes mellitus Typ II Erwähnung. Im Mausmodell konnten definierte molekulare Ver-

änderungen des myokardialen CL bei induziertem Diabetes nachgewiesen werden. Es 

handelte sich um den Rückgang von (C18:2)4- und (C18:1)(C18:2)3-CL, die Zunahme 

von DHA-haltigen CL-Spezies und die Abnahme des CL-Gehalts [58]. In den vorlie-

genden Analysen konnte dargestellt werden, dass substituierte freie Fettsäuren in vitro 

Veränderungen ähnlicher Art hervorrufen können. Bei den verwendeten Zellen wurde so-

wohl Einfluss auf den Gesamtcardiolipingehalt, als auch auf die Anzahl DHA-haltiger 

Moleküle und dem Vorkommen (C18:2)4- und (C18:1)(C18:2)3-Spezies genommen, wo-

bei andere Gewebszellen als bei Hen et al. betrachtet wurden. Trotzdem wäre CL als mög-

licher Angriffspunkt denkbar, um pathophysiologischen Veränderungen wie Kardiomyo-

pathien bei Diabetikern besser vorzubeugen und diese besser behandeln zu können. Dazu 

wären weitere experimentelle Schritte notwendig. Ein Versuchsaufbau im Tiermodell mit 

oraler oder parenteraler Fettsäuregabe und Betrachtung molekularer Veränderungen der 

Myozyten und funktioneller organischer Veränderungen wäre denkbar.   

Ein weiterer hypothetischer Ansatz, den diese Ergebnisse liefern, zielt in Richtung einer 

forcierten Reduktion der Zellproliferation. Dabei wäre eine in vitro- und in-vivo-Unter-

suchung anderer, klinisch relevanter, Gewebe vorstellbar. So könnte man die Reaktion 

karzinomatös entarteter Zellen auf extern hinzugefügte freie Fettsäuren beobachten. Po-

sitive Einflüsse durch diätetisch substituierte Omega-3-Fettsäure konnten bereits nachge-

wiesen werden [104]. Gleichzeitig könnte die Betrachtung der CL-Struktur von malignen 

proliferierenden Zellen Aufschluss über die Rolle dieses Moleküls bei der unkontrollier-

ten Zellvermehrung geben. 
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5 Zusammenfassung 

Das Ziel der Arbeit bestand in der Untersuchung der Reaktion von T-Lymphozyten ge-

sunder Probanden auf freie Fettsäuren in dem sie umgebenden Medium. Dabei wurde das 

Augenmerk auf Veränderungen des Proliferationsverhaltens gelegt. Gleichzeitig wurde 

das Vorkommen verschiedener Spezies des mitochondrialen Phospholipids CL betrachtet. 

T-Lymphozyten spielen eine Rolle in der Entstehung und bei dem Verlauf zahlreicher 

Autoimmunerkrankungen. Deren Klinik konnte bereits positiv über die Substitution be-

stimmter Fettsäuren beeinflusst werden. Die Bestätigung des Verdachts, dass dabei eine 

Veränderung der intrazellulären CL-Struktur eine Rolle spielt, sollte sowohl dem Ver-

ständnis der pathophysiologischen Prozesse dienen, als auch Ansatz weiterer Forschung 

sein.  

Die Zellen gesunder T-Zellspender wurden in verschiedene Ansätze aufgeteilt und mit 

Hilfe des Lektins PHA zur Proliferation angeregt. Ein Ansatz ohne Fettsäuresubstitution 

diente als Kontrolle, in die Medien der anderen wurden jeweils DHA, PS oder LS in phy-

siologischen Konzentrationen gegeben. Die Zusätze erfolgten mit dem Beginn der Kultur 

oder nach 48 Stunden. Nach einer 72-stündigen Kultivierung wurde die Zellaktivität mit 

Hilfe eines MTT-Tests bestimmt, Messungen des Protein- und des DNA-Umsatzes dien-

ten der Bestimmung des Proliferationsverhaltens. Außerdem erfolgte eine  

massenspektrometrische Analyse des intrazellulären CL aller Ansätze. 

Es konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten freien Fettsäuren in der Lage waren, die 

Aktivität und Proliferation der untersuchten Immunzellen negativ zu beeinflussen. DHA 

zeigte in diesem Sinne einen besonders ausgeprägten Effekt. Zudem war der Nachweis 

signifikant veränderter CL-Muster möglich. So konnte über die Substitution im Medium 

ein vermehrter Einbau einer bestimmten Fettsäure als einer der vier Reste des CL-Mole-

küls erreicht werden. Mit der Abnahme der Proliferation ging auch der Gesamtcardioli-

pingehalt zurück. Gleichzeitig nahm der Anteil von (C18:2)4-CL zu. Diese Beobachtun-

gen decken sich mit den Ergebnissen anderer experimenteller Untersuchungen und wei-

sen auf definierte Veränderungen im Aufbau des intrazellulären CL in Abhängigkeit des 

Proliferationsgrades der Zelle hin.  
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Anhang: Material 

Chemikalien Hersteller 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-

nyltetrazoliumbromid (MTT) 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

3H-Thymidin (1 mCi/ml) MP Biomedicals, Santa Ana, USA 

AIM V Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Ammoniumhydroxidlösung Suprapur, 25 

% 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Biocoll Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

BioRad-Assay-Kit II Life Science Group, München, Deutsch-

land 

Bovines Serumalbumin (BSA) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land 

Butylhydroxytoluol (BHT) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Cardiolipinstandard Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Chloroform 
 

Chlorwasserstoffsäure (HCL), 37 % 
 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Docosahexaensäure Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Ethanol (99,9 %) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Flüssiger Stickstoff Messer Industriegase GmbH, Bad Soden, 

Deutschland 

Heparin (5000 U/ml) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Linolsäure Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Methanol (99,9 %) VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Palmitinsäure Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Pan T Cell Isolation Kit II Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Phytohämagglutinin (PHA) Thermo Fisher Scientific Inc., Massa-

chussets 

Rinderserumalbumin Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

RPMI 1640 Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Tetra-Myristoyl-CL Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, 

USA 
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Geräte Hersteller 

Auto MACS-Seperator Milteny Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach, Deutschland 

Brutschrank Hera Cell Heraeus, Hannover, Deutschland 

Brutschrank Steri-cult 200-Incubator Forma Scintific, Labotec, Göttingen, 

Deutschland 

Feinwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Hämatologie-Automat Ac T diff2TM Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland 

Inotech Cell-Harvester Inotec, Wohlen, Schweiz 

Laborkühlschrank Herafreeze HFU 486 

Basic 

Heraeus, Hannover, Deutschland 

LiChrospher SI 60-Säule Merck, Darmstadt, Deutschland 

MicroBeta-Plate counter PerkinElmer, Waltham, Massachussets 

Sterilbank Lamin Air HB 2448 Heraeus, Hannover, Deutschland 

TSQ Quantum Discovery MAX Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, 

Deutschland 

UV-Visible Spectrophotometer, Cary 100 

Bio (Software: Cary Win Kinetics) 

Agilent Technologies, Santa Clara, Kali-

fornien, USA 

Vortexer Scientific Industries, New York, USA 

Zentrifuge Centrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Hettich Rotanta/TR Hettich Zenrifuge, Tuttlingen, Deutsch-

land 

Zentrifuge Universal 30F Hettich Zenrifuge, Tuttlingen, Deutsch-

land 

 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Eppendorfgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mikrotitierplatte (24-well) Corning B. V. Life Sciences, Amsterdam, 

Niederlande 

Mikrotitierplatte (96-well, Flachboden) TPP Techno Plastic Products AG, Trasa-

dingen, Schweiz 

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipetten (0,5-10 µl; 10-100 µl; 20-200 µl; 

100-1000 µl; 2500 µl; 500-5000 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Küvetten, Polysterol Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Szintillator (MeltiLex) PerkinElmer, Waltham, Massachussets 
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