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1 Einleitung

1.1 Psychoneuroimmunologie

Die Psychoneuroimmunologie ist ein relativ junges Forschungsgebiet, das die vielfachen Interaktionen

des Nerven-, Hormon- und Immunsystems und deren reziproke Auswirkungen auf psychische und geis-

tige Vorgänge untersucht. Viele Erfahrungen hat man hierbei auf dem Gebiet der Stressforschung und

durch Untersuchungen der Wirkungen von Adrenocorticoiden und Adrenalin auf das Immunsystem ge-

wonnen [72, 282, 43]. So konnte die Alteration verschiedener immunologischer Parameter durch bestimmte

Stressoren in vivo nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass viele dieser Veränderungen dabei über die

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-(HPA-) Achse vermittelt werden. Daneben wurden auch zahl-

reiche nebennierenunabhängige Reaktionen beobachtet. So konnte eine Wirkung von Katecholaminen

und Neuropeptiden auf lymphoides Gewebe, akzessorische Zellen und das Gefäÿsystem sowie auf die

E�ektorzellen Monozyten und Lymphozyten ermittelt werden. Neben einer humoralen Vermittlung von

Hormon- und Zytokinwirkungen, bestehen auch direkte Beziehungen zwischen dem Immun- und Nerven-

system über die Neurotransmitter der Nervenzellen [254]. Der Austausch von Rezeptoren und Liganden

zwischen Zellen des Nerven- und Immunsystems spricht für deren Vernetzung [72]. Es konnte in vielen

Untersuchungen nachgewiesen werden, dass Neurotransmitter nicht nur ihre klassischen Zielstrukturen

stimulieren, sondern auch vielfältige Funktionen von T-Lymphozyten wie Zytokinproduktion, Adhäsion

an die extrazelluläre Matrix, chemotaktische Migration, Homing in spezi�sche Organellen, Bekämpfung

infektiöser Erreger oder von Krebszellen beein�ussen können [182, 183]. Die jeweiligen Neurotransmitter

entfalten dabei abhängig vom speziellen Kontext, aktivierende oder hemmende Wirkungen [145]. Die T-

Zellen kommen peripher durch die reichhaltige nervale Innervation lymphoider Organe wie Milz, Thymus,

Lymphknoten, Knochenmark oder dem Mucosa-assoziierten lymphatischen Gewebe (MALT) und zentral

nach Überbrückung der Blut-Hirn-Schranke durch regelmäÿiges Einwandern ins Gehirn mit Neurotrans-

mittern in Kontakt [88, 345]. Über die nervale Innervation von Blutkapillaren können T-Zellen auch im

Blut direkt durch Neurotransmitter beein�usst werden. Daneben produzieren T-Zellen einige Neurotrans-

mitter selbst und werden durch diese in einer parakrinen oder autokrinen Weise wieder beein�usst [185].

Umgekehrt werden viele neuronale Mechanismen über Zytokine reguliert, die in normalem Hirngewebe

nachgewiesen werden konnten (zur Übersicht [335]).

1.2 Neurotransmitter

1.2.1 Allgemeines

Neurotransmitter sind Botensto�e, die sich das Nervensystem zur Übertragung von Erregungen von ei-

ner zur nächsten Zelle zunutze macht. Insbesondere zählen hierzu verschiedene Monoamine wie Dopamin,

Noradrenalin oder Serotonin. Daneben sind Glutamat, Gammaaminobuttersäure (GABA), Acetylcholin

und Opioide die häu�gsten Neurotransmitter. Es gibt aktivierende (exzitatorische) und hemmende (in-

hibierende) Neurotransmitter. Je nach vorkommendem Neurotransmitter unterscheidet man die Nerven-

zellverbände und spricht z.B. von dopaminergen oder serotonergen Neuronen. Neurotransmitter werden

aus intrazellulären Vesikeln in den synaptischen Spalt freigesetzt und entfalten ihre Wirkung in der

Regel über spezi�sche Rezeptoren. Je nach Rezeptor kann die dabei resultierende Wirkung ganz unter-

schiedlicher Natur sein. Über enzymatische Aktivität werden die Neurotransmitter im synaptischen Spalt

wieder deaktiviert oder über spezi�sche Pumpen wieder in die Nervenzellen aufgenommen. Chemisch sind

Neurotransmitter entweder Aminosäuren (z.B. Glutamat, GABA), biogene Amine (Dopamin, Serotonin)

oder peptiderge Neurotransmitter, auch Neuropeptide genannte (z.B. Opioide, Substanz P, Prolaktin,

Corticotropin Releasing Hormon).
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1.2.2 Serotonin

1.2.2.1 Struktur und Rezeptoren Serotonin (= 5-Hydroxytryptamin, 5-HT) entsteht aus Hydro-

xylierung und Decarboxylierung der Aminosäure Tryptophan und wird über das Enzym Monoaminooxi-

dase abgebaut.

Serotonin-(5-HT-) Rezeptoren be�nden sich auf den Dendriten und Perikarya von Serotonin freiset-

zenden Neuronen, auf präsynaptischen Neuriten-Endigungen und postsynaptisch auf den innervierten

Zielstrukturen. Serotonin wird auÿerdem aus Varikositäten freigesetzt und kann ohne direkte synapti-

sche Verbindungen als Neuromodulator wirken. Bisher wurden sieben Subtypen serotonerger Rezeptoren

(5-HT1bis 5-HT7) de�niert. Erstmalig wurden unterschiedliche Rezeptortypen von Gaddum und Picarelli

1957 beschrieben [94]. Mittlerweile konnten die meisten Serotonin-Rezeptoren geklont und charakteri-

siert werden. Die 5-HT1, 5-HT2 und 5-HT4−7 Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelt. Der 5-HT3-Rezeptor

ist ein liganden-gesteuerter Ionenkanal. Im zentralen Nervensystem (ZNS) konnten bislang 14 der 15

bekannten 5-HT-Rezeptoren nachgewiesen werden.

1.2.2.1.1 5-HT1-Rezeptoren Die Existenz von fünf 5-HT1-Rezeptoren (5-HT1A, -1B, -1D, -1E

und -1F) ist bisher bekannt. Alle haben die gemeinsame Eigenschaft, die Adenylatcyclase zu hemmen

und so eine Senkung des Cyclischen Adenosinmonophosphat-(cAMP-) Spiegels zu bewirken. Lediglich

der 5-HT1A-Rezeptor ö�net einen rezeptorgekoppelten K+-Kanal und hemmt einen spannungsabhängi-

gen Ca++-Kanal. 5-HT1A-Rezeptoren sind somatodendritische Autorezeptoren und weisen die höchste

Dichte im Hippocampus, Septum und der Amygdala auf. Die Stimulation von 5-HT1A-Rezeptoren führt

zu einer vermehrten Synthese und Freisetzung neurotropher Faktoren und zu einer Verringerung der

Entladungsfrequenz in den serotonergen Neuronen der Raphe-Kerne. Eine Stimulation postsynaptischer

5-HT1A-Rezeptoren führt zu einer Hyperpolarisation von Neuronen und hat damit eine gegensätzliche

Wirkung zur Stimulation von 5-HT2A-Rezeptoren.

1.2.2.1.2 5-HT2-Rezeptoren: Die 5-HT2-(5-HT2A, -2B und-2C) Rezeptoren sind über die Phos-

pholipase C mit den zwei Second Messengern Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) verbun-

den. 5-HT2A-Rezeptoren sind im ZNS weit verbreitet und �nden sich vor allem in der Nähe serotonerger

Nervenendigungen. Exprimiert werden sie im präfrontalen Cortex, im Claustrum und in den Basalgan-

glien. 5-HT2A-Rezeptoren lösen bei Stimulation eine Aktivierung GABAerger Neurone aus und hemmen

die Ausschüttung von Acetylcholin im Hippocampus und Cortex. Peripher bewirkt dieser Rezeptor ei-

ne Vasokonstriktion. 5-HT2C-Rezeptoren �nden sich im Plexus chorioideus und in geringerer Dichte im

Cortex, Hippocampus, Striatum und in der Substantia nigra.

1.2.2.2 Serotoninrezeptoren im Immunsystem Erstmals konnten Bonnet et al. Bindungsstellen

für Serotonin auf Lymphozyten nachweisen [27]. Im Immunsystem ist vor allem der 5-HT1A-Rezeptor

von Bedeutung, der auf mitogen stimulierten humanen T-Lymphozyten exprimiert wird. Er �ndet sich

auch auf Jurkat T-Zellen und führt bei Stimulation zu erhöhter Inositolphosphat und intrazellulärer

Ca++-Konzentration. In Lymphknoten, der Milz, dem Thymus und in PBMC konnte 5-HT1A-Rezeptor

mRNA nachgewiesen werden [203]. Dabei �ndet sich die 5-HT1A-mRNA in aktivierten T-Zellen, nicht

aber in ruhenden T-Zellen [16]. Üblicherweise ist der 5-HT1A-Rezeptor über cAMP gekoppelt. Ein An-

stieg des cAMP-Levels in T-Lymphozyten kann die Produktion von IFN-γ, IL-2 oder die Aktivität von

CD8+-Zellen hemmen. Durch eine selektive Blockade des 5-HT1A-Rezeptors mit spezi�schen Antagonis-

ten kann die T-Zell-Proliferation vermindert werden. Diese Hemmung wird durch den selektiven 5-HT1A-

Rezeptor-Agonisten 8-OH-DPAT (8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin) wieder aufgehoben [82]. Ei-

nige weitere Arbeiten zeigen einen supprimierenden E�ekt von Serotonin auf die Proliferationsrate von

mit Phythämagglutinin (PHA) aktivierten Lymphozyten und eine Minderung der IFN-γ-Produktion

[13, 26, 157, 301]. Eine konzentrationsabhängige inhibitorische Wirkung auf die Proliferationsrate nach
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Stimulation mit HgCl konnte ebenfalls gezeigt werden. Andererseits wurde an murinen Milzzellen auch

beobachtet, dass es durch die in vitro Zugabe von Serotonin auf Mitogen-stimulierte Lymphozyten zu

einer Zunahme von mRNA für IFN-γ und IL-2 kommt [15]. Auch die Proliferationsrate aktivierter B-

Lymphozyten ist vermutlich zum Teil über den 5-HT1A-Rezeptor gesteuert [147].

Daneben zeigten pharmakologische und molekulare Studien die Existenz von 5-HT2C-Rezeptoren auf

aktivierten T-Lymphozyten [15]. 5-HT2C-Rezeptor-Antagonisten blockieren die durch IFN-γ induzierten

Wirkungen auf murine Makrophagen und hemmen die TNF-α-Produktion von Monozyten [310]. Daneben

wurden 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT3A und 5-HT7-Rezeptoren auf T-Zellen nachgewiesen [179, 359, 361].

1.2.2.3 Vorkommen und Bedeutung von Serotonin Bereits in den 50er Jahren wurde über eine

Funktion von Serotonin als Neurotransmitter spekuliert [33]. Die Raphe-Kerne stellen die Hauptquelle

serotonerger Neurotransmission im ZNS dar. Weitere serotonerge Neurone �nden sich im Hypothalamus,

Mesencephalon, Nucleus caudatus, am Boden des 4. Ventrikels und der Pons. Serotonin ist sowohl für die

Regulation psychischer Vorgänge wie Stimmung, Antrieb oder kognitiver Funktionen, als auch vegetativer

Aktivitäten wie der Auslösung von Übelkeit, der Schla�nduktion, Regulation der Körpertemperatur oder

der Nahrungsaufnahme und Sexualität bedeutend. Viele psychiatrische Erkrankungen werden auf eine

Dysregulation serotonerger Neurotransmission zurück geführt [105, 186, 225]. Peripher �ndet es sich v.a. in

enterochroma�nen Zellen des Darmes und in Thrombozyten. In den Thrombozyten ist Serotonin bei der

Thrombozytenaktivierung, deren Aggregation sowie der lokalen Gefäÿverengung beteiligt. Es induziert

die Freisetzung von Endothelium-derived relaxing Factor (EDRF) aus den Gefäÿendothelien und löst den

Bezold-Jarisch-Re�ex aus.

In entzündlichen Arealen �ndet sich eine hohe Serotonin-Konzentration, die durch eine Degranulation

von Mast-Zellen oder Freisetzung aus aggregierten Thrombozyten hervorgerufen werden kann [128, 99].

1.2.2.4 Funktionen im Immunsystem Im Immunsystem �nden sich vielfältige Wirkungen von Se-

rotonin. Wie oben dargestellt werden einige dieser E�ekte über 5-HT1A-Rezpetoren vermittelt. Mitogene

scheinen dabei die Expression von 5-HT1A-Rezeptoren auf mRNA- und Protein-Ebene zu verstärken [4].

Es reguliert die Mitogen-aktivierte T-Zell Proliferation, erhöht die Mitogen-aktivierte B-Zell-Proliferation

[147] und erhöht die IL-2-aktivierte NK-Zellen Zytotoxizität über 5-HT1A-Rezeptoren [124, 126, 127, 361,

125]. Über 5-HT2C-Rezeptoren hemmt Serotonin die TNF-α-Synthese humaner Monozyten [12] und in-

duziert die ERK1/2-Phosphorylierung naiver T-Zellen über 5-HT7-Rezeptoren. Es mindert die Migration

mononuklärer Zellen [25], führt in vitro zu einer Reduktion der IFN-γ-induzierten Ia-Antigenexpression

auf Makrophagen und zu einer Erhöhung der IFN-γ-induzierten Phagozytose [309, 310].

Finocchiaro et al. postulierten eine autokrine Beein�ussung der T-Lymphozyten durch 5-HT, da dieses

von T-Lymphozyten und Monozyten nach Stimulation mit Phythämagglutinin A (PHA) oder IFN-γ pro-

duziert wird und Serotonin wiederum einen hemmenden E�ekt auf die IFN-γ-Produktion über 5-HT1A-

Rezeptoren hat. Insgesamt wird eine immunregulatorische Rückkopplung von Serotonin und IFN-γ ver-

mutet [89].

In lokalen entzündlichen Arealen wird Serotonin im Mausmodell durch Mastzellen freigesetzt und stöÿt

eine Hyper-Sensitivitätsreaktion vom verzögerten Typ durch Aktivierung endothelialer Zellen an, was

schlieÿlich zum erhöhten Recruitment von T-Zellen führt [9, 98]. Antigene, IgE-sensitisierende Antikörper

oder auch Neuropeptide wie Substanz P, Somatostatin, Calcitonin-Gene-related Peptid (CGRP) oder

Vasointestinales Peptid (VIP) können eine Freisetzung von Serotonin aus Mastzellen auslösen [57]. Im

Mausmodell zeigte sich auch, dass Serotonin zusammen mit Noradrenalin aus noradrenergen Nerven-

endigungen der Milz freigesetzt wird, um das humorale Abwehrsystem zu steuern [93].

1.2.3 Neuropeptide

Neuropeptide sind Peptide mit geringer Aminosäuren-(AS-) Anzahl, die in vielfältiger Weise physiolo-

gische Vorgänge modulieren und beein�ussen können und somit eine Unterform von Neurotransmittern
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darstellen. Sie können dabei auch Ein�uss auf Strukturen nehmen, die relativ weit vom Ort der Sekretion

entfernt liegen. Zu den Neuropeptiden zählen Substanz P (SP), Neuropeptid Y, VIP oder CGRP.

1.2.4 Substanz P

1.2.4.1 Struktur und Rezeptor Substanz P ist ein Neuropeptid der Tachykiningruppe, zu der

auch Neurokinin A und B gehören. Es wurde erstmalig 1931 in glatter Muskulatur des Gastrointes-

tinaltrakts entdeckt [337] und hat die Aminosäurenabfolge: Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-

Leu-MetNH2 [48, 327]. Tachykinine werden von zwei Genen kodiert: Preprotachykinin-A (PPT-A) und

Preprotachykinin-B (PPT-B). SP wird vom PPT-A Gen translatiert, welches sieben Exons enthält, die

über di�erenziertes Splicing der verschiedenen Exone in α−, β-, und γ-PPT-A mRNA je nach kodierender

Region enden [320]. Die α-Form kodiert für den SP-Precursor, die β- und γ-Form sowohl für Substanz P

als auch Substanz K (Neurokinin A).

Bis heute sind vier SP-Rezeptor-Typen bekannt: NK-1, NK-2, NK-3 und NK-4. Alle binden mehrere

Tachykinine [319], aufgrund einer gemeinsamen C-terminalen AS-Sequenz, Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, die

essentiell für biologische Aktivitäten ist [97]. Der NK-1 Rezeptor ist G-Protein gekoppelt und führt nach

Aktivierung zu erhöhten intrazellulären Kalziumspiegeln und zur Hydrolyse von Inositolphosphaten [210].

Das NK-1 Gen umfasst 45-60 kb aufgeteilt auf fünf Exons und ist auf Chromosom 2 lokalisiert [97]. Die

A�nität des NK-1-Rezeptors für Neurokinin A (Substanz K) und Neurokinin B (Neuromedin K) ist 400

- 500fach geringer als für SP.

1.2.4.2 Vorkommen und Bedeutung von Substanz P und seiner Rezeptoren Zentral �nden

sich NK-1-Rezeptoren v.a. in limbischen Arealen wie der Amygdala, dem Septum, Hippocampus und Hy-

pothalamus [213]. Im Ncl. dorsalis raphe �nden sich NK-1-Rezeptoren im umgebenden Neuropil, vermut-

lich auf glutamatergen Interneuronen [191, 330]. Im Locus coeruleus sind sie auf noradrenergen Neuronen

zu �nden [52]. Auch der NK-2-Rezeptor ist im ZNS lokalisiert und zeigt die höchsten Dichten im medialen

Septum und dem Striatum [265, 308]. Der NK-3-Rezeptor ist ebenfalls in vielen ZNS-Regionen exprimiert

[325, 215, 51]. Auch in der Nähe dopaminerger Bahnsysteme des Mittelhirns und der Basalganglien, im

Bereich der endokrinen Zellgruppen des Hypothalamus, im limbischen System und im Rückenmark ist

eine tachykininerge Neurotransmission zu �nden (zur Übersicht [43]). Neurokinin-Antagonisten werden

seit längerer Zeit antidepressive und anxiolytische Eigenschaften zugewiesen [168, 166, 167, 284, 283]

(zur Übersicht [77]) Weitere Einzelheiten zur Kolokalisation mit Serotonin �nden sich unter Punkt 1.3

auf der nächsten Seite. Insgesamt kommt SP eine groÿe Bedeutung bei der Modulation monoaminerger

Neurotransmission zu.

Peripher ist Substanz P vor allem in enterischen und primär sensorischen Neuronen lokalisiert. Als

Zielrezeptoren dienen im Gastrointestinaltrakt NK-1-, NK-2- und NK-3-Rezeptoren auf enterischen Neu-

ronen, glatter Muskulatur, Epithelien, Gefäÿen und Immunzellen. Der NK-4-Rezeptor �ndet sich über-

wiegend in Muskelgewebe und bindet in erster Linie Neurokinin A [319]. Die mRNA peripher und zentral

exprimierter NK-1-Rezeptoren scheint dabei identisch zu sein [171].

Die Wirkung von Substanz P erfolgt zell- und regionalspezi�sch. Hierdurch werden Motilität, enteri-

sche Sekretion und Absorption gesteuert. Intestinal �ndet es sich in Varikositäten des Plexus myentericus

mit Acetylcholin kolokalisiert [141, 140]. Daneben spielt Substanz P eine groÿe Rolle in der periphe-

ren Schmerzverarbeitung. Es �ndet sich in primären sensorischen Neuronen (C-Fasern) [139, 138] und

wird von sensorischen Nerven der Haut als Antwort auf Verletzung, durch Axon-Re�exe oder antidrome

Stimulation ausgeschüttet [243, 287, 74]. In den Ganglien der Hinterwurzeln ist SP mit Neurokinin A,

CGRP und Glutamat kolokalisiert [64, 349]. Es moduliert die synaptische Transmission an nozizeptiven

Neuronen [251]), löst so analgetische oder hyperalgetische E�ekte aus und moduliert typisches Schmerz-

verhalten [65]. Daneben hat es Aufgaben bei der Kontrolle des Blut�usses und als Transmitter der spinalen

viszeralen A�erenzen.
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Substanz P und der NK-1-Rezeptor wurden als relevante äthiopathologische Faktoren bei verschie-

denen Krankheitszuständen wie Asthma, entzündliche Darmerkrankungen, Erbrechen, Psoriasis, experi-

mentelle Arthritis [181], Infektionen mit dem Respiratory Syncytial Virus [328], aber auch neuropsych-

iatrischen Störungen wie verschiedenen Schmerzsyndromen (Migräne, Fibromyalgie), Depression, Angst-

störunen, Schizophrenie und Alzheimer gefunden.

1.2.4.3 Funktionen im Immunsystem Innerhalb des Immunsystems zeigt Substanz P eine mo-

dulatorische Aktivität in verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Zuständen [254]. Im-

munkompetente Zellen werden physiologisch durch peptiderg innerviertes lymphoides Gewebe stimuliert

[86]. NK-Rezeptoren konnten durch Nachweis von mRNA auf B- und T-Lymphozyten [29, 171, 172] sowie

Monozyten und Makrophagen [133] identi�ziert werden. Substanz P konnte in Granulozyten, Monozyten,

Makrophagen [252, 28, 133, 172], Eosinophilen [7, 346] und Leydig-Zellen [53] sowie endothelialen Zellen

[190], allerdings teilweise murinen Ursprungs nachgewiesen werden. In peripheren Blutlymphozyten des

Menschen konnte Preprotachykinin-A-(Substanz P-) mRNA [171, 172] nachgewiesen werden.

Substanz P stimuliert die Proliferation von T-Zellen [155, 253, 307], führt zu einer erhöhten Ig-

Produktion von klonierten B-Lymphomzellen [29, 23] und einer erhöhten Sekretion verschiedener Zytokine

wie IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-α aus Makrophagen und Monozyten [132, 174, 176, 197, 160]. Die

Mastzelldegranulation wird durch Substanz P gefördert [270]. Daneben wird die Produktion von IFN-γ

aus humanen PBL [103], PBMC nicht-atopischer Patienten und aus murinen Granuloma Zellen [155, 338]

durch Substanz P angeregt. Ähnliche Wirkungen zeigen sich auch auf die IL-4-Produktion aus humanen

PBL [103] und murinen Lymphozyten [155]. Die Phagozytosefähigkeit humaner Neutrophiler und muriner

Makrophagen wird durch SP verstärkt [20]. Entzündungsreaktionen werden durch Stimulation der IL-8

Produktion in Makrophagen und Lymphozyten sowie durch Erhöhung der Superoxidproduktion durch

SP beein�usst [293]. SP �ndet sich in chronisch entzündlichem Gewebe [177] und wirkt vermutlich auf

die in�ammatorischen E�ekte von Bradykinin und Prostaglandin E1 verstärkend [46], da SP die Syn-

these und Sekretion von Prostaglandinen in verschiedenen Zelltypen induziert [196, 119, 120]. SP erhöht

die Ausschwemmung von Lymphozyten aus Lymphknoten in die Peripherie in vivo [224] und induziert

Vasodilatation und Plasmaaustritt [178].

Daneben vermutet man auch autokrine Stimulationsmöglichkeiten von Lymphozyten über SP, da

Lymphozyten [171] und Makrophagen [252] sowohl den NK-1-Rezeptor exprimieren als auch SP synthe-

tisieren. Auch im zentralnervösen Abwehrsystem �nden sich Interaktionen von Substanz P und immun-

kompetenten Zellen. So führt SP in Astrozyten und Mikroglia zu einer erhöhten Produktion von IL-1 und

IL-6 [100, 205]. Ebenfalls erhöht SP die Prostaglandin E und Thromboxan B2 Freisetzung aus Astrozyten

[120, 121]. Dabei konnte gezeigt werden, dass SP die p38 MAPK (Mitogen-aktivierte Protein Kinasen)

dosis- und zeitabhängig aktiviert [87]. Im Hirnstamm von Ratten führt die Injektion von SP zu einer

Hochregulation von MHC II Proteinen [211], die durch NK-1-Rezeptorantagonisten aufgehoben werden

kann.

1.3 Kolokalisation von Substanz P und Serotonin

Wie bereits weiter oben erwähnt �ndet sich Substanz P in enger Nähe zu einigen Neurotransmittersyste-

men. Im Weiteren sollen die funktionellen Zusammenhänge von Substanz P und Serotonin im Einzelnen

dargestellt werden.

1.3.1 Zentrale Bedeutung

Substanz P und Serotonin �nden sich in mehreren Bereichen des ZNS kolokalisiert. So werden die Neu-

rone des Ncl. salivatorius inferius durch beide Neurotransmitter stimuliert. Die Gabe beider resultiert

konzentrationsabhängig in einer Depolarisation des Membranpotentials [314]. Serotonin scheint dabei

seine E�ekte über 5-HT2A-Rezeptoren und Substanz P über NK-1- und -2-Rezeptoren zu vermitteln.
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Auch im Bereich der Raphe-Kerne konnte ein gemeinsames Auftreten serotonerger und tachykininerger

Neurotransmission gezeigt werden [68, 292, 19]. Substanz P-RNA konnte in 50% der serotonergen Neu-

rone im dorsalen Ncl. raphe und in 25% der Neurone im medialen Ncl. raphe nachgewiesen werden [292].

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass eine länger anhaltende NK-1-Rezeptor-Blockade über eine

Erhöhung der Spontanaktivität serotonerger Neurone im Ncl. dorsalis raphe zu einer Desensitisierung

von somatodendritischen 5-HT1A-Rezeptoren führt, wie das auch bei Applikation von Antidepressiva wie

SSRIs zu beobachten ist [109, 115]. In den paraventrikulären Kerngebieten des Hypothalamus stimuliert

SP die Freisetzung von GABA und inhibiert die Ausschüttung von Serotonin [59, 60, 280]. SP verhindert

auch die durch Serotonin stimulierte Freisetzung von Corticosteron nach intracerebroventrikulärer Injek-

tion [285]. Substanz P-Antagonisten wurden in klinischen Studien als mögliche neue Antidepressiva und

Anxiolytika eingesetzt. Froger et al. zeigten, dass bei NK-1-Rezeptor-knock-out Mäusen die Aktivität der

5-HT1A-Rezeptoren im Ncl. dorsalis raphe gemindert ist [92]. Dabei scheint es zu einer down-Regulation

von 5-HT1A-Rezeptoren zu kommen und somit einer Veränderung der serotonergen Neurotransmission

im ZNS. Wie diese E�ekte vermittelt werden ist bisher noch nicht vollkommen aufgeklärt. möglicherweise

spielt der Ein�uss weiterer Transmittersysteme eine Rolle. So führt eine Blockade von NK-1-Rezeptoren

im Locus coeruleus zu einer Aktivierung noradrenerger Neuronenverbände. Immunzytochemische Unter-

suchungen konnten zeigen, dass NK-1-Rezeptoren auf noradrenergen Neuronen des Locus coeruleus zu

�nden sind, hingegen nicht auf serotonergen Neuronen des Ncl. dorsalis raphe [52, 284]. Es konnte gezeigt

werden, dass NK-1-Rezeptorantagonisten das noradrenerge System über eine Abschwächung der Funktion

von α2-Adrenozeptoren beein�ussen und hierdurch auch die serotonerge Neurotransmission beein�usst

wird [114]. Eine Beteiligung glutamaterger Interneurone wird ebenfalls vermutet [191, 330].

1.3.2 Periphere Bedeutung

Neben dem ZNS �ndet sich eine Kolokalisation von Serotonin und Substanz P auch im Gastrointes-

tinaltrakt. Die Expression von SP scheint dabei in den verschiedenen Darmabschnitten einer Regulation

zu unterliegen, die von diabetogenen Zuständen abhängig ist [306]. In den Nervenendigungen myente-

rischer Ganglien hemmen Adenosin und Serotonin die Freisetzung von SP. Serotonin zeigt dabei einen

biphasischen Konzentrations-E�ekt [32]. Funktionell wird vermutet, dass Substanz P und Serotonin eine

antagonistische Interaktion auf die spinale Kontrolle des arteriellen Blutdrucks aufweisen [122]. Auch bei

der spinalen Schmerzverarbeitung sind beide Neurotransmittersysteme von Bedeutung. Eine Stimulation

spinaler 5-HT2A/2C-Rezeptoren erhöht die SP-Immunogene-Aktivität in den spinalen Hinterhörnern bei

der Ratte [161]. Beide interagieren auch bei der peripheren Auslösung von Brechreiz über vagale A�eren-

zen. So können sowohl NK-1- als auch 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten die Stimulation vagaler A�erenzen

durch Substanz P oder Serotonin deutlich vermindern [218]. Mastzellen werden durch peptiderge Neu-

rone innerviert und Neuropeptide können die Freisetzung von Serotonin aus Mastzellen anregen [57].

Broad et al. zeigten, dass Adenosin und Serotonin die Freisetzung von Substanz P aus Nervenendigungen

myenterischer Ganglien hemmen [32].

Funktionelle Interaktionen der beiden Systeme konnten unter anderem von Pradhan, Walker und

Shirayama gefunden werden [262, 340, 295].

1.4 Grundlagen der Immunologie

Das Abwehrsystem des Menschen wird in einen unspezi�schen und einen spezi�schen Teil untergliedert.

Im unspezi�schen stellen die Opsonierung von Bakterien, deren Phagozytose sowie die Aktivierung des

Komplementsystems und die Abwehr über oligokompetente Antikörper wichtige Komponenten dar. Das

spezi�sche Immunsystem arbeitet über die Bildung spezi�scher Antikörper nach Kontakt mit Erregern

und der Bildung von Gedächtniszellen, die durch Aktivierung die spezi�schen Antikörper produzieren.

Welche einzelnen Komponenten des Immunsystems aktiviert werden, wird durch ein komplexes Zusam-

menspiel der verschiedenen Abwehrzellen und anderer Körperzellen wie Bindegewebszellen reguliert. Eine
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wichtige Rolle spielt hierbei das System der T-Helferzellen, welche durch die Produktion von Zytokinen

die richtungsweisenden Weichen stellen. Die T-Helferzellen (Th-Zellen) werden wiederum in vier Gruppen

unterteilt, Th1, Th2, Th3 (Treg) und Th17-Zellen [311, 344]. Aufgrund der produzierten Zytokine und

deren auslösender Funktion bezeichnet man die Th1-Zellen auch als pro-in�ammatorische T-Zellen und

die Th2-Zellen als anti-in�ammatorisch bzw. deren produzierte Zytokine als pro-in�ammatorisch und

anti-in�ammatorisch [227]. Die Freisetzung dieser Zytokine erfolgt dabei klassischerweise durch andere

Zytokine oder über Antigene, welche den T-Zellen über Antigen-präsentierende Zellen präsentiert werden.

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass eine Zytokinfreisetzung auch durch eine Aktivierung der T-Zellen über

Neurotransmitter und Neuropeptide erfolgen kann [182].

1.4.1 Th1-System und Zytokine

Naive CD4+-T-Zellen können sich in verschiedene E�ektorzelllinien di�erenzeiren. IFN-γ ist dabei das

wichtigste Zytokin zur Entwicklung in Th1-Zellen. Weitere wichtige Zytokine des Th1-Systems sind IL-2

und TNF-α.

1.4.1.1 IFN-γ

1.4.1.1.1 Struktur und Rezeptor IFN-γ wird auch Typ-II- oder Immun-Interferon genannt

[84, 362] und wurde erstmals 1965 beschrieben [347]. Im Vergleich zu Interferon-α und -β weist es we-

sentlich mehr regulierende Eigenschaften von Zytokinen als antivirale Eigenschaften auf [24]. Es ist ein

homodimeres Glykoprotein, aus 21-24 kD schweren Untereinheiten, je nach Glykosilierungsgrad. Jede

Untereinheit besteht aus einem identischen 18 kD-Polypeptid, welches von einem Gen kodiert wird.

Der IFN-γ-Rezeptor besteht aus verschiedenen Ketten. Nach Bindung an den Rezeptor erfolgt die Di-

merisation der α- und β-Ketten, wodurch es zur Aktivierung der rezeptorassoziierten Janus Tyrosin

Kinasen 1 (JAK1) und JAK2 kommt. In Folge wird der IFN-γ-Rezeptor phosphoryliert und der Signal

Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1) induziert. Dieses führt zur Expression primärer

IFN-γ-induzierbarer Gene wie Interferon Regulatory Factor 1 (IRF-1), welcher als Transkriptionsfaktor

die Expression weiterer Gene induziert [187, 69, 259].

1.4.1.1.2 Funktion IFN-γ wird von naiven T-Zellen, CD4+- und CD8+-T-Zellen sowie B-, NK-,

und Antigen-präsentierenden Zellen produziert [50, 90, 117, 209, 250, 288] und klassi�ziert CD4+-Th1-

Zellen. Die Entwicklung pluripotenter Th0-Zellen in eine der beiden Th-Zellklassen wird entscheidend

durch die Zytokin-Umgebung geprägt [56]. IFN-γ fördert dabei die Di�erenzierung von B- und T-

Lymphozyten [296] in Richtung Th1-Subtyp durch Erhöhung der Expression von IL-12 und des IL-12-

Rezeptors [316, 199] und hemmt das Wachstum der Th2-Zellen [95] durch Hemmung der IL-4-Expression

[80]. Daneben hemmt es die Entwicklung von Th17 Zellen [118] und stimuliert die zytotoxische Aktivität

der NK-Zellen [291]. IFN-γ dient als Aktivator der mononukleären Phagozyten und stellt so den wichtigs-

ten MAF (Macrophage activating factor) dar [229, 39]. Es aktiviert neutrophile Granulozyten und führt

zur Induktion eines Enzyms, das den �respiratory burst� auslöst, um so den Prozess der Abtötung phagozy-

tierter Mikroorganismen einzuleiten. Des Weiteren erhöht es die Expression von Klasse I MHC-Molekülen,

bei bestimmten Zellen auch von Klasse II MHC-Molekülen [6, 223, 273, 299]. Es fördert den Switch zur

IgG2a- und IgG3-Subklasse und hemmt den Switch zu IgG1 und IgE [55]. IFN-γ führt zu einer Akti-

vierung der vaskulären Endothelzellen und fördert die Adhäsion der CD4+-Zellen. Auf Chemokine hat

IFN-γ teils inhibierenden (Chemokine für neutrophile Granulozyten) [112, 156, 244, 245, 269, 271, 326],

teils stimulierenden Ein�uss (Chemokine für Monozyten) [113, 204, 214, 221, 269, 271, 326, 367]. In

vivo zeigt IFN-γ interessanterweise bei einigen Autoimmunerkrankungen auch protektive Eigenschaften

[75, 76, 351]. Dies hängt möglicherweise damit zusammen, dass einige experimentell induzierte Autoimmu-

nerkrankungen durch Th17-Zellen gefördert werden und IFN-γ die Di�erenzierung dieser Zelllinie hemmt

[58]. Auch bei der Tumor-Abwehr spielt es eine Rolle [304].
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1.4.1.1.3 IFN-γ-Gen Das IFN-γ-Gen (IFNG) ist auf Chromosom 12q24.1 lokalisiert und um-

fasst vier Exons und drei Introns, die 5.4 kb überspannen. Es unterscheidet sich hierdurch von den beiden

anderen Interferonen, die keine Introns aufweisen [323]. Die Aktivierung des IFNG zur Initiierung der Dif-

ferenzierung naiver T-Zellen in Th1-Zellen erfolgt in Gegenwart von IL-12 über den Transkriptionsfaktor

STAT4 [153, 202, 324].

Wie bei den meisten Zytokin-Genen �nden sich keine häu�g vorkommenden Varianten in den kodie-

renden Regionen. Allerdings gibt es einige andere Polymorphismen, die mit verschiedenen Erkrankungen

assoziiert wurden, hierunter der A874T-Single Nucleotide Polymorphismus (SNP) in Intron 1, ein CA-

Mikrosatellit-Repeat in Intron 1 und der Promotor T179G SNP. Das CA-Repeat de�niert sieben Allele,

von denen vier Allele bei Kaukasiern vorkommen. Allel 2 beinhaltet 12 CA-Wiederholungen (am häu�gs-

ten), Allel 3 13, Allel 4 14 und Allel 5 15. Pravica et al. konnten zeigen, dass Homozygote Allel-2-Träger,

signi�kant mehr IFN-γ produzieren als die anderen Genotypen [263]. Am 5'-Ende der CA-Repeat-Region

fanden Pravica et al. den A874T SNP, dessen T-Allel mit dem Allel 2 in vollständigem Linkage Disequi-

librium liegt [264]. Das A-Allel scheint mit einer NF-κB-Bindungsstelle zu interferieren und so direkt die

IFN-γ-Produktion zu verändern. In vivo konnte das Allel 2 mit erhöhter Abstoÿung von Nierentransplan-

taten assoziiert werden [14]. Bream et al. konnten zwischen dem T179G SNP und der IFN-γ-Antwort auf

TNF-α-Stimulation eine Assoziation �nden [31].

1.4.2 Th2-System und Zytokine

IL-4 ist das wichtigste Zytokin zur Di�erenzierung naiver CD4+-Zellen in Th2-Zellen. Weitere wichtige

Zytokine des Th2-Systems sind IL-5, IL-10 und IL-13.

1.4.2.1 IL-4

1.4.2.1.1 Struktur und Rezeptor IL-4 ist ein 20 kD groÿes Protein, das aus vier α-Helices

besteht [276] und wurde erstmals 1982 als B-Zellen-stimulierender Faktor beschrieben [143]. Es ist das

charakteristischste Zytokin der Th2-Subklasse. Es wird aber auch von aktivierten Mastzellen, Basophi-

len und einigen CD8+-T-Zellen produziert. Die Existenz von zwei IL-4 Rezeptoren (Typ I und Typ II)

ist bisher bekannt. Der Typ I-Rezeptor entsteht durch Verbindung der IL-4-Rezeptor-α-(IL-4Rα-) Un-

tereinheit mit der allgemeinen γ-Kette (γc), die auch Bestandteil der Rezeptoren für IL-2, IL-7, IL-9

und IL-15 ist [180, 189, 164]. Die IL-4Rα-Untereinheit ist ein 140 kd groÿes Protein, welches IL-4 mit

sehr hoher A�nität bindet. Sie zeigt die charakteristischen Bestandteile eines Typ I-Zytokinrezeptors, die

durch Cystein Residuen, einemW-S-X-W-S Motiv (Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin), Fibronektin-

Typ II-Modulen in der extrazellulären Domäne und Prolin-reiche Sequenzen in der intrazellulären Domäne

gekennzeichnet sind, letztere sind wichtig bei der Reaktion mit JAK [180]. Das W-S-X-W-S Motiv dient

der Bindung von IL-4-Dimeren. Bei Bindung von IL-4 an seinen Rezeptor wird eine rezeptorassoziier-

te Tyrosinkinase sowie STAT6 aktiviert. STAT6 führt wiederum zur Induktion von GATA3 (GATA-

binding protein 3), einem Zink-Finger Transkriptionsfaktor, der die weitere IL-4-Expression fördert. Die

γ-Kette dient der weiteren Signaltransduktion. Der Typ II-Rezeptor enthält nicht die γ-Kette sondern

die IL-13Rα1-Untereinheit und ist somit mit dem IL-13-Rezeptor identisch.

1.4.2.1.2 Funktion IL-4 dient als Wachstums- und Di�erenzierungsfaktor für Th2-Zellen und

hilft so bei der Entwicklung von IL-4- und IL-5-produzierenden Zellen aus naiven T-Lymphozyten über

Induktion des Transkriptionsfaktors GATA3. Über den STAT6-Signaltransduktionsweg kommt es auch

zur Herabregulation der IFN-γ-Expression [321, 102]. Es bewirkt eine Proliferation von B-Zellen in Ge-

genwart von Anti-Ig-Antikörpern sowie eine B-Zell-Blastengenerierung. IL-4 induziert die vermehrte Ex-

pression von Klasse II-MHC-Molekülen. Bei der Regulation von allergischen Reaktionen stimuliert es

den Switch zu IgE. Neben seiner Bedeutung bei der Entstehung von Allergien und der Abwehr von

Helminthen, hemmt es die Makrophagen-Aktivität, verhindert die meisten E�ekte von IFN-γ und die
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Ausschüttung von IL-1, Stickoxiden und Prostaglandinen [36]. IL-4 stimuliert die Expression von Ad-

häsionsmolekülen, vor allem VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) auf Endothelzellen. Hierdurch

kommt es zu einer verstärkten Bindung von Lymphozyten, Monozyten und Eosinophilen. Auch stimuliert

es Endothelzellen zur Produktion von MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1), welches seinerseits als

starkes Chemokin für Eosinophile dient. Daneben induziert es die Expression der Chemokine Eotaxin-1,

-2 und -3 [220, 368, 135].

1.4.2.1.3 IL-4-Gen Der Lokus der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 ist über verschiedene Spe-

zies hinweg strukturell konserviert. Alle drei Gene liegen in enger Nachbarschaft in einer 125 kb groÿen

Region auf Chromosom 5q31 [91, 195]. Das IL-4-Gen umfasst etwa 10 kb und beinhaltet vier Exons

und drei Introns [10]. In der Promotorregion be�nden sich viele regulatorische Elemente, die die weitere

Expression von IL-4 bei akuter Aktivierung fördern. Die Expression des IL-4-Gens in naiven T-Zellen

wird über den Transkriptionsfaktor GATA3 reguliert. Dieser wird von naiven T-Zellen in niedrigen Kon-

zentrationen exprimiert und durch IL-4 über den STAT6-Signaltransduktionsweg hochreguliert. STAT6

führt zur weiteren Espression von Th2-Zytokinen [366, 364]. GATA3 fördert auch die Expression von

c-Maf [131], einem selektiven Transkriptionsfaktor für IL-4, und verhindert den IL-12-Transduktionsweg,

wodurch die weitere Produktion von IFN-γ gehemmt wird [247].

Innerhalb des IL-4-Gens be�nden sich mehrere Polymorphismen, deren minore Allele mit erhöhter

IL-4-Produktion [275, 230], erhöhten IgE-Serum Konzentrationen [149, 21, 315], Asthma [275, 238], IgA-

Nephropathie [207], einigen Karzinomen [173, 162], multipler Sklerose [152, 331], rheumatoider Arthritis

[40, 313], Schlaganfall [363] und Myokardinfarkt bei jungen Erwachsenen [249] assoziiert wurden.

Der C589T-Polymorphismus (rs2243250) in der Promotorregion scheint Funktionalität zu besitzen, da

gezeigt werden konnte, dass dieser die IL-4-Transkription beein�usst [275]. Dieser Polymorphismus ist Teil

eines Haplotypenblocks bei Kaukasiern und steht mit 18 weiteren Polymorphismen in starkem Linkage

Disequilibrium [233], unter diesen der C33T SNP (rs2070874) in der 5`UTR (Untranslated Region) des

Exon 1.

1.4.2.2 IL-13

1.4.2.2.1 Struktur und Rezeptor IL-13 wurde 1989 erstmalig beschrieben [35]. Die cDNA

wurde wenige Jahre später kloniert [212, 219, 226]. Es besteht aus 132 Aminosäuren, inklusive einer

20-Aminosäuren-langen Sequenz, die von der Muttersubstanz abgeschnitten wird. Das Protein beinhal-

tet vier α-Helices. Die c-terminale α-Helix geht in Wechselwirkung mit den IL-13Rα1 und IL-13Rα2-

Untereinheiten, während zwei weitere α-Helices mit der IL-4Rα-Untereinheit des IL-13-Rezeptors wech-

selwirken. Es teilt mit IL-4 25% Homologie [54, 66]. Als Typ I-Zytokin wirkt IL-13 über Typ I-Zytokin-

Rezeptoren. Der IL-13-Rezeptor ist ein heterodimeres Molekül, das aus der IL-4Rα-Kette des IL-4-

Rezeptors und einem IL-13-bindenden Protein (IL-13Rα1) besteht. Daneben existiert noch die IL-13Ra2-

Untereinheit [8, 42, 111, 130, 217, 365]. Die IL-13Rα1-Untereinheit ist ein 65-70 kd glykosyliertes Protein,

das alleine IL-13 mit relativ geringer A�nität, in Verbindung mit der IL-4Rα-Kette aber mit hoher Af-

�nität bindet. Die IL-13Rα1-Untereinheit �ndet sich auf sehr vielen Zelltypen, nicht aber auf T-Zellen

[5, 96, 104, 228]. Die IL-13Rα2-Untereinheit �ndet sich in vivo in löslicher Form und stellt einen �decoy-�

(Köder) Rezeptor dar [365]. Eine Überexpression führt möglicherweise zu einer Minderung der IL-13-

Signalaktivität. Die IL-13Rα2-Untereinheit �ndet sich in gröÿeren intrazellulären Pools, z.B. in Monozy-

ten, die nach Stimulation mit IFN-γ rasch an die Ober�äche transportiert werden. Die Hochreglierung

der IL-13Rα2-Untereinheit durch IFN-γ resultiert ebenfalls in einer Minderung der IL-13-Signalantwort,

sodass die IL-13Rα2-Untereinheit als �decoy�-Rezeptor die IL-13 Antwort regulieren kann und IFN-γ

hierüber einen regulativen Ein�uss auf IL13 ausübt (zur Übersicht siehe Hershey et al. [129]).
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1.4.2.2.2 Funktion IL-13 wird überwiegend von CD4+-Th2-Zellen produziert, aber auch von ak-

tivierten Basophilen, NK-Zellen, Eosinophilen und Mastzellen exprimiert. Seine Hauptrolle spielt IL-13

in der Pathogenese von Allergien und der Abwehr parasitärer Erkrankungen [352, 353]. Auf B-Zellen

wirkt es ähnlich wie IL-4: Es stimuliert die Proliferation und den Switch zu IgG4 und IgE im Zusammen-

spiel mit einer CD40/CD40-Ko-Stimulation [242]. Es fördert die Expression von Ober�ächenantigenen

wie dem low-a�nity IgE-Rezeptor CD23 (FcεRII) [54]. In Monozyten und Makrophagen verstärkt es

die Expression von Integrinen und von Klasse II-MHC und CD23. Darüber hinaus hemmt es die Pro-

duktion von Prostaglandinen, Reactive Oxygen Species (ROS) und Sticksto�abkömmlingen sowie die

pro-in�ammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α und IL-12 [67, 71, 81, 305]. IL-13 fördert im

Zusammenspiel mit IL-4 anaphylaktische Reaktionen in einer STAT6-abhängigen Reaktion. Hierdurch

kommt es zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber Entzündungsmediatoren wie dem Platelet-activating

Factor, Histamin, Serotonin oder Cysteinyl-Leukotrienen [312]. Eine Hemmung von IL-4 und IL-13 kann

in der Folge zu einer abgemilderten anaphylaktischen Reaktion führen, da die sensitisierenden E�ekte

dieser Mediatoren abgeschwächt werden. Auf Eosinophile wirkt IL-13 direkt und verstärkt deren Rekruit-

ment, verlängert deren Lebensdauer und aktiviert diese [142, 198, 261]. In Endothelzellen induziert es die

Produktion von VCAM-1. Es verstärkt die Proliferation und Kontraktion von glatten Muskelzellen. Auf

T-Zellen scheint es keine Auswirkungen zu haben [369] und somit, im Gegensatz zu IL-4, nicht bei der

Entwicklung von Th2-Zellen beteiligt zu sein, sondern erst während der E�ektorphase gemeinsam mit

IL-4 wirksam zu werden.

1.4.2.2.3 IL-13-Gen Das IL-13-Gen be�ndet sich auf Chromosom 5q31, nur 12 kb vom IL-4-

Gen entfernt. Es beinhaltet vier Exons und drei Introns [302]. Bei Kaukasiern �ndet sich ein Block an

SNPs, die in vollständigem Linkage Disequilibrium zueinander stehen von SNP C1923T in Intron 3 bis

SNP C2749T in der 3'-UTR-Region. Innerhalb dieses Blocks liegt an Position 130 in Exon 4 der kodie-

rende Polymorphismus R130Q (rs20541), der zu einem Arginin/Glutamin Austausch führt und mit Asth-

ma, Heuschnupfen, erhöhten IgE-Spiegeln, atopischer Dermatitis, erhöhten Eosinophilenzahlen, Psoriasis,

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) und vermindertem Risiko für Non-Hodgkin-Lymphome

assoziiert wurde [22, 47, 342, 146, 107, 123, 192]. Die Variante Q130 (Glutamin) (A-Allel) führt zur Phos-

phorylierung von STAT6 in Monozyten, verminderter A�nität zur IL-13Rα2-Untereinheit und erhöhter

IL-13-Expression in Patienten mit Asthma [336, 11]. Der R130Q-Polymorphismus liegt auch in hohem Lin-

kage Disequilibirum zum C1112T SNP (rs1800925) in der Promotorregion, welcher ebenfalls mit Asthma,

atopischer Dermatitis und Nahrungsmittelallergien in Zusammenhang gebracht wurde [136] und funktio-

nellen Charakter aufweist [38]. Cameron et al. konnten an mitogenstimulierten PBMCs von 174 Frauen

zeigen, dass homozygote 1112 T-Allel-Trägerinnen signi�kant mehr IL-13 produzieren als die anderen

beiden Genotypen. Ein weiterer Polymorphismus (rs1295685), der mit dem Arg130Gln-Polymorphsmus

in starkem Linkage Disequilibrium steht, wurde ebenfalls mit erhöhten IgE-Konzentrationen im Nabel-

schnurblut assoziiert [278].

1.4.3 Interaktionen

Zusammenfassend lässt sich darstellen, dass Th1- und Th2-Zytokine in mehreren Bereichen zu gegentei-

ligen E�ekten führen. IL-4 fördert das Wachstum der Th2-Zellen und mindert die Expression von IFN-γ

in Th2-Zellen [49]. IFN-γ hemmt das Wachstum der Th2-Zellen und mindert die IL-13-Antwort durch

Hochregulierung der IL-13Rα2-Untereinheit. IL-4 fördert den Switch zur IgE-Klasse, IFN-γ hemmt ihn.

IL-4 reguliert die Th2-abhängige Immunreaktion vom Soforttyp und IFN-γ reguliert die Th1-abhängige

Immunreaktion vom verzögerten Typ.

IL-4 und IL-13 zeigen wiederum viele gemeinsame Eigenschaften, da sie die IL-4Rα-Untereinheit tei-

len und sich die Signaltransduktion beider der gleichen Mechanismen bedient. Der Typ II-IL-4-Rezeptor

IL-4Rα/IL-13Rα1 wird von beiden Zytokinen gebunden. Die Gene für IL-4 und IL-13 �nden sich sehr nah
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beieinander auf der gleichen chromosomalen Region und beinhalten beide die gleichen Bindungsstellen für

verschiedene Transkriptionsfaktoren, sodass die Regulation der Expression beider Gene vermutlich sehr

ähnlich gesteuert wird [302]. Beide spielen bei allergischen Reaktionen und der Abwehr von Parasiten

eine groÿe Rolle und zusammen bewirken sie im ZNS eine Hochregulation der Cyclooxygenase-2 (COX-2)

[298, 356, 355, 294]. Unterschiede zwischen IL-4 und IL-13, vor allem in der Th2-Di�erenzierung, sind

vermutlich dadurch begründet, dass sich die γc-Untereinheit und nicht die IL-13Rα1-Untereinheit auf

T-Zellen, NK-Zellen, Basophilen und Mastzellen �ndet. B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zel-

len exprimieren hingegen beide Rezeptoruntereinheiten und werden damit auch von beiden Zytokinen

beein�usst [54].

Damit ist verständlich, dass die Untersuchung der drei Zytokine IL-4, IL-13 und IFN-γ wichtige

Ergebnisse im Zusammenspiel von Th1- und Th2-Zytokinen erzielen kann.

1.5 Nachweismethoden

Um Aussagen über die Funktionalität immunkompetenter Zellen machen zu können, stehen verschiedene

Nachweismethoden zur Verfügung. Diese können prinzipiell untergliedert werden in Methoden, die Aussa-

gen über die Zellen, deren Zusammensetzung und Funktionalität machen und Nachweismethoden für die

Zellprodukte. Mittels Durch�usszytometrie oder Nachweis der Proliferationsfähigkeit können verschiede-

ne Zellarten charakterisiert, deren Gröÿe, Teilungsfähigkeit oder Ober�ächenstruktur bestimmt werden.

ELISA (Enzyme-linked immuno-sorbend assay), ELISpot (Enzyme-linked immuno-spot) oder Luminex

sind Verfahren, die Zellprodukte, also Zytokine quanti�zieren und somit Aussagen über die Funktionalität

auf Proteinebene zulassen. Daneben können mittels verschiedener Verfahren wie Reverse-Transkriptase-

Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) auch Nachweise auf mRNA-Ebene erfolgen.

Die ELISpot-Methode ist insgesamt eine sehr genaue Methode, die bei hoher Sensitivität auch die

Produktion von Zytokinen erfassen kann, die nur in vergleichbar geringen Mengen erfolgt. In einigen

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die ELISpot-Methode sensitiver im Vergleich zum ELISA ist [79,

322, 150]. Dabei ist es möglich, die Zytokinproduktion von nur wenigen Zellen sichtbar zu machen und

somit praktisch auf dem Einzelzellniveau zu arbeiten [182]. Im Unterschied zum ELISA misst der ELISpot

die Anzahl Zytokin-produzierender Zellen, während der ELISA die produzierte Zytokinmenge erfasst.

Arbeiten, die die Zytokinproduktion von Zellen gemessen mit RT-PCR, ELISA und ELISpot verglichen

haben, beschreiben in Bezug auf die Menge an produziertem Zytokin Unterschiede. So kann die RT-

PCR eine Zytokinproduktion auf RNA-Ebene nachweisen, was aber noch nicht bedeuten muss, dass

diese Zytokine auch sezerniert werden. Der ELISA kann wiederum nur Zytokine nachweisen, die auch

produziert wurden. Die ELISpot-Methode kann nicht unterscheiden, ob ein Zytokin sezerniert wurde,

oder dieses beispielsweise mit einem Rezeptor interagiert, nicht aber von dieser Zelle stammt [85]. Die

Auswahl der geeigneten Methode ist daher eine wichtige Voraussetzung, um Aussagen zu erhalten, die zur

Fragestellung passen. In der vorliegenden Arbeit wurde die ELISpot-Methode benutzt, um Aussagen über

die tatsächliche Zytokinproduktion peripherer Blutmonozyten machen zu können, die mit verschiedenen

Neurotransmittern stimuliert wurden. Da IL-13 mit ELISA kaum nachweisbar ist, wäre die Auswahl der

ELISA-Nachweismethode unzureichend gewesen.

1.5.1 Prinzip des ELISpot

Die ELISpot-Methode wurde erstmals 1983 sowohl von Czerkinsky et al. als auch Sedgwick et al. be-

schrieben [63, 289] und stellt eine Weiterentwicklung der hämolytischen Plaque-Assays dar [148]. Sie ist

dem ELISA sehr ähnlich und basiert ebenfalls auf dem Grundprinzip eines �Sandwich-Komplexes� aus

zwei Antikörpern sowie dem zu bestimmenden Antigen. Der Beschichtungsantikörper oder 1. Antikörper

(1. Ak) wird in einer Platte mit 96 Kavitäten (96-Well-Platte) auf eine Nitrozellulosemembran am Boden

der Platten gebunden [222]. An diesen bindet das zu bestimmende Antigen und schlieÿlich der Detek-

tionsantikörper oder 2. Antikörper (2. Ak). An den 2. Ak kann ein Enzym gekoppelt werden, welches in
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einer Farbreaktion einen Farbumschlag bewirkt. Dieser wird als punktuelle Verfärbung auf der Membran

sichtbar und kann nach Trocknen der Platte mit einem Mikroskop quanti�ziert werden, sowohl in der

Anzahl als auch Gröÿe der einzelnen Spots (aus dem Englischen: Punkte). Über die Anzahl der Spots

können dabei indirekt Aussagen über die Anzahl Zytokin-produzierender Zellen und über die Gröÿe bzw.

Gesamt�äche aller Spots Aussagen über die Menge an ausgeschüttetem Zytokin gemacht werden (siehe

Abb. 1.5.2.1).

Zur Optimierung der Methodik können verschiedene Variablen des ELISpot-Verfahrens verändert

werden, um für die Versuchsreihe abgestimmte und optimale Bedingungen zu erreichen.

1.5.2 Methodenoptimierungen

Abbildung 1.5.2.1:
ELISpot -
Schematische
Darstellung

Sedgwick und Holt haben bereits 1986 verschiedene methodische Schwierigkei-

ten der ELISpot-Technik dargestellt [290]. In der Literatur wurden die einzelnen

Komponenten oftmals abgewandelt und verändert, um die Methode weiter zu ent-

wickeln und auf die jeweiligen Gegebenheiten anzupassen. Dabei wurde ersichtlich,

dass es insgesamt keine einheitliche Vorgehensweise gibt.

Bei der Konzentration des 1. Aks schwankte der verwendete Konzentrations-

bereich zwischen 4 µg/ml [85], 10 µg/ml [79] und 15 µg/ml [61]. In einigen spä-

teren Arbeiten wurden oft kommerziell erwerbbare ELISpot-Kits verwendet, bei

denen die Platten schon mit dem 1. Ak beschichtet wurden. Angaben über die

Konzentration �nden sich daher gehäuft nicht [18]. Insgesamt weist die Nitrozel-

lulosemembran, welche im Verlauf der ELISpot-Methodenentwicklung eingesetzt

wurde, eine hohe Proteinbindungskapazität auf. Hierdurch konnte die Menge an

Beschichtungsantikörper eingespart werden.

Der 1. Ak wurde überwiegend mit Phosphatgepu�erter Salz-Lösung (PBS)

abgewaschen [62, 61, 290], teilweise angereichert mit fetalem Kälberserum (FCS)

[332] oder 0.05% Tween [79]. Die übrigen Waschschritte wurden zumeist mit PBS

allein oder angereichert mit 0.05% Tween durchgeführt [62, 79, 290, 297, 332].

Das Gesamtvolumen in den Plattenvertiefungen schwankte zwischen 100 µl

[79, 18, 62, 151, 61], 150 µl [297] und 200 µl [61, 332].

Die verwendeten Zellkonzentrationen lagen in der Literatur zwischen 103 bis

106 Zellen/Well [61, 62, 79, 151, 332, 85].

Die meisten Arbeiten verwendeten Zellen aus Bu�y Coats [174] oder von weni-

gen Probanden. Einige Arbeiten wurden auch mit klonierten Zellreihen wie Jurkat-

Zellen oder B-Lymphomzelllinien durchgeführt. Viele Arbeiten verwendeten auch

Zellen murinen Ursprungs.

Die Inkubationszeiten der Zellen reichte von 3-5 h [62] über 24-48 h [338, 79] bis

zu 3 Tagen [297]. Auch benötigten die einzelnen Zytokine teilweise unterschiedlich

lange Inkubationszeiten [274, 350].

Alle Arbeitsgruppen verwendeten Antibiotika, die meisten Penicil-

lin/Streptomycin [174, 78, 297, 63] andere Gentamicin [338, 18].

Zur Verminderung von Rande�ekten wurden unterschiedliche Techniken, wie

der Einsatz von Aluminiumfolie um die Platten, entwickelt, wodurch sich auch der

Kontrast zwischen den Spots und der Well-Membran verbessern und vereinheitli-

chen sollte [151]. Ein Blockierschritt zur Sättigung der freien Proteinbindungsstel-

len der Nitrozellulosemembran fand in unterschiedlicher Weise Einsatz. Verwendet wurden PBS mit FCS

[85, 290, 332] oder RPMI-1640 Medium mit FCS [62, 151, 182]. Die Zeitdauer betrug zwischen 20 min

[62, 332] und bis zu 120 min [290, 182, 85] bei 37 °C.

Zur Zellaktivierung wurde meist Phythämagglutinin (PHA) verwendet [61]. Die Konzentrationen lagen
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dabei zwischen 0,25 µg/ml [338], 3 µg/ml [18], 5 µg/ml [79, 297] und 10 µg/ml [61, 79].

Die Detektion über den 2. Ak erfolgte teilweise bei Raumtemperatur [61, 79, 85, 332, 297], teilweise

bei niedrigeren Temperaturen über Nacht [18, 151, 290, 182]. Die Inkubation über Nacht soll dabei ein

geringeres Auftreten von Rande�ekten verursachen [290].

Die Farbreaktion zuletzt wurde teils schon nach sehr kurzer Zeit wieder gestoppt, zumeist mit Lei-

tungswasser [61, 62, 79, 297, 332], teilweise auch mit destilliertem Wasser (aqua destillata/a.d.) [18, 85,

151, 182]. In anderen Arbeiten wurde die Farbreaktion erst nach etwa einer Stunde gestoppt [18, 297].

Daneben wurde es explizit empfohlen, die Farbreaktion zu überwachen, um eine zu starke Anfärbung

beobachten zu können [62].

Die Auswertung schlieÿlich erfolgte nach Trocknen der Platten, zumeist nach frühestens 24 h, teilweise

aber auch schon nach 30 min [332]. Anfangs erfolgte eine manuelle Zählung der Spot-Forming-Cells

(SFCs). Mit der Einführung automatisierter Software wurde die ELISpot-Methode deutlich objektiver

[332].

Neben den verschiedenen methodischen Ansatzpunkten fanden einige Autoren auch bereits bei gerin-

gen Fallzahlen, dass ein stark unterschiedliches Niveau in der Zytokin-Produktion (IFN-γ, IL-4 und IL-13)

für die jeweiligen Probanden bestand. Teilweise wurde deshalb gefordert, zur optimalen Quanti�zierung

die jeweilige Zellkonzentration für den jeweiligen Probanden vorab zu bestimmen [18]. Andere Autoren

gingen auf die möglichen Hintergründe nicht näher ein.

1.6 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

1.6.1 Primäre Fragestellung

Basierend auf eigenen Vorversuchen ist die primäre Fragestellung dieser Arbeit, ob die gleichzeitige Stimu-

lation von Lymphozyten mit dem Neurotransmitter Serotonin sowie dem Neuropeptid Substanz P einen

kostimulatorischen E�ekt auf die Produktion von Zytokinen hat im Vergleich zur jeweiligen alleinigen

Gabe. Dies wurde bisher noch nicht untersucht.

1.6.2 Sekundäre Fragestellungen

Sekundäre Fragestellungen waren, mögliche Ein�ussfaktoren auf die interindividuelle Variabilität her-

auszuarbeiten. Wie in der Einleitung bereits ersichtlich wurde, ist die Datenlage diesbezüglich bisher

sehr unzufriedenstellend. Zum einen �ndet sich eine groÿe Bandbreite methodischer Abwandlungen der

ELISpot-Methode, zum anderen werden bei den meisten Untersuchungen gepoolte Zellen von Bu�y Coats

oder bestimmte Zelllinien benützt, was eine Untersuchung interindividueller Unterschied nicht ermöglicht.

Die wenigen Arbeiten, die Zellen einzelner Probanden verwendeten, hatten zu geringe Fallzahlen um

auf die Hintergründe der interindividuellen Schwankungen einzugehen. Da also bisher kaum verlässliche

Daten an einem gröÿeren Probandenkollektiv erhoben wurden, sollten in der vorliegenden Arbeit nach

Optimierung der Methodik und Benennung der wichtigsten Störfaktoren, mögliche Ein�ussfakoren auf

die interindividuelle Varianz untersucht werden und dabei vor allem soziodemographische und genetische

Faktoren [17, 329] einbezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Bu�y Coats

Für die Entwicklung der Methodik wurden die ersten Versuche mit Zellen aus Bu�y Coats (CPD-Blut)

durchgeführt. Hierdurch konnten mögliche interindividuelle Unterschiede während der Vorversuche weit-

gehend ausgeschlossen werden. Das Verfahren zur Zellisolation entspricht im Wesentlichen den unter 2.4.1

auf Seite 27 beschriebenen Vorgängen.

2.1.2 Kontrollpersonen

Im Hinblick auf mögliche Artefakte auf die Ergebnisse durch Verwendung von Zellen aus Bu�y Coats

wurde vor der Untersuchung des Probandenkollektivs, die weitere Optimierung der Methodik durch nicht-

gepoolte Zellen von wenigen Kontrollpersonen vorgenommen.

2.1.3 Probanden

Die primäre Fragestellung wurde an einem Kollektiv von 73 Probanden untersucht. Den Probanden

wurde an zwei Zeitpunkten im Abstand von vier Wochen Blut entnommen, um mögliche intraindividuelle

Schwankungen erfassen und hierfür kontrollieren zu können. Die Blutentnahme erfolgte jeweils morgens

zwischen 8 und 9 Uhr mit CPDA-Monovetten. Das entnommene Blut wurde anschlieÿend sofort weiter

verarbeitet.

Die Probanden wurden aus der Münchner Allgemeinbevölkerung rekrutiert. Um eine genetisch ein-

heitliche Population zu erhalten, wurden nur solche Probanden ausgewählt, deren Eltern und Groÿeltern

aus dem süddeutschen Raum und dessen Nachbarländern stammten. Ausschlusskriterien waren psych-

iatrische Erkrankungen der Probanden selbst oder deren Verwandten ersten Grades sowie ernsthafte

somatische Erkrankungen der Probanden. Die körperliche Gesundheit wurde anamnestisch sowie durch

die Bestimmung klinischer Laborparameter erfasst. Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission

genehmigt. Alle Probanden wurden vor jeder Blutentnahme über Sinn und Zweck sowie Freiwilligkeit der

Untersuchungen aufgeklärt und es wurde das schriftliche Einverständnis eingeholt. Die Bestimmungen

zum Datenschutz wurden eingehalten.

2.2 ELISpot-Untersuchungen

2.2.1 Plattenaufteilung und Rande�ekte

Für Versuche mit ELISpot-Platten sind Rande�ekte bekannt. Diese können sich durch unterschiedliche

Inkubationsbedingungen im Brutschrank am Rand und in der Mitte der Platten ergeben [151] oder durch

die Inkubationsbedingungen des 2. Antikörpers [290]. Die Varianz von Mehrfachwerten kann hierdurch

zum Teil erheblich beein�usst werden. Die Platten wurden daher unterschiedlich aufgeteilt. Zur Bestim-

mung der benötigten Konzentrationen von Substanz P und Serotonin wurden in den Vorversuchen nur

die inneren Wells der Platten beschichtet und die Randwells gänzlich ausgespart. Bei der endgültigen

Versuchsreihe wurden die Ränder wieder mit beschichtet, aber mit Dreifachwerten gearbeitet und die

Platten so aufgeteilt, dass jeweils nur ein Well aller Dreifachwerte am Rand lag (siehe Abb. 2.2.1.1 auf

der nächsten Seite). In der Literatur wurden ebenfalls häu�g Dreifachwerte verwendet, allerdings wurde

meist nicht angegeben, wie diese über die Platten verteilt wurden [61]. Einzig die Wells zur Bestim-

mung des erst später eingeführten Parameters Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l lagen aus

methodischen Gründen nur am Rand.
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Abbildung 2.2.1.1: Plattenaufteilung �Standard IIa�

�4�: entspricht Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l und PHA; �5�: Stimulation mit Serotonin in einer

Konzentration von 10−5 mol/l und PHA; �L�: Leerwert; �P�: Grundstimulation nur mit PHA; �N�: Kontrolle mit NaCl und PHA;

�Sp�: Stimulation mit Substanz P (10−10 mol/l) und PHA; �5N�: Stimulation mit Serotonin (10−5 mol/l) sowie NaCl und PHA; �5

+ Sp�: Stimulation mit Serotonin (10−5 mol/l) sowie mit Substanz P (10−10 mol/l) und PHA.

2.2.2 Plattenbeschichtung

Es wurden 96-Well-Platten der Firma Millipore verwendet und es wurde unter der Sterilarbeitsbank

(Laminar�ow) gearbeitet. Der Beschichtungsantikörper oder 1. Antikörper (1. Ak) wurde in einem Kar-

bonatpu�er gelöst. Einzelheiten zur Pu�erherstellung sind unter 7.4.2.1 auf Seite 130 beschrieben. Das

zur Verdünnung notwendige Volumen Pu�er (für eine Platte 9.925 ml; siehe 7.4.3.1 auf Seite 130) wurde

mit Pipetten in 15-ml-Falcons vorgelegt und die benötigte Menge Antikörper hinzugegeben. Es wurden

Konzentrationen von 15 µg/ml, wie vom Hersteller vorgeschlagen, sowie 10 µg/ml und 7,5 µg/ml ge-

testet. Nachdem keine signi�kanten Unterschiede in der Spotzahl festgestellt werden konnten, wurde die

Konzentration für alle weiteren Versuche auf 7,5 µg/ml festgesetzt. Die Antikörper-Lösung wurde auf

dem Vortex kurz verschüttelt, für 10-15 min stehen gelassen, anschlieÿend nochmals verschüttelt und

schlieÿlich wurden jeweils 100 µl in die Wells pipettiert. Die Platten wurden bei 4-8 °C bis zum nächsten

Tag mit geschlossenem Deckel inkubiert. Der Hersteller gab diesbezüglich keine genaueren Zeitangaben

an. Nach Czerkinsky et al. können beschichtete Platten bei 4 °C mehrere Wochen aufbewahrt werden

[62].

2.2.3 Antibiotikaverwendung

Um mögliche Ein�üsse durch die Zugabe von Antibiotika zu vermeiden, wurde zunächst versucht, ohne

Antibiotika zu arbeiten. Um sterile Bedingungen zu erreichen, wurden die Arbeiten unter der Laminar-

�ow durchgeführt. Alle benötigten Arbeitsmaterialien wurden vor Einbringen unter die Laminar�ow mit

70%igem Alkohol abgesprüht. Es wurden möglichst wenige Gegenstände gleichzeitig unter der Laminar-

�ow aufbewahrt, spezielle Laborkittel getragen, sterile OP-Handschuhe verwendet und die Laminar�ow

wurde regelmäÿig mit Barrycidal-Lösung ausgewaschen. Alle Medien wurden vor Benutzung auf mögliche

Kontaminationen mikroskopisch untersucht, benötigte Volumina wurden vorab in 50-ml-Falcons abgefüllt

und in diesen vorgewärmt, die Trypan-Blau-Lösung wurde regelmäÿig frisch angesetzt. Die Brutschrän-
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ke und Wasserbäder wurden regelmäÿig gereinigt. Die Platten wurden unter der Laminar�ow mit der

8-Kanal-Pipette gewaschen und die zu verwerfende Substanz unterhalb der Laminar�ow entleert, um den

Luftstrom nicht passieren zu müssen. Da sich allerdings Kontaminationen nicht dauerhaft vermeiden lie-

ÿen, musste die endgültige Versuchsreihe unter Hinzunahme von Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep oder

P/S) durchgeführt werden (siehe hierzu auch 7.4.1.4 und 7.4.1.7 auf Seite 129). Mögliche, dennoch auftre-

tende Kontaminationen wurden durch einen Farbumschlag des Mediums aufgrund einer pH-Wertänderung

sichtbar und durch mikroskopische Kontrolle erfasst.

2.2.4 Mediumwechsel

Um den pH-Wert des Mediums stabil zu halten, wurde bei Versuchsreihen mit längeren Inkubationszeiten

(48 h) ein Wechsel des Mediums nach der halben Inkubationszeit durchgeführt. Das Medium wurde

unter der Laminar�ow verworfen und die Platten mit frischem auf 37 °C vorgewärmtem Medium gefüllt.

Hierdurch konnte ein gleichmäÿigerer pH-Wert erhalten bleiben. Allerdings zeigte sich, dass sich in den

verworfenen Überständen noch zwischen 20.000 bis 100.000 Zellen/Well befanden und somit nicht alle

Zellen auf der Nitrozellulosemembran adhärierten. Da sich hierdurch arti�zielle Schwankungen in der

Spot-Zahl ergeben könnten und bei der letzten Versuchsreihe kurze Inkubationszeiten zwischen 14 und

25 h gewählt wurden, war ein Wechsel des Mediums nicht mehr notwendig.

2.2.5 Inkubationszeiten

Die Inkubationszeiten zur Stimulation der Zellen mit Mitogen und den untersuchten Substanzen wurden

in Vorversuchen ermittelt. Es wurden Inkubationszeiten von 12, 17, 24 und 48 h getestet. Vom Hersteller

wurde eine Inkubationszeit von 12 h empfohlen. Mabtech emp�ehlt eine Inkubationszeit zwischen 10 und

40 h [3]. Andere Hersteller empfehlen Inkubationszeiten zwischen 24 und 48 h [101]. Die endgültige Ver-

suchsreihe wurde mit einer Inkubationszeit von 15 h durchgeführt. Für die Bestimmung von IL-13 wurden

zwei Inkubationszeiten von 15 und 25 h untersucht, da IL-13 schwieriger bei kürzeren Inkubationszei-

ten nachzuweisen ist. Die Inkubationsbedingungen im Brutschrank betrugen 37 °C, 95% Feuchtigkeit bei

einem CO2-Gehalt von 5%.

2.2.6 Gesamtvolumen im Well

Um die Zellen während der Inkubationszeit auf den Platten mit ausreichend Nährsto�en zu versorgen,

sind mindestens 100 µl Medium/Well notwendig. Bei ersten Versuchen mit 100 µl zeigte sich jedoch

gehäuft am Ende der Inkubationszeit ein pH-Wert-Umschlag in den basischen Bereich. Um den pH-

Wert konstant zu halten wurden Versuche mit 150 µl und 200 µl Gesamtvolumen durchgeführt, was zu

deutlich einheitlicheren pH-Werten führte und die Güte der Ergebnisse insgesamt besserte. In der letzten

Versuchsreihe wurde daher ein Volumen von 200 µl verwendet (siehe auch Abb. 7.11.1.3 und 7.11.1.4 auf

Seite 138 im Bildanhang).

2.2.7 Zellkonzentration

Um eine reliable Spot-Messung mit dem ELISpot-Reader zu gewährleisten, musste eine Zellkonzentration

ermittelt werden, die zu einer ausreichenden, aber nicht zu hohen Dichte von Spots führt. Bei Zellkon-

zentrationen über 250.000 Zellen/Well können die einzelnen Spots unter Umständen nicht mehr sicher

quanti�ziert werden, da es durch Ausbildung multipler Zelllagen zu einer Überlagerung der Spots kommen

kann, und diese dann kaum mehr quanti�zierbar sind [274]. In Vorversuchen wurden Zellkonzentrationen

von 0,75×106, 1×106 und 2×106 Zellen/ml getestet. Für eine Detektion von IFN-γ zeigte sich eine Kon-

zentration von 1×106 Zellen/ml (1×105 Zellen/Well) und für die beiden Interleukine von 2×106 Zellen/ml

(2×105 Zellen/Well) als optimal.

22



Die Vitalitätsbestimmungen mit der Neubauerzählkammer zeigten, dass sich nach dem Auftauen ein

gewisser Prozentsatz an toten Zellen in den Zellsuspensionen befand. Dieser Prozentsatz wurde bei der

Berechnung der endgültigen Konzentration an Zellen in der Suspension berücksichtigt. Wenn beispielswei-

se 10% tote Zellen gezählt wurden, so wurde eine Konzentration von 2,2×106 Zellen/ml eingestellt. Dieses

Verfahren �ndet auch in der Literatur Anwendung [61]. Um homogene Zellkonzentrationen in den Wells

zu erhalten, wurde auÿerdem darauf geachtet, die Zellsuspensionen regelmäÿig mit einer Transferpipette

vorsichtig zu homogenisieren.

2.2.8 Leerwerthintergrund

Um klare Aussagen über den Ein�uss einer Stimulation der Zellen durch ein Mitogen oder die Neurotrans-

mitter machen zu können, ist es bedeutsam, dass die Leerwerte keine Spots aufweisen. Um die Platten

mit dem ELISpot-Reader valide ausmessen zu können, ist es darüber hinaus erforderlich, dass jegliches

Hintergrundrauschen weitgehend vermieden wird, um einen ausreichenden Kontrast zwischen den Spots

und der Nitrozellulosemembran zu erreichen. Mögliche Ein�ussfaktoren für verfärbte Membranen können

unspezi�sche Bindungen des zweiten Antikörpers auf der Nitrozellulosemembran, Staubpartikel in den

Lösungen [290], die Art der Durchführung der Waschschritte, die Zusammensetzung des Mediums [274]

sowie die Dauer der Farbreaktion [62] sein. Soweit möglich wurden daher alle Lösungen vor Verwendung

mit Rotring-Filtern ge�ltert, ein Blockierschritt wurde eingeführt und die Spot-Entwicklung während der

Farbreaktion unter Sichtkontrolle überwacht.

Spots in den Leerwerten können auch von einer unspezi�schen Stimulation, beispielsweise durch Kon-

taminationen oder einer Aktivierung der Zellen durch die Ober�ächenstrukturen der Falcons, herrühren.

In einer Vorversuchsreihe wurde daher ermittelt, inwieweit die Zellen an den einzelnen Gefäÿen adhärieren

und so möglicherweise aktiviert werden. Es wurden Silikon-beschichtete 500-ml-Tubes, kleine Eppendorf-

Behälter und Rotdeckel-Falcons untersucht. Dabei wurde keine nennenswerte Adhäsion der Zellen an die

Kunststo�-Ober�ächen beobachtet und so eine unspezi�sche Aktivierung durch die verwendeten Mate-

rialien weitgehend ausgeschlossen.

Durch die Optimierung der ELISpot-Methode (siehe Flussdiagramm 2.6.0.1 auf Seite 32) konnten

Farbveränderungen der Nitrozellulosemembran vermieden, ein deutlicher Kontrast zwischen Spots und

Membran sowie Leerwerte ohne Spots durchgehend erreicht werden, sodass die Auswertung über den

ELISpot-Reader ohne Schwierigkeiten möglich war. Im Anhang �nden sich zwei Beispielwells für je eine

Messung von IFN-γ und IL-4 aus den letzten Versuchsreihen der endgültigen Stichprobe (siehe 7.11.1 auf

Seite 138).

2.2.9 Blockierschritt

Zur Optimierung des Leerwerthintergrundes wurde ein Blockierschritt eingebaut. Durch den Blockier-

schritt werden Bereiche der Nitrozellulosemembran, die nicht durch den ersten Antikörper beschichtet

wurden, mit Proteinpartikeln besetzt, um ein Binden des zweiten Antikörpers, und damit eine unspe-

zi�sche Färbung, zu vermeiden. Hierzu wurden die Platten anfangs nach dem Abwaschen des ersten

Antikörpers für eine Stunde mit reinem Medium und zum Vergleich mit PBS inkubiert. Nach einer Stun-

de wurde das Medium/PBS mit der 8-Kanal-Pipette abgesaugt und die Substanzen für die Stimulation

vorgelegt. Die Verwendung eines Mediums zum Blockieren zeigte qualitativ leicht bessere Leerwerthin-

tergründe [62]. Später war dieser Blockierschritt als ein Teil des Waschvorgangs mit RPMI-Medium nach

der Inkubation mit dem ersten Antikörper integriert.

2.2.10 Grundstimulation

Lymphozyten, die nicht bereits vorab aktiviert wurden, müssen mit einem Mitogen stimuliert werden, um

Zytokine zu produzieren. Mitogene regen die Zellen zur Mitose an und bewirken somit eine Proliferation.

Es stehen verschiedene Substanzen zur Auswahl, beispielsweise Phyto-Mitogene wie Phythämagglutinin
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(PHA), Concanavalin A (ConA), Pokeweed-Mitogen (PWM) oder bakterielle Lipopolysaccharide (LPS).

In dieser Arbeit wurde PHA verwendet und in Lösung II (siehe 7.4.1.6 auf Seite 129) gelöst. PHA stimu-

liert sowohl CD2 als auch CD3-Rezeptoren [82], es induziert die Blastogenese und Mitose von PBMC und

wird bei einer Vielzahl von Studien an PBMC verwendet. Die optimale Konzentration wurde in Vorversu-

chen ermittelt, dabei wurden PHA-Konzentrationen von 0,1 µg/ml, 0,175 µg/ml, 0,25 µg/ml, 0,4 µg/ml,

0,5 µg/ml, 1,0 µg/ml, 2,5 µg/ml, 3,0 µg/ml und 5,0 µg/ml untersucht. Für IFN-γ waren Konzentrationen

von 1,0 µg/ml und für IL-4 und IL-13 von 3,0 µg/ml schlieÿlich eine geeignete Konzentration, um eine

gut auswertbare Anzahl an Spots zu erhalten.

2.2.11 Probenvorinkubation - Homogenisierung der Zellsuspension

Die Stimulation der Zellen kann auf den Platten oder bereits vor dem Auftragen in Falcons erfolgen. Das

optimale Vorgehen wurde in Vorversuchen untersucht. Dabei wurden Vorinkubationen mit oder ohne

FCS, mit und ohne PHA oder Neurotransmitter sowie verschiedene Inkubationszeiten und - bei längeren

Inkubationszeiten - ein Waschgang nach der Vorinkubation mit Medium getestet. Die besten Ergebnisse

in Bezug auf die Mehrfachwerte konnten mit einer Vorinkubation der Zellen in FCS-haltigem Medium

ohne Stimulation im Falcon und ohne nachfolgenden Waschgang erzielt werden [3]. Eine Vorinkubation

der Zellen mit PHA führte zu stärkeren Schwankungen der Mehrfachwerte, möglicherweise aufgrund ei-

ner Agglutination der Zellen durch PHA in den Falcons. Als Inkubationszeit wurde ein Zeitraum von

etwa 3 h gewählt. Während dieser Zeit können sich die Zellen nach dem Waschen ausreichend mit neu-

en Nährsto�en aus dem Medium versorgen und sich homogen im Medium verteilen. Zur Vorinkubation

wurden die 50-ml-Falcons in einem Winkel von 45° in Gestellen angeordnet, um eine geringere Sedimen-

tation der Zellen auf den Böden der Falcons zu erreichen. Vor dem Auftragen auf die Platten wurden

die Zellsuspensionen mit einer Transferpipette vorsichtig homogenisiert. Nach dem Auftragen wurden die

Zell-Neurotransmitter-Mitogen-Lösungen in den Wells durch vorsichtiges Beklopfen der Platten nochmals

vermischt [101].

2.2.12 Inkubation des Detektionsantikörpers

Der Detektionsantikörper oder 2. Antikörper (2. Ak) wurde in sterilem PBS in einer Konzentrationen

von 1 µg/ml gelöst. Nach dem Verschütteln auf dem Vortex wurden jeweils 100 µl der Lösung in ein Well

gefüllt. Zu Beginn der Versuche wurden die Platten mit dem 2. Antikörper für 180 min bei Raumtem-

peratur (Mittelwert 24,6 °C (21,5 - 28,5 °C)) inkubiert, wie vom Hersteller empfohlen [3]. Später wurde

eine Inkubation bei 4 °C über Nacht durchgeführt.

2.2.13 Waschschritte

Der erste Antikörper wurde zuletzt mit reinem RPMI-Medium unterhalb der Laminar�ow abgewaschen.

ZumWaschen wurde eine 8-Kanal-Pipette verwendet. Die Wells wurden jeweils mit 200 µl Medium befüllt.

Um bei Arbeiten mit mehreren Platten möglichst einheitliche Zeiten zu erhalten, wurde zunächst jede

Platte dreimal gewaschen und dann in einem zweiten Durchgang erneut drei Waschgänge durchgeführt.

Zwischenzeitlich blieben die Platten mit Medium gefüllt, um ein Austrocknen der Nitrozellulosemembra-

nen zu vermeiden. Hierdurch wurde auch automatisch der �Blockierschritt� eingebaut (siehe 2.2.9 auf der

vorherigen Seite). Nach sechs Waschdurchgängen wurden die Platten über einem Becherglas ausgeklopft

und die Ränder mit Ethanol abgewischt. Alle weiteren Waschschritte wurden unter nicht-sterilen Bedin-

gungen mit PBS durchgeführt. Die Platten wurden fünf Mal mit einer 8-Kanal-Pipette gewaschen und

einmal mit der Laborspritz�asche ausgespritzt, um den Hintergrund beim Färbeschritt möglichst rein zu

erhalten. Schlieÿlich wurden die Platten auf Saugpapier ausgeklopft, um etwaige Rückstände aufnehmen

zu können.
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2.2.14 Färbung

Die Färbung der Spots wurde den Angaben des Herstellers zufolge mit Streptavidin-Alkalische Phospha-

tase (ALP) durchgeführt. Eine Modi�kation der Methode war nicht erforderlich. Die gelieferte Enzym-

Lösung wurde im Verhältnis 1:1000 verdünnt, es wurden jeweils 100 µl/Well aufgetragen und für 2 h bei

Raumtemperatur, wie vom Hersteller empfohlen, inkubiert.

Bei der anschlieÿenden Färbung wurde die im Anhang angegebene Herstellungsformel für das Ver-

hältnis von Pu�er und der beiden Farbreagenzien eingehalten (siehe 7.4.3.4 auf Seite 131). Lediglich die

Volumina wurden den Plattenerfordernissen entsprechend angepasst. Für eine Millipore-Platte wurden

also beispielsweise 10 ml Gesamt-Lösung hergestellt. Die Wells wurden erneut mit 100 µl Farb-Lösung ge-

füllt und die Platten für 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Länge der Inkubationszeit richtete sich

dabei nach der Entwicklung sichtbarer Spots. Die Farbreaktion wurde durch Verwerfen der Lösung und

anschlieÿendes Waschen mit a.d. in sechs Waschgängen beendet. Die Platten wurden vor dem Auswerten

über Nacht getrocknet.

2.2.15 Übersicht der Versuchsvariationen

Tabelle 2.2.15.1 gibt einen zusammenfassenden Überblick über die durchgeführten Versuchsvariationen.

Tabelle 2.2.15.1: Versuchsvariationen

Methodenschritt Variationen

Plattenaufteilung a) Randwells ausgespart
b) Gesamte Platte verwendet

Konzentration 1. Ak a) 7,5 µg/ml b) 10 µg/ml c) 15 µg/ml

Antibiotika a) Mit Antibiotika (Pen/Strep vs. Gentamicin)
b) Ohne Antibiotika

Mediumwechsel a) Mediumwechsel auf der Platte nach halber Zeit
b) Kein Mediumwechsel

Inkubationszeiten Zellsuspensionen a) 12 h b) 17 h c) 24 h d) 48 h

Suspensionszusammensetzung a) Zellen vorgelegt
b) Neurotransmitter/PHA vorgelegt
c) Gemeinsame Vorinkubation

Well-Gesamtvolumen a) 100 ml b) 200 ml

Zellkonzentration a) 2×106 Zellen/ml
b) 1×106 Zellen/ml
c) 0,75×106 Zellen/ml

Leerwerthintergrund a) Verschiedene Kunststo�behälter
b) PBS ge�ltert vs. unge�ltert
c) Waschschritte
d) Mit/ohne Blockierschritt

Grundstimulation a) Mit PHA b) Nur Neurotransmitter

Probenvorinkubation a) Native Vorinkubation
b) Vorinkubation mit PHA/Neurotransmitter
c) Vorinkubation mit PHA/Neurotransmitter und Nachinkuba-
tion

Waschschritte a) 1. Ak mit Medium oder PBS abwaschen
b) 6 Waschschritte oder 5 Waschschritte und Abspritzen mit Fla-
sche

Inkubationszeiten 2. Ak a) 180 min bei Raumtemperatur
b) Über Nacht bei 4 °C
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2.3 Stimulation der Zellen mit Neurotransmittern

2.3.1 Abwiegen und Lagerung der Substanzen

Substanz P und Serotonin wurden mit einer selbst entwickelten Methode hochrein abgewogen und tro-

cken aliquotiert. Die Hersteller empfehlen eine Lösung der Substanzen erst am Tag des Gebrauchs. Zum

Abwiegen wurde eine Analysenwaage mit einem Fehler von ± 0,03 mg im Gewichtsbereich von 0,1-1,0 mg

verwendet. Vor dem Abwiegen wurden die Waage, Waagschale und die Arbeitsunter�äche der Waage mit

Isopropanol und 70%igem Alkohol gereinigt. Die zur Lagerung verwendeten 2-ml-Glas�äschchen wurden

bei 180 °C für 30 min ausgeheizt und mit Alufolie abgedeckt. Alle Gegenstände, die beim Abwiegen

Verwendung fanden, wie Pinzette, Spatel, Aluschi�chen, Ersatzalufoliendeckel für die Gläschen und die

Lochverschlussschraubdeckel der Gläschen, wurden für 30 min bei 121 °C und 3 bar autoklaviert. Die

Waage wurde vor jeder neuen Verwendung austariert. Beim Abwiegen wurden die Aluschi�chen mit

Substanz beladen und in die Gläschen überführt. Serotonin wurde bei 8 °C und Substanz P bei -20 °C

gelagert. Die aliquotierten Substanzen wurden innerhalb von zwei Monaten verbraucht.

2.3.2 Lösen von Substanz P und Serotonin

Substanz P kann als Oligopeptid mit basischen Aminosäuren am besten in einer angesäuerten Lösung

gelöst werden oder durch eine Protein-Lösung vor dem Zerfall geschützt werden [2]. Um die Stabilität

zu bewahren kann Substanz P aber auch trocken aliquotiert aufbewahrt und erst am Verbrauchstag in

Lösung gebracht werden. In den Vorversuchsreihen wurden verschiedene Lösemittel für Substanz P getes-

tet und mittels kommerziell erhältlichen EIAs kontrolliert. Die Vorschrift des Assays wurde dabei genau

eingehalten (siehe 7.5.1 auf Seite 132). Untersucht wurden reines RPMI-Medium, DMSO, eine essigsaure

Lösung, PBS (eigene Herstellung oder steril aus der Apotheke geliefert) und NaCl (aus pyrogenfreien

Infusions-Lösungen oder von der klinikeigenen Apotheke hergestellt und sterilisiert). Als das am besten

geeignete Lösemittel erwies sich nach mehrfachen Voruntersuchungen eine auf 37 °C vorgewärmte, sterile

0,09%ige NaCl-Lösung. Um ein Aus�ocken von Substanz P bei Raumtemperatur zu verhindern, wurde

die Verdünnungsreihe in den Eppendorf-Behältern in einem Inkubator bei 37 °C unter der Laminar-

�ow durchgeführt und Substanz P so in Lösung gehalten. Für das verwendete Lösungsmittel wurden die

entsprechenden Versuchsreihen kontrolliert.

Serotonin lässt sich in RPMI-Medium lösen, sodass keine Kontrolle für das Lösungsmittel erforderlich

war. Die Verdünnungsreihen wurden ebenfalls mittels kommerziellem EIA-Kit kontrolliert (Vorschrift

siehe 7.5.2 auf Seite 132).

2.3.3 Verdünnungsreihen der Neurotransmitter

Substanz P wurde in Konzentrationen von 10-6 bis 10-12 mol/l und Serotonin in Konzentrationen von

10-3 bis 10-6 mol/l untersucht. Die Verdünnungsreihen wurden jeweils in kleinen Eppendorf-Behältern

durchgeführt. Dabei wurden jeweils 900 µl P/S-Medium vorgelegt, 100 µl Lösung hinzugefügt und die

Lösung auf dem Vortex verschüttelt. Für das Lösungsmittel von Substanz P wurde jeweils eine analoge

Verdünnungsreihe angelegt und dieses im gleichen Konzentrationsbereich als Kontrolle verwendet. Die

Berechnungen hierzu sind unter 7.4.1.10 und 7.4.1.11 auf Seite 130 aufgeführt. Für die Hauptfragestellung

wurde eine Konzentration für Substanz P von 10-10 mol/l und für Serotonin von 10-5 mol/l sowie 10-4 mol/l

untersucht.

2.3.4 Spezi�tät der Stimulationen

Um die Spezi�tät der Stimulation mit den Neurotransmittern über postulierte Rezeptoren zu untersuchen,

wurden einige Messreihen mit spezi�schen Rezeptorblockern bzw. -agonisten durchgeführt.
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2.3.4.1 Serotonin bzw. 5-HT-Rezeptoren Zum Nachweis der Spezi�tät der Serotoninwirkung

wurden Versuche mit 8-OH-DPAT, einem spezi�schen 5-HT1A-Agonisten sowie S-WAY 100135, einem

spezi�schen 5-HT1A-Antagonisten durchgeführt. Dabei wurden die Zellsuspensionen zunächst mit ver-

schiedenen Konzentrationen (10−3 mol/l bis 10−6 mol/l) des Antagonisten, welcher bei 37 °C in sterilem

Wasser gelöst wurde, vorinkubiert und auf die Platten aufgetragen. Anschlieÿend wurden die Zellen nur

mit PHA, 5-HT oder 8-OH-DPAT inkubiert.

2.3.4.2 Substanz P bzw. Neurokinin-1-Rezeptor Eine spezi�sche Wirkung von Substanz P wur-

de mit dem NK-1-Rezeptoragonisten Sar-Met-Substanz P untersucht. Analog zu dem hochreinen Abwie-

gen von Substanz P wurde auch dieser NK-1 Agonist abgewogen und zunächst in essigsaurer Lösung,

später in PBS gelöst. Es wurde eine Verdünnungsreihe bis 10−12 mol/l angelegt und die Zellen damit

inkubiert.

2.4 Zellkulturarbeiten

Alle Arbeitsvorgänge zur Zellaufbereitung erfolgten unterhalb der Sterilarbeitsbank. Alle Gegenstände

wurden vor Platzierung unter der Laminar�ow mit 70%igem Alkohol abgesprüht, um eine weitgehende

Keimfreiheit zu gewährleisten.

2.4.1 Ficoll-Separation von PBMC

Das Prinzip der Ficoll-Separation beruht auf der unterschiedlichen Gröÿe und Dichte der Blutzellen und

eines Separationsmediums (Ficoll oder Biocoll) und stellt eine modi�zierte isopyknische Dichtegradienten-

Zentrifugation dar. Die Methode wurde erstmals von Boyum beschrieben [30].

Das Probandenblut wurde mit vorgewärmter Lösung I (siehe 7.4.1.5 auf Seite 129) in einer Verdünnung

von etwa 3:1 aufgefüllt. Die Blut-Medium-Mischung wurde anschlieÿend in 50-ml-Falcons über 15 ml

Ficoll-Lösung überschichtet. Die zweiphasigen Röhrchen wurden für 40 min bei 25 °C, 1600 U/min und

400 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich, aufgrund der unterschiedlichen Dichte der

Blutbestandteile und des Separationsmediums, die Lymphozyten und Monozyten zwischen der Ficoll-

Lösung und dem Medium. Der Lymphozytenring wurde mit einer Transferpipette abgesaugt und in einem

neuen Falcon auf 50 ml mit 37 °C warmer Lösung II aufgefüllt. Anschlieÿend erfolgte ein Waschschritt

für 12 min bei 23 °C und 1400 U/min in der Zentrifuge. Der Überstand wurde abgekippt und das Pellet

am Boden der Falcons in frischer Lösung II mit einer Transferpipette resuspendiert. Die Zellsuspension

konnte nun entweder für einen Versuch verwendet oder bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren werden.

2.4.2 Einfrieren von Zellen

Zur Aufbewahrung wurden die Zellen in Nunc-Kryotubes in Gefriermedium mit DMSO zur Membransta-

bilisierung in Volumina von 1,8 ml eingefroren. Üblicherweise werden Zellkonzentrationen zwischen 105

und 5×107 Zellen in einem Kryo-Röhrchen eingefroren, wobei Bailey et al. noch bei Konzentration von

2×108/ml die Funktionalität in ELISpot Assays nachweisen konnten [18]. Die mittlere Zellzahl/Kryotube

für die Vorversuche ist in Tabelle 2.4.2.1 und für die endgültige Gesamtstichprobe in Tabelle 7.12.2.1 auf

Seite 143 wiedergegeben.

Tabelle 2.4.2.1: Deskriptive Statistik Zellzahl/Kryotube

N Min. Max. MW SD

Probanden T1 46 2,370 22,060 9,382 4,373

Probanden T1 28 0,824 20,198 9,190 4,029

Bu�y Coats 53 1,940 52,350 21,057 11,153

N: Fallzahl; Min.: Minimum; Max.: Maximum; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Zellzahlangaben in 106Zellen/ml
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Das Einfrieren erfolgte über eine Kühlkette. Die Zellen wurden für mindestens zwei Stunden bei -20 °C

(Mittlere Dauer: 2 h 58 min; SD: 3 h 17 min; Min.: 1 h 50 min; Max.: 22 h) und anschlieÿend über Nacht

bei -80 °C eingefroren (Mittlere Dauer: 18 h 22 min; SD: 2 h 28 min; Min.: 15 h; Max.: 24 h 45 min),

bevor sie in der Gasphase des Sticksto�tanks bei -167 °C lagerten.

2.4.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen wurden die Kryotubes kurz im 37-°C-Wasserbad geschwenkt bis sich die gefrorenen Zellen

von der Wand lösten. Anschlieÿend wurde die Zellsuspension in 50-ml-Falcons überführt, in denen 37 °C

warmes Medium vorgelegt wurde und dann für 12 min bei 23 °C und 1400 U/min zentrifugiert. Der

Überstand wurde in ein Becherglas verworfen und das Pellet mit der benötigten Menge Medium mit einer

Transferpipette resuspendiert. Beim Auftauen wurde auf eine schnelle Verarbeitung geachtet, damit das

zytotoxische DMSO nicht allzu lange auf die Zellen einwirken konnte.

2.4.4 Zählen von Zellen

2.4.4.1 Zählen von Zellen mit dem Coulter-Counter Die Bestimmung der Zellkonzentration

mit dem Coulter-Counter erfolgte in Portionen von 20 µl Zellsuspension in 20 ml isotonischer Kochsalz-

Lösung in speziellen Accuvetten. Vorversuche zur Bestimmung der Varianz von Mehrfachzählungen wur-

den durchgeführt, wobei sich zeigte, dass die Streuung der Daten um den Mittelwert eher gröÿer wird,

je häu�ger gemessen wird. Bei der endgültigen Versuchsreihe wurde daher auf Mehrfachmessungen ver-

zichtet. Nach dem Einstellen der Zellkonzentration für die Interleukine wurde nach Verdünnung auch

die Zellkonzentration für die IFN-γ-Bestimmung kontrolliert. Die prozentuale Abweichung vom Sollwert

wurde erfasst und zeigte sehr geringe Abweichungen (siehe Tabellen 7.12.1.3 auf Seite 141 und 7.12.2.1

auf Seite 143).

2.4.4.2 Zählen von Zellen mit der Neubauer-Kammer Die Vitalität der Zellen wurde durch

eine Färbung mit Trypanblau beurteilt, bei der sich tote Zellen intensiv violett anfärben. Zur quantita-

tiven Bestimmung der Zellen wurde die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Lösung gemischt und 10 µl

der Lösung unterhalb der Neubauerkammer begutachtet. Die Zellen von vier groÿen Quadraten der Neu-

bauerkammer wurden ausgezählt und die Anzahl geviertelt. Die Endkonzentration von Zellen/ml ergibt

sich nach der Multiplikation der Anzahl mit 20.000. Die prozentualen Abweichungen beim Zählen mit

der Neubauerkammer und dem Coulter-Counter wurden ebenso wie der Anteil toter Zellen erfasst (siehe

Ergebnisteil Tabellen 7.12.1.3 auf Seite 141 und 7.12.2.1 auf Seite 143).

2.4.5 Nachweis und Klassi�kation von Verunreinigungen

Um den Ein�uss von möglichen Verunreinigungen auf die Güte der Ergebnisse erfassen zu können, wurden

alle Zelllösungen auf Sterilität und Reinheit überprüft. Um diese Beobachtungen statistisch auswerten zu

können, wurde eine Klassi�kation des bildlichen Eindrucks unter der Neubauerkammer erstellt und als

mögliche Kovariate bei der Auswertung berücksichtigt. Die Lösungen wurden nach ihrem Reinheitsgrad

klassi�ziert und danach ob die Zellen zu Zellclustern agglutiniert vorlagen. Mögliche Verunreinigungen,

wie das Vorhandensein von Erythrozyten, Thrombozyten, Proteinschotter, Schmutzpartikeln oder mikro-

biellen Kontaminationen wurden beurteilt. Tabelle 2.4.5.1 auf der nächsten Seite zeigt die verwendeten

Parameter.

2.4.6 Zusammensetzung des Zellpellets

Um den prozentualen Anteil von Lymphozyten in der Zellsuspension der PBMCs erfassen zu können,

wurde die Zytospin-Mikroskopier-Methode angewandt.
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Tabelle 2.4.5.1: Klassi�kation des Zellaspekts unter der Neubauerzählkammer

Kategorie Bedeutung

1 sehr rein, keine Zellen
2 recht rein
3 Schotter
4 sehr rein, Zellen sichtbar
5 Zellen + tote Zellen
6 recht rein + Cluster
7 verdächtige Strukturen
8 kontaminiert
9 sehr rein + Cluster

2.4.6.1 Zytospin-Zentrifugation Das Verhältnis von Lymphozyten zu Monozyten wurde aus der

Zellsuspension für die Messung von Interferon-γ bestimmt. 200 µl Zellsuspension von beiden Zeitpunkten

wurden entnommen und jeweils mit weiteren 400 µl Lösung II verdünnt. 500 µl dieser Zellsuspension

wurden über die Trichter der Sample-Chambers aufgetragen. Die Metall-Ständer mit den Shandon-Cyto-

Trägern wurden mit aufgesetzten Deckeln für 5 min bei 800 U/min zentrifugiert. Die Zellen setzten sich

dabei in der Mitte der Objektträger ab, die schlieÿlich über Nacht getrocknet wurden.

2.4.6.2 Färben der Objektträger Die Objektträger wurden mit einer Pappenheim-Färbung ge-

färbt. Das erste Bad erfolgte in 100 ml May-Grünwald-Lösung für 5 min. Nachdem die überschüssige

Farbe in Wasser abgewaschen wurde, kamen die Objektträger für weitere 10 min in 100 ml Giemsa-

Lösung. Die Objektträger wurden schlieÿlich gründlich getrocknet.

2.4.6.3 Auswertung der Objektträger Nach dem Trocknen wurden die Objektträger mit Eukitt

eingedeckt und unter einem 100er-Objektiv mit Dispersionsöl betrachtet. Von drei Probanden wurden zu

beiden Zeitpunkten jeweils 5×100 Zellen ausgezählt. Von den übrigen Probanden wurden jeweils 2×100
Zellen ausgezählt und die Mittelwerte gebildet.

2.5 Genotypisierungen

2.5.1 DNA-Isolierung

Aus jeweils 10 ml EDTA-Blut wurde durch das Präparationsverfahren der Firma Qiagen (QIAamp Blood

Kit) genomische DNA der Probanden isoliert. Diese Methodik basiert auf der Anlagerung von DNA an

eine Silica-Gel-Matrix (Anionen Austauscher), welche wiederum in Säulen gepackt ist und sich innerhalb

eines optimierten Pu�ersystems für Zell- und Kernlysen be�ndet, wodurch die Eluierung der DNA aus

dem Säulenmaterial erfolgen kann. Durch dieses Verfahren ist es möglich, auf toxische oder mutagene

Substanzen wie Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol zu verzichten.

Zur Lyse wurden die Zellen aus den 10 ml EDTA-Blut mit 10 ml kaltem Pu�er C1 und 30 ml

kaltem Waser 10 min auf Eis inkubiert und anschlieÿend für 15 min bei 1300 g und 4 °C zentrifugiert.

Der Überstand wurde verworfen und das erhaltene Pellet mit 2 ml kaltem Pu�er C1 und 6 ml Wasser

resuspendiert. Dieses wurde nochmals bei 1300 g zentrifugiert und der Überstand verworfen.

Um die Zellkerne zu lysieren und Proteine abzubauen wurde der Rückstand durch die Zugabe von

10 ml Pu�er G2 und 200 µl Protease-K-Lösung aufgelöst und anschlieÿend 60 min bei 50 °C inkubiert.

Nach der Equilibrierung der Qiagen-Tips-500-Säulen mit 10 ml QBT-Pu�er wurden die Zellkernlö-

sungen auf das Säulenmaterial aufgetragen, zweimal mit je 15 ml Pu�er QC gewaschen und zuletzt mit

15 ml Pu�er QF eluiert.
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2.5.2 IFN-γ, CA-Repeat, rs3138557

Die Bestimmung des Mikrosatelliten Markers (CA-Repeat) im Intron 1 des Gens für IFN-γ wurde mit

einer Fluoreszenz basierenden Genotypisierungsmethode am ABI 310 Kapillarelektrophorese Gerät (Ap-

plied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgeführt. Das CA-Repeat wurde mittels PCR (PTC-200

Thermocycler, MJ Research, Watertown, MA, USA) und den nachfolgenden Oligonukleotiden ampli�-

ziert: Vorwärtsprimer: 5' �6FAM-gCT gTC ATA ATA ATA TTC AgA C - 3'; Rückwärtsprimer: 3' � CgA

gCT TTA AAA gAT AgT TCC - 5'. Der PCR Ansatz bestand aus 50 ng DNA, 0,25 µl (5 Units/µl)

AmpliTaq Gold, 2,5 µl 10×PCR-Pu�er, 0,625 µl jeden Primers (0,5 µM) und 2,5 µl Desoxyribonukleosid-

triphosphate (dNTPs) (2 mM) in einem Gesamtvolumen von 25 µl. Folgende PCR-Bedingungen wurden

verwendet: 1.) Denaturierung (95 °C) für 5 min; 2.) 30 Zyklen jeweils Denaturierung (95 °C) für eine

Minute, Annealing (57 °C) für 45 Sekunden, Extension (72 °C) für 45 Sekunden; 3.) Finale Extension

(72 °C) für 7 min. Das PCR-Produkt wurde anschlieÿend mit Wasser im Verhältnis 1:100 verdünnt, davon

1 µl mit 11,5 µl Formamid und 0,5 µl Längenstandard (500 Rox) versetzt, 4 min bei 94 °C denaturiert

und nach Abkühlung auf Eis auf dem ABI 310 Gerät unter Verwendung einer 41 cm Kapillare und POP4

Polymer aufgetrennt. Die Detektion der Allele (11 bis 17 Repeats; 123 bp bis 137 bp) und die Auswertung

erfolgten mit Hilfe der Computer Programme Genscan Analysis Version 3.7 and Genotyper Version 3.7.

2.5.3 IL-4, C589T, rs2243250

Die Genotypisierung erfolgte mittels der FRET-Technik (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) am

Light Cycler PCR-System (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Der Nachweis des IL-4 C589T-

Polymorphismus erfolgte nach folgenden Bedingungen: Vorwärtsprimer: 5'-ATC AAA CAT TGC ATT

TCA GCC-3'; Rückwärtsprimer: 5'-GTT GTA ATG CAG TCC TCC TGG-3'; Donor Hybridisierungs-

sonde: 5'-GGA GAA CAT TGT CCC CCA GTG CT-Fluorescein-3'; Akzeptor Hybridisierungssonde:

5'-LCRed640-GGT AGG AGA GTC TGC CZG TTA TTC TGC C-3'. Die PCR-Reaktion wurde mit

50 ng DNA, 2 µl Reaktions-Mix, 0,2 µM eines jeden Primers, 0,2 µM der jeweiligen Hybridisierungssonde

und 2 µM MgCl2 in einem Gesamtvolumen von 20 µl nach Herstellerangaben durchgeführt. Die PCR-

Bedingungen bestanden aus 40 Zyklen (95 °C/ 0 s; 58 °C/ 10 s; 72 °C/ 10 s, jeweils mit einer Aufheizrate

von 20 °C/s). Danach wurde eine Schmelzkurve generiert, indem eine konstante Temperatur von 40 °C für

20 s gehalten wurde, an die sich ein langsames Erhitzen auf 95 °C (0,2 °C/s) anschloss. Durch Auftragen

des Fluoreszenzsignals gegen die Temperatur wurden Schmelzkurven für die jeweiligen Proben erhalten.

Dabei zeigten sich Signale bei 60 °C (T-Allel) und bei 66 °C (C-Allel).

2.5.4 IL-13, A4257G, Gln (Q) zu Arg (R), rs20541

Der A4257G Polymorphismus im IL-13-Gen wurde mit Hilfe der ABI-PRISM-Snapshot-Methode (Ap-

plied Biosystems, Foster City, USA) detektiert. Dabei handelt es sich um eine kommerzielle Mini-

Sequenzierungsmethode, die auf der Verlängerung eines unmittelbar vor dem SNP gebundenen Pri-

mers mittels �uoreszenzmarkierter Dideoxynukleotiden beruht. Die Primerverlängerung kann letztendlich

durch automatische Kapillarelektrophorese am ABI-PRISM-310-Sequenzierungsgerät detektiert werden.

Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Programme Genscan Analysis Version 3.7 und Genotyper

Version 3.7 detektiert und ausgewertet. Die PCR wurde in 25 µl Gesamtvolumen mit 50 ng DNA, 2,5 µl

10×PCR-Pu�er, 200 µM dNTPs, 0,5 µM Vorwärts- (5`-TTC TAC TCA CGT GCT GAC CT-3`) und

Rückwärtsprimer (5`-CTg TCT CTg CAA ATA ATg AT-3`) sowie 0,5 Units Taq Polymerase (Ampli Taq

Gold, Applied Biosystems, Foster City, USA) am PTC-200 Thermocycler (MJ Research, Watertown,

MA, USA) durchgeführt. Die PCR-Bedingungen waren: Anfangs Denaturierung bei 95 °C für 10 min,

anschlieÿend 35 Zyklen bestehend aus 95 °C/ 30 s, 58 °C /30 s, 72 °C/ 1 min und abschlieÿend 72 °C für

10 min. Um nicht verbrauchte dNTPs und Primer zu entfernen, wurde zum PCR-Ansatz anschlieÿend

2 µl SAP (1 Unit/µl) (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA), 0,1 µl EXO I (20 Units/µl) (USB Cor-

poration, Cleveland, Ohio, USA), und 5,9 µl deionisiertes Wasser gegeben, 60 min bei 37 °C inkubiert
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und die Reaktion durch 15-minütige Inkubation bei 72 °C gestoppt. Die Multiplex Snapshot-Reaktion

wurde im 10 µl Gesamtvolumen mit 1 µl Ready Reaction Mix, 0,2 µM Snapshot Primer (5`-GAA ACT

TTT TCG CGA GGG AC-3`) und 2 µl des inkubierten PCR-Ansatzes unter folgenden Bedingungen

durchgeführt: 25 Zyklen bestehend aus 96 °C/ 10 s, 50 °C/ 5 s, 60 °C/ 30 s. Die abschlieÿende Entfernung

nicht verbrauchter ddNTPs erfolgte wiederum durch enzymatischen Abbau. Dabei wurden 0,5 Units SAP

zum Multiplex Snapshot-Ansatz gegeben und nochmals 60 min bei 37 °C und 15 min bei 72 °C inkubiert.

Zu 0,5 µl dieses Ansatzes wurden 9,75 µl Formamid und 0,25 µl GS120 Längenstandard gegeben und

die Produkte der Primer-Extensionsreaktion in einer 41-cm-Kapillare (POP 4-Gel) am ABI-PRISM-310-

Kapillarelektrophoresegerät aufgetrennt.

2.6 Zusammenfassung der Methodik

In Abb. 2.6.0.1 auf der nächsten Seite ist ein Flussdiagramm dargestellt, welches den Ablauf der ELISpot-

Durchführung zusammenfassend dokumentiert. Zuletzt wurden jeweils vier Platten parallel verarbeitet,

dabei zwei Platten für Interleukin 13, um zwei verschiedene Inkubationszeiten zu vergleichen.

2.7 Datenauswertung mit dem ELISpot-Reader

Vor jeder quantitativen Auswertung wurden die Well-Abstände für jede Platte neu individuell kon�guriert.

Zur exakten Erfassung der Spots und Abgrenzung vom Well-Hintergrund wurden die in Tabelle 2.7.0.1

aufgeführten Parameter und die Farbeinstellungen des Grabber des Mikroskops jeweils so verändert, dass

möglichst viele Spots automatisch durch die Software erfasst wurden. Als Grabber-Farbeinstellungen

wurden folgende Grenzen bei den Grundfarben verwendet: Rot: min. 0,177, max. 0,365, Grün: min.

0,491, max. 0,789 und Blau: min. 0,307, max. 0,808. Die Lichtstärke des Mikroskops wurde während der

Messungen auf 3200 Kalvin konstant gehalten.

Tabelle 2.7.0.1: KS-ELISpot Parameter

Parameter Letzte Einstellung Modi�kationen

Durchmesser 20 � 300 20 (70) � (111) 300
Hue* 55,0 � 75,0 58,7 (54,0) � 75,0 (85,0)
Sättigung 9,6 � 97,0 9,6 (9,0) � 97,0 (81,0; 93,0)
Kontrast 4,5 � 100,0 4,0 (5,0) � 100,0
Form (Shape) 20,0 � 97,0 (15,0) 20,0 � 97,0 (98,0)
Randsteigung 15,6 � 100,0 15,6 (15,0) � 100,0

*�Hue� gibt einen Farbbereich an

Bei der Auswertung wurden sowohl die Anzahl der Spots als auch die eingenommene Fläche, d.h. die

Summe aller Spots in Quadratmikrometer erfasst. Beides zu bestimmen ist sinnvoll, da groÿe Spots die

gleiche Fläche einnehmen können wie mehrere kleine Spots. Hierzu beschreiben ElGhazali et al. in ihrer

Arbeit, dass zum Teil erhebliche Unterschiede in der Gröÿe der einzelnen Spots festgestellt wurden [79].

2.8 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte nach eingehender und kontinuierlicher statistischer Beratung durch Diplom-

statistiker.

2.8.1 Stichprobengröÿen

Die Vorversuche umfassen Experimente mit Zellen aus Bu�y Coats oder Zellen von wenigen Kontrollper-

sonen zur Etablierung der grundlegenden methodischen Schritte. Die Endversuchsreihe wurde mit Zellen

aus dem Probandenkollektiv durchgeführt. Innerhalb dieser Stichprobe wurde zunächst untersucht, ob
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Abbildung 2.6.0.1: Flussdiagramm des ELISpot-Ablaufs

methodische Faktoren einen Ein�uss auf die Varianz der Werte ausüben. Insofern es möglich war, diese

Störfaktoren auszuschlieÿen, wurde die Stichprobe entsprechend verkleinert, um die primäre Fragestellung

der Arbeit zu beantworten. Die deskriptiven Ergebnisse sind für die Gesamt- und endgültige Stichprobe

beschrieben.
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2.8.2 Verwendete Testverfahren

Die Daten der ELISpot-Zählungen wurden in Excel-Tabellen und SPSS übertragen. Die statistischen

Berechnungen wurden überwiegend mit SPSS durchgeführt.

Die Ergebnisse der Vorversuchsreihen wurden deskriptiv und graphisch dargestellt. Unterschiede bei

den Zähldurchgängen mit dem Coulter-Counter wurden mit einem T-Test für verbundene Stichproben

berechnet. Die Stichproben wurden deskriptiv beschrieben, dabei in der Regel die Fallzahl, Mittelwerte,

Standardabweichungen, Minimum und Maximum sowie die prozentuale Verteilung, falls sinnvoll, ange-

geben. Mögliche Unterschiede in den deskriptiven Daten zwischen den beiden Blutentnahmezeitpunkten

wurden mittels Wilcoxon-Test für verbundene Stichproben berechnet.

Um mögliche Ein�ussfaktoren auf die Ergebnisse zu bestimmen, wurde ein allgemeines lineares Modell

verwendet. Als abhängige Variable wurde die jeweilige Versuchsbedingung (Parameter) gewählt. Tabel-

le 2.8.2.1 listet die verschiedenen Bedingungen auf.

Tabelle 2.8.2.1: Versuchsbedingungen

Parameter Beschreibung

LW Leerwert, Zellen in reinem Medium
PHA Basiswert, Zellen + PHA
SER_5 Zellen + PHA + Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l
SER_4 Zellen + PHA + Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l
SP Zellen + PHA + Substanz P in einer Konzentration von 10−10 mol/l
NaCl Zellen + PHA + Substanz P-Trägersubstanz NaCl in identischer Verdünnungsreihe (�10−10

mol/l�)
SER_SP Zellen + PHA + Serotonin (10−5 mol/l) + Substanz P (10−10 mol/l)
SER_NaCl Zellen + PHA + Serotonin (10−5 mol/l) + Substanz P-Trägersubstanz (�10−10 mol/l�)

Als feste Faktoren wurden der Zeitpunkt der Blutentnahme und die Position des jeweiligen Wells

verwendet. Als Kovariaten dienten die Hinzunahme von Antibiotika, das Vorliegen einer möglichen Kon-

tamination, der qualitative Aspekt der Zellsuspension unter der Neubauerkammer sowie der prozentuale

Anteil toter Zellen. Ein Test auf Homogenität der Varianzen (Levene-Test) wurde durchgeführt und das

partielle Etaquadrat zur Schätzung der jeweiligen E�ektstärke berechnet. Das Modell wurde auf alle drei

untersuchten Zytokine angewandt sowie auf die Auswertungen der Spot-Zahlen und der Flächenwerte.

Die Korrelation der Werte zwischen den einzelnen Blutentnahmen wurde nach Spearman berechnet und

mittels Streudiagrammen dargestellt. Der Ein�uss durch Benutzung von Antibiotika wurde graphisch mit

Histogrammen dargestellt, der Ein�uss durch den qualitativen Aspekt der Zellsuspension durch Linien-

diagramme und der Ein�uss des Well-Ortes durch Abbildung der geschätzten Randmittel der linearen

Modelle.

Nach Auswahl der endgültigen Stichprobe zur Beantwortung der primären Fragestellung wurde der

Datensatz auf Normalverteilung durch P-P-Diagramme getestet. Mögliche Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Parametern in Bezug auf die Zytokin-Produktion wurden mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon-

Test für zwei verbundene Stichproben berechnet. Die Ergebnisse wurden nach Bonferroni korrigiert und

das Signi�kanzniveau entsprechend erniedrigt. Die Daten wurden graphisch mit Liniendiagrammen für

alle Probanden und für die Mittelwerte dargestellt.

Mögliche interindividuelle Unterschiede wurden in Bezug auf Alter, Geschlecht, Nikotinkonsum und

genetische Polymorphismen hin untersucht. Dabei wurden sowohl die einzelnen Bedingungen als insbe-

sondere auch die neu gebildete Variable �Zytokin-Produktionsniveau�, welche aus den Mittelwerten der

Bedingungen �PHA�, �SER_5�, �SP�, �NaCl�, �SER_SP� und �SER_NaCl� gebildet wird, untersucht.

Die jeweiligen Gruppen (Alter: Mediansplit, Geschlecht, Raucherstatus, Wildtyp vs. Polymorphismus)

wurden mit einem Mann-Whitney-U-Test für unabhängige Stichproben miteinander verglichen. Als Si-

gni�kanzniveau wurde p < 0,05 als statistich signi�kant festgelegt. Die Daten wurden graphisch mit

Box-Plots oder Liniendiagrammen für die Mittelwerte dargestellt. Mögliche Interaktionen zwischen den
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soziodemographischen und genetischen Ein�ussfaktoren wurden in einem allgemeinen linearen Modell

berechnet und die Ergebnisse graphisch durch die geschätzten Randmittel abgebildet.

Das Verhältnis der Produktion von Th2- und Th1-Zytokinen wurde aus den jeweiligen Mittelwer-

ten berechnet und für vier Bedingungen graphisch durch Box-Plots dargestellt. Mögliche Unterschiede

zwischen den Parametern wurden mit dem Wilcoxon-Test für verbundene Stichproben berechnet.

Die Verteilung der Genotypen und Allel-Frequenzen wurden auf ihre Übereinstimmung mit der Hardy-

Weinberg-Verteilung getestet mit dem Programm hwsim (http://krunch.med.yale.edu/hwsim) und mit

den Daten der SNP-Datenbank des NIH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) sowie Studien mit repräsen-

tativen Stichproben verglichen. Ein Chi-Quadrat-Test wurde verwendet.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in sechs Abschnitte. Im ersten Abschnitt �nden sich die Ergebnisse von

Vorversuchsreihen, bei denen noch nicht mit der endgültigen Methodik gearbeitet wurde und die zur

Bestimmung der verwendeten Konzentrationsbereiche von PHA, Serotonin und Substanz P erforder-

lich waren (siehe 3.1). Im zweiten Abschnitt wird die Gesamtstichprobe aller zur Verfügung stehenden

Probandendaten beschrieben (siehe 3.2 auf der nächsten Seite). Im folgenden dritten Abschnitt werden

verschiedene Ein�ussfaktoren ermittelt, die auf die Güte und Varianz der Ergebnisse Ein�uss nehmen.

Schrittweise wird dabei festgelegt, mit welcher endgültigen Stichprobe die Hauptfragestellung beantwortet

wird (siehe 3.3 auf Seite 38). Im vierten Abschnitt �nden sich die Ergebnisse zur primären Fragestellung

der Arbeit (siehe 3.4 auf Seite 51) und im fünften Abschnitt werden weitere Ein�ussfaktoren näher dar-

gestellt, die interindividuelle Unterschiede möglicherweise erklären können (siehe 3.5 auf Seite 64). Im

letzten Abschnitt schlieÿlich wird das Verhältnis von Th2/Th1-Zytokinen dargestellt.

Zum einfacheren Lesen �nden sich längere Tabellen der deskriptiven Statistik im Tabellenanhang

(siehe 7.12 auf Seite 139).

3.1 Ergebnisse der Vorversuchsreihen

3.1.1 Ein�uss der PHA-Konzentration

Bei den Vorversuchsreihen zeigte sich, dass PHA einen konzentrationsabhängigen Ein�uss auf die Spot-

Zahlen aufweist. Dies war bei allen drei Zytokinen der Fall, wobei generell geringere PHA-Konzentrationen

ausreichend waren, um eine hohe IFN-γ-Produktion zu erhalten und für die beiden Interleukine höhere

PHA-Konzentrationen erfoderlich waren. In den Abb. 7.11.1.3 und 7.11.1.4 auf Seite 138 im Bildanhang

ist die PHA-Konzentrationsabhängigkeit optisch in den Platten gut erkennbar. Ohne eine Stimulation mit

PHA lieÿ sich praktisch keine Zytokin-Produktion anregen, weder durch Serotonin, Substanz P, deren

Kombination oder NK-1-Agonisten (Graphiken nicht gezeigt).

3.1.2 Ein�uss der Serotonin-Konzentration

Auch Serotonin zeigte in den Vorversuchen einen konzentrationsabhängigen E�ekt (Graphiken nicht dar-

gestellt). So hemmte Serotonin in einer Konzentration von 10−3 mol/l die Produktion von IL-4 und IL-13

nahezu vollständig und minderte die Produktion von IFN-γ wesentlich. Eine Konzentrationsabhängigkeit

von Serotonin zeigte sich durchgehend ab einer Konzentration von 10−4 mol/l. Bei niedrigeren Serotonin-

Konzentrationen war der E�ekt je nach Zytokin unterschiedlich, insgesamt aber geringer ausgeprägt.

Teilweise zeigte sich sogar ein verstärkender Ein�uss, am deutlichsten für IL-13.

In den Abb. 7.11.1.3 und 7.11.1.4 auf Seite 138 im Bildanhang ist dieser Zusammenhang optisch in

den Platten erkennbar.

3.1.3 Ein�uss der Substanz P-Konzentration

Es wurden mehrere Versuchsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Substanz P (10−6 mol/l bis

10−12 mol/l) durchgeführt, um einen möglichen Konzentrations-Wirkungszusammenhang von Substanz P

zu untersuchen. Letztendlich konnte keine konzentrationsabhängige Wirkung von Substanz P festgestellt

werden. Auch im Zusammenspiel mit Serotonin zeigte sich keine Dosis-Wirkungsbeziehung (Graphiken

nicht dargestellt).

3.1.4 Spezi�tät der Stimulation

3.1.4.1 Serotonin Durch die Hinzugabe des 5-HT1A-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT konnte der glei-

che E�ekt wie durch die alleinige Gabe von Serotonin erreicht werden. Insbesondere in höheren Konzen-

trationen zeigte sich die erhebliche Minderung der Spot-Produktion. In geringeren Konzentrationen zeigte
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auch 8-OH-DPAT ähnlich wie Serotonin in Konzentrationen von 10−6 mol/l einen geringen stimulatori-

schen E�ekt.

Die Wirkungen von Serotonin lieÿen sich durch den 5-HT1A-Rezeptorantagonisten S-WAY 100135 in

einer Konzentration von 10−4 mol/l weitgehend aufheben. In niedrigeren Konzentrationen lieÿen sich die

E�ekte nicht antagonisieren. Bei höheren Konzentrationen (10−3 mol/l) wurde die Zytokinproduktion

interessanterweise auch durch S-WAY 100135 unterdrückt. Diese Zusammenhänge zeigten sich für alle

drei Zytokine (Graphiken nicht dargestellt).

3.1.4.2 Substanz P Eine Stimulation mit dem selektiven NK-1-Rezeptoragonisten Sar-Met-SP resul-

tierte nicht in einer konzentrationsabhängigen Veränderung der Mitogen-aktivierten Zytokin-Produktion.

In Kombination mit Serotonin in geringerer Konzentration (10−5 mol/l) konnte jedoch ein schwacher ko-

stimulatorischer E�ekt auf die IL-4-Produktion festgestellt werden. Interessanterweise führte die Kombi-

nation des NK-1-Agonisten mit Serotonin in hohen Konzentrationen (10−3 mol/l) noch zu einer gewissen

IFN-γ-Produktion, was durch die ledigliche Hinzugabe von SP nicht erreicht werden konnte. Für IL-13

ergaben sich ähnliche E�ekte (Graphiken nicht abgebildet).

3.2 Deskriptive Statistik

3.2.1 Beschreibung der Gesamtstichprobe

3.2.1.1 Soziodemographische Charakteristika Im Folgenden wird die Gesamtstichprobe von al-

len Probanden beschrieben, die an der Studie teilgenommen haben. Hiervon ging jedoch nur ein be-

stimmter Anteil in die Endauswertung ein, wie im weiteren Verlauf ersichtlich wird. Insgesamt nahmen

73 Probanden an der Studie teil. Das durchschnittliche Alter der Probanden lag bei 31,75 Jahren (22 - 60

Jahre, SD: 9,3). Das Geschlechterverhältnis war weitgehend ausgewogen. Deren Blut wurde in 89 Ver-

suchsreihen untersucht. Hierdurch werden die unterschiedlichen Fallzahlen für die einzelnen Variablen

erklärbar. Dabei wurden 46 ELISpot-Gesamtdurchgänge vollzogen, bei denen zwischen einer und vier

ELISpot-Platten parallel verarbeitet wurden. In Tabelle 7.12.1.1 auf Seite 139 im Tabellenanhang sind

die Ergebnisse soziodemographischer Variablen zusammengefasst.

Die PBMCs von Probanden, die Medikamente einnahmen wurden überwiegend in den Vorversuchs-

reihen verwendet, um bei der endgültigen Stichprobe hierdurch möglichst keinen Störfaktor zu erhalten.

Von 11 Probanden waren Blutentnahmen nur zu einem Zeitpunkt möglich, da diese nicht zu einer wei-

teren Entnahme bereit waren. Bei etwas mehr als der Hälfte der Versuchsdurchgänge (n=49) wurde mit

Antibiotika gearbeitet. Eine sichere Kontamination wurde jedoch nur bei 9 Versuchen festgestellt.

In Tabelle 7.12.1.2 auf Seite 140 �nden sich die Angaben zu Alkohol- und Nikotinkonsum sowie

die wichtigsten Vitalparameter und klinischen Laborwerte. Von einigen Probanden wurden keine Werte

erfasst. Der Wortschatztest gibt eine Grundeinschätzung der Intelligenz wider. Den Vitalparametern und

Laborwerten kann man entnehmen, dass es sich grundsätzlich um eine weitgehend gesunde Population

handelte.

3.2.1.2 Methodische Charakteristika Die Kategorien des Zellaspekts unter der Neubauerzählkam-

mer sind in Tabelle 3.2.1.1 auf der nächsten Seite beschrieben (siehe auch 2.4.5 auf Seite 28).

Das Klassi�kationssystem wurde erst ab einem bestimmten Zeitpunkt durchgehend verwendet, was

die Erfassung von max. 85,4% der Fälle erklärt. Nach Inkubation der Zellen in den Platten wurden vor

dem Waschen der Platten nochmals stichprobenartig einige Wells unter dem Mikroskop untersucht, um

zu sehen, ob lebende Zellen sichtbar sind oder sich während der Versuche eine Kontamination entwickelt

hat. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3.2.1.2 auf der nächsten Seite wiedergegeben.

Eine sichere Kontamination zeigte sich in bis zu 4,5% der Versuchsreihen am Ende und eine mögliche

Kontamination in bis zu 6,7% der Fälle.
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Tabelle 3.2.1.1: Klassi�kation der Zellsuspension unter der Neubauerzählkammer strati�ziert nach
Abnahmezeitpunkt vor Beginn der Versuchsreihen (Gesamtstichprobe)

Variable Kategorien N Prozent

T1 Zellaspekt Sehr rein, keine Zellen 13 14,6

Recht rein 37 41,6

Schotter 21 23,6

Sehr rein, Zellen sichtbar 0 0,0

Verdächtige Strukturen 3 3,4

kontaminiert 2 2,2

Gesamt 76 85,4

T2 Zellaspekt Sehr rein, keine Zellen 8 9,0

Recht rein 28 31,5

Schotter 31 34,8

Sehr rein, Zellen sichtbar 1 1,1

Verdächtige Strukturen 4 4,5

kontaminiert 0 0,0

Gesamt 72 80,9

Tabelle 3.2.1.2: Zellaspektklassi�kation am Ende der Versuchsreihen, strati�ziert nach Zytokinen für
Gesamtstichprobe

Zytokin IFN-γ IL-4 IL-13

Zeitpunkt T1 T2 T1 T2 T1 T2

Kategorien N % N % N % N % N % N %

Sehr rein, keine Zellen 5 5,6 6 6,7 0 0 2 2,2 2 2,2 1 1,1
Recht rein 8 9,0 12 13,5 9 10,1 4 4,5 9 10,1 10 11,2
Schotter 3 3,4 5 5,6 2 2,2 5 5,6 8 9,0 10 11,2
Sehr rein, Zellen sichtbar 16 18,0 13 14,6 9 10,1 8 9,0 3 3,4 2 2,2
Recht rein + Cluster 5 5,6 4 4,5 7 7,9 5 5,6 13 14,6 10 11,2
Verdächtige Strukturen 6 6,7 4 4,5 3 3,4 0 0 0 0 1 1,1
Kontaminiert 4 4,5 2 2,2 2 2,2 3 3,4 2 2,2 4 4,5
Sehr rein + Cluster 3 3,4 4 4,5 3 3,4 2 2,2 1 1,1 6 6,7

Gesamt 50 56,2 50 56,2 35 39,3 29 32,6 38 42,7 44 49,4

N: Fallzahl der untersuchten Proben (Gesamtstichprobe: 89 Versuchsreihen)

Die Ergebnisse für die Zählungen im Coulter-Counter und in der Neubauerkammer sind in Tabel-

le 7.12.1.3 auf Seite 141 jeweils für die beiden Zeitpunkte angegeben. Ein Wilcoxon-Test für zwei verbun-

dene Stichproben zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden Blutentnahmezeitpunkten. Die gezählte

Zellzahl mit der Neubauerkammer betrug durchschnittlich 68,6% der gezählten Zellzahl mit dem Coulter-

Counter. Der Anteil toter Zellen lag im Mittel bei 6,9% und wurde für das Einstellen der Zellkonzentration

berücksichtigt. Die weitere Verdünnung der Zellsuspension für die Messungen von IFN-γ erreichten die

angestrebten Werte sehr genau.

Die Ergebnisse der Zellzusammensetzung in den Suspensionen, ermittelt durch die Zytospin-Messungen,

sind in Tabelle 3.2.1.3 auf der nächsten Seite dargestellt. Die Fallzahl ist gering, da diese Messungen erst

am Ende der Versuchsreihen hinzugenommen wurden und entspricht in etwa der endgültigen Stichprobe

(siehe 3.4.1 auf Seite 51).

Durch die Ficoll-Trennung scheinen also fast alle Granulozyten entfernt worden und nur ein Rest von

etwa 1% zurückgeblieben zu sein. In den Proben fand sich neben der Lymphozytenfraktion aber mit etwa

7,5% ein nicht unerheblicher Anteil von Monozyten.

Die Zeiten der Versuchsabläufe sowie die jeweiligen Inkubationszeiten sind in Tablle 7.12.1.4 auf

Seite 142 dargestellt. Der Ablauf ist im Detail unter Punkt 2.6 auf Seite 31 zum besseren Verständnis

abgehandelt.
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Tabelle 3.2.1.3: Zytospin-Kategorisierungen

Variable N MW Min. Max. SD Wilcoxon Z p-Werte

T1 Lymphozyten 40 92,15 78 99 4,58 Z = -0,412 p = 0,681
T2 Lymphozyten 41 91,83 78 98 4,22

T1 Monozyten 40 7,43 1 21 4,51 Z = -0,292 p = 0,771
T2 Monozyten 41 7,51 1 22 4,09

T1 Granulozyten 10 1,10 1 2 0,32 Z = -1,342 p = 0,180
T2 Granulozyten 20 1,35 1 3 0,67

MW: Mittelwert; Min.: Minimum; Max.: Maximum; SD: Standardabweichung; Angaben für MW, Min., Max. und SD in Prozent.

3.3 Ermittlung von Ein�ussfaktoren

Um mögliche Ein�ussfaktoren auf die Ergebnisse zu bestimmen, wurde ein allgemeines lineares Modell

in sequentieller Ausführung angewandt. Dabei wurden der Blutentnahmezeitpunkt, der Well-Ort und die

Verwendung von Antibiotika in einem ersten Schritt als feste Faktoren im Modell verwendet. Als abhän-

gige Variablen wurden nacheinander die Leerwerte der einzelnen Zytokine sowie die Werte bei alleiniger

Stimulation mit PHA einbezogen. Für IL-13 wurde lediglich die Inkubationszeit von 15 Stunden wie bei

den anderen beiden Zytokinen betrachtet, da die längere Inkubationszeit erst später eingeführt wurde

und somit die Fallzahlen nicht vergleichbar sind. In die Analysen gingen die Versuchsergebnisse von allen

Probanden ein. Der Hintergrund für diese Vorgehensweise war, dass als gröÿtmöglicher Ein�ussfaktor auf

die Varianz der Einzelwerte eine mögliche Kontamination der Proben in Frage kam. Da Kontaminationen

sowohl bei Platten beobachtet wurden, bei denen ein Antibiotikum verwendet wurde, aber mehr noch bei

Versuchen, bei denen kein Antibiotikum verwendet wurde, ging zunächst nur die Antibiotika-Verwendung

als fester Faktor in das Modell ein.

Rein qualitativ war eine höhere Varianz der Einzelwerte bei den Wells zu beobachten, die am Rand

der Platte lagen, daher wurde auch mit Triplets gearbeitet, um einen möglichen E�ekt testen oder diesen

ausschlieÿen zu können. Ob ein solcher E�ekt tatsächlich besteht, sollte ebenfalls durch das Modell getes-

tet werden. Angenommen wurden auch mögliche intraindividuelle Schwankungen, sodass der Zeitpunkt

der Blutentnahme ebenfalls in das Modell aufgenommen wurde.

Somit wurden in diesem ersten Testdurchgang methodische als auch individuelle Ein�ussfaktoren

untersucht, um erste Anhaltspunkte zur Ermittlung der letztendlichen Stichprobe für die Berechnungen

der primären Fragestellung zu erlangen.

3.3.1 Ergebnisse der allgemeinen linearen Modelle

Nachfolgend werden die Ergebnistabellen der allgemeinen linearen Modelle dargestellt und erklärt. Dies

erfolgt im Detail für die Bedingung Leerwert und die Grundstimulation mit PHA. Für die anderen

Bedingungen (siehe Tabelle 2.8.2.1 auf Seite 33) wurde das Modell ebenfalls gerechnet. Die Ergebnisse

sind sehr ähnlich. Der Übersicht wegen, werden diese Ergebnisse jedoch nicht näher dargestellt, da sich

durch diese keine anderen Schlussfolgerungen ergeben hatten.

3.3.1.1 Ergebnisse für die Bedingung �Leerwert� Tabelle 3.3.1.1 auf der nächsten Seite zeigt

die Fallzahlen der berechneten Wells. Dabei muss die Anzahl unter Blutabnahme und Antibiotika durch

drei (für jeweils drei Wells) und die Anzahl unter �Well� durch zwei geteilt werden (für jeweils zwei

Blutentnahmen), um auf die Anzahl der Probanden zu kommen. Aufgrund unterschiedlich hoher Zell-

zahlen in den Kryotubes sind die Fallzahlen der verwendeten Wells etwas verschieden, da die Zellen zum

Teil nicht für alle Wells gereicht hatten.

Tabelle 3.3.1.2 auf der nächsten Seite gibt die Mittelwerte, Standardabweichungen und Fallzahlen der

Spots für die Leerwerte der jeweiligen Zytokine wieder. Diese sind nach dem Well-Ort, dem Blutentnah-

mezeitpunkt und der Verwendung von Antibiotika gemäÿ dem verwendeten Modell aufgeteilt.
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Tabelle 3.3.1.1: Fallzahlen der Zwischensubjektfaktoren der allgemeinen linearen Modelle

IFN-γ IL-4 IL-13

Wertelabel N N N
Well 1 Randwell 151 143 130

2 Mittelwell 163 161 162
3 Innenwell 106 112 111

Blutabnahme 1 Zeitpunkt 1 218 217 209
2 Zeitpunkt 2 202 199 194

Antibiotika 1 ja 249 247 234
2 nein 171 169 169

Tabelle 3.3.1.2: Deskriptive Statistik für den Leerwert, strati�ziert nach Zytokinen

IFN-γ IL-4 IL-13

Well Blutabnahme AntibiotikaMW SD N MW SD N MW SD N

Rand T1 ja 4,41 12,90 41 0,97 1,84 38 1,55 5,31 31
nein 22,03 32,34 38 14,29 42,27 34 17,21 25,43 34
Gesamt 12,89 25,69 79 7,26 29,62 72 9,74 20,22 65

T2 ja 6,21 25,20 39 0,71 1,27 38 0,47 0,67 32
nein 16,91 21,25 33 3,76 6,85 33 18,24 29,11 33
Gesamt 11,11 23,92 72 2,13 4,96 71 9,49 22,45 65

Gesamt ja 5,29 19,76 80 0,84 1,58 76 1,00 3,76 63
nein 19,65 27,68 71 9,10 30,73 67 17,72 27,10 67
Gesamt 12,04 24,79 151 4,71 21,39 143 9,62 21,28 130

Mitte T1 ja 2,40 6,44 45 0,51 0,90 45 1,49 3,14 45
nein 20,45 31,89 40 11,48 37,02 40 35,37 96,23 40
Gesamt 10,89 24,00 85 5,67 25,83 85 17,44 67,78 85

T2 ja 4,67 21,02 42 0,37 0,54 41 0,45 0,92 42
nein 21,19 26,89 36 5,29 9,34 35 29,43 59,68 35
Gesamt 12,29 25,15 78 2,63 6,77 76 13,62 42,48 77

Gesamt ja 3,49 15,27 87 0,44 0,75 86 0,99 2,39 87
nein 20,80 29,43 76 8,59 27,78 75 32,60 80,78 75
Gesamt 11,56 24,49 163 4,24 19,34 161 15,62 57,03 162

Innen T1 ja 1,95 3,68 42 0,82 1,17 45 1,05 3,17 44
nein 33,33 33,58 12 12,47 23,65 15 81,87 159,55 15
Gesamt 8,93 20,44 54 3,73 12,63 60 21,59 86,09 59

T2 ja 3,15 11,97 40 0,50 0,91 40 0,63 1,06 40
nein 39,25 34,99 12 16,83 22,36 12 48,17 60,82 12
Gesamt 11,48 24,69 52 4,27 12,52 52 11,60 34,75 52

Gesamt ja 2,54 8,73 82 0,67 1,06 85 0,85 2,40 84
nein 36,29 33,67 24 14,41 22,75 27 66,89 124,76 27
Gesamt 10,18 22,55 106 3,98 12,53 112 16,91 67,03 111

Gesamt T1 ja 2,90 8,50 128 0,76 1,33 128 1,34 3,80 120
nein 22,83 32,21 90 12,72 36,99 89 36,27 94,30 89
Gesamt 11,13 23,76 218 5,66 24,36 217 16,22 63,80 209

T2 ja 4,66 20,00 121 0,52 0,95 119 0,52 0,91 114
nein 22,12 26,85 81 6,39 12,09 80 27,63 49,93 80
Gesamt 11,66 24,48 202 2,88 8,19 199 11,70 34,64 194

Gesamt ja 3,76 15,21 249 0,64 1,17 247 0,94 2,82 234
nein 22,50 29,71 171 9,72 28,20 169 32,18 76,48 169
Gesamt 11,39 24,08 420 4,33 18,51 416 14,04 51,84 403

Man kann gut erkennen, dass die Leerwerte bei den Versuchen, bei denen mit Antibiotika gearbei-

tet wurde, kaum Spots beinhalten, während doch einige Spots bei den Versuchen ohne Antibiotika zu

sehen sind. Am stärksten ist dieser E�ekt bei IL-13 zu beobachten. Bezüglich des Well-Ortes und des
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Blutentnahmezeitpunkts ergibt sich zunächst kein einheitliches Bild.

In diesem Modell muss man berücksichtigen, dass der Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen

für die Leerwerte signi�kant ist und damit die Varianzen über die einzelnen Gruppen hinweg nicht gleich

sind. Die Güte und Verallgemeinerung des verwendeten Modells sind daher prinzipiell leicht eingeschränkt

(siehe Tabelle 3.3.1.3).

Tabelle 3.3.1.3: Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen für Leerwert

Zytokin F df1 df2 Signi�kanz

IFN-γ 11,901 11 408 ,000
IL-4 8,847 11 404 ,000
IL-13 19,300 11 391 ,000

Ein p-Wert > 0,05 bedeutet, dass die Varianzen gleich sind und die Grundbedingung der Normalverteilung zur Anwendung des

Modells nicht verletzt ist.

Dies wird ebenfalls in Histogrammen zur Prüfung der Normalverteilung der Werte für den Leerwert

ersichtlich. Die Abb. 3.3.1.1 und 3.3.1.2 zeigen einen zweiten Gipfel bei etwa 75 Spots, sodass eine Nor-

malverteilung nicht mehr gegeben erscheint. Die Werte wurden daher in zwei Gruppen aufteilt - mit

oder ohne Antibiotika. Bei den Versuchen mit Antibiotika zeigte sich kein zweiter Gipfel mehr (Graphi-

ken nicht dargestellt). In den Abb. 3.3.1.3 und 3.3.1.4 auf der nächsten Seite erkennt man die deutliche

Rechtsverschiebung bei Versuchen ohne Antibiotika aufgrund der höheren Spot-Zahlen und die �achere

Normalverteilungskurve (Abb. 3.3.1.3). Wenn man nur die Mittelwerte der Leerwerte für die Gesamt-

stichprobe verwendet, ergeben sich ähnliche Kurven (siehe Abb. 3.3.1.2, und 3.3.1.4 auf der nächsten

Seite). Für die anderen Zytokine ergeben sich ganz ähnliche Kurven (Abbildungen nicht dargestellt).

Abbildung 3.3.1.1: IFN-γ: Histogramm über alle
Wells

Abbildung 3.3.1.2: IFN-γ: Histogramm nur für
Mittelwerte

Bereits aus diesen Ergebnissen und Darstellungen scheint es plausibel, nur die Versuche für die End-

auswertung einzuschlieÿen, bei denen mit Antibiotika gearbeitet wurde, um unspezi�sche Stimulationen

auszuschlieÿen. In den nachfolgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Zwischensubjekte�ekte und deren

Ein�uss auf das Modell wiedergegeben (siehe Tabellen 3.3.1.4 für IFN-γ, 3.3.1.5 für IL-4 und 3.3.1.6 auf

Seite 42 für IL-13).

Die Tabellen 3.3.1.4 bis 3.3.1.6 zeigen für die Modelle insgesamt einen signi�kanten Zusammenhang

(korrigiertes Modell, Spalte Signi�kanz). Das heiÿt, es gibt einen Gruppenunterschied zwischen den ein-

zelnen Werten. Dabei zeigt sich, dass bei allen drei Zytokinen die Verwendung von Antibiotika einen

signi�kanten Ein�uss hat. Das partielle Eta-Quadrat zeigt die Stärke des Ein�usses auf die Varianz von

0-1. Die Werte zeigen einen nicht unerheblichen Ein�uss auf das Gesamtmodell. Für IFN-γ und IL-13
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Abbildung 3.3.1.3: IFN-γ: Histogramm über alle
Wells ohne Antibiotika

Abbildung 3.3.1.4: IFN-γ: Histogramm nur für
Mittelwerte ohne Antibiotika

Tabelle 3.3.1.4: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IFN-γ (Leerwerte)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 42 175,91a 11 3834,17 7,79 0,000 0,174

Konstanter Term 73 548,28 1 73 548,28 149,40 0,000 0,268

Well 3062,96 2 1531,48 3,11 0,046 0,015

Blutabnahme 109,81 1 109,81 0,22 0,637 0,001

Antibiotika 40 380,21 1 40 380,21 82,03 0,000 0,167

Well*Antibiotika 5026,07 2 2513,03 5,11 0,006 0,024

Fehler 200 853,61 408 492,29

Gesamt 297 476,00 420

Korrigierte Gesamtvariation 243 029,51 419

aR-Quadrat = ,174 (korrigiertes R-Quadrat = ,151)

Tabelle 3.3.1.5: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IL-4 (Leerwerte)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 11 696,46a 11 1063,32 3,29 0,000 0,082

Konstanter Term 11 283,47 1 11 283,47 34,92 0,000 0,080

Well 595,86 2 297,93 0,92 0,399 0,005

Blutabnahme 418,16 1 418,16 1,29 0,256 0,003

Antibiotika 8852,99 1 8852,99 27,40 0,000 0,064

Fehler 130 533,76 404 323,10

Gesamt 150 036,00 416

Korrigierte Gesamtvariation 142 230,22 415

aR-Quadrat = ,082 (korrigiertes R-Quadrat = ,057)

scheint auch die Platzierung des Wells einen Ein�uss zu haben und es scheint eine Wechselwirkung zwi-

schen dem Well-Ort und der Antibiotikaverwendung zu geben (Well*Antibiotika). Beide Ein�üsse sind

allerdings eher schwach, was die niedrigen Werte für das partielle Eta-Quadrat zeigen. Der Zeitpunkt der

Blutabnahme hat jedoch allem Anschein nach keinen Ein�uss auf die Spot-Zahlen der Leerwerte.

3.3.1.2 Ergebnisse für die Bedingung �Grundstimulation mit PHA� Das gleiche allgemeine

lineare Modell wie oben ausführlich beschrieben, wurde auch für die Grundstimulation mit PHA ange-

wandt. Ausschnitte dieser Berechnungen werden, sofern sie für das weitere Vorgehen von Relevanz sind
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Tabelle 3.3.1.6: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IL-13 (Leerwerte)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 150 603,82a 11 13 691,26 5,76 0,000 0,139

Konstanter Term 132 338,63 1 132 338,63 55,66 0,000 0,125

Well 27 941,93 2 13 970,97 5,88 0,003 0,029

Blutabnahme 4025,73 1 4025,73 1,69 0,194 0,004

Antibiotika 120 009,70 1 120 009,70 50,48 0,000 0,114

Well*Antibiotika 28 359,68 2 14 179,84 5,96 0,003 0,030

Fehler 929 589,55 391 2377,47

Gesamt 1 159 630,00 403

Korrigierte Gesamtvariation 1 080 193,37 402

aR-Quadrat = ,139 (korrigiertes R-Quadrat = ,115)

hier ebenfalls wiedergegeben. Der Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen war in diesem Fall nur

für IFN-γ nicht verletzt, was vermutlich auf die deutlich höheren Spot-Zahlen bei IFN-γ zurückzuführen

ist (siehe Tabelle 3.3.1.7).

Tabelle 3.3.1.7: Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen für Grundstimulation mit PHA

Zytokin F df1 df2 Signi�kanz

IFN-γ 0,525 11 439 ,887
IL-4 3,489 11 433 ,000
IL-13 6,605 11 421 ,000

Dies wird auch aus den Histogrammen ersichtlich (nicht abgebildet). Tabelle 3.3.1.8 auf der nächsten

Seite zeigt die deskriptive Statistik für dieses Modell.

Die Werte der deskriptiven Statistik zeigen, dass bei den Wells, bei denen nicht mit Antibiotika gear-

beitet wurde, deutlich höhere Spot-Werte enthalten sind. Auÿerdem zeigt sich ein deutlicher Unterschied

zwischen den Werten der beiden Blutentnahmezeitpunkten in jenen Wells, die am Rand gelegen sind. In-

wieweit diese Unterschiede statistisch signi�kant sind, ist aus den Tabellen 3.3.1.9 bis 3.3.1.11 auf Seite 44

ersichtlich.

Die Tests der Zwischensubjekte�ekte zeigen nur noch bei IL-4 und IL-13 einen signi�kanten Zusam-

menhang mit der Verwendung von Antibiotika (siehe Tabellen (3.3.1.5) und (3.3.1.6)). Daneben zeigt sich

auch wieder eine Interaktion zwischen der Antibiotikaverwendung und dem Well-Ort für IL-13. Für den

Blutabnahmezeitpunkt zeigen sich keine signi�kanten Zusammenhänge im gerechneten Modell.

Das gleiche Modell wurde auch für die Flächenwerte der Spots angewandt und es zeigten sich hier-

bei ähnliche Ergebnisse, wobei diese teilweise noch stärker aus�elen. So zeigten sich z.B. für IL-13 bei

den Platten ohne Antibiotikum bis zu dreifach erhöhte Flächenwerte im Vergleich zu den Platten mit

Antibiotikum, sodass gefolgert werden kann, dass durch eine mögliche Kontamination nicht nur die An-

zahl Spot-formierender Zellen erhöht ist, sondern diese auch mehr Zytokine produzieren. Die Ergebnisse

werden nicht weiter detailliert dargestellt, da sie für das weitere Vorgehen keine weitere Informationen

liefern.

Auf Grund dieser linearen Modelle werden in die Endauswertung nur Versuche einbezogen, bei denen

Antibiotika verwendet wurden. In den folgenden Abschnitten wird geklärt, ob sich weitere methodische

oder soziodemographische Ein�ussfaktoren auf die Varianz ermitteln lassen, inwieweit sich der mögliche

Ein�uss des Well-Ortes auch graphisch darstellen lässt und inwieweit die Werte zwischen den beiden

Blutentnahmezeitpunkten miteinander korrelieren.
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Tabelle 3.3.1.8: Deskriptive Statistik für Stimulation mit PHA

IFN-γ IL-4 IL-13

Well Blutabnahme AntibiotikaMW SD N MW SD N MW SD N

Rand T1 ja 641,38 361,88 45 228,69 226,41 39 48,45 63,06 33
nein 654,56 358,27 39 301,77 205,79 22 78,09 99,29 22
Gesamt 647,50 358,10 84 255,05 220,32 61 60,31 80,03 55

T2 ja 737,49 329,49 41 337,55 200,17 40 83,06 104,40 35
nein 669,46 294,45 35 355,43 245,41 21 85,86 93,15 21
Gesamt 706,16 313,64 76 343,70 214,93 61 84,11 99,47 56

Gesamt ja 687,20 348,15 86 283,81 219,11 79 66,26 87,94 68
nein 661,61 327,50 74 327,98 224,92 43 81,88 95,27 43
Gesamt 675,36 337,94 160 299,38 221,26 122 72,32 90,75 111

Mitte T1 ja 653,15 348,99 47 220,91 168,56 47 50,68 68,59 47
nein 709,80 347,70 40 347,58 248,30 40 156,52 190,59 40
Gesamt 679,20 347,53 87 279,15 217,23 87 99,34 147,66 87

T2 ja 658,26 304,86 42 222,67 165,51 42 53,90 70,17 42
nein 638,69 307,83 36 336,80 236,80 35 166,21 206,30 34
Gesamt 649,23 304,40 78 274,55 207,69 77 104,14 156,77 76

Gesamt ja 655,56 327,06 89 221,74 166,18 89 52,20 68,96 89
nein 676,12 329,19 76 342,55 241,43 75 160,97 196,65 74
Gesamt 665,03 327,20 165 276,99 212,17 164 101,58 151,52 163

Innen T1 ja 680,55 336,90 42 230,51 169,16 45 47,67 58,26 45
nein 719,14 364,15 22 323,50 234,84 40 146,48 182,74 40
Gesamt 693,81 344,11 64 274,27 206,82 85 94,16 140,51 85

T2 ja 696,28 340,30 40 264,40 185,24 40 54,28 58,94 40
nein 719,64 263,08 22 351,35 248,89 34 161,68 208,35 34
Gesamt 704,56 313,04 62 304,35 219,63 74 103,62 156,15 74

Gesamt ja 688,22 336,56 82 246,46 176,67 85 50,78 58,33 85
nein 719,39 313,94 44 336,30 240,13 74 153,46 193,71 74
Gesamt 699,10 327,91 126 288,27 212,73 159 98,57 147,60 159

Gesamt T1 ja 657,78 347,42 134 226,53 186,39 131 49,01 63,07 125
nein 690,50 352,99 101 328,25 232,85 102 135,67 172,95 102
Gesamt 671,85 349,45 235 271,06 213,61 233 87,95 131,97 227

T2 ja 697,03 323,90 123 274,02 188,51 122 62,75 79,25 117
nein 669,42 291,31 93 346,64 240,81 90 145,52 187,96 89
Gesamt 685,14 309,89 216 304,85 214,79 212 98,51 142,86 206

Gesamt ja 676,57 336,29 257 249,43 188,55 253 55,65 71,53 242
nein 680,40 324,23 194 336,87 236,17 192 140,26 179,69 191
Gesamt 678,22 330,80 451 287,16 214,60 445 92,97 137,20 433

Tabelle 3.3.1.9: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IFN-γ (PHA)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 459 852,86 a 11 41 804,81 0,38 0,965 0,009

Konstanter Term 1,98× 108 1 1,99× 108 1778,67 0,000 0,802

Well 104 849,47 2 52 424,74 0,47 0,624 0,002

Blutabnahme 11 081,54 1 11 081,54 0,10 0,752 0,000

Antibiotika 5770,27 1 5770,27 0,05 0,820 0,000

Fehler 4,88× 107 439 111 121,95

Gesamt 2,57× 108 451

Korrigierte Gesamtva-
riation

4,92× 107 450

aR-Quadrat = ,009 (korrigiertes R-Quadrat = -,015)
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Tabelle 3.3.1.10: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IL-4 (PHA)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 1,31× 106a 11 118 973,53 2,69 0,002 0,064

Konstanter Term 3,60× 107 1 3,60× 107 815,45 0,000 0,653

Well 37 672,87 2 18 836,43 0,43 0,653 0,002

Blutabnahme 134 662,92 1 134 662,92 3,05 0,082 0,007

Antibiotika 761 123,06 1 761 123,06 17,22 0,000 0,038

Fehler 1,91× 107 433 44 198,86

Gesamt 5,71× 107 445

Korrigierte Gesamtva-
riation

2,05× 107 444

aR-Quadrat = ,064 (korrigiertes R-Quadrat = ,040)

Tabelle 3.3.1.11: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IL-13 (PHA)

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 994 104,45a 11 90 373,13 5,33 0,000 0,122

Konstanter Term 3 634 851,30 1 3 634 851,30 214,39 0,000 0,337

Well 76 697,40 2 38 348,70 2,26 0,105 0,011

Blutabnahme 16 828,64 1 16 828,64 0,99 0,320 0,002

Antibiotika 590 966,53 1 590 966,53 34,86 0,000 0,076

Well*Antibiotika 160 577,83 2 80 288,91 4,74 0,009 0,022

Fehler 7 137 659,21 421 16 954,06

Gesamt 1,20× 107433

Korrigierte Gesamtvariation 8 131 763,67 432

aR-Quadrat = ,122 (korrigiertes R-Quadrat = ,099)

3.3.2 Ein�uss weiterer Faktoren

Da auch beim Arbeiten mit Antibiotika nicht auszuschlieÿen ist, dass eine Kontamination der Proben

erfolgt, wurden die Zellsuspensionen vor dem Auftragen auf die ELISpot-Platten unter der Neubauer-

zählkammer untersucht und, wie in Punkt 2.4.5 auf Seite 28 beschrieben, klassi�ziert. Auch die Vitalität

der Zellen kann einen möglichen Beitrag leisten zur Erklärung der Varianz. Mit der Neubauerzählkammer

wurde der prozentuale Anteil der toten Zellen durch eine Trypan-Blau-Färbung ermittelt. In dem folgen-

den Schritt wurden nur die Versuche ausgewählt, bei denen mit Antibiotika gearbeitet wurde und dabei

getestet, ob eine Kontamination noch auftritt, ob der prozentuale Anteil toter Zellen und das verwendete

Klassi�kationssystem unter der Neubauerzählkammer einen Ein�uss auf die Varianz zeigen.

Des Weiteren wurde auch der Ein�uss soziodemogra�scher Faktoren getestet, wie Alter, Geschlecht

und die Einnahme von Medikamenten, da es in der Literatur Hinweise gibt, dass die Zytokinproduktion

alters- und geschlechtsabhängig ist. Im folgenden linearen Modell wurden diese möglichen Ein�ussfaktoren

als Kovariaten verwendet. Als feste Faktoren dienten nochmals der Well-Ort sowie der Blutabnahmezeit-

punkt. Dieses Modell wurde für alle drei Zytokine und alle Parameter, bei denen der Well-Ort nach der

Plattenaufteilung von Abb. 2.2.1.1 auf Seite 21 entscheidend sein könnte (LW, PHA, Ser 5, SP, NaCl so-

wie Ser 5_NaCl), angewandt. Das Modell wurde durchgehend für die Anzahl der Spots sowie für die LW-

und PHA-Bedingungen der Flächenwerte getestet. Es werden nachfolgend nur die wichtigsten Ergebnisse

präsentiert.

Der Tabelle 3.3.2.1 auf der nächsten Seite kann man unter der Spalte Levene-Test entnehmen, dass

durch die Auswahl der Platten, bei denen mit Antibiotika gearbeitet wurde, eine bessere Annäherung an

eine Normalverteilung gegeben ist und die Grundvoraussetzung für die Anwendung linearer Modelle nur

noch für drei Bedingungen verletzt ist. Des Weiteren zeigen sich Alter und Geschlecht als Ein�ussfaktoren

auf die Varianz der Werte für IL-4 und IL-13, nicht aber für IFN-γ. Hierauf wird unter Punkt 3.5.1 noch
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Tabelle 3.3.2.1: Statistik des Gesamtmodells und der Ein�ussfaktoren Alter, Geschlecht und Medikation

p p p p p

(Levene-Test) (Gesamtmodell) (Medikamente) (Alter) (Geschlecht)

IFN-γ LW 0.665 < 0.001 0.030 0.425 0.023
PHA 0.969 0.227 0.114 0.115 0.259
SER 0.989 0.071 0.325 0.151 0.180
SP 0.960 0.135 0.144 0.152 0.260
NaCl 0.997 0.326 0.420 0.365 0.443
SER_NaCl 0.962 0.009 0.301 0.253 0.134

IL-4 LW 0.141 0.018 0.326 0.020 0.068
PHA 0.658 < 0.001 0.035 < 0.001 < 0.001
SER 0.443 < 0.001 0.466 < 0.001 < 0.001
SP 0.015 < 0.001 0.819 < 0.001 0.009
NaCl 0.982 < 0.001 0.931 < 0.001 0.003
SER_NaCl 0.001 < 0.001 0.838 < 0.001 0.005

IL-13 LW 0.361 < 0.001 0.429 0.473 0.190
PHA 0.053 < 0.001 0.142 0.001 0.001
SER 0.885 < 0.001 0.875 0.024 < 0.001
SP 0.394 < 0.001 0.032 0.012 0.002
NaCl 0.773 < 0.001 0.768 0.004 0.001
SER_NaCl 0.029 < 0.001 0.642 0.023 0.002

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER: Stimulation mit Serotonin (c = 10−5 mol/l) + PHA; SP: Stimulation

mit Substanz P (c = 10−10 mol/l); NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin (c = 10−5

mol/l) + PHA + Lösemittel von SP

genauer eingegangen. Die eingenommenen Medikamente der Probanden scheinen keinen gröÿeren Ein�uss

auszuüben.

Tabelle 3.3.2.2: Weitere methodische Ein�ussfaktoren

p (T1 p (T1 p (T2 p (T2 p p p

Nba-
Aspekt)

% tote
Zellen)

Nb-
Aspekt)

% tote
Zellen)

(Well) (Zeitpunkt) (Well *
Zeitpunkt)

IFN-γ LW < 0.001 0.015 0.681 0.552 0.575 0.343 0.974
PHA 0.031 0.151 0.573 0.449 0.808 0.269 0.601
SER 0.004 0.302 0.156 0.329 0.316 0.428 0.331
SP 0.013 0.765 0.153 0.442 0.079 0.322 0.592
NaCl 0.009 0.427 0.088 0.862 0.577 0.885 0.995
SER_NaCl 0.012 0.853 0.068 0.390 < 0.001 0.801 0.922

IL-4 LW 0.907 0.049 0.024 0.502 0.082 0.137 0.759
PHA < 0.001 0.563 0.958 0.065 0.059 0.005 0.087
SER < 0.001 0.602 0.629 0.124 0.048 < 0.001 0.058
SP < 0.001 0.864 0.691 0.560 0.004 < 0.001 0.239
NaCl < 0.001 0.858 0.673 0.922 0.615 0.299 0.815
SER_NaCl < 0.001 0.565 0.595 0.070 < 0.001 0.035 0.601

IL-13 LW < 0.001 0.033 0.565 < 0.001 0.953 0.008 0.720
PHA < 0.001 0.102 0.346 0.446 0.286 0.073 0.193
SER < 0.001 0.008 0.280 0.609 0.147 0.002 0.071
SP < 0.001 0.040 0.278 0.328 0.004 0.005 0.260
NaCl < 0.001 0.251 0.615 0.288 0.764 0.081 0.805
SER_NaCl < 0.001 0.045 0.390 0.180 < 0.001 0.100 0.363

Nba: Neubauerkammer-Aspekt, Klassi�kation; LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER: Stimulation mit

Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l; NaCl: Lösemittel von Substanz P +

PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP

Aus Tabelle 3.3.2.2 geht wiederum hervor, dass der Aspekt der Neubauerzählkammer zu Zeitpunkt 1
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einen erheblichen und durchgehenden Ein�uss auf die Varianz aller drei Zytokine hat. Hingegen sind der

prozentuale Anteil der toten Zellen oder die Beobachtungen zum Zeitpunkt 2 von untergeordneter Rele-

vanz. Der Well-Ort zeigt sich doch bei einigen Parametern als wichtige Ein�ussgröÿe. Daneben zeigen sich

intraindividuelle Schwankungen vor allem hinsichtlich der Interleukin-Produktion zu den beiden Blutab-

nahmezeitpunkten. Dabei hat der Well-Ort möglicherweise einen kon�uierenden Ein�uss, zumindest sind

manche Well*Zeitpunkt-Interaktionen tendenziell signi�kant.

Im Folgenden sind Liniendiagramme dargestellt, die den Ein�uss der Qualität der Zellsuspension,

klassi�ziert unter der Neubauerzählkammer beispielhaft für zwei Bedingungen abbilden (siehe Abb. 3.3.2.1

bis 3.3.2.6 auf der nächsten Seite).

Abbildung 3.3.2.1: Zellaspekt Neubauerkammer
für IFN-γ, Bedingung �LW�

Abbildung 3.3.2.2: Zellaspekt Neubauerkammer
für IFN-γ, Bedingung �SER_NaCl�

Abbildung 3.3.2.3: Zellaspekt Neubauerkammer
für IL-4, Bedingung �LW�

Abbildung 3.3.2.4: Zellaspekt Neubauerkammer
für IL-4, Bedingung �SER_NaCl�

Diese Abbildungen zeigen relativ klar, dass die beiden Kategorien �verdächtige Strukturen� und �kon-

taminiert� eine deutlich gröÿere Schwankungsbreite zeigen und die Mittelwerte auch höher liegen als bei

den anderen Kategorien. Es ist daher zu vermuten, dass trotz einer Antibiotikaverwendung manche Zell-

suspensionen möglicherweise eine Kontamination aufwiesen oder zumindest nicht ausreichend rein waren.

Da dies zu Artefakten führen kann, wurden solche ELISpot-Platten, bei denen diese beiden Kategorien

zu Zeitpunkt T1 zutrafen, für die Endauswertung ausgeschlossen.

Im nächsten Abschnitt wird der Ein�uss der Randwells nochmals gesondert dargestellt.
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Abbildung 3.3.2.5: Zellaspekt Neubauerkammer
für IL-13, Bedingung �LW�

Abbildung 3.3.2.6: Zellaspekt Neubauerkammer
für IL-13, Bedingung �SER_NaCl�

3.3.3 Ein�uss der Randwells

Bereits optisch war qualitativ zu erkennen, dass die Spot-Zahlen an den Randwells die höchste Vari-

anz aufwiesen. In Abb. 3.3.3.1 wird dies exemplarisch an einer Platte gezeigt. Die ersten beobachteten

Rande�ekte waren eine Verminderung der Spot-Zahl in den Wells am Rand. In weiteren Versuchen trat

aber auch eine Erhöhung der Spot-Zahl am Rand auf, sodass allgemein nur von gröÿeren Schwankungen

gesprochen werden kann.

Abbildung 3.3.3.1: Beispiel-Platte mit Rande�ekten

Man sieht, dass die Wells am Rand (vor allem Spalte 1 und 12) teilweise eine wesentlich höhere Spot-

Zahl aufweisen, als alle anderen Wells und auch der Kontrast zur Nitrozellulosemembran etwas schlechter

ist. Diese Unterschiede zeigten sich, wie oben angegeben, auch in den linearen Modellen, die für einige

Bedingungen einen Ein�uss des Well-Ortes zeigen konnten. Die Abbildungen 3.3.3.2 bis 3.3.3.5 zeigen
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diese Unterschiede in den Spot-Zahlen beispielhaft.

Abbildung 3.3.3.2: Geschätztes Randmittel für
IFN-γ, Bedingung �PHA�

Abbildung 3.3.3.3: Geschätztes Randmittel für
IFN-γ, Bedingung �SER_NaCl�

Abbildung 3.3.3.4: Geschätztes Randmittel für
IL-4, Bedingung �PHA�

Abbildung 3.3.3.5: Geschätztes Randmittel für
IL-13, Bedingung �PHA�

Die Graphiken der geschätzten Randmittel zeigen, dass sich die Werte für die beiden Zeitpunkte am

Rand klar unterscheiden oder, dass ein anderes Spot-Niveau für die Wells am Rand als für die beiden

anderen besteht. Für die anderen Bedingungen, die Flächenwerte und die Werte für IL-13 zeigten sich

zumeist ähnliche Zusammenhänge (Graphiken nicht abgebildet).

Damit können intraindividuelle Schwankungen in Bezug auf den Blutabnahmezeitpunkt, wie er z.T.

aus der deskriptiven Statistik der linearen Modell hervorgeht, möglicherweise auf die Lage des Well-Ortes

zurückzuführen sein. Da es sich bei dem Well-Ort um einen methodischen Ein�ussfaktor handelt, den

man ausschlieÿen kann, wurden die Berechnungen zur Beantwortung der primären Fragestellung nur mit

Mittelwerten aus den Mittel- und Innenwells durchgeführt. Für die Bedingung �SER_4�, bei der alle

Wells am Rand liegen (siehe Abb. 2.2.1.1 auf Seite 21), wurde das Well an der Ecke ausgeschlossen, die

Ergebnisse für diese Bedingung aber dennoch dargestellt, da keine andere Ersatzmöglichkeit vorhanden

war.

3.3.4 Ein�uss des Blutentnahmezeitpunkts

Um mögliche intraindividuelle Schwankungen ausschlieÿen oder näher untersuchen zu können, wurde

den Probanden der Studie an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten Blut entnommen. Wie bereits aus
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den allgemeinen linearen Modellen oben ersichtlich, zeigte der Blutentnahmezeitpunkt für die Bedin-

gungen �Leerwert� und �PHA� keinen statistisch signi�kanten Ein�uss auf die Varianz der Werte. Die

Tabellen der deskriptiven Statistik legen aber vor allem bei den Interleukinen mögliche intraindividu-

elle Schwankungen nahe. Daher wurden von allen Bedingungen die Korrelationen zwischen den beiden

Blutabnahmezeitpunkten berechnet und in Tabelle 3.3.4.1 dargestellt. Korreliert wurden die Mittelwerte

der Wells unter Ausschluss der Randwells (Erklärung siehe 3.3.3 auf Seite 47). Ausgeschlossen wurden

daneben alle Platten ohne Verwendung von Antibiotika und Platten, bei denen die Klassi�kationen unter

der Neubauerzählkammer �verdächtige Strukturen� oder �Kontamination� zutrafen (siehe Punkt 3.3.2 auf

Seite 44).

Tabelle 3.3.4.1: Korrelationen zwischen Zeitpunkten T1 und T2

Zytokin Bedingung Spearman-Rho p (Spearman)

IFN-γ LW 0.357 0.030
N = 37-42 PHA 0.822 < 0.001

SER_5 0.758 < 0.001
SER_4 0.748 < 0.001
SP 0.837 < 0.001
NaCl 0.842 < 0.001
SER_SP 0.810 < 0.001
SER_NaCl 0.777 < 0.001

IL-4 LW 0.265 0.113
N = 37-42 PHA 0.678 < 0.001

SER_5 0.621 < 0.001
SER_4 0.620 0.001
SP 0.679 < 0.001
NaCl 0.760 < 0.001
SER_SP 0.652 < 0.001
SER_NaCl 0.643 < 0.001

IL-13_15h LW 0.216 0.199
N = 37-42 PHA 0.659 < 0.001

SER_5 0.687 < 0.001
SER_4 0.472 0.065
SP 0.624 < 0.001
NaCl 0.705 < 0.001
SER_SP 0.576 < 0.001
SER_NaCl 0.730 < 0.001

IL-13_25h LW 0.438 0.069
N = 17-19 PHA 0.679 0.002

SER_5 0.639 0.006
SER_4 -0.800 0.200
SP 0.444 0.074
NaCl 0.715 0.001
SER_SP 0.695 0.001
SER_NaCl 0.592 0.012

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SP:

Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l; NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP

Nach Tabelle 3.3.4.1 geht klar hervor, dass die Werte zwischen den einzelnen Zeitpunkten hoch mit-

einander korrelieren. Eine Ausnahme bilden hierbei nur die Leerwerte und die Werte für die Bedingung

mit �SER_4�. Zu erklären ist dies dadurch, dass bei den Leerwerten bereits kleinste Schwankungen das

Ergebnis erheblich beein�ussen können, da die Werte nur knapp über �0� liegen. Für die Bedingung

mit �SER_4� ist die Fallzahl kleiner als bei den anderen Bedingungen, da diese erst später eingeführt

wurde und auch ausgelassen wurde, falls die Zellzahl nicht ausreichend war, sodass hier ebenfalls stär-
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kere Schwankungen zu erwarten sind. Daneben liegen bei dieser Bedingung alle Wells am Rand, sodass

sich Artefakte hier schneller abbilden können. Das Gleiche gilt auch für IL-13 mit einer Inkubationszeit

von 25 h. Diese Versuchsvariation wurde ebenfalls nur bei den letzten Probanden eingeführt, sodass die

Fallzahl geringer ausfällt.

Für die Flächenwerte der Spots ergaben sich sehr ähnliche Ergebnisse, die hier nicht weiter darge-

stellt werden. Insgesamt bedeutet dies, dass nicht nur die Anzahl der Spots, sondern auch die Menge an

produziertem Zytokin zwischen den beiden Abnahmezeitpunkten signi�kant miteinander korrelieren. Um

die Korrelation der einzelnen Werte zwischen den Abnahmezeitpunkten graphisch darzustellen, wurden

Punkt-Streudiagramme erstellt mit entsprechenden Ausgleichsgeraden. Nachfolgend soll dies anhand der

Grundstimulation mit PHA exemplarisch gezeigt werden (siehe Abb. 3.3.4.1 bis 3.3.4.4).

Abbildung 3.3.4.1: Korrelation zwischen Zeitpunkt
T1 und T2 für IFN-γ, Bedingung �PHA�

Abbildung 3.3.4.2: Korrelation zwischen Zeitpunkt
T1 und T2 für IL-4, Bedingung �PHA�

Abbildung 3.3.4.3: Korrelation zwischen Zeitpunkt
T1 und T2 für IL-13, Bedingung �PHA� und 15 h
Inkubationszeit

Abbildung 3.3.4.4: Korrelation zwischen Zeitpunkt
T1 und T2 für IL-13, Bedingung �PHA� und 25 h
Inkubationszeit

Die Graphiken zeigen deutlich, dass relativ starke interindividuelle Schwankungen bestehen, was an

späterer Stelle noch eingehend abgehandelt wird (siehe Punkt 3.5 auf Seite 64). Insgesamt lässt sich

festhalten, dass Probanden, die zu einem Zeitpunkt hohe Spot-Werte aufwiesen, dies auch am zweiten

Zeitpunkt taten. Um für die intraindividuellen Schwankungen zu kontrollieren, wurde bei der Endaus-

wertung daher mit den Mittelwerten der beiden Blutabnahmezeitpunkte gerechnet.
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3.4 Ergebnisse zur primären Fragestellung

3.4.1 Auswahl und Beschreibung der endgültigen Stichprobe

Die Abhandlungen unter Punkt 3.3 haben gezeigt, dass mehrere Faktoren einen Ein�uss auf die Varianz

der Werte nehmen. Am stärksten ist dies für die Verwendung von Antibiotika der Fall. Dann folgt der

qualitative Aspekt, mikroskopisch klassi�ziert unter der Neubauerkammer. Des Weiteren haben sozio-

demogra�sche Faktoren wie Alter und Geschlecht einen Ein�uss. Auch der Well-Ort hat in einigen Fällen

einen signi�kanten Ein�uss. Um die Ergebnisse nicht durch diese Faktoren arti�ziell zu verfälschen, wurde

das Kollektiv für die Untersuchung der Hauptfragestellung entsprechend ausgewählt. Es wurden also nur

Fälle ausgewählt, bei denen mit Antibiotika gearbeitet wurde. Die Kategorien "verdächtige Strukturen"

und "kontaminiert" in der Neubauerkammer zu Zeitpunkt T1 und die Randwells wurden ausgeschlos-

sen. Die Werte der beiden Blutabnahmezeitpunkte wurden zusammengefasst. Die Ergebnisse stellen also

Mittelwerte von Duplets zu zwei Zeitpunkten dar.

In Anlehnung von Punkt 3.2.1 auf Seite 36 �Beschreibung der Gesamtstichprobe� soll an dieser Stelle

die Stichprobe näher beschrieben werden, die für die Endauswertung herangezogen wurde nach Ausschluss

der oben angegeben Punkte, wobei hierfür nur die Kategorien �Antibiotika-Verwendung� und Zellaspekt

in der Neubauerkammer relevant sind. Der Ausschluss der Randwells und die Zusammenfassung beider

Blutabnahmezeitpunkte verändern die Fallzahl nicht.

Insgesamt waren Daten von 42 Probanden mit einem durchschnittlichen Alter von 30,95 Jahren (23 -

60 Jahre, SD 7,8) für die Endauswertung vorhanden. In Tabelle 3.4.1.1 sind die soziodemographischen

und einige methodische Charakteristika zusammengefasst.

Tabelle 3.4.1.1: Soziodemographische und methodische Charakteristika (Endstichprobe)

Variable Kategorien N Prozent

Geschlecht männlich 27 64,3

weiblich 15 35,7

Familienstand Nie verheiratet gewesen 27 64,3

Geschieden 3 7,1

Verheiratet 4 9,5

Verheiratet mit Kind(ern) 2 4,8

Geschieden mit Kind(ern) 1 2,4

Schulabschluss Hauptschule 5 11,9

Realschule 4 9,5

Gymnasium 26 61,9

Fachoberschule 1 2,4

Berufsausbildung Arbeiter ohne Ausbildung 1 2,4

Student 11 26,2

Lehre 12 28,6

Meister 1 2,4

FH Diplom 1 2,4

Hochschulabschluss 8 19,0

Medikamenteneinnahme* Ja 6 14,3

Nein 36 85,7

Kontamination Nein 42 100,0

Zeitpunkt Nur Zeitpunkt T1 5 11,9

Beide Zeitpunkte 37 88,1

*Erfasste Medikamente: Ibuprofen, Calcium und Actonel (N=1), Neuralgin (N=1), Ovulationshemmer (N=1). Bei drei Probanden

waren keine näheren Angaben erfasst; FH: Fachhochschule.

Es zeigt sich, dass keine Kontaminationen bei diesen Versuchen mehr vorkamen und von fünf Pro-

banden Daten zum zweiten Zeitpunkt fehlten. Im Vergleich zur Gesamtstichprobe liegt ein weniger aus-

gewogenes Geschlechter-Verhältnis vor und die Ausbildung ist durchschnittlich etwas höher. Die Werte

51



für die untersuchten Laborparameter, Vitalparameter sowie Alkohol- und Nikotinkonsum unterscheiden

sich nicht wesentlich von den Werten der Gesamtstichprobe (Werte nicht dargestellt). Die Kategorien

des Zellaspekts unter der Neubauerzählkammer sind in Tabelle 3.4.1.2 näher beschrieben. Wie a priori

ausgeschlossen �nden sich die Kategorien �verdächtige Strukturen� und �kontaminiert� nicht zu Zeitpunkt

T1. Zu Zeitpunkt T2 sind noch zwei Platten vorhanden, für die die Kategorie �verdächtige Strukturen�

zutri�t, eine Kontamination wurde nicht mehr beobachtet.

Tabelle 3.4.1.2: Klassi�kation der Zellsuspension unter der Neubauerzählkammer strati�ziert nach
Abnahmezeitpunkt vor Beginn der Versuchsreihen (endgültige Stichprobe)

Variable Kategorien N Prozent

T1 Zellaspekt Sehr rein 9 21,4

Recht rein 20 47,6

Schotter 13 31,0

Verdächtige Strukturen 0 0,0

Gesamt 42 100,0

T2 Zellaspekt Sehr rein 6 16,2

Recht rein 12 32,4

Schotter 17 45,9

Verdächtige Strukturen 2 5,4

Gesamt 37 100,0

Wie bereits weiter oben erwähnt, wurden am Ende der Versuche vor dem Waschen der Platten noch-

mals stichprobenartig einige Wells unter dem Mikroskop untersucht, um zu sehen, ob lebende Zellen

sichtbar sind oder sich während der Versuche eine Kontamination entwickelt hat. Diese Ergebnisse sind

in Tabelle 3.4.1.3 wiedergegeben.

Tabelle 3.4.1.3: Zellaspektklassi�kation am Ende der Versuchsreihen, strati�ziert nach Zytokinen für
Endstichprobe

Zytokin IFN-γ IL-4 IL-13

Zeitpunkt T1 T2 T1 T2 T1 T2

Kategorien N % N % N % N % N % N %

Sehr rein, keine Zellen 4 9,5 1 2,4 0 0 1 2,4 2 4,8 0 0
Recht rein 6 14,3 7 16,7 5 11,9 4 9,5 7 16,7 7 16,7
Schotter 3 7,1 5 11,9 2 4,8 4 9,5 7 16,7 9 21,4
Sehr rein, Zellen sichtbar 10 23,8 7 16,7 8 19,0 5 11,9 3 7,1 1 2,4
Recht rein + Cluster 5 11,9 2 4,8 5 11,9 3 7,1 12 28,6 6 14,3
Verdächtige Strukturen 1 2,4 1 2,4 0 0 0 0 0 0 1 2,4
Sehr rein + Cluster 2 4,8 3 7,1 1 2,4 2 4,8 1 2,4 4 9,5

Gesamt 31 73,8 26 61,9 21 50 19 45,2 32 76,2 28 66,7

Es zeigt sich, dass bei 45,2 bis 76,2% der Probanden Stichproben gezogen wurden. Die Fallzahlen

erklären sich wieder dadurch, dass diese Kontrolle erst zu einem späteren Zeitpunkt eingeführt und somit

nicht alle Platten erfasst wurden. Im Gegensatz zur Gesamtstichprobe �nden sich in diesem Kollektiv am

Ende der Versuchsreihen keine Kontaminationen mehr und �verdächtige Strukturen� wurden nur noch bei

IFN-γ in 2,4% der Fälle zu beiden Zeitpunkten und 2,4% der Fälle zu Zeitpunkt T2 bei IL-13 beobachtet.

Das ist wiederum deutlich geringer als bei der Gesamtstichprobe (siehe Tabelle 3.2.1.2). Die Anzahl der

lebenden Zellen ist in Tabelle 3.4.1.4 auf der nächsten Seite wiedergegeben.

Diese Tabelle zeigt deutlich, obgleich die Stichproben teilweise nur eine geringe Fallzahl aufweisen,

dass sich am Ende der Assays in den kontrollierten Wells weiterhin einige lebende Zellen be�nden. Die

Gesamtzahl an Zellen/ml wurde mit der unter Punkt 2.4.4 auf Seite 28 angegebenen Formel berechnet.

Die ermittelten Zellzahlen lagen bis auf Zeitpunkt 2 für Interleukin 13 im Schnitt unter den Ausgangs-
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Tabelle 3.4.1.4: Zellzahl am Ende der ELISpot Assays

N MW Min. Max. SD Zellzahl
ges./ml

T1 Nba Zellzahl IFN-γ End 15 4,13 0 10 3,44 82600
T2 Nb Zellzahl IFN-γ End 7 2,29 1 3 0,95 45800

T1 Nb Zellzahl IL-4 End 3 4,00 2 5 1,73 80000
T2 Nb Zellzahl IL-4 End 5 8,80 2 27 10,43 176000

T1 Nb Zellzahl IL-13 End 10 7,80 2 22 5,77 156000
T2 Nb Zellzahl IL-13 End 9 32,89 2 254 83,11 657800

Nba: Neubauerkammer; N: Fallzahl; MW: Mittelwert; Min.: Minimum; Max.: Maximum; SD: Standardabwechung

konzentrationen und waren durchschnittlich niedriger für IFN-γ als für die beiden Interleukine, bei denen

auch höhere Ausgangskonzentrationen eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse für die Zählungen im Coulter-Counter sowie in der Neubauerkammer zu Beginn der

Versuchsreihen sind für die Endstichprobe in Tabelle 7.12.2.1 auf Seite 143 in Analogie zu Tabelle 7.12.1.3

jeweils für die beiden Zeitpunkte angegeben. Es wurde wiederum mit einem Wilcoxon-Test für zwei

verbundene Stichproben getestet, ob sich die Werte für die einzelnen Zeitpunkte unterscheiden. Dabei

konnten keine statistisch signi�kanten Unterschiede festgestellt werden. Ein Vergleich der Werte mit der

Gesamtstichprobe zeigte keine wesentlichen Unterschiede.

Die durchgeführten Versuchsanordnungen der Endstichprobe sind in Tabelle 3.4.1.5 dargestellt.

Tabelle 3.4.1.5: Versuchsvariationen Endstichprobe

Variable Kategorien N Prozent

Volumen � Pellet gelöst 2,5 ml 2 4,8

3 ml 3 7,1

5 ml 37 88,1

Gesamt 42 100,0

Inkubations_Temp. 2. Ak 4 °C 18 100,0

Waschen des 1. Ak Medium 18 100,0

Mediumaspekt klar 18 100,0

Mediumwechsel Nein 18 100,0

Mediumvolumen 200 ml 18 100,0

Volumen Zelltransfer 100 ml 18 100,0

Zellvorinkubation nativ 18 100,0

Pipettierschema Substanzen vorgelegt 18 100,0

Lösemittel für Substanz P NaCl 18 100,0

Gesamt 18 100,0

Die Fallzahl ergibt sich mit 18 dadurch, dass immer von zwei Probanden gleichzeitig alle Zytokine

und Zeitpunkte gemessen wurden. Da von einigen Probanden nur von einem Zeitpunkt Zellen vorhanden

waren, wurden diese teilweise zusammengefasst, sodass sich eine Gesamtzahl von 18 Versuchsdurchgängen

für die 42 Probanden ergeben hat, deren Versuchsaufbau nun identisch war.

Die Werte für die einzelnen Inkubationszeiten der ELISpot-Abläufe sind in Tabelle 7.12.2.2 auf Sei-

te 144 wiedergegeben.

Die Inkubationszeiten unterscheiden sich nicht wesentlich von denen der Gesamtstichprobe (siehe

Tabelle 7.12.1.4 auf Seite 142). Die Inkubationszeit der IFN-γ-Platte ist etwas länger. Insgesamt sind

die Standardabweichungen geringer, sodass die Versuchsbedingungen im Vergleich zur Gesamtstichprobe

einheitlicher gehalten wurden.
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3.4.2 Auswahl der statistischen Verfahren

Wie aus den Levene-Tests auf Normalverteilung der allgemeinen linearen Modelle aus Punkt 3.3 auf

Seite 38 bereits ersichtlich war, verstoÿen einige Bedingungen, vor allem bei den Interleukinen, gegen die

Hypothese einer Normalverteilung. Um den oben beschriebenen Datensatz auf eine Normalverteilung zu

testen, sind P-P-Diagramme dienlich, die die Abweichung der Daten von einer bestimmten Verteilung

darstellen. Dies ist in den Abbildungen 3.4.2.1 bis 3.4.2.4 für die Grundstimulation mit PHA dargestellt.

Abbildung 3.4.2.1: P-P-Diagramm für IFN-γ Abbildung 3.4.2.2: P-P-Diagramm für IL-4

Abbildung 3.4.2.3: P-P-Diagramm für IL-13 bei
15 h Inkubationszeit

Abbildung 3.4.2.4: P-P-Diagramm für IL-13 bei
25 h Inkubationszeit

Die P-P-Diagramme zeigen für IFN-γ praktisch keine Abweichung von einer Normalverteilung. Für

IL-4 sind die Abweichungen bereits gröÿer und für IL-13 bei beiden Inkubationszeiten bereits so groÿ,

dass eine Normalverteilung nicht mehr gegeben ist. Als statistische Testverfahren �nden deshalb nicht-

parametrische Tests Anwendung. Der geeignete Test hierfür ist der Wilcoxon-Test für zwei verbundene

Stichproben. Dabei werden alle Variablen in Pärchen verbunden, über die eine Aussage getro�en werden

soll. In Tabelle 3.4.2.1 auf der nächsten Seite sind die relevanten Pärchen angegeben, sowie die erwarteten

Aussagen.

Diese 18 Tests wurden sowohl für die Anzahl der Spots als auch für die Flächenwerte gerechnet. Um

für multiples Testen zu kontrollieren, wurde das Signi�kanzniveau angehoben. Eine Möglichkeit ist die

Korrektur nach Bonferroni. Dabei wird das allgemein übliche Signi�kanzniveau von p < 0.05 durch die

Anzahl der berechneten Tests geteilt. Als neues Signi�kanzniveau erhält man so p < 0.00278. Werte,
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Tabelle 3.4.2.1: Erwartete Ergebnisse der Hypothesenprüfung

Nummer Variable 1 Variable 2 Erwartete Aussage

1 LW PHA Deutlicher Unterschied
2 PHA SER_5 Möglicher Unterschied
3 PHA SER_4 Möglicher, stärkerer Unterschied
4 PHA SP Möglicher Unterschied
5 PHA NaCl Kein Unterschied
6 PHA SER_SP Möglicher Unterschied
7 PHA SER_NaCl Unterschied wie 2
8 SER_5 SER_4 Möglicher Unterschied
9 SER_5 SP Möglicher Unterschied
10 SER_5 NaCl Unterschied wie 2 und 7
11 SER_5 SER_SP Möglicher Unterschied
12 SER_5 SER_NaCl Kein Unterschied
13 SP NaCl Unterschied wie 4
14 SP SER_SP Möglicher Unterschied
15 SP SER_NaCl Unterschied wie 9
16 NaCl SER_SP Möglicher Unterschied wie 6
17 NaCl SER_NaCl Möglicher Unterschied wie 2, 7, 10
18 SER_SP SER_NaCl Möglicher Unterschied wie 11

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4:

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl:

Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP;

SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l.

die kleiner als dieser p-Wert sind, werden als statistisch signi�kant bewertet. Insofern man auch die Be-

rechnungen für die Flächenwerte in diese Korrektur einbezieht, würde sich das Signi�kanzniveau weiter

auf p < 0,00139 absenken. Um mit einer möglichst groÿen Fallzahl zu rechnen, wurden die fehlenden

Werte zu Zeitpunkt 2 für die fünf Probanden (siehe Tabelle 3.4.1.1) mit Schätzwerten aufgefüllt. Da -

wie unter Punkt 3.3.4 auf Seite 48 gezeigt - die Werte der einzelnen Probanden zwischen den Blutentnah-

mezeitpunkten hoch miteinander korrelieren, wurde als Schätzwert für diese fünf Probanden der Wert zu

Zeitpunkt 1 eingesetzt.

3.4.3 Ergebnisse für IFN-gamma

Mit der oben beschriebenen Datenauswahl erhält man für den Wilcoxon-Test für zwei verbundene Stich-

proben die in Tabelle 3.4.3.1 angegebene deskriptive Statistik.

Tabelle 3.4.3.1: Deskriptive Statistik für IFN-γ, Spotanzahl und Flächenwerte

Variablen N MW SD Min. Max.

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

LW 42 38 1,7 0,05× 106 3,5 1,94× 105 0,0 0,00 22,0 1,21× 106

PHA 42 38 654,1 1,35× 106 323,2 7,65× 105 9,3 6470,75 1313,5 2,92× 106

SER_5 42 38 634,0 1,21× 106 313,9 6,65× 105 6,5 4699,25 1272,8 2,37× 106

SER_4 32 30 575,2 1,18× 106 312,8 6,79× 105 13,8 26 162,25 1250,8 2,32× 106

SP 42 38 649,6 1,26× 106 315,6 7,16× 105 3,8 3296,50 1292,5 2,47× 106

NaCl 42 37 640,0 1,29× 106 318,4 7,11× 105 10,0 11 746,25 1334,5 2,69× 106

SER_SP 40 38 696,2 1,37× 106 331,9 7,35× 105 14,0 15 985,25 1416,3 2,66× 106

SER_NaCl40 38 661,4 1,25× 106 318,7 6,90× 105 10,8 8570,75 1267,3 2,60× 106

N: Fallzahl; SD: Standardabweichung; LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin

mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit

c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l +

PHA + Lösemittel von SP; SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l.
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In Tabelle 3.4.3.2 sind die Ergebnisse für IFN-γ dargestellt. Dabei werden die Ergebnisse in der

letzten Spalte entsprechend bewertet. Beide Tabellen enthalten die Werte für die Spot-Zahlen sowie die

Flächenwerte. Die Fallzahl für die Flächenwerte fällt etwas geringer aus, da von vier Probanden keine

Flächenwerte aus methodischen Gründen bestimmt werden konnten.

Tabelle 3.4.3.2: Ergebnisse für IFN-γ, Spotanzahl und Flächenwerte

Nr. Var. 1 Var. 2 Z-Wert p-Wert Aussage

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

1 LW PHA −5,645 −5,301 0,000 000 0,000 001 Sign. Sign.
2 PHA SER_5 −1,821 −3,096 0,069 000 0,001 960 ns Grenzw. sign.
3 PHA SER_4 −4,488 −3,507 0,000 007 0,000 450 Sign. Sign.
4 PHA SP −0,569 −2,154 0,569 000 0,031 000 ns ns
5 PHA NaCl −1,138 −1,577 0,255 000 0,115 000 ns ns
6 PHA SER_SP −1,868 −0,515 0,062 000 0,607 000 ns ns
7 PHA SER_NaCl −0,686 −2,458 0,493 000 0,014 000 ns ns
8 SER_5 SER_4 −3,796 −1,697 0,000 140 0,090 000 Sign. ns
9 SER_5 SP −2,320 −2,371 0,020 000 0,018 000 ns ns
10 SER_5 NaCl −0,800 −1,924 0,424 000 0,054 000 ns ns
11 SER_5 SER_SP −3,817 −4,010 0,000 130 0,000 061 Sign. Sign.
12 SER_5 SER_NaCl −2,379 −1,646 0,017 000 0,100 000 ns ns
13 SP NaCl −0,419 −0,626 0,675 000 0,531 000 ns ns
14 SP SER_SP −3,750 −3,531 0,000 180 0,000 410 Sign. Sign.
15 SP SER_NaCl −0,726 −0,022 0,468 000 0,983 000 ns ns
16 NaCl SER_SP −2,742 −1,742 0,006 000 0,081 000 Grenzw. sign. ns
17 NaCl SER_NaCl −0,598 −0,807 0,550 000 0,420 000 ns ns
18 SER_SP SER_NaCl −2,870 −3,836 0,004 000 0,000 130 Grenzw. sign. Sign.

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4:

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/ + PHAl; NaCl:

Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP;

SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l; ns: nicht signi�kant, sign.:

signi�kant nach Korrektur für multiples Testen, grenzw. sign.: p < 0.01, aber vorgegebenes Signi�kanzniveau für multiples Testen

nicht ganz erreicht.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Leerwerte signi�kant von der Grundstimulation mit PHA unter-

scheiden (Nr. 1). Dieses Ergebnis lässt sich aus der deskriptiven Statistik auch auf die anderen Bedin-

gungen extrapolieren, d.h. jede Bedingung mit PHA zeigt einen signi�kanten Unterschied zu den Leer-

werten. Die Hinzugabe von physiologischer Kochsalz-Lösung - dem Trägermittel von Substanz P - zeigt

keinen Unterschied zur reinen Grundstimulation mit PHA, was eine Voraussetzung ist zur Bewertung

einer möglichen Wirkung von Substanz P (Nr. 5). Ebensowenig hat die Hinzugabe von physiologischer

Kochsalz-Lösung einen Ein�uss auf die Wirkung von Serotonin (Nr. 12). Serotonin zeigt, wie bereits in

den Vorversuchen, eine konzentrationsabhängige Wirkung. In einer Konzentration von 10−5 mol/l kommt

es zwar zu einer geringeren Spot-Produktion, die jedoch nicht signi�kant ist (Nr. 2, Nr. 10, Nr. 7, Nr. 17).

Bei der höheren Serotonin-Konzentration (10−4 mol/l) zeigt sich hingegen eine deutliche Abnahme der

Spot-Anzahl im Vergleich zur Grundstimulation mit PHA (Nr. 3). Das gleiche Ergebnis zeigt sich auch

im Vergleich mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l (Nr. 8). Allerdings zeigen sich die

Flächenwerte hier nicht statistisch signi�kant unterschiedlich. Substanz P zeigt keine Wirkung auf die

IFN-γ-Produktion (Nr. 4, 13). Ebenso zeigt sich kein Unterschied gegenüber einer alleinigen Stimulation

mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l (Nr. 9, 15). Die Kombination aus Substanz P und

Serotonin zeigt gegenüber einer alleinigen Stimulation mit PHA höhere Werte, diese sind jedoch nicht

statistisch signi�kant (Nr. 6 und Nr. 16). Interessanterweise zeigt sich jedoch ein statistisch signi�kanter

Unterschied zwischen der Kombination aus Substanz P und Serotonin gegenüber einer alleinigen Stimu-

lation mit Serotonin (Nr. 11) oder gegenüber einer alleinigen Stimulation mit Substanz P (Nr. 14). Die

Ergebnisse für den Vergleich mit Serotonin und dem Trägermittel von Substanz P sind für die Spot-Werte
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allerdings nur grenzwertig signi�kant, für die Flächenwerte jedoch signi�kant.

Um die Ergebnisse graphisch darzustellen eignen sich am ehesten die Verläufe der einzelnen Probanden

und die Mittelwertverläufe zur besseren Übersicht.

Abbildung 3.4.3.1: Liniendiagramm für IFN-γ

Unterbrochene Linien bei Bedingung SER_4 (Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l) sind durch eine geringere Fallzahl

bei dieser Bedingung zu erklären.

Das Liniendiagramm zeigt, dass die einzelnen Probanden ein unterschiedliches Niveau haben in Bezug

auf die Menge an produziertem IFN-γ. Es gibt Probanden, die generell sehr viel produzieren und diese

Menge wird dann innerhalb ihres Reaktionsniveaus durch die einzelnen Bedingungen moduliert. Andere

Probanden produzieren nur recht wenig, bleiben aber auch auf diesem Niveau. Daneben ist die Absen-

kung durch Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l gut erkennbar. Die anderen statistischen

Ergebnisse lassen sich hingegen weniger deutlich im Diagramm zeigen. Zu vermuten ist auch, dass nicht

alle Probanden in die gleiche Richtung reagieren und es vermutlich auch individuelle Reaktionsmuster

gibt. Um den Verlauf der Mittelwerte nochmals klarer darzustellen soll die Abbildung 3.4.3.2 auf der

nächsten Seite dienen.

In dieser Darstellung sind nun die Ergebnisse der deskriptiven Statistik am besten abgebildet, da

erkennbar wird, dass die gemeinsame Stimulation aus SP und Serotonin die höchstenWerte erreichen lässt.

Die Hilfslinie ist beim Mittelwert dieser Bedingung eingezeichnet. In Abb. 3.4.3.3 auf der nächsten Seite

sind die Ergebnisse für die Flächenwerte abgebildet. Man sieht das prinzipiell gleiche Reaktionsmuster,

allerdings sind die Werte für die Grundstimulation mit PHA gröÿer als bei den Spot-Zahlen und damit

erreicht die gemeinsame Stimulation aus Serotonin und Substanz P nur noch knapp die höchsten Werte.

Wertet man die prozentualen Veränderungen der einzelnen Bedingungen für die Spots und die Flächen-

werte aus und setzt die Grundstimulation mit PHA als 100% an, so vermindert die alleinige Stimulation

mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l die Spot-Produktion um 4,3% und Serotonin in
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Abbildung 3.4.3.2: Mittelwertverlauf für IFN-γ,
Spotanzahl

Abbildung 3.4.3.3: Mittelwertverlauf für IFN-γ,
Flächenwerte

einer Konzentration von 10−4 mol/l diese um 18,4%. Substanz P erniedrigt die Spot-Produktion lediglich

um 1,7% und die Kombination aus Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l und SP steigert die

Spot-Produktion um 8,0%. Gegenüber der jeweiligen alleinigen Stimulation ergeben sich somit Di�erenzen

von 12,3% für Serotonin und 9,7% für SP.

Für die Flächenwerte ergeben sich Veränderungen von -7,2% für Serotonin in einer Konzentration von

10−5 mol/l, -4,7% für SP und +10.9% für die Kombination aus beiden.

3.4.4 Ergebnisse für IL-4

In Analogie zu den Ergebnissen für IFN-γ beinhaltet die Tabelle 3.4.4.1 die deskriptive Statistik für IL-4.

Es werden wieder die Daten für die Spot-Zahlen und die Flächenwerte angegeben.

Tabelle 3.4.4.1: Deskriptive Statistik für IL-4, Spotanzahl und Flächenwerte

Variablen N MW SD Min. Max.

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

LW 42 37 0,5 0,22× 105 0,6 0,46× 105 0,0 0,00 2,3 2,81× 105

PHA 42 38 220,8 3,38× 105 149,7 2,55× 105 8,8 11 645,50 677,3 11,24× 105

SER_5 42 38 208,1 3,12× 105 137,8 2,30× 105 9,3 23 124,50 593,3 9,72× 105

SER_4 27 29 196,1 2,97× 105 147,3 2,64× 105 4,3 6765,00 544,0 9,18× 105

SP 42 38 219,3 3,17× 105 137,0 2,08× 105 7,8 20 001,50 555,5 8,29× 105

NaCl 42 38 215,0 3,36× 105 152,7 2,68× 105 5,8 10 087,50 673,8 11,85× 105

SER_SP 42 38 247,9 3,87× 105 158,5 2,58 8,5 7462,00 680,5 10,65× 105

SER_NaCl42 38 224,6 3,27× 105 146,5 2,36× 105 8,0 6754,00 656,3 10,89× 105

N: Fallzahl; SD: Standardabweichung; LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin

mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit

c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l +

PHA + Lösemittel von SP; SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l.

Es zeigt sich erneut, dass die Kombination einer Stimulation mit Serotonin und Substanz P die

höchsten Werte erreicht. In Tabelle 3.4.4.2 auf der nächsten Seite sind die Ergebnisse der Wilcoxon-Tests

wiedergegeben und entsprechend bewertet.

Damit zeigt sich auch hier, dass sich die Leerwerte signi�kant von der Grundstimulation mit PHA

unterscheiden (Nr. 1). Dieses Ergebnis lässt sich aus der deskriptiven Statistik auch diesmal auf die

anderen Bedingungen extrapolieren, d.h. jede Bedingung mit PHA zeigt einen signi�kanten Unterschied zu

den Leerwerten. Die Hinzugabe von physiologischer Kochsalz-Lösung zeigt keinen Unterschied zur reinen
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Tabelle 3.4.4.2: Ergebnisse für IL-4, Spotanzahl und Flächenwerte

Nr. Var. 1 Var. 2 Z-Wert p-Wert Aussage

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

1 LW PHA −5,645 −5,288 0,000 000 0,000 000 Sign. Sign.
2 PHA SER_5 −1,232 −1,936 0,218 000 0,053 000 ns ns
3 PHA SER_4 −2,931 −1,827 0,003 000 0,068 000 Grenzw. sign. ns
4 PHA SP −0,363 −1,283 0,717 000 0,199 000 ns ns
5 PHA NaCl −1,032 −0,341 0,302 000 0,733 000 ns ns
6 PHA SER_SP −1,763 −1,704 0,078 000 0,088 000 ns ns
7 PHA SER_NaCl −0,269 −0,863 0,788 000 0,388 000 ns ns
8 SER_5 SER_4 −1,970 −0,832 0,049 000 0,405 000 ns ns
9 SER_5 SP −1,250 −0,747 0,211 000 0,455 000 ns ns
10 SER_5 NaCl −0,317 −0,732 0,751 000 0,464 000 ns ns
11 SER_5 SER_SP −3,355 −3,575 0,000 384 0,000 350 Sign. Sign.
12 SER_5 SER_NaCl −1,432 −1,109 0,152 000 0,267 000 ns ns
13 SP NaCl −0,644 −0,413 0,520 000 0,679 000 ns ns
14 SP SER_SP −2,557 −3,415 0,011 000 0,000 637 ns Sign.
15 SP SER_NaCl −0,388 −0,283 0,698 000 0,777 000 ns ns
16 NaCl SER_SP −2,495 −2,168 0,013 000 0,030 000 ns ns
17 NaCl SER_NaCl −0,631 −0,413 0,528 000 0,679 000 ns ns
18 SER_SP SER_NaCl −2,038 −2,806 0,042 000 0,005 000 ns Grenzw. Sign.

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4:

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl:

Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP;

SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l; ns: nicht signi�kant, sign.:

signi�kant nach Korrektur für multiples Testen, grenzw. sign.: p < 0.01, aber vorgegebenes Signi�kanzniveau für multiples Testen

nicht ganz erreicht.

Grundstimulation mit PHA (Nr. 5). Ebensowenig hat die Hinzugabe von physiologischer Kochsalz-Lösung

einen Ein�uss auf die Wirkung von Serotonin (Nr. 12). Die Wirkung von Serotonin in einer Konzentration

von 10−5 mol/l zeigt diesmal keinen Unterschied zur Grundstimulation mit PHA (Nr. 2, 7, 10, 17). Die

höhere Konzentration von 10−4 mol/l zeigt eine grenzwertig signi�kante Erniedrigung der Spot-Anzahl

im Vergleich zur Grundstimulation mit PHA (Nr. 3), jedoch nicht für die Flächenwerte. Kein Unterschied

besteht zwischen den beiden Serotonin-Konzentrationen (Nr. 8). Die alleinige Stimulation mit Substanz P

zeigt ebenfalls keine Wirkung auf die IFN-γ-Produktion (Nr. 4, 13). Ebenso zeigt sich kein Unterschied

gegenüber einer alleinigen Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l (Nr. 9, 15).

Die Kombination aus Substanz P und Serotonin zeigt gegenüber einer alleinigen Stimulation mit PHA

oder Kochsalz-Lösung keine Veränderung (Nr. 6, 16). Gegenüber Serotonin in einer Konzentration von

10−5 mol/l zeigt sich jedoch auch für IL-4 eine signi�kante Steigerung der Spot-Anzahl (Nr. 11). Allerdings

ist dieser Unterschied bei Kontrolle für das Lösungsmittel von SP nur für die Flächenwerte grenzwertig

signi�kant (Nr. 18). Ebenfalls zeigt sich nur für die Flächenwerte ein signifkanter Unterschied zwischen

der Kombination aus Substanz P und Serotonin gegenüber einer alleinigen Stimulation mir SP (Nr. 14).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass für IL-4 - im Gegensatz zu IFN-γ - die Kombination aus SP und

Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l eher zu einer Steigerung der Zytokinproduktion durch

die jeweiligen Zellen als zu einer Vermehrung der IL-4 produzierenden Zellen führt. Die Ergebnisse für

die Flächenwerte bleiben auch nach einer Korrektur nach Bonferroni für 36 Tests signi�kant.

Wie bei IFN-γ sind im Liniendiagramm der Mittellinienverläufe für IL-4 wieder erhebliche interindi-

viduelle Schwankungen sichtbar (siehe Abb. 3.4.4.1 auf der nächsten Seite).

Es wird deutlich, dass die einzelnen Probanden ein unterschiedliches Niveau in Bezug auf die IL-4-

Produktion besitzen. Daneben führt interessanterweise die Stimulation mit Serotonin in einer Konzen-

tration von 10−4 mol/l bei einigen Probanden optisch eher zu einer Zunahme der Zytokin-Produktion,

obgleich das Mittel auch hier eine verminderte IL-4-Produktion ergibt, wie aus Abb. 3.4.4.2 ersichtlich
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Abbildung 3.4.4.1: Liniendiagramm für IL-4

Unterbrochene Linien bei Bedingung SER_4 (Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l) sind durch eine geringere Fallzahl

bei dieser Bedingung zu erklären.

wird. Der Verlauf der Mittelwerte für die Flächenwerte für IL-4 ähnelt dem Verlauf der Mittelwerte für

die Spot-Zahlen deutlicher als das bei IFN-γ der Fall war (siehe Abb. 3.4.4.3).

Abbildung 3.4.4.2: Mittelwertverlauf für IL-4,
Spotanzahl

Abbildung 3.4.4.3: Mittelwertverlauf für IL-4,
Flächenwerte

Wenn man wieder die prozentualen Veränderungen der einzelnen Bedingungen für IL-4 auswertet,

so steigert die alleinige Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l die Spot-

Produktion um 1,5%, während Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l die Produktion um

20,2% vermindert. Substanz P steigert die Spot-Produktion leicht um 6,7% und die Kombination aus

60



Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l und SP um 20,1%.

Für die Flächenwerte ergeben sich Veränderungen von 6,0% für Serotonin in einer Konzentration von

10−5 mol/l, 5,8% für SP und 28.2% für die Kombination aus beiden.

3.4.5 Ergebnisse für IL-13

Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik für IL-13 sind in Tabelle 3.4.5.1 dargestellt.

Tabelle 3.4.5.1: Deskriptive Statistik für IL-13, Spotanzahl und Flächenwerte

Variablen N MW SD Min. Max.

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

LW 42 38 0,7 1,66× 104 0,6 1,60× 104 0,0 0,00 2,5 0,60× 105

PHA 42 38 47,4 9,13× 104 59,0 9,30× 104 0,0 0,00 313,0 4,49× 105

SER_5 42 38 43,1 9,08× 104 46,4 9,66× 104 0,3 416,50 215,5 4,51× 105

SER_4 18 18 43,8 10,32× 104 44,8 10,26× 104 1,8 3277,25 171,0 4,10× 105

SP 42 38 43,3 8,79× 104 45,3 8,78× 104 0,3 1416,50 185,5 3,20× 105

NaCl 42 38 43,0 9,25× 104 44,8 9,21× 104 1,0 797,50 165,0 3,44× 105

SER_SP 41 38 55,3 12,09× 104 57,3 12,81× 104 2,8 3322,50 221,0 4,93× 105

SER_NaCl42 38 44,0 8,76× 104 42,0 8,49× 104 0,5 1851,75 164,8 3,25× 105

N: Fallzahl; SD: Standardabweichung; LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin

mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit

c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l +

PHA + Lösemittel von SP; SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l.

Auch für IL-13 zeigen sich die höchsten Werte für die Spot-Zahlen als auch die Flächenwerte bei der

Kombination aus Substanz P und Serotonin. In Tabelle 3.4.5.2 auf der nächsten Seite �nden sich die

Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit der entsprechenden Bewertung.

Es zeigt sich ein ähnliches Muster wie bei den anderen beiden Zytokinen. Die Leerwert-Bedingung ist

wieder hochsigni�kant zu allen anderen Bedingungen unterschiedlich (Nr. 1). Des Weiteren unterscheidet

sich die Kombination aus Substanz P und Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l gegenüber der

alleinigen Stimulation mit Substanz P (Nr. 14) signi�kant sowohl für die Spot- als auch die Flächenwerte.

Gegenüber Serotonin allein ist die Kombination aus Serotonin und SP für die Spot-Anzahl signi�kant

und für die Flächenwerte grenzwertig signi�kant (Nr. 11). Wenn man für die Trägersubstanz von SP

kontrolliert, dreht es sich genau um. Gegenüber einer alleinigen Stimulation mit physiologischer Kochsalz-

Lösung ist die Kombination für die Spot-Zahlen grenzwertig signi�kant, nicht aber für die Flächenwerte

und gegenüber der Grundstimulation mit PHA zeigen sich keine Unterschiede.

Auch für IL-13 sind wieder erhebliche interindividuelle Schwankungen im Liniendiagramm aus Abb.

3.4.5.1 sichtbar und es wird deutlich, dass die einzelnen Probanden ein unterschiedliches Niveau in Bezug

auf die Zytokin-Produktion besitzen.

Bei sehr vielen Probanden liegt nur eine recht geringe IL-13-Produktion vor, deshalb wurde zur Bestim-

mung von IL-13 noch eine weitere Inkubationszeit eingeführt. Die Mittelwertverläufe für die Spot-Zahlen

(Abb. 3.4.5.2) und die Flächenwerte (Abb. 3.4.5.3 auf Seite 63) ähneln sich wieder sehr deutlich. Für die

Bedingung Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l sind die stärksten Schwankungen durch die

Fehlerbalken markiert, was vermutlich zum einen an der geringen Fallzahl für diese Bedingung und zum

anderen daran liegt, dass bei dieser Bedingung alle Wells am Rand lagen. Die durchbrochenen Linien in

Abb. 3.4.5.1 auf Seite 63 für diese Bedingung spiegeln die geringe Fallzahl wider.

Bei IL-13 führt die alleinige Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l zu einer

Steigerung der Spot-Produktion um 19,1%, während Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l

die Produktion um 8,3% vermindert. Substanz P steigert die Spot-Produktion bereits um 34,6% und die

Kombination aus Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l und SP um 65,9%.
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Tabelle 3.4.5.2: Ergebnisse für IL-13, Spotanzahl und Flächenwerte

Nr. Var. 1 Var. 2 Z-Wert p-Wert Aussage

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

1 LW PHA −5,633 −5,214 0,000 000 0,000 000 Sign. Sign.
2 PHA SER_5 −0,065 −0,007 0,948 000 0,994 000 ns ns
3 PHA SER_4 −1,633 −0,762 0,102 000 0,446 000 ns ns
4 PHA SP −1,057 −0,529 0,291 000 0,597 000 ns ns
5 PHA NaCl −0,556 −0,283 0,578 000 0,777 000 ns ns
6 PHA SER_SP −2,508 −2,284 0,012 000 0,022 000 ns ns
7 PHA SER_NaCl −0,481 −0,471 0,630 000 0,637 000 ns ns
8 SER_5 SER_4 −2,113 −0,806 0,035 000 0,420 000 ns ns
9 SER_5 SP −0,063 −0,442 0,950 000 0,658 000 ns ns
10 SER_5 NaCl −0,500 −0,428 0,617 000 0,669 000 ns ns
11 SER_5 SER_SP −3,402 −2,632 0,000 669 0,008 000 Sign. Grenzw. sign.
12 SER_5 SER_NaCl −0,745 −0,065 0,456 000 0,948 000 ns ns
13 SP NaCl −0,975 −1,008 0,329 000 0,313 000 ns ns
14 SP SER_SP −3,920 −3,357 0,000 089 0,000 787 Sign. Sign.
15 SP SER_NaCl −0,565 −0,152 0,572 000 0,879 000 ns ns
16 NaCl SER_SP −2,851 −1,849 0,004 000 0,064 000 Grenzw. sign. ns
17 NaCl SER_NaCl −0,255 −1,124 0,798 000 0,261 000 ns ns
18 SER_SP SER_NaCl −3,018 −3,183 0,002 500 0,001 460 Grenzw. sign. Sign.

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4:

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl:

Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP;

SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l; ns: nicht signi�kant, sign.:

signi�kant nach Korrektur für multiples Testen, grenzw. sign.: p < 0.01, aber vorgegebenes Signi�kanzniveau für multiples Testen

nicht ganz erreicht.

Für die Flächenwerte ergeben sich Veränderungen von 28,8% für Serotonin in einer Konzentration

von 10−5 mol/l, 57,7% für SP und 88.7% für die Kombination aus beiden.

3.4.5.1 15 h versus 25 h Da IL-13 bei kurzen Inkubationszeiten nur schwer zu messen ist, wurde für

dieses Zytokin neben der Inkubationszeit wie für die anderen Zytokine noch eine längere Inkubationszeit

von 25 h durchgeführt. Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik sind in Tabelle 3.4.5.3 dargestellt.

Tabelle 3.4.5.3: Deskriptive Statistik IL-13, 25 h Inkubationszeit, Spotanzahl und Flächenwerte

Variablen N MW SD Min. Max.

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

LW 18 18 0,5 0,10× 105 0,6 0,13× 105 0,0 0,00 2,5 0,38× 105

PHA 18 18 55,7 1,23× 105 72,5 1,58× 105 0,0 0,00 312,0 6,92× 105

SER_5 17 17 75,8 1,64× 105 80,4 1,77× 105 0,3 106,50 269,5 6,04× 105

SER_4 4 4 35,4 0,87× 105 25,5 0,60× 105 18,0 31 370,25 73,3 1,72× 105

SP 17 17 60,7 1,32× 105 61,1 1,31× 105 0,0 0,00 242,0 5,14× 105

NaCl 18 18 49,0 1,09× 105 62,6 1,62× 105 0,5 221,25 266,3 7,14× 105

SER_SP 18 18 74,3 1,58× 105 84,5 1,89× 105 0,0 0,00 342,0 7,62× 105

SER_NaCl 17 17 67,1 1,44× 105 70,5 1,60× 105 0,0 0,00 263,5 6,30× 105

N: Fallzahl; SD: Standardabweichung; LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin

mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit

c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl: Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l +

PHA + Lösemittel von SP; SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l.

Bei der längeren Inkubationszeit ergibt sich ein etwas anderes Bild als für die kürzere Inkubationszeit

und die anderen Zytokine. So zeigt die alleinige Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von

10−5 mol/l diesmal die höchsten Werte und die Kombination aus Serotonin und SP demgegenüber etwas
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Abbildung 3.4.5.1: Liniendiagramm für IL-13

Unterbrochene Linien bei Bedingung SER_4 (Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l) sind durch eine geringere Fallzahl

bei dieser Bedingung zu erklären.

Abbildung 3.4.5.2: Mittelwertverlauf für IL-13,
Spotanzahl

Abbildung 3.4.5.3: Mittelwertverlauf für IL-13,
Flächenwerte

geringere Werte. Die Stimulation mit der höheren Serotoninkonzentration von 10−4 mol/l weist wieder

die niedrigsten Werte auf. Die Ergebnisse der Wilcoxon-Tests sind in Tabelle 3.4.5.4 auf der nächsten

Seite zu �nden.

Für die Daten der längeren Inkubationszeit zeigen sich nur die Leerwerte signi�kant unterschiedlich
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Tabelle 3.4.5.4: Ergebnisse IL-13, 25 h Inkubationszeit

Nr. Var. 1 Var. 2 Z-Wert p-Wert Aussage

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

1 LW PHA −3,636 −3,506 0,000 276 0,000 455 Sign. Sign.
2 PHA SER_5 −1,894 −1,207 0,058 000 0,227 000 ns ns
3 PHA SER_4 −1,461 0,000 0,144 000 1,000 000 ns ns
4 PHA SP −1,022 −1,189 0,307 000 0,234 000 ns ns
5 PHA NaCl −0,544 −0,327 0,586 000 0,744 000 ns ns
6 PHA SER_SP −2,533 −1,823 0,011 000 0,068 000 ns ns
7 PHA SER_NaCl −2,224 −1,758 0,026 000 0,079 000 ns ns
8 SER_5 SER_4 −1,461 −1,095 0,144 000 0,273 000 ns ns
9 SER_5 SP −1,655 −1,302 0,098 000 0,193 000 ns ns
10 SER_5 NaCl −1,965 −1,207 0,049 000 0,227 000 ns ns
11 SER_5 SER_SP −0,189 −0,734 0,850 000 0,463 000 ns ns
12 SER_5 SER_NaCl −0,848 −0,118 0,397 000 0,906 000 ns ns
13 SP NaCl −0,118 −0,450 0,906 000 0,653 000 ns ns
14 SP SER_SP −1,759 −1,189 0,079 000 0,234 000 ns ns
15 SP SER_NaCl −1,108 −1,086 0,268 000 0,278 000 ns ns
16 NaCl SER_SP −2,592 −2,286 0,009 540 0,022 000 Grenzw. sign. ns
17 NaCl SER_NaCl −1,862 −1,254 0,063 000 0,210 000 ns ns
18 SER_SP SER_NaCl −1,810 −1,448 0,070 000 0,148 000 ns ns

LW: Leerwert; PHA: Grundstimulation mit nur PHA; SER_5: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA; SER_4:

Stimulation mit Serotonin mit c = 10−4 mol/l + PHA; SP: Stimulation mit Substanz P mit c = 10−10 mol/l + PHA; NaCl:

Lösemittel von Substanz P + PHA; SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Lösemittel von SP;

SER_SP: Stimulation mit Serotonin mit c = 10−5 mol/l + PHA + Substanz P mit c = 10−10 mol/l; ns: nicht signi�kant, sign.:

signi�kant nach Korrektur für multiples Testen, grenzw. sign.: p < 0.01, aber vorgegebenes Signi�kanzniveau für multiples Testen

nicht ganz erreicht.

gegenüber der Stimulation mit PHA (Nr. 1). Alle anderen Tests sind nicht signi�kant. Nur die Kombina-

tion aus Serotonin und Substanz P gegenüber der Zugabe von Kochsalz-Lösung ist grenzwertig signi�kant.

Dass sich keine weiteren signi�kanten Unterschiede zeigen, liegt vermutlich an der sehr geringen Fallzahl

von maximal 18 Probanden.

Aus dem Liniendiagramm aus Abb. 3.4.5.4 auf der nächsten Seite gehen wieder die deutlichen in-

terindividuellen Schwankungen hervor. Man kann auch den Anstieg für die Kombination aus Serotonin

und Substanz P gut erkennen. Ebenfalls zeigt sich, dass ein insgesamt höheres Spotproduktionsniveau im

Vergleich zur geringeren Inkubationszeit herrscht (siehe auch Abb. 3.4.5.1 auf der vorherigen Seite).

Der Verlauf der Mittelwerte aus den Abb. 3.4.5.5 und 3.4.5.6 auf der nächsten Seite lässt vermuten,

dass eine geringere Konzentration von Serotonin eher einen stimulatorischen E�ekt auf die Produktion

von IL-13 ausübt. Auf Grund der geringen Fallzahl sind solche Überlegungen allerdings mit Vorsicht zu

interpretieren.

Für die längere Inkubationszeit bei IL-13 ergeben sich ähnliche prozentuale Veränderungen wie bei 15 h

Inkubationszeit. Die alleinige Stimulation mit Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l steigert

in diesem Fall die Spot-Produktion im Mittel um 54,1%, während Serotonin in einer Konzentration von

10−4 mol/l die Produktion um 27,42% vermindert. Substanz P führt zu einer Steigerung von 36,0% und

die Kombination aus Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l und SP von 66,1%.

Bei den Flächenwerte ergeben sich Steigerungen von 53,8% für Serotonin in einer Konzentration von

10−5 mol/l, 59,7% für SP und 74.1% für die Kombination aus beiden.

3.5 Ein�uss verschiedener Faktoren auf die interindividuellen Unterschiede

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass es erhebliche interindividuelle Unterschiede im Niveau der Zytokin-

Produktion gibt. In Abb. 3.5.0.7 auf Seite 66 ist ein Beispiel abgebildet, das in den Spalten 1-6 die Spot-
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Abbildung 3.4.5.4: Liniendiagramm für IL-13, 25 h Inkubationszeit

Unterbrochene Linien bei Bedingung SER_4 (Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l) sind durch eine geringere Fallzahl

bei dieser Bedingung zu erklären.

Abbildung 3.4.5.5: Mittelwertverlauf für IL-13,
Spotanzahl, 25 h Inkubationszeit

Abbildung 3.4.5.6: Mittelwertverlauf für IL-13,
Flächenwerte, 25 h Inkubationszeit

Produktion von beiden Zeitpunkten (T1: Zeilen A-D und T2: Zeilen E-H) von einem Probanden und in

den Spalten 7-12 eines anderen Probanden zeigt. Die Unterschiede in der Zytokinproduktion sind klar

erkennbar. Man sieht auch, dass zwischen beiden Blutabnahmezeitpunkten, trotz leichter Schwankungen,

eine hohe intraindividuelle Korrelation besteht.

Als mögliche Ein�ussfaktoren wurden soziodemographische und genetische Faktoren untersucht.
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Abbildung 3.5.0.7: Beispiel-Platte für interindividuelle Unterschiede (IFN-γ)

3.5.1 Zusammenhang mit soziodemographischen Daten

Bereits aus den allgemeinen linearen Modellen aus Punkt 3.3.2 auf Seite 44 wurde ersichtlich, dass sowohl

das Geschlecht als auch das Alter einen Ein�uss auf die Varianz der Werte haben, vor allem bei den

Interleukinen, weniger bei IFN-γ.

3.5.1.1 Zusammenhang mit Geschlecht Die Beispiel-ELISpot-Platte von Abb. 3.5.0.7 zeigt auf

der rechten Seite (Spalten 7-12) die Ergebnisse der IFN-γ-Spot-Produktion für einen männlichen Proban-

den und auf der linken Seite (Spalte 1-6) für eine weibliche Probandin. Die Unterschiede zwischen den

beiden Geschlechtern lassen sich an dieser Platte beispielhaft zeigen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse nicht-parametrischer Tests (Mann-Whitney-U) sowohl für die

Spotanzahl als auch die Flächenwerte für alle drei Zytokine angegeben. Für IFN-γ wurden auch T-Tests

gerechnet, da prinzipiell eine Normalverteilung der Werte gegeben war.

Tabelle 3.5.1.1: IFN-γ: Deskriptive Statistik und Mann-Whitney-U-Tests

N MW Mann-Whitney-U-Test

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

m w m w m w m w Z p Z p

LW 27 15 24 14 2,2 0,9 0,02× 106 0,100 × 106 −0,780 0,435 −0,030 0,976

PHA 27 15 24 14 684,4 599,7 1,49× 106 1,120 × 106 −1,011 0,312 −1,574 0,116

SER_5 27 15 24 14 671,4 566,8 1,35× 106 0,970 × 106 −1,168 0,243 −1,785 0,074

SER_4 22 10 20 10 593,1 535,8 1,32× 106 0,890 × 106 −0,772 0,440 −1,848 0,065

SP 27 15 24 14 681,2 592,8 1,41× 106 1,010 × 106 −1,168 0,243 −1,725 0,085

NaCl 27 15 24 13 655,6 611,8 1,38× 106 1,120 × 106 −0,591 0,555 −1,050 0,294

SER_SP 26 14 24 14 712,1 666,6 1,47× 106 1,180 × 106 −0,879 0,379 −1,301 0,193

SER_NaCl 26 14 24 14 704,7 580,9 1,40× 106 0,990 × 106 −1,333 0,183 −1,876 0,061

N: Fallzahl; MW: Mittelwert; m: männliche Probanden; w: weibliche Probandinnen
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Aus Tabelle 3.5.1.1 auf der vorherigen Seite geht hervor, dass Männer nominell höhere Spot-Zahlen

als auch höhere Flächenwerte erreichen. Die Unterschiede sind insgesamt allerdings nicht statistisch si-

gni�kant, bei den Flächenwerten für einige Bedingungen grenzwertig signi�kant.

Auch bei der IL-4-Produktion erreichen Männer die höheren Werte. Die Ergebnisse bei der Spot-

Produktion sind für einige Bedingungen grenzwertig signi�kant, bei den Flächenwerten nicht signi�kant

(siehe Tabelle 3.5.1.2). Bei der IL-13-Produktion erreichen die Unterschiede zwischen Männern und Frauen

für einige Bedingungen sowohl für die Spot-Zahlen als auch die Flächenwerte statistisch signi�kante

Ergebnisse (siehe Tabelle 3.5.1.3 auf der nächsten Seite).

Nachfolgend sind in den Abb. 3.5.1.1 und 3.5.1.2 die prinzipiellen Unterschiede zwischen den Ge-

schlechtern durch Boxplots und den Mittelwertverlauf für die Spots anhand der IL-4-Produktion dar-

gestellt. Man kann aus dem Mittelwertverlauf gut erkennen, dass das grundsätzliche Muster durch die

einzelnen Stimulationsbedingungen erhalten bleibt und bei beiden Geschlechtern durch die Kombination

aus Substanz P und Serotonin die höchsten Werte erreicht werden. Dies ist auch bei IFN-γ der Fall

(Abbildungen nicht dargestellt).

Tabelle 3.5.1.2: IL-4: Deskriptive Statistik und Mann-Whitney-U-Tests

N MW Mann-Whitney-U-Test

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

m w m w m w m w Z p Z p

LW 27 15 24 13 0,5 0,6 0,14× 105 0,360 × 105 −0,723 0,470 −1,052 0,293

PHA 27 15 24 14 251,8 165,2 3,88× 105 2,530 × 105 −1,916 0,055 −1,574 0,116

SER_5 27 15 24 14 238,0 154,3 3,63× 105 2,240 × 105 −1,824 0,068 −1,543 0,123

SER_4 19 8 19 10 219,4 140,7 3,43× 105 2,100 × 105 −1,275 0,202 −0,918 0,359

SP 27 15 24 14 243,8 175,3 3,56× 105 2,490 × 105 −1,588 0,112 −1,574 0,116

NaCl 27 15 24 14 238,7 172,2 3,87× 105 2,480 × 105 −1,194 0,232 −1,029 0,304

SER_SP 27 15 24 14 278,8 192,3 4,34× 105 3,070 × 105 −1,719 0,086 −1,332 0,183

SER_NaCl 27 15 24 14 252,4 174,6 3,73× 105 2,490 × 105 −1,733 0,083 −1,634 0,102

N: Fallzahl; MW: Mittelwert; m: männliche Probanden; w: weibliche Probandinnen

Abbildung 3.5.1.1: Geschlechtsdi�erenzen für IL-4,
Spotanzahl

Abbildung 3.5.1.2: Geschlechtsdi�erenzen für IL-4,
Spotanzahl,Mittelwertverlauf

Bei der längeren Inkubationszeit von IL-13 ergaben sich zwischen den Männern und Frauen bei der

Grundbedingung mit PHA (Mann-Whitney-U; Z = -2,549; p = 0,011) sowie dem Leerwert und dem

Zielparameter SER_SP (Mann-Whitney-U; Z = -2,018; p = 0,044) signi�kante Unterschiede. Die übrigen

Parameter verfehlten das Signi�kanzniveau von p < 0,05 nur knapp. Bei den Flächenwerte ergaben
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Tabelle 3.5.1.3: IL-13: Deskriptive Statistik und Mann-Whitney-U-Tests

N MW Mann-Whitney-U-Test

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

m w m w m w m w Z p Z p

LW 27 15 24 14 0,7 0,7 0,17× 105 0,160 × 105 −0,027 0,979 −0,151 0,880

PHA 27 15 24 14 53,0 37,2 1,17× 105 0,480 × 105 −2,507 0,012 −2,330 0,020

SER_5 27 15 24 14 55,3 21,4 1,15× 105 0,490 × 105 −2,481 0,013 −1,967 0,049

SER_4 13 5 12 6 54,2 16,6 1,24× 105 0,620 × 105 −1,626 0,104 −0,749 0,454

SP 27 15 24 14 51,1 29,3 1,12× 105 0,460 × 105 −1,575 0,115 −1,967 0,049

NaCl 27 15 24 14 52,5 25,7 1,15× 105 0,530 × 105 −1,785 0,074 −1,604 0,109

SER_SP 26 15 24 14 71,3 27,5 1,55× 105 0,620 × 105 −1,949 0,051 −1,483 0,138

SER_NaCl 27 15 24 14 54,2 25,5 1,15× 105 0,410 × 105 −2,192 0,028 −2,300 0,021

N: Fallzahl; MW: Mittelwert; m: männliche Probanden; w: weibliche Probandinnen

sich für die Grundbedingung mit PHA (Mann-Whitney-U; Z = -2,124; p = 0,034) und SER_5 (Mann-

Whitney-U; Z = -2,038; p = 0,042) signi�kante Ergebnisse. Auch hier wurde bei den anderen Parametern

das Signi�kanzniveau von p < 0,05 nur knapp verfehlt.

Bei den Flächenwerten bestehen prinzipiell die gleichen Zusammenhänge bei allen drei Zytokinen.

Beispielhaft sind die Graphiken für die Flächenwerte von IL-13 bei 15 h Inkubationszeit abgebildet (siehe

Abb. 3.5.1.3 und 3.5.1.4).

Abbildung 3.5.1.3: Geschlechtsdi�erenzen für
IL-13, Flächenwerte

Abbildung 3.5.1.4: Geschlechtsdi�erenzen für
IL-13, Flächenwerte, Mittelwertverlauf

Zusammenfassend zeigte sich, dass ein Unterschied zwischen den Werten von Frauen und Männern

zu bestehen scheint und das Reaktionsmuster dabei erhalten bleibt. Die statistischen Tests erreichten

allerdings für die meisten Bedingungen keine signi�kanten Ergebnisse, was möglicherweise durch eine

nicht ausreichende Power für diese Fragestellung erklärt werden kann. Die Boxplot-Diagramme zeigen

daneben, dass sich die Varianz der Werte, vor allem für die Frauen deutlich durch die Aufteilung in

die Geschlechter verringert. Allerdings ist die Varianz bei den Männern weiterhin relativ groÿ, sodass

vermutlich weitere Faktoren einen Ein�uss auf die interindividuellen Unterschiede nehmen.

Um die prozentualen Unterschiede zwischen den Geschlechtern abzubilden, wurden neue Variablen

gebildet. Der Mittelwert für alle Bedingungen - bis auf die Leerwerte und die Bedingung Serotonin in

einer Konzentration von 10−4 mol/l - wurde berechnet. Für diese neuen Variablen wurden wieder nicht-

parametrische Tests mit Geschlecht als Trennfaktor gerechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5.1.4 auf

der nächsten Seite zusammenfassend wiedergegeben.

Wenn man das Gesamtniveau der Spot-Produktion, ausgedrückt in den neuen Variablen, betrachtet, so
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Tabelle 3.5.1.4: Zusammenfassung Geschlechtsunterschiede für neu gebildete Variablen

MW Abweichung vom MW Statistik

gesamt m w m w Di�erenz Z p

Sp. IFN-γ 661,48 692,03 604,74 104,6% 91,4% 13,2% −1,163 0,245

Sp. IL-4 222,62 250,57 172,29 112,5% 77,4% 35,1% −1,693 0,090

Sp. IL-13 45,51 55,74 27,78 122,5% 61,0% 61,5% −2,111 0,035

Sp. IL-13, 25 h 64,32 79,39 15,37 123,4% 23,9% 99,5% −2,038 0,042

Fl. IFN-γ 1,30× 106 1,42× 106 1,10× 106 108,5% 84,5% 24,0% −1,336 0,181

Fl. IL-4 3,36× 105 3,84× 105 2,55× 105 114,1% 75,8% 38,3% −1,664 0,096

Fl. IL-13 0,95× 105 1,22× 105 0,50× 105 127,7% 52,3% 75,4% −2,209 0,027

Fl. IL-13, 25 h 1,40× 105 1,72× 105 0,34× 105 123,3% 24,4% 98,9% −2,151 0,031

MW: Mittelwert; m: männliche Probanden; w: weibliche Probandinnen; Sp.: neue Variable �Spot-Produktionsniveau�; Fl.: neue

Variable �Gesamt�ächenwert�

werden für IL-13 zu beiden Inkubationszeiten die Geschlechtsunterschiede statistisch signi�kant. Für IL-4

besteht eine Tendenz zur Signi�kanz und für IFN-γ zeigen sich keine statistisch signi�kanten Unterschiede.

Die prozentualen Abweichungen vom Mittelwert schwanken dabei stark zwischen 4,6% (IFN-γ; Männer)

bis 76,1% (IL-13, 25 h; Frauen). Die Prozentpunkte zwischen den beiden Geschlechtern streuen dabei von

13,2% bis 99,5%.

Diese Ergebnisse stehen im wesentlichen im Einklang mit den Ergebnissen aus den linearen Modellen

(siehe Tabelle 3.3.2.1 auf Seite 45).

3.5.1.2 Zusammenhang mit Alter Wie aus den allgemeinen linearen Modellen hervorgeht, scheint

auch ein Alterse�ekt zu bestehen. Nominell zeigen Probanden mit höherem Alter eine stärkere Zyto-

kinantwort. In Abb. 3.5.1.5 ist eine Platte zu sehen, auf deren linken Seite (Spalten 1-6) die Ergebnisse

für einen 60-Jahre alten Probanden und auf der rechten Seite (Spalten 7-12) für einen 24-jährigen Pro-

banden abgebildet sind.

Abbildung 3.5.1.5: Beispiel-Platte für Altersunterschiede (IL-4)
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Man sieht, dass der ältere Proband im Vergleich zum jüngeren ein deutlich höheres Spot-Produktions-

niveau besitzt. Diese Unterschiede waren für die einzelnen Bedingungen bei den jeweiligen Zytokine

allerdings nicht statistisch signi�kant; auch nicht für die Flächenwerte. Die Tabelle 3.5.1.5 gibt wieder

einen Gesamtüberblick der neu gebildeten Variablen in Analogie zu den Geschlechtsunterschieden. Als

Trennwert für das Alter wurde ein Mediansplit verwendet. Der Median des Alters lag bei 29.

Tabelle 3.5.1.5: Zusammenfassung Altersunterschiede für neu gebildete Variablen

MW Abweichung vom MW Statistik

gesamt >29 J. <30 J. >29 J. <30 J. Di�erenz Z p

Sp. IFN-γ 661,48 695,90 630,34 105,2% 95,3% 9,9% −0,718 0,473

Sp. IL-4 222,62 256,43 191,87 115,2% 86,2% 29,0% −1,158 0,247

Sp. IL-13 45,51 57,42 35,23 126,2% 77,4% 48,8% −1,856 0,063

Sp. IL-13, 25 h 64,32 90,11 46,28 140,1% 71,9% 68,2% −0,781 0,435

Fl. IFN-γ 1,30× 106 1,29× 106 1,32× 106 98,6% 101,1% 2,5% −0,092 0,927

Fl. IL-4 3,36× 105 3,89× 105 2,94× 105 115,6% 87,4% 28,2% −0,866 0,386

Fl. IL-13 0,95× 105 1,09× 105 0,84× 105 114,2% 88,6% 25,6% −1,130 0,258

Fl. IL-13, 25 h 1,40× 105 1,92× 105 1,03× 105 137,6% 73,6% 64,0% −0,683 0,495

MW: Mittelwert; Sp.: neue Variable �Spot-Produktionsniveau�; Fl.: neue Variable �Gesamt�ächenwert�

Obgleich für das Gesamtniveau der Spot-Produktion teilweise wieder deutliche Unterschiede zwischen

den beiden Altersgruppen bestehen, sind diese nicht statistisch signi�kant. Die prozentualen Abweichun-

gen vom Mittelwert schwanken wieder stark zwischen 1,1% (Fläche IFN-γ; Alter < 30 Jahre) und 40,1%

(Spots IL-13, 25 h; Alter > 29 Jahre). Die Prozentpunkte zwischen den beiden Altersgruppen streuen von

2,5% bis 68,2 Prozentpunkte. Zur Veranschaulichung werden nur die Boxplot-Graphiken gezeigt (siehe

Abb. 3.5.1.6 bis 3.5.1.9 auf der nächsten Seite).

Abbildung 3.5.1.6: Altersdi�erenzen für IFN-γ,
Spotanzahl

Abbildung 3.5.1.7: Altersdi�erenzen für IL-4,
Spotanzahl

Man sieht in den Graphiken, dass Probanden mit einem höheren Alter eine stärkere Zytokinantwort

zeigen. Deutlicher ist der Unterschied bei den Interleukinen ausgeprägt. Bei der längeren Inkubations-

zeit für IL-13 sind die E�ekte etwas geringer (Daten nicht gezeigt). Für die Flächenwerte ergeben sich

insgesamt ähnliche Zusammenhänge. Berechnet man Korrelationen nach Pearson zwischen den einzelnen

Zytokinproduktionsniveaus und dem Alter, so ergeben sich signi�kante Zusammenhänge für die beiden

Interleukine, nicht aber für IFN-γ. Die Korrelationen nach Spearman sind allerdings nur für die Spot-

Werte bei IL-13 und der Inkubationszeit von 15 h signi�kant (siehe Tabelle 3.5.1.6 auf der nächsten

Seite).

Die stärksten Zusammenhänge zeigen die Werte für IL-13 bei einer längeren Inkubationszeit, wobei die
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Abbildung 3.5.1.8: Altersdi�erenzen für IL-13,
Spotanzahl

Abbildung 3.5.1.9: Altersdi�erenzen für IL-4,
Flächenwerte

Tabelle 3.5.1.6: Korrelation zwischen Alter und Zytokinproduktion

Variable Korrelation nach Pearson p (Pearson) Spearman-Rho p (Spearman)

Spots IFN-γ 0,178 0,273 0,146 0,369

Spots IL-4 0,346 0,025 0,215 0,171

Spots IL-13 0,337 0,031 0,334 0,033

Spots IL-13, 25 h 0,761 <0,001 0,252 0,329

Fläche IFN-γ 0,096 0,572 0,074 0,663

Fläche IL-4 0,322 0,049 0,149 0,372

Fläche IL-13 0,271 0,100 0,218 0,189

Fläche IL-13, 25 h 0,772 <0,001 0,256 0,321

nicht-parametrischen Korrelationen nicht signi�kant sind. Zur Veranschaulichung sind die entsprechenden

Punktstreudiagramme abgebildet (siehe Abb. 3.5.1.10 und 3.5.1.11). Man kann nach diesen Diagrammen

vermuten, dass unter Umständen Ausreiÿer für die Zusammenhänge verantwortlich sein könnten oder

sich ein Zusammenhang erst nach längerer Inkubationszeit abbildet.

Abbildung 3.5.1.10: Korrelation von Alter und
Spotanzahl für IL-13, 15 h Inkubationszeit

Abbildung 3.5.1.11: Korrelation von Alter und
Spotanzahl für IL-13, 25 h Inkubationszeit

Insgesamt scheint also ein höheres Alter mit einer stärkeren Zytokinproduktion assoziiert zu sein.

Wie bei den Geschlechtszusammenhängen bleibt das jeweilige Reaktionsmuster gleich (Graphiken nicht

abgebildet). Der Ein�uss des Alters zeigt sich wieder bei den Interleukinen stärker ausgeprägt.
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3.5.1.3 Zusammenhang mit Raucherstatus Der Nikotinkonsum wurde von 35 der 42 Probanden

erfasst. Davon waren 16 Raucher und 19 Nicht-Raucher. Mögliche Unterschiede in der Zytokinproduktion

zwischen Rauchern und Nicht-Rauchern wurden mit einem Mann-Whitney-U Test für zwei unabhängige

Stichproben untersucht. Als Zielvariablen wurde das Zytokinproduktionsniveau für die Spot- und die

Flächenwerte verwendet. Es ergaben sich insgesamt keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen für

keines der Zytokine. Ein Ein�uss durch den Nikotinkonsum scheint also in dieser Stichprobe nicht zu

bestehen.

3.5.2 Zusammenhang mit genetischen Faktoren

Neben den oben genannten soziodemographischen Faktoren ist es auch denkbar, dass die Zytokinproduk-

tion durch genetische Faktoren beein�usst wird.

3.5.2.1 IFN-γ, CA-Repeat, rs3138557

3.5.2.1.1 Allel-Frequenzen und Haplotypen-Verteilung Von 32 der 42 Probanden der end-

gültigen Stichprobe waren genetische Daten vorhanden, dabei waren nur die Allele 2, 3, 4 und 5 vertreten.

Alle Probanden besaÿen mindestens ein Allel 2 oder Allel 3. Allel 3 trat in 50% der Probanden auf und

war damit das häu�gste Allel. In Tabelle 3.5.2.1 sind die Allel-Frequenzen aus der Stichprobe und von

ausgewählten Vergleichspopulationen angegeben. Die Fallzahlen beziehen sich auf die Gesamtzahl aller

Allele.

Tabelle 3.5.2.1: Allelfrequenzen für CA-Repeat (rs3138557) der endgültigen Stichprobe

Stichprobe Manchestera Dänemarkb Koreac

n = 64 n = 328 n = 660 n = 622

Allel CA-Repeat N % N % N % N %

1 11 0 0 0 0 0 0 1 0,2
2 12 25 39,1 158 48,2 310 47 76 12,2
3 13 32 50 140 42,7 281 42,6 322 51,8
4 14 2 3,1 14 4,3 45 6,8 5 0,8
5 15 5 7,8 16 4,9 24 3,6 201 32,3
6 16 0 0 0 0 0 0 9 1,4
7 17 0 0 0 0 0 0 8 1,3

aPerrey et al. (1998) [255]; bPociot et al. (1997) [260]; cPyo et al. (2003) [266]

Dabei fanden sich keine signi�kanten Unterschiede in der Allel-Verteilung zwischen den kaukasischen

Populationen und der eigenen Stichprobe (UK-Population: χ2 = 2,637; df = 3; p = 0,451; dänische

Population: χ2 = 5,298; df = 3; p = 0,151), jedoch gegenüber der asiatischen Population (χ2 = 44,954;

df = 6; p < 0,001).

Die Haplotypenverteilung wurde mit den Daten der Studie von Perrey et al. verglichen (siehe Ta-

belle 3.5.2.2 auf der nächsten Seite), dabei ergaben sich keine signi�kanten Unterschiede zwischen den

beiden Populationen (χ2 = 8,164; df = 7; p = 0,318).

Die häu�gsten Haplotypen waren die auch als �common haplotypes� [277] bezeichneten Haplotypen

2-2, 2-3 und 3-3. Heterozygote Träger des Allels 2 fanden sich bei 53,1% der Probanden und 34,4%

besaÿen kein Allel 2.

3.5.2.1.2 Ein�üsse auf die IFN-γ Produktion Es wurde ein möglicher Zusammenhang

zwischen der Anzahl an CA-Wiederholungen des Mikrosatelliten Markers (CA-Repeat) im Intron 1

(rs3138557) auf dem zweiten Allel und der IFN-γ-Produktion untersucht. Das erste Allel war entweder

Allel 2 oder Allel 3. In den Abb. 3.5.2.1 und 3.5.2.2 sind die Boxplots, strati�ziert für die jeweiligen

CA-Repeats des zweiten Allels und die häu�gsten Haplotypen, dargestellt.
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Tabelle 3.5.2.2: Haplotypenverteilung für CA-Repeat (rs3138557)

Stichprobe Perrey et al.

n = 32 n = 164

Haplotyp N % N %

2-2 4 12,5 34 20,7

2-3 12 37,5 77 47,0

2-4 1 3,1 5 3,0

2-5 4 12,5 7 4,3

3-3 9 28,1 24 14,6

3-4 1 3,1 7 4,3

3-5 1 3,1 9 5,5

4-4 0 0,0 1 0,6

Abbildung 3.5.2.1: Genetische Unterschiede für
IFN-γ, Spotanzahl, CA-repeats des 2. Allels

Abbildung 3.5.2.2: Genetische Unterschiede für
IFN-γ, Spotanzahl, häu�ge Haplotypen

In Abb. 3.5.2.1 kann man erkennen, dass Probanden mit 14 CA-repeats auf dem zweiten Allel (Ge-

notypen 2-4 und 3-4) die geringste Zytokinproduktion aufweisen und Probanden mit 13 CA-repeats (Ge-

notypen 2-3 und 3-3) die höchsten Werte haben. Für die häu�gsten Haplotypen 12-12, 12-13 und 13-13

ergibt sich ein möglicher Gen-Dosis-E�ekt. Die 13-13-Homozygoten haben die höchsten Spot-Zahlen, ge-

folgt von den 12-13 Heterozygoten und schlieÿlich den 12-12 Homozygoten. In Tabelle 3.5.2.3 sind die

Spot-Zahlen für die einzelnen Genotypen wiedergegeben.

Tabelle 3.5.2.3: Deskriptive Statistik für IFN-γ, strati�ziert nach Genotypen

MW SD

Haplotyp 2-2 2-3 2-4 2-5 3-3 3-4 3-5 2-2 2-3 2-4 2-5 3-3

LW 3 1 0 1 1,2 0,5 1,8 1,8 1,6 N/A 0,5 1,2

PHA 598 632 226 582 834,1 87,5 736,8 320,1 350,9 N/A 404,3 284,3

SER_5 578 594 267 557 798,1 42,3 566,8 284,8 340,0 N/A 375,2 273,4

SER_4 707 532 N/A 438 806,8 31,8 539,8 176,4 310,4 N/A 348,3 297,0

SP 585 617 257 585 818,3 42,3 573,8 345,3 343,9 N/A 391,4

NaCl 596 620 N/A 570 803,6 66,0 586,5 298,1 347,9 N/A 414,8 298,4

SER_SP 591 647 252 605 889,3 93,0 601,3 335,2 347,5 N/A 394,6 248,1

SER_NaCl 568 625 294 596 810,2 50,0 636,0 340,9 324,5 N/A 391,6 276,1

Verglichen mit den Mittelwerten insgesamt (siehe Tabelle 3.4.3.1 auf Seite 55) erreichen homozygote

Träger des Allel 2 durch die Grundstimulation mit PHA nur 91,4% der Spot-Zahlen und heterozygote
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Träger des Allel 4 (14 CA-Repeats) sogar nur 24,0%. Träger der Genotypen 2-3 und 3-3 erreichen hin-

gegen 109,9% des Ausgangswertes. Bei der Zielbedingung SER_SP sind es bei den homozygoten Allel 2

Trägern 84,8%, bei heterozygoten Allel 4 Trägern 24,7% und bei den Trägern der Genotypen 2-3 und 3-3

107,9%. Das Stimulationsmuster bleibt im Wesentlichen erhalten, wenn auch mit ein paar Abweichun-

gen, die vermutlich auf die geringen Fallzahlen zurückzuführen sind. Ein Mann-Whitney-U-Test für zwei

unabhängige Stichproben zeigte signi�kante Unterschiede zwischen dem Zytokin-Produktionsniveau von

Probanden mit 13 CA-Wiederholungen auf dem zweiten Allel (Genotypen 12-13 und 13-13) gegenüber

Probanden mit 14 CA-Wiederholungen (Genotypen 12-14 und 13-14) (PHA: Mann-Whitney-U = 3,000;

Z = -1,964; p = 0,038; SER_SP: Mann-Whitney-U = 3,000; Z = -1,964; p = 0,050). Zwischen den anderen

Genotypen sind die Unterschiede nicht statistisch signi�kant. Trotz deutlicher nomineller Unterschiede

ist die IFN-γ-Produktion der häu�gen Haplotypen nicht statistisch signi�kant voneinander verschieden.

Für die Flächenwerte ergeben sich ähnliche Zusammenhänge. Auch hier unterscheiden sich Probanden

mit 13 CA-Wiederholungen von Probanden mit 14 CA-Wiederholungen auf dem zweiten Allel statistisch

signi�kant voneinander, nicht aber die anderen Genotypen (Daten nicht dargestellt).

Um den Ergebnissen von Pravica et al. nachzugehen, die zeigten, dass Probanden mit 12 CA-

Wiederholungen die höchste IFN-γ-Produktion erreichen, wurden die Probanden in Bezug auf das Allel 2

in homozygote 2-2 Träger, heterozygote 2-X Träger und Träger ohne Allel 2 unterschieden. Dabei fanden

sich keine statistisch signi�kanten Unterschiede.

3.5.2.2 IL-4, C589T, rs2243250

3.5.2.2.1 Allel-Frequenzen und Haplotypen-Verteilung Von 33 Probanden waren geneti-

sche Daten zum IL-4 C589T Polymorphismus vorhanden. In Tabelle 3.5.2.4 sind die Genotypen und

Allelfrequenzen im Vergleich zu publizierten Daten aus anderen Studien und kaukasischen Vergleichs-

populationen der SNP-Datenbank des NIH abgebildet. Im Gegensatz zu diesen beiden Populationen war

in der eigenen Stichprobe der C/T-Genotyp der häu�gste. Die Genotypverteilung unterschied sich im

Vergleich zum Kollektiv des PGA-European-Panels nicht signi�kant, jedoch gegenüber allen anderen

untersuchten Populationen. Dennoch wich die Allelverteilung der eigenen Studienpopulation nicht vom

Hardy-Weinberg-Equilibrium ab (χ2 = 2,1701; df = 1; p = 0,067; bei 1000 Iterationen).

Tabelle 3.5.2.4: Genotypen und Allelfrequenzen für IL-4 C589T in verschiedenen Populationen

Genotypen Statistik Allelfrequenz

C/C C/T T/T Chi-Quadrat C T

Referenz n N % N % N % χ2
p %

Stichprobe 33 15 45,5 17 51,5 1 3,0 jeweils df = 2 71,2 28,8

HapMap-CEUa 116 82 70,7 30 25,9 4 3,4 7,886 0,019 83,6 16,4
PGA-Europeana 46 30 65,2 16 34,8 0 0 3,999 0,135 82,6 17,4
Hollandb 645 472 73,2 160 24,8 13 2,0 12,094 0,002 85,6 14,4
Spanienb 310 206 66,5 93 30,0 11 3,5 6,369 0,041 81,5 18,5
USAc 135 96 71 26 19 13 10 14,807 0,001 80,7 19,3

adbSNP-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) [?];bPa�en et al. (2008) (zwei Populationen) [249];cOlson et al. (2007)

(nur kaukasische Kontrollen) [246]

3.5.2.2.2 Ein�üsse auf die IL-4 Produktion Da nur ein Proband homozygot für den T/T-

Genotyp war, wurden die T-Allel-Träger und die C/C-Homozygoten miteinander verglichen. In den Abb.

3.5.2.3 und 3.5.2.4 auf der nächsten Seite sind die möglichen Unterschiede zwischen den Wildtyp- und

den Polymorphismusträgern durch Boxplots dargestellt.

Wie man den Diagrammen entnehmen kann, sind die Unterschiede zwischen den beiden Genotypen
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Abbildung 3.5.2.3: Genetische Unterschiede für
IL-4, C589T Polymorphismus, Spotanzahl

Abbildung 3.5.2.4: Genetische Unterschiede für
IL-4, C589T Polymorphismus, Flächenwerte

nicht stark ausgeprägt. Ein Mann-Whitney-U-Test zeigte keine statistisch signi�kanten Unterschiede zwi-

schen den beiden Genotypen.

3.5.2.3 IL-13, A4257G, Gln (Q) zu Arg (R), rs20541

3.5.2.3.1 Allel-Frequenzen und Haplotypen-Verteilung Die genetischen Daten des IL-13

A4257G Polymorphismus lagen von 33 Probanden vor. Der häu�gste Genotyp war die G/G homozygote

Variante. Die Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen unterschied sich nicht im Vergleich mit pu-

blizierten Daten aus anderen Studien und den kaukasischen Vergleichspopulationen der SNP-Datenbank

des NIH (siehe Tabelle 3.5.2.5). Ebenso lag die Genotypverteilung im Hardy-Weinberg-Equilibrium (χ2 =

0,6274; df = 1; p = 0,542; bei 1000 Iterationen).

Tabelle 3.5.2.5: Genotypen und Allelfrequenzen für IL-13 Q130R in verschiedenen Populationen

Genotypen Statistik Allelfrequenz

A/A A/G G/G Chi-Quadrat A G

Referenz n N % N % N % χ2
p %

Stichprobe 33 2 6,1 9 27,3 22 66,7 jeweils df = 2 19,7 80,3

HapMap-CEUa 120 6 5,0 44 36,7 70 58,3 1,014 0,602 23,3 76,7
PGA-Europeana 48 4 8,3 14 29,2 30 62,5 0,214 0,899 22,9 77,1
UKb 906 32 3,5 291 32,1 583 64,4 0,823 0,663 19,6 80,4
Frankreichc 112 3 3 28 25 81 72 1,012 0,603 15,2 84,8

adbSNP-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) [?]; bSadeghnejad et al. (2008) [279]; cGranel et al. (2006) [106]

3.5.2.3.2 Ein�üsse auf die IL-13 Produktion Genetische Unterschiede in Bezug auf die IL-13-

Produktion wurden anhand des A4257G-Polymorphismus (Q130R) untersucht. Da nur zwei Probanden

homozygot für den A/A-Genotyp waren, wurden wieder die A-Allel-Träger und die G/G-Homozygoten

miteinander verglichen. Die Abb. 3.5.2.5 und 3.5.2.6 auf der nächsten Seite zeigen die möglichen Unter-

schiede wieder durch Boxplots.

Für IL-13 lassen die Diagramme einen Zusammenhang vermuten. So weisen die G/G-Homozygoten

wesentlich höhere Flächenwerte und Spot-Zahlen als die A-Allel-Träger auf. In Tabelle 3.5.2.6 sind die

Werte für die jeweiligen Genotypen sowie die Ergebnisse der nicht-parametrischen Tests wiedergegeben.

Für die einzelnen Bedingungen sind die Unterschiede nicht statistisch signi�kant. Auch wenn man
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Abbildung 3.5.2.5: Genetische Unterschiede für
IL-13, A4257G Polymorphismus, Spotanzahl

Abbildung 3.5.2.6: Genetische Unterschiede für
IL-13, A4257G Polymorphismus, Flächenwerte

Tabelle 3.5.2.6: Deskriptive Statistik für IL-13, strati�ziert nach Genotypen

MW SD Mann-Whitney-U-Test

Spots Fläche Spots Fläche Spots Fläche

AA/AG GG AA/AG GG AA/AG GG AA/AG GG Z p Z p

LW 0,4 0,8 0,13× 105 0,12× 105 0,3 0,7 0,11× 105 0,18× 105−1,266 0,205 −0,649 0,516

PHA 33,5 44,8 0,75× 105 1,01× 105 58,9 38,8 1,27× 105 0,85× 105−1,796 0,073 −1,680 0,093

SER_5 31,8 41,5 0,71× 105 0,93× 105 61,4 38,4 1,28× 105 0,93× 105−1,681 0,093 −1,337 0,181

SER_4 42,6 41,4 1,04× 105 1,17× 105 72,4 28,6 1,73× 105 0,67× 105−1,416 0,157 −1,416 0,157

SP 27,6 40,0 0,60× 105 0,94× 105 38,8 39,4 0,78× 105 0,95× 105−0,879 0,380 −1,031 0,302

NaCl 33,6 42,4 0,78× 105 1,01× 105 46,6 42,0 0,96× 105 1,00× 105−0,821 0,412 −0,802 0,423

SER_SP 35,2 56,3 0,73× 105 1,31× 105 48,1 58,7 1,00× 105 1,42× 105−1,127 0,260 −1,757 0,079

SER_NaCl 28,2 44,6 0,57× 105 0,98× 105 47,0 38,0 0,94× 105 0,85× 105−1,567 0,117 −1,795 0,073

das Produktionsniveau für IL-13 als neue Variable zusammenfasst, ergeben sich keine statistisch signi�-

kanten Unterschiede, weder für die Spot-Zahlen noch für die Flächenwerte. Allerdings wird bei einigen

Bedingungen, wie beispielsweise der Grundstimulation mit PHA das Signi�kanzniveau von p < 0,05 nur

knapp verfehlt. Auch bei der längeren Inkubationszeit von 25 h ergaben sich keine statistisch signi�kanten

Zusammenhänge.

3.5.3 Interaktionen genetischer und soziodemographischer Ein�ussfaktoren

In den bisherigen Abschnitten zeigte sich, dass Alter, Geschlecht und genetische Faktoren einen Ein-

�uss auf die Zytokinproduktion nehmen können und diese Faktoren bei den jeweiligen Zytokinen einen

unterschiedlich starken Ein�uss haben. In den allgemeinen linearen Modellen aus Punkt 3.3.2 auf Sei-

te 44 zeigten sich Alter und Geschlecht als mögliche Ein�ussfaktoren für die Produktion von IL-4 und

IL-13. Die nicht-parametrischen Tests aus Punkt 3.5.1.1 auf Seite 66 zeigten signi�kante Unterschie-

de auf das Zytokin-Produktionsniveau für die Spot- und Flächenwerte für IL-13. In Bezug auf das Alter

zeigten Probanden mit einem höheren Alter eine stärkere Zytokin-Produktion. Allerdings waren die nicht-

parametrischen Tests aus Punkt 3.5.1.2 auf Seite 69 wieder nur für IL-13 signi�kant. Die Korrelationen

zwischen der Zytokin-Produktion und dem Alter wiesen ebenfalls nur für IL-13 signi�kante Zusammen-

hänge auf. Für IFN-γ zeigten die Träger von 13 CA-Repeats (Genotypen 2-3 und 3-3) gegenüber den Trä-

gern von 14 CA-Repeats (Genotypen 2-4 und 3-4) eine statistisch signi�kant höhere Zytokin-Produktion.

Bei den anderen Genotypen, auch der anderen Zytokine, zeigten die nicht-parametrischen Tests keine

statistisch signi�kanten Zusammenhänge, obgleich sich nominell durchaus Unterschiede ergaben.
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Um mögliche Interaktionen zwischen den soziodemographischen und den genetischen Ein�ussfaktoren

zu untersuchen, wurde in einem letzten Schritt nochmals ein allgemeines lineares Modell gerechnet mit

dem Zytokin-Produktionsniveau, welches durch den Mittelwert aus den Bedingungen �PHA�, �SER_5�,

�SP�, �NaCl�, �SER_SP� und �SER_NaCl� bestimmt wird, als abhängige Variable und Alter, Geschlecht

und Genotyp als feste Faktoren.

Im folgenden werden nur die signi�kanten Werte detaillierter dargestellt. Für IFN-γ und IL-13 zeig-

ten sich keine neuen Zusammenhänge oder Interaktionen und die allgemeinen linearen Modelle waren

insgesamt sowohl für die Spot- als auch die Flächenwerte nicht signi�kant.

Für IL-4 war das Modell jedoch sowohl für die Spot- als auch die Flächenwerte statistisch signi�kant.

In Tabelle 3.5.3.1 sind die Zwischensubjektfaktoren des Modells zusammengefasst und in Tabelle 3.5.3.2

die Werte der deskriptiven Statistik.

Tabelle 3.5.3.1: Zwischensubjektfaktoren des allgemeinen linearen Modells

IL-4

Wertelabel N
Geschlecht 1 männlich 21

2 weiblich 12
Alter 1 < 30 Jahre 20

2 > 29 Jahre 13
IL-Genotyp 1 TT oder CT 18

2 CC 15

Tabelle 3.5.3.2: Deskriptive Statistik des allgemeinen linearen Modells für IL-4

IL-4

Geschlecht Alter Genotyp MW SD N

männlich < 30 TT/CT 219,73 156,52 8
CC 232,67 92,43 6
Gesamt 225,28 128,54 14

> 29 TT/CT 156,09 98,44 5
CC 553,00 91,28 2
Gesamt 269,49 212,97 7

Gesamt TT/CT 195,25 136,23 13
CC 312,76 171,11 8
Gesamt 240,02 157,49 21

weiblich < 30 TT/TC 154,17 1
CC 136,68 50,39 5
Gesamt 139,60 45,63 6

> 29 TT/CT 136,92 83,96 4
CC 202,52 72,86 2
Gesamt 158,78 80,24 6

Gesamt TT/CT 140,37 73,12 5
CC 155,49 60,08 7
Gesamt 149,19 63,04 12

Gesamt < 30 TT/CT 212,44 148,03 9
CC 189,04 88,32 11
Gesamt 199,57 116,08 20

> 29 TT/CT 147,57 87,13 9
CC 377,76 213,29 4
Gesamt 218,40 169,30 13

Gesamt TT/CT 180,01 122,47 18
CC 239,37 150,94 15
Gesamt 206,99 137,24 33
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Die Aussagekraft dieses Modells ist insgesamt etwas eingeschränkt, da der Levene-Test auf Gleichheit

der Varianzen signi�kant und damit die Grundvoraussetzung einer Normalverteilung der Werte verletzt

ist (F: 2,549; df1: 7; df2: 25; p = 0,040). Die Ergebnisse der Zwischensubjektfaktoren sind in Tabelle

3.5.3.3 abgebildet.

Tabelle 3.5.3.3: Tests der Zwischensubjekte�ekte für IL-4; Interaktionen

Quelle Quadratsumme df Mittel der F Signi�kanz Partielles
vom Typ III Quadrate Eta-Quadrat

Korrigiertes Modell 304 841,70a 7 43 548,81 3,65 0,008 0,506

Konstanter Term 1 091 382,17 1 1 091 382,17 91,59 0,000 0,786

Geschlecht 95 925,49 1 95 925,49 8,05 0,009 0,244

Alterb 31 680,57 1 31 680,57 2,66 0,116 0,096

Genotypc 71 299,66 1 71 299,66 5,98 0,022 0,193

Geschlecht*Alter 14 721,65 1 14 721,65 1,24 0,277 0,047

Geschlecht*Genotyp 44 481,59 1 44 481,59 3,73 0,065 0,130

Alter*Genotyp 74 154,22 1 74 154,22 6,22 0,020 0,199

Geschlecht*Alter*Genotyp 30 773,92 1 30 773,92 2,58 0,121 0,094

Fehler 297 915,40 25 11 916,62

Gesamt 2 016 618,85 33

Korrigierte Gesamtvariation 602 757,10 32

aR-Quadrat = ,506 (korrigiertes R-Quadrat = ,367)

Das Gesamtmodell sowie die Faktoren Geschlecht, Genotyp und die Interaktion Alter*Genotyp sind

signi�kant. Das Gesamtmodell erklärt etwa 51% der Varianz und die einzelnen Faktoren zwischen 19 und

24%.

In den Abb. 3.5.3.1 und 3.5.3.2 sind die Graphiken der geschätzten Randmittel dargestellt, in denen

man die Interaktionen zwischen den drei Ein�ussfaktoren gut erkennen kann.

Abbildung 3.5.3.1: Geschätztes Randmittel für
IL-4, Altersgruppe < 30 Jahre
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Abbildung 3.5.3.2: Geschätztes Randmittel für
IL-4, Altersgruppe > 29 Jahre
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In der Altersgruppe > 29 Jahre besteht ein deutlicher Unterschied in der Zytokin-Produktion zwischen

den beiden Genotypen für die Männer, aber nicht für die Frauen. Bei den jüngeren Probanden zeigen

sich Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern, in Bezug auf die Genotypen sind die Di�erenzen

allerdings nicht sonderlich ausgeprägt.
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3.6 Th2/Th1-Verhältnis

Die bisherigen Untersuchungen zielten darauf ab, Veränderungen der Zytokinproduktion durch die einzel-

nen Bedingungen und mögliche Ein�ussfaktoren auf interindividuelle Unterschiede aus�ndig zu machen.

In diesem letzten Abschnitt sollen die Verhältnisse der Th2 und Th1 Zytokine genauer beleuchtet werden.

Sowohl optisch, als auch nach den deskriptiven Daten geht klar hervor, dass die Zytokinproduktion für

IFN-γ im Mittel am höchsten war, gefolgt von IL-4 und schlieÿlich IL-13. Dabei zeigte sich prinzipiell

ein ähnliches Muster für die einzelnen Stimulationen über die Mittelwerte hinweg bei allen drei Zytoki-

nen. Hierdurch kann aber noch nicht primär gefolgert werden, ob auch das Th2/Th1-Verhältnis auf einer

individuellen Basis für die jeweiligen Bedingungen gleich bleibt.

Die deskriptive Statistik für die drei Zytokine und die Häu�gkeitstabellen für die einzelnen Verhält-

nisse zeigten, dass es einen starken Ausreiÿer bei allen drei Zytokinen gab. Dieser wurde bei den weiteren

Darstellungen und Berechnungen ausgeschlossen. Da es von primärem Interesse war, ob sich das Th2/Th1-

Verhältnis durch eine Stimulation mit Serotonin, Substanz P oder deren Kombination gegenüber einer

alleinigen Stimulation mit PHA verändert, sind in Folge nur die Ergebnisse für diese vier Bedingungen dar-

gestellt. Dabei bedeuten gröÿere Werte generell eine Verschiebung des Th2/Th1-Gleichgewichts zugunsten

der Th2-Zytokine und kleinere Werte zugunsten der Th1-Zytokine. Beim Verhältnis von IL-13/IL-4 be-

deuten gröÿere Werte eine Verschiebung in Richtung IL-13.

Tabelle 3.6.0.4 gibt die deskriptiven Daten der Verhältnisse der Spot-Produktion und Tabelle 3.6.0.5

die Daten der Flächenwerte wider.

Tabelle 3.6.0.4: Deskriptive Statistik für das Th2/Th1-Verhältnis der Spot-Produktion

Verhältnis Bedingung MW SD Min. Max. N

IL-4/IFN-γ PHA 0,396 0,293 0,020 1,600 41
SER_5 0,396 0,307 0,020 1,500 41
SP 0,410 0,328 0,010 2,010 41
SER_SP 0,385 0,224 0,010 1,020 39

IL-13/IFN-γ PHA 0,077 0,108 0,000 0,660 41
SER_5 0,067 0,066 0,000 0,380 41
SP 0,068 0,063 0,000 0,280 41
SER_SP 0,078 0,068 0,010 0,290 38

IL-13/IL-4 PHA 0,224 0,301 0,000 1,710 41
SER_5 0,196 0,155 0,010 0,770 41
SP 0,188 0,147 0,010 0,690 41
SER_SP 0,277 0,358 0,020 2,130 40

Tabelle 3.6.0.5: Deskriptive Statistik für das Th2/Th1-Verhältnis der Flächenwerte

Verhältnis Bedingung MW SD Min. Max. N

IL-4/IFN-γ PHA 0,314 0,238 0,010 1,160 37
SER_5 0,335 0,331 0,020 1,990 37
SP 0,410 0,328 0,010 2,010 37
SER_SP 0,324 0,200 0,010 0,890 37

IL-13/IFN-γ PHA 0,071 0,054 0,000 0,210 37
SER_5 0,076 0,063 0,000 0,330 37
SP 0,075 0,060 0,000 0,210 37
SER_SP 0,092 0,076 0,010 0,310 37

IL-13/IL-4 PHA 0,301 0,336 0,000 1,790 37
SER_5 0,295 0,240 0,010 0,980 37
SP 0,268 0,206 0,030 0,830 37
SER_SP 0,386 0,452 0,030 2,170 37
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Man kann der deskriptiven Statistik entnehmen, dass sich insgesamt keine groÿen Verschiebungen

durch die jeweiligen Stimulationen ergeben. Interessanterweise bewegt sich durch die Kombination aus

Serotonin und Substanz P das Gleichgeweicht für das Verhältnis von IL-13/IFN-γ und für das Verhältnis

von IL-13/IL-4 wieder in Richtung der ursprünglichen Ausgangslage nur unter PHA. Die alleinige Stimu-

lation mit Serotonin oder Substanz P zeigt hingegen eher eine Verschiebung in die andere Richtung, also

zugunsten IFN-γ bzw. IL-4. Das ist bei den Flächenwerten prinzipiell ähnlich gegeben. In Tabelle 3.6.0.6

sind die Ergebnisse der nicht-parametrischen Tests für die möglichen Kombinationen dargestellt.

Tabelle 3.6.0.6: Wilcoxon-Tests für Th2/Th1-Verhältnis

Verhältnis Var. 1 Var. 2 Z-Wert p-Wert

Spots Fläche Spots Fläche

IL-4/IFN-γ PHA SER_5 −0,356 −0,400 0,722 0,689

PHA SP −0,330 −0,008 0,741 0,994

PHA SER_SP −0,781 −1,184 0,435 0,236

SER_5 SER_SP −1,186 −1,109 0,236 0,267

SP SER_SP −1,088 −0,928 0,276 0,354

IL-13/IFN-γ PHA SER_5 −0,149 −0,536 0,882 0,592

PHA SP −0,927 −0,008 0,354 0,994

PHA SER_SP −2,777 −1,954 0,005 0,051

SER_5 SER_SP −2,415 −1,456 0,016 0,145

SP SER_SP −3,038 −2,240 0,002 0,025

IL-13/IL-4 PHA SER_5 −0,369 −0,173 0,712 0,862

PHA SP −0,590 −0,339 0,555 0,734

PHA SER_SP −2,003 −1,154 0,045 0,248

SER_5 SER_SP −1,438 −0,852 0,150 0,394

SP SER_SP −2,487 −1,682 0,013 0,093

Es zeigt sich, dass sich für das Verhältnis von IL-13/IFN-γ die Kombination aus Serotonin und Sub-

stanz P signi�kant von der alleinigen Stimulation mit PHA, Serotonin oder Substanz P bei den Spot-

Zahlen abhebt. Bei den Flächenwerten ist die Tendenz ähnlich, allerdings ist nur der Unterschied aus

der Kombination von Serotonin und SP gegenüber Substanz P allein signi�kant. Gegenüber der Grund-

stimulation mit PHA wird nur knapp das Signi�kanzniveau von p < 0,05 verfehlt. Auÿerdem verschiebt

sich das Verhältnis von IL-13/IL-4 bei den Spot-Zahlen signi�kant zugunsten IL-13 durch die Kombina-

tion aus Substanz P und Serotonin im Vergleich zur Grundstimulation mit PHA oder Substanz P allein,

nicht jedoch gegenüber Serotonin allein. Bei den Flächenwerten ergeben sich keine signi�kanten Unter-

schiede. Wenn man wieder nach Bonferroni korrigieren und das Signi�kanzniveau durch die Anzahl der

statistischen Tests teilen würde, so ergäbe sich als neues Signi�kanzniveau ein Wert von p = 0,00333.

Beim Verhältnis von IL-13/IFN-γ bliebe also die Kombination aus Serotonin und SP gegenüber SP allein

signi�kant unterschiedlich.

Graphisch sind in den Abb. 3.6.0.3 und 3.6.0.4 auf der nächsten Seite die Boxplots für die Spot-Werte

der Verhältnisse von IL-4/IFN-γ und IL-13/IL-4 wiedergegeben. In den Abb. 3.6.0.5 und 3.6.0.6 sind

sowohl die Spot- als auch die Flächenwerte des IL-13/IFN-γ Verhältnisses durch Boxplots dargestellt.
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Abbildung 3.6.0.3: IL-4/IFN-γ-Verhältnisse bei
vier verschiedenen Bedingungen, Spot-Werte
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Abbildung 3.6.0.4: IL-13/IL-4-Verhältnisse bei vier
verschiedenen Bedingungen, Spot-Werte
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Abbildung 3.6.0.5: IL-13/IFN-γ-Verhältnisse bei
vier verschiedenen Bedingungen, Spot-Werte
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Abbildung 3.6.0.6: IL-13/IFN-γ-Verhältnisse bei
vier verschiedenen Bedingungen, Flächenwerte
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4 Diskussion

Die wechselseitige Beein�ussung des Nervensystems und des Immunsystems konnte in den letzten Jahr-

zehnten durch umfassende Untersuchungen aufgedeckt werden. Hierbei zeigte es sich, dass sowohl Zyto-

kine, die zentral und auch peripher produziert werden, die Funktionsweise von Nervenzellen beein�ussen

können, als auch Neurotransmitter einen modulatorischen E�ekt auf die Wirkweise von Immunzellen

besitzen. Immunzellen, insbesondere T-Lymphozyten weisen dabei Rezeptoren für Neurotransmitter auf

ihrer Zellmembran auf. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit die beiden Neurotrans-

mitter Serotonin und Substanz P die Produktion von Zytokinen beein�usst. In der Literatur sind bereits

Ergebnisse zu beiden Zytokinen einzeln vorbeschrieben, ein möglicher wechselseitiger E�ekt wurde bis-

her nicht untersucht. Im zentralen Nervensystem zeigt Substanz P eine modulatorische Wirkung auf die

serotonerge Reizweiterleitung. Insofern war es naheliegend auch in peripheren Systemen einen modulato-

rischen E�ekt von Substanz P auf die Wirkung von Serotonin anzunehmen.

T-Lymphozyten gliedern sich in mehrere Subpopulationen. Dabei dienen sowohl Ober�ächenmarker

als auch jeweils spezi�sche Zytokine zur genaueren Charakterisierung der einzelnen Subpopulationen. Zur

Untersuchung von Th1-Zellen wurde IFN-γ bestimmt und die Funktion von Th2-Zellen wurde durch die

Bestimmung von IL-4 und IL-13 untersucht. Mit der ELISpot-Methode wurde dabei der Frage nachge-

gangen, inwieweit Serotonin und Substanz P einzeln und zusammen die Produktion dieser drei Zyto-

kine beein�ussen. Bisherige Arbeiten haben ähnliche Fragestellungen hauptsächlich an gepoolten Zellen

aus Bu�y Coats, bestimmten Zelllinien oder aus PBMC weniger Probanden untersucht. Hierbei können

interindividuelle Unterschiede, die prinzipiell ebenfalls in der Literatur beschrieben sind, jedoch nicht

berücksichtigt werden. Um diesem wichtigen Aspekt Rechnung zu tragen, wurde die Fragestellung an

einem gröÿeren Kollektiv gesunder Probanden untersucht, um hierdurch mögliche Ein�üsse von Alter,

Geschlecht, Nikotinkonsum oder genetischer Polymorphismen herausarbeiten zu können.

Die ELISpot-Methode ist eine sehr sensitive Methode zur quantitativen Bestimmung einzelner Zyto-

kine. Um reliable Ergebnisse zu erzielen und diese automatisiert erfassen zu können, sind verschiedene

methodische Fallstricke zu beachten. Der Erarbeitung einer einheitlichen Methodik und der Untersuchung

möglicher Ein�ussfaktoren methodischer Variationen galt daher ein weiteres Hauptaugenmerk dieser Ar-

beit.

In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Ergebnisse diskutiert. Im ersten Abschnitt (sie-

he 4.1) stehen die Ergebnisse der Hauptfragestellung im Fokus, im zweiten Abschnitt (siehe 4.2 auf

Seite 87) werden die möglichen Ein�ussfaktoren auf interindividuelle Unterschiede in den Mittelpunkt

gerückt und im dritten Abschnitt (siehe 4.3) werden die Variationen der verwendeten Methodik abschlie-

ÿend diskutiert.

4.1 Hauptfragestellung

In einer Übersichtsarbeit stellte Mia Levite heraus, dass die E�ekte, die Neurotransmitter auf T-Zellen

ausüben sehr unterschiedlicher Natur sein können. Es kommt dabei auf viele Kontextfaktoren an. Eine

Frage ist, ob Neurotransmitter mit naiven oder Antigen/Mitogen-aktivierten T-Zellen in Verbindung

treten, ob niedrige/optimale Dosen oder eher hohe Dosierungen verwendet werden, welcher Subtyp von

T-Zellen beobachtet wird (Th1 vs. Th2, Te� vs. Treg, CD4+ vs. CD8+), ob weitere Neurotransmitter

gleichzeitig verwendet werden und welche Zytokine im umgebenden Milieu vorhanden sind (zur Übersicht

[184]). Widersprüchliche Ergebnisse zu Angaben in der Literatur sind also vorprogrammiert, wenn der

Kontext nicht genau berücksichtigt wird.

4.1.1 Wirkung von Substanz P

In den Vorversuchsreihen zeigte sich, dass SP ohne Mitogen-Stimulation der Zellen keine Zytokinproduk-

tion hervorruft. Auch bei höheren Dosierungen war dies nicht der Fall. Dies wird auch in der Literatur
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so beschrieben [159, 338, 188]. Allerdings konnte Levite zeigen, dass Substanz P zu einer Produktion

von Zytokinen ohne anderweitige Stimulation führen kann und dass durch eine Stimulation mit Neuro-

peptiden Th1-Zellen auch Th2-Zytokine wie IL-4 produzieren und umgekehrt, was durch eine klassische

Aktivierung dieser Zellen durch Antigene bisher nicht beobachtet werden konnte [182].

Eine Dosis-Wirkungsbeziehung zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nicht. Nordlind et al.

zeigten hingegen einen konzentrationsabhängigen E�ekt auf die Proliferationsrate [239].

Bei der endgültigen Versuchsreihe zeigte sich keine Veränderung der Zytokinproduktion durch Hinzu-

gabe von SP im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit PHA. Nominell nahmen sowohl die Anzahl von

SFC als auch die Flächenwerte in Bezug auf die Produktion von IFN-γ ab. Hingegen steigerte Substanz P

prozentual die Anzahl von SFC und die Flächenwerte für beide Interleukine. Bei IL-13 war dies bei beiden

Inkubationszeiten gleich. Die Veränderungen der Produktion waren jedoch alle nicht statistisch signi�kant.

Hingegen fanden Wagner et al., dass Substanz P die IFN-γ Produktion von mit PWM-stimulierten Zellen

steigern konnte. Dieser E�ekt lag bei etwa 6-18% und zeigte sein Maximum bei einer SP Konzentration

von 10−8 mol/l [338].

Insgesamt scheint SP spezi�sche E�ekte auf verschiedene Zytokine zu zeigen. Kim et al. fanden keinen

Ein�uss von SP auf die IL-4- und IFN-γ-Produktion bei Gesunden oder Patienten mit atopischer Derma-

titis, sehr wohl aber auf die Produktion von IL-10 und TNF-α [159]. Diese Ergebnisse stehen jedoch in

Widerspruch mit den Daten von Gordon et al., die zeigen konnten, dass SP einen verstärkenden E�ekt auf

die IL-4- und IFN-γ-Produktion bei Patienten mit atopischer Dermatitis in physiologischen Konzentratio-

nen hatte, jedoch nicht über die gesamte Verdünnungsreihe hinweg [103]. Auf Mastzellen und Monozyten

konnte ein verstärkender E�ekt durch SP auf die Produktion von IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-α

gezeigt werden [132, 174, 176, 197, 160]. Dabei scheint es mitentscheidend zu sein, wie stark die Zellen

bereits mit Mitogenen/Antigenen stimuliert wurden, da SP die Produktion von IL-1 auch vermindern

konnte, wenn bereits maximal mit LPS stimuliert wurde [174].

4.1.2 Wirkung von Serotonin

Ähnlich wie SP konnte auch Serotonin in den Vorversuchen keine nennenswerte Zytokinproduktion ohne

eine Stimulation mit PHA induzieren, was in Einklang mit der Literatur steht [147].

Im Gegensatz zu SP ergab sich für die Wirkung von Serotonin ein klarer konzentrationsabhängiger

E�ekt in den Vorversuchen. So zeigte sich eine deutliche Abnahme der Anzahl von SFC für alle drei

Zytokine bei einer Serotonin-Konzentration von 10−3 mol/l. Bei niedrigeren Serotonin-Konzentrationen

war dieser E�ekt bei den Vorversuchen je nach Zytokin unterschiedlich, teilweise ergaben sich sogar

stimulierende E�ekte, vor allem auf die Produktion von IL-13.

Auch bei der endgültigen Versuchsreihe zeigten sich Unterschiede sowohl in Bezug auf eine Dosisab-

hängigkeit, als auch die Richtung der Wirkung von Serotonin auf die Produktion der drei untersuchten

Zytokine. Auf die Anzahl von IFN-γ-SFC wirkten beide Konzentrationen hemmend. Signi�kant waren

aber nur die Ergebnisse für die höhere Serotonin-Konzentration (SER_4 (10−4 mol/l)). Einschränkend

muss allerdings erwähnt werden, dass, wie bereits weiter oben angemerkt, alle Wells für die Bedingung

SER_4 am Rand lagen und diese Ergebnisse damit höheren Schwankungen unterlagen. Die Wirkung von

Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l zeigte sich nicht unterschiedlich zu einer Wirkung von

SP alleine. Die prozentualen Veränderungen der Anzahl von SFC war dabei für die höhere Serotonin-

Konzentration mit -18,4% durchaus beachtlich.

Die Ergebnisse für die beiden Interleukine unterschieden sich gegenüber der Wirkung von Serotonin

auf die IFN-γ-Produktion. So veränderte die niedrigere Serotonin-Konzentration die Anzahl von IL-4-

SFC nicht und die höhere Konzentration nur grenzwertig. Für die Flächenwerte waren die Unterschiede

nicht mehr signi�kant. Eine statistisch signi�kant unterschiedliche Wirkung zwischen den beiden Kon-

zentrationen ergab sich ebenfalls nicht. Auch gegenüber einer Stimulation mit SP allein zeigte sich kein

Unterschied. Interessanterweise wirkte Serotonin in geringerer Konzentration sogar steigernd, sowohl auf
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die SFC-Anzahl als auch die Zytokinproduktion selbst, wenn man die prozentualen Veränderungen be-

trachtet. Hingegen führte die höhere Konzentration doch zu einer deutlichen Abnahme.

Dieser Unterschied zwischen den beiden Serotoninkonzentrationen ergab sich qualitativ gleichsinnig

auch in Bezug auf die IL-13-Produktion, wobei die Steigerung für die geringere Serotoninkonzentration

noch deutlicher war als bei IL-4. Diese Ergebnisse lieÿen sich auch bei der längeren Inkubationszeit von

25 h replizieren, die Ergebnisse waren jedoch nicht statistisch signi�kant.

Andere Arbeiten zeigten ebenfalls einen supprimierenden E�ekt von Serotonin auf die Proliferations-

rate von PHA-aktivierten Lymphozyten und eine Minderung der IFN-γ-Produktion [13, 26, 157, 301].

Eine inhibitorische Wirkung auf die Proliferationsrate nach Stimulation mit HgCl konnte bis zu einer

Serotonin-Konzentration von 10-7 mol/l nachgewiesen werden. Die stärkste Wirkung zeigte sich dabei

unter 10-4 mol/l [240]. In der eigenen Arbeit wurden noch stärkere Wirkungen bei einer Konzentration

von 10-3 mol/l festgestellt. Das prinzipielle Reaktionsmuster ist aber bei allen Arbeiten übereinstimmend.

Hingegen zeigten Aune et al. an murinen Milzzellen, dass die Zugabe von Serotonin auf Mitogen-

stimulierte Lymphozyten eine Zunahme von mRNA für IFN-γ und IL-2 bewirkt [15]. Inwieweit, die

mRNA-Produktion aber auch in eine Zytokinproduktion umgesetzt wurde, blieb o�en.

4.1.3 Wirkung von Substanz P und Serotonin

Die primäre Hypothese dieser Arbeit war, dass die simultane Stimulation von Lymphozyten durch Sub-

stanz P und Serotonin kostimulatorische E�ekte hervorruft. Die Vorversuche zeigten in diesem Zusam-

menhang wiederum, dass die Gabe beider Neurotransmitter ohne eine Grundstimulation mit PHA zu

keiner erhöhten Anzahl von SFC führt.

Hingegen steigerte die gleichzeitige Gabe von Serotonin in einer Konzentration von 10−5 mol/l und

SP in einer Konzentration von 10−10 mol/l die Produktion aller drei Zytokine in PHA-aktivierten Lym-

phozyten.

Für IFN-γ waren diese Ergebnisse sowohl gegenüber der alleinigen Gabe von Serotonin als auch der

alleinigen Gabe von Substanz P statistisch signi�kant. Gegenüber der Kontrollbedingung (SER_NaCl)

der gemeinsamen Stimulation (SER_SP) aus Serotonin (10−5 mol/l) und SP (10−10 mol/l), also Serotonin

(10−5 mol/l) zusammen mit dem Trägermittel von SP (NaCl in einer �Konzentration� von 10−10 mol/l),

waren die Ergebnisse für die Flächenwerte signi�kant, für die Spot-Zahl nur grenzwertig signi�kant.

Für IL-4 waren die Ergebnisse einer gemeinsamen Stimulation gegenüber der alleinigen Gabe von

Serotonin ebenfalls statistisch signi�kant, gegenüber der alleinigen Gabe von SP nur für die Flächenwerte

signi�kant. Gegenüber der Kontrollbedingung war der Unterschied ebenfalls nur für die Flächenwerte

grenzwertig signi�kant.

Für IL-13 war die gemeinsame Stimulation vor allem gegenüber der alleinigen Gabe von Substanz P

statistisch signi�kant. Gegenüber der alleinigen Gabe von Serotonin waren die Ergebnisse nur für die

Spot-Zahlen statistisch signi�kant und gegenüber der Kontrollgruppe nur für die Flächenwerte. Für den

jeweiligen anderen Vergleich waren die Ergebnisse grenzwertig signi�kant.

Bei der längeren Inkubationszeit von IL-13 ergab sich nur für die Flächenwerte beim Vergleich zwi-

schen der gemeinsamen Gabe gegenüber der Kontrollgruppe (SER_NaCl), also Serotonin (10−5 mol/l)

zusammen mit dem Trägermittel von SP (NaCl in einer �Konzentration� von 10−10 mol/l), ein signi�-

kantes Ergebnis.

Absolut gesehen und auch in Bezug auf die prozentualen Veränderungen bleibt zusammenfassend

festzuhalten, dass die gleichzeitige Gabe von Serotonin und Substanz P bei allen drei Zytokinen gegenüber

allen anderen Bedingungen die höchsten Werte für die Spot-Zahlen und die Flächenwerte erreichte. Was

die Anzahl von SFC betri�t, könnte es sich hierbei möglicherweise um eine Steigerung der Proliferations-

raten handeln. Wenn man die Flächenwerte betrachtet, so scheint eher die Zytokinproduktion selbst

betro�en zu sein.

Es bleibt noch zu diskutieren, ob die beobachteten Unterschiede in ihrer Stärke auch tatsächlich
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von Relevanz sein können. Insgesamt steigerte die gleichzeitige Gabe von Serotonin und SP die IFN-γ-

Produktion um etwa 10% gegenüber der jeweiligen alleinigen Gabe, die IL-4-Produktion zwischen 13

(SP) und 18% (5-HT) und die IL-13-Produktion zwischen 30 (SP) und 45% (5-HT). Ob dies für die

IFN-γ-Produktion von physiologischer Bedeutung ist, kann zunächst nur spekuliert werden. Für die bei-

den Interleukine ist der Unterschied deutlicher und eine physiologische Bedeutung kann klarer vermutet

werden.

Die simultane Wirkung von Serotonin und Substanz P auf die Zytokinproduktion von PBMC wurde

bisher in der Literatur nicht untersucht. Es �nden sich aber in anderen Zusammenhängen Hinweise

darauf, dass die Gabe von Substanz P modulierende und verstärkende E�ekte auf die Wirkungen anderer

Neurotransmitter hat. Diese E�ekte sind allerdings oftmals stark kontextabhängig.

So zeigten McCluskey et al. dass die Injektion von SP die MHC II-Expression von Mikrogliazellen

im Hirnstamm von Ratten nach Gabe von IFN-γ erhöht. Diese Wirkung scheint für die untersuchten

Hirnareale spezi�sch zu sein, da eine ähnliche Wirkung nicht im Hippocampus beobachtet werden konnte

[211].

Auch bei der rheumatoiden Arthritis wird ein kombinierter E�ekt von Substanz P mit einem wei-

teren Neurotransmitter, in diesem Falle Noradrenalin vermutet [216]. Bei dieser Erkrankung wird ei-

ne Dysbalance von Substanz P, welches pro-in�ammatorische Wirkungen zeigen soll und dem eher

anti-in�ammatorisch wirkenden Noradrenalin vermutet. Das Zusammenspiel wird durch Substanz P-

Ausschüttung aus a�erenten sensorischen Nervenendigungen und Noradrenalin-Ausschüttung aus e�e-

renten sympathischen Nervenendigungen ermöglicht. In der Modulation von Entzündungen wird Norad-

renalin durch seinen Kotransmitter Neuropeptid Y unterstützt [231].

Mögliche widersprüchliche Befunde zu anderen Ergebnissen in der Literatur sind bei dieser Art von in

vitro Versuchen vorprogrammiert, da die Wirkung z.B. von Katecholaminen auf die Zytokinproduktion

sehr davon abhängt, welche Zytokine untersucht werden, welcher Zelltyp und wie die experimentellen

Bedingungen aussehen. So konnte gezigt werden, dass Katecholamine Th2-Zytokine je nach Kontext

leicht vermindern, erhöhen oder gar nicht verändern können [282].

4.1.4 Spezi�tät der beobachteten Wirkung

Um sichere Aussagen tre�en zu können, ob die beobachteten E�ekte tatsächlich auf eine Wirkung von

Substanz P oder Serotonin zurückzuführen sind, bzw. welche Rezeptoren hierbei eine Rolle spielen, sind

Versuche mit Rezeptoragonisten und -antagonisten notwendig. Allerdings muss hier erwähnt werden, dass

es sich bei komplexen zellulären Systemen oft um einen Nettoe�ekt handelt, der durch die möglicherweise

gleichzeitig statt�ndenden stimulierenden und inhibitorischen E�ekte in einem System verursacht wurde.

Die Aussagen durch Versuche mit Rezeptoragonisten bleiben daher dennoch eingeschränkt.

Da die zu untersuchende Zellzahl begrenzt war, stammen die Aussagen über die Spezi�tät der beob-

achteten Wirkung aus den Vorversuchsreihen und unterliegen daher noch methodischen Unsicherheiten.

Bei den Vorversuchen zeigte sich jedoch recht eindeutig, dass die E�ekte, die durch Serotonin her-

vorgerufen wurden, auch durch die Hinzugabe des 5-HT1A-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT erreicht wer-

den konnten. So hemmten sowohl höhere Konzentrationen von Serotonin und 8-OH-DPAT die Zyto-

kinproduktion aller drei Zytokine nahezu vollständig, während geringe Konzentrationen Serotonin oder

8-OH-DPAT die Produktion eher steigerten. Diese E�ekte lieÿen sich durch niedrige Konzentationen des

5-HT1A-Rezeptorantagonisten S-WAY 100135 nicht aufheben, durch etwas höhere Konzentrationen aber

verändern. In der höchsten eingesetzten Konzentration von S-Way 100135 (10−3 mol/l) lieÿ sich die An-

zahl von SFC interessanterweise wieder stark vermindern. Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass

zumindest ein Teil der beobachteten Serotonin-Wirkung über den 5-HT1A-Rezeptor vermittelt wird.

In der Literatur werden diese Beobachtungen bestätigt. So konnte gezeigt werden, dass eine selektive

Hemmung des 5-HT1A-Rezeptors mit spezi�schen Antagonisten die T-Zell-Proliferation hemmt. Diese

Hemmung wird durch den selektiven 5-HT1A-Rezeptor-Agonisten OH-DPAT oder durch Serotonin auf-
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gehoben [82]. Auch die Proliferationsrate aktivierter B-Lymphozyten scheint zum Teil über den 5-HT1A-

Rezeptor gesteuert zu sein [147]. Abdouh et al. beschreiben einen konzentrationsabhängigen E�ekt von

5-HT1A-Rezeptoragonisten auf die Proliferationsrate PHA-aktivierter T-Lymphozyten. Die optimalen

Dosen lagen dabei zwischen 10−4 und 5×10−5 mol/l [4].

Die Vorversuche mit NK-1-Rezeptoragonisten zeigten hingegen nicht so klare Ergebnisse. Allerdings

konnte auch für Substanz P allein kein konzentrationsabhängiger Zusammenhang gefunden werden. Aus

den Ergebnissen kann allenfalls vermutet werden, dass die Hinzugabe eines NK-1-Rezeptoragonisten zu

Serotonin in geringerer Konzentration (10−5 mol/l) einen kostimulatorischen E�ekt auf die Produktion

von IL-4 hat. Interessanterweise führte die Kombination aus dem NK-1-Rezeptoragonisten und Serotonin

in hohen Konzentrationen (10−3 mol/l) noch zu einer gewissen Spot-Produktion bei der Detektion von

IFN-γ, was durch die Gabe von SP nicht erreicht werden konnte.

4.1.5 Verhältnis von Th1 und Th2 Zytokinen

Um zu beurteilen, ob sich durch eine Stimulation der Lymphozyten mit Substanz P, Serotonin oder

deren Kombination eine Veränderung des Th2/Th1-Verhältnisses gegenüber einer alleinigen Stimulation

mit PHA ergibt, wurden nur diese vier Bedingungen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sich

insgesamt keine deutlichen Veränderungen ergaben. Von Interesse ist jedoch, dass sich durch die Kom-

bination aus Serotonin und Substanz P das Gleichgeweicht für zwei Verhältnisse, nämlich IL-13/IFN-γ

und IL-13/IL-4 in eine gegensätzliche Richtung verschiebt, als dies bei der jeweiligen alleinigen Stimula-

tion der Fall ist. Möglicherweise kann der Körper durch die Ausschüttung beider Neurotransmitter also

ein zunächst verändertes Gleichgewicht wieder einregulieren. Für das Verhältnis von IL-13/IFN-γ waren

diese Veränderungen für die Spot-Zahlen auch statistisch signi�kant, für die Flächenwerte zeigten sich

grenzwertig signi�kante Ergebnisse. Für die Kombination aus Serotonin und SP gegenüber Substanz P

allein zeigten sich signi�kante Werte. Für das Verhältnis von IL-4/IFN-γ ergaben sich keine signi�kanten

Ergebnisse.

Die Übertragungsmöglichkeit solcher in vitro Ergebnisse sind recht eingeschränkt und ein Nutzen

von in vitro Studien wird von manchen Autoren generell angezweifelt, da diese immer die eigentlichen

physiologischen Vorgänge unterschätzen und vereinfachen würden [72]. So konnte gezeigt werden, dass

Zellpopulationen, die in vitro als anti-in�ammatorische Th2-Zellen klassi�ziert wurden, in Tierversuchen

im Sinne einer Th1-Antwort sogar eine experimentelle Autoimmunencephalitis auslösen können [158,

170]. Allerdings werden Ergebnisse in Bezug auf das Verhältnis von Th1- zu Th2-Zellen aus ELISpot-

Versuchen als stabiler angesehen im Vergleich zu Messungen der einzelnen Zytokine, da beispielsweise

die Konzentration an IL-4 in Zellüberständen durch einen Verbrauch an IL-4 durch kultivierte Zellen

beein�usst wird [83].

Generell wird Substanz P aufgrund seiner Bedeutung bei der Entwicklung neurogener Schmerzen

und In�ammation eher eine pro-in�ammatorische Wirkung zugeschrieben [286, 165]. Ein Shift in Rich-

tung Th1 wäre also unter Stimulation mit Substanz P zu erwarten gewesen. Dies zeigte sich in der

vorliegenden Arbeit nicht. Allerdings könnte dies in einem anderen Kontext, wie beispielweise bei einer

bereits ablaufenden Entzündung, ganz anders aussehen. Bei Untersuchungen solcher Art sind die jewei-

ligen Zytokin-Umgebungen von entscheidender Bedeutung. Auch sind pro-in�ammatorische E�ekte bei

Tierversuchen nicht mit in vitro Versuchen am Menschen vergleichbar. Insgesamt unterstützen jedoch die

vorliegenden Ergebnisse, dass Substanz P im Zusammenspiel mit anderen Neurotransmittern eine Ver-

änderung des Th2/Th1-Verhältnisses bewirken kann. Da IL-13 bei der Genese allergischer Erkrankungen

eine groÿe Rolle spielt, könnte ein modulierender Ein�uss von Substanz P auf die Serotonin-Wirkung, wie

er in dieser Arbeit gezeigt wurde, möglicherweise eine pathophysiologische Rolle spielen. Diese Hypothese

müsste aber bei einem Kollektiv Betro�ener überprüft werden.
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4.2 Individuelle Unterschiede

Eines der deutlichsten und interessantesten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind die individuellen

Unterschiede. Über alle Versuchsreihen hinweg zeigte sich, dass die Zytokinproduktion der einzelnen

Individuen zwischen den gemessenen Blutabnahmezeitpunkten, die im Abstand von vier Wochen ausein-

ander lagen, hoch miteinander korrelierten. Dennoch ergaben sich auch intraindividuelle Unterschiede.

Um für diese Unterschiede kontrollieren zu können, wurden die Ergebnisse der endgültigen Versuchsreihe

als Mittelwerte der Ergebnisse der beiden Blutabnahmezeitpunkte dargestellt.

Auch bei anderen Arbeiten zeigte sich, dass die Werte einzelner Probanden sich zwischen zwei Abnah-

mezeitpunkten nur gering unterscheiden [174, 274]. Die gleichen und andere Autoren beschreiben aber

auch eine hohe interindividuelle Varianz [274]. Als Ursachen werden dabei sowohl genetische als auch

umweltbedingte Faktoren diskutiert (zur Übersicht [303]).

Die gefundenen intraindividuellen Unterschiede waren insgesamt deutlich geringer als die interindivi-

duellen Unterschiede, die in Bezug auf mögliche Ein�üsse näher untersucht wurden.

4.2.1 Interindividuelle Unterschiede

Eine starke interindividuelle Varianz in der Zytokinproduktion, die insbesondere aus den Liniendiagram-

men für die einzelnen Zytokine klar ersichtlich wird, wurde auch in der Literatur beschrieben [18, 338, 350].

Die Unterschiede schwankten dabei teilweise vom doppelten bis zum 50fachen der einzelnen Werte [103].

In einer Studie von Kim et al. lag die Streubeite der IFN-γ-Produktion bei Patienten mit atopischer

Dermatitis zwischen 0 und knapp 700 pg/ml im verwendeten ELISA-Assay [159].

Die eigenen Ergebnisse zeigten ebenfalls eine hohe Spannbreite zwischen den minimalen und maxima-

len Spot- oder Flächenwerten, die absolut für IFN-γ am stärksten aus�elen. Es scheint einige Probanden

zu geben, bei denen praktisch keine Zytokin-Produktion durch die Mitogenstimulation angeregt wurde.

Wenn man von diesen wenigen Probanden und den Ausreiÿern nach Oben absieht, so schwankten die

Werte für IFN-γ etwa zwischen 200 und 1200 Spots, lagen also um das 6fache auseinander. Für IL-4

lagen die Werte in etwa zwischen 50 und 500 Spots und für IL-13 in etwa zwischen 10 und 150 Spots,

lagen also um das 10- bzw. 15fache auseinander. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Literaturangaben

überein.

Die hohe Fallzahl der vorliegenden Arbeit lieÿ eine Strati�kation von Untergruppen zu und hebt sich

hierdurch positiv von einigen anderen methodischen Arbeiten ab, da die meisten dieser Arbeiten Ergeb-

nisse von nur sehr wenigen Probanden zeigen, hierbei aber zum Teil ebenfalls erhebliche interindividuelle

Schwankungen fanden [62, 274, 18, 338].

Insgesamt blieb das Reaktionsmuster über das Mittel der Probanden hinweg ähnlich, sodass sich auch

statistisch signi�kante Ergebnisse in Bezug auf die primäre Fragestellung ergaben. Allerdings reagierten

auch nicht alle Probanden exakt in der gleichen Weise. Eine geringe Anzahl klarer Reaktionsmuster

konnte jedoch nicht gefunden werden und wurde auch nicht mit besonderem Augenmerk untersucht. Auch

in anderen Arbeiten wurden unterschiedliche Reaktionsmuster bei der Wirkung von Serotonin auf die

Proliferationsrate von PWM-aktivierten Lymphozyten gefunden [82]. Dies zeigt, dass es interindividuelle

Unterschiede in Bezug auf die jeweilige Antwort nach einer Kostimulation von Mitogen und Serotonin an

gesunden Personen geben kann.

4.2.2 Methodische Ein�ussfaktoren

Verschiedene methodische Ein�ussfaktoren können sich auf die interindividuelle Streubreite auswirken,

wurden jedoch in dieser Arbeit nicht systematisch untersucht. Zu diskutieren sind auch beispielsweise

Unterschiede in der NK-1- Rezeptorexpression. So zeigten Guo et al., dass nur bei einigen der Probanden

Substanz P die Sekretion des Makrophagen-in�ammatorischen-Proteins 1beta (MIP-1beta) augmentierte.

Dies führten die Autoren auf Unterschiede in der Expression des NK-1-Rezeptors zurück und fanden bei

zwei der sieben Probanden, die nicht respondierten, keine NK-1-Rezeptorexpression [110].
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Insgesamt kann natürlich auch nicht ausgeschlossen werden, dass allein Veränderungen bei der Isola-

tion der PBMCs, Unterschiede in der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hervorgerufen werden. So haben

de Groote et al. darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse von Versuchen mit PBMCs generell relativ

schlecht reproduzierbar seien [108].

4.2.3 Demographische Ein�ussfaktoren

Eingehender wurden der mögliche Ein�uss durch das Geschlecht, das Alter und den Nikotinkonsum

untersucht.

4.2.3.1 Geschlecht Nominell zeigte sich, dass bei allen drei Zytokinen Männer sowohl eine höhere

Anzahl von SFC als auch eine höhere Zytokin-Produktion im Vergleich zu Frauen aufwiesen. Die Ergebnis-

se erreichten allerdings nur für einige Bedingungen bei der Bestimmung von IL-13 statistische Signi�kanz.

Auch bei der längeren Inkubationszeit von IL-13 blieben diese signi�kanten Unterschiede bestehen. Dies

ist umso bemerkenswerter, als hier die Fallzahl insgesamt deutlich kleiner war und damit eher weniger

signi�kante Ergebnisse zu erwarten gewesen wären. Allerdings können sich bei kleineren Fallzahlen auch

durch Ausreiÿer falsch positive Befunde ergeben. Es zeigte sich auch, dass das Reaktionsmuster durch die

Stimulation mit den einzelnen Neurotransmittern zwischen den beiden Geschlchtern bestehen blieb, Frau-

en also nicht grundsätzlich eine andere Reaktion als Männer auf die Wirkung von Serotonin, Substanz P

oder die Kombination zeigten. Dies scheint insbesondere für IFN-γ und IL-4 zu gelten. Bei IL-13 könnte

man Unterschiede in Bezug auf die Wirkung von Serotonin vermuten. So zeigten die Frauen eher eine

Verminderung der Anzahl von SFC unter Serotonin, während sich bei den Männern kaum Veränderungen

ergaben. Bei den Flächenwerten, also der Zytokin-Produktion selbst, verliefen die Linien der Mittelwert-

verläufe aber wieder sehr parallel, was darauf hinweist, dass die Menge an produziertem Zytokin nicht

unterschiedlich ist. Ob es sich dabei um einen echten E�ekt handelt, also bei Frauen weniger Zellen

mehr Zytokine produzieren, oder ob die Unterschiede in der Anzahl der SFC im Rahmen der allgemeinen

Varianz zu sehen sind, bleibt zunächst o�en und müsste in einer Folgestudie genauer untersucht werden.

Auch die aus mehreren Bedingungen neu gebildeten Variablen zur Erfassung der generellen prozen-

tualen Unterschiede, erbrachte statistisch signi�kante Ergebnisse zwischen den Geschlechtern bei der

Bestimmung von IL-13 zu beiden Inkubationszeiten sowohl für die SFC-Anzahl als auch für die Flächen-

werte.

Dass die statistischen Tests für die meisten Bedingungen bei der Bestimmung von IFN-γ und IL-4

keine signi�kanten Ergebnisse ergaben, kann möglicherweise auch durch eine nicht ausreichende Power für

diese Fragestellung erklärt werden. Die Box-Plot-Diagramme zeigten daneben, dass sich die Varianz der

Werte, vor allem für die Frauen deutlich durch die Aufteilung in die Geschlechter verringerte und somit

ein Teil der Gesamtvarianz vermutlich tatsächlich durch Geschlechtsunterschiede zu erklären ist. Auch bei

den linearen Modellen verblieb das Geschlecht, korrigiert auf das Alter und methodische Ein�ussfaktoren,

als signi�kanter Parameter bei der Bestimmung der IL-4- und IL-13-Produktion bestehen. Allerdings blieb

die Varianz bei den Männern weiterhin relativ groÿ, sodass vermutlich weitere Faktoren einen Ein�uss

haben.

Auch in der Literatur �nden sich vermehrt Hinweise für eine geschlechtsspezi�sche Zytokin-Produktion.

Verthelyi et al. konnten in einer Studie nachweisen, dass die Anzahl an Zytokin-produzierenden Zellen von

PBMC in ELISpot-Tests direkt mit der Konzentration von Geschlechtshormonen korrelieren. Die Autoren

untersuchten dabei prä- und postmenopausale Frauen sowie Männer und fanden, dass prämenopausale

Frauen mehr IL-4-sezernierende Zellen nach PHA-Stimulation hatten als post-menopausale Frauen, ob-

gleich diese Ergebnisse nur tendenziell signi�kant waren. Eine Regressionsanalyse mit Alter als Covariate

zeigte keinen Zusammenhang mit dem Alter der Frauen, sodass die Autoren eher einen Zusammenhang

mit der Hormonproduktion sahen. Auÿerdem fanden die Autoren, dass die Serumkonzentrationen von

DHEA-S (Dehydroepiandrosteron-sulfat) signi�kant mit der Anzahl spontan IFN-γ-produzierender Zel-
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len und die Serumkonzentrationen von 17β-Östradiol mit der Anzahl IL-4-produzierender Zellen nach

PHA-Stimulation bei prämenopausalen Frauen korrelierte. Bei post-menopausalen Frauen fanden die

Autoren keine Korrelation. Die Anzahl IL-4-produzierender Zellen korrelierte auch signi�kant mit der

Zyklusphase. Bei Männern korrelierte die Serumkonzentration von DHEA-S mit der Anzahl spontan

IFN-γ-sezernierender Zellen, nicht aber nach PHA-Stimulation [334].

Ein Geschlechtsunterschied zwischen Männern und Frauen konnte auch bei intrazellulärer Messung

von IFN-γ in Patienten mit Multipler Sklerose festgestellt werden. Dabei zeigten Frauen eine Korrelation

zwischen der Zytokinproduktion und dem Schweregrad der Erkrankung, nicht aber die Männer [232].

Pietschmann et al. fanden nur bei Frauen einen Anstieg der intrazellulären IFN-γ-Konzentration im

Alter und vermuteten einen Zusammenhang mit dem Rückgang von Östrogenen [258]. Matejuk et al.

konnten zeigen, dass Östradiol die Produktion von IFN-γ in murinen Lymphozytenkulturen vermindert

[208]. Diese Beobachtungen passen gut zu den eigenen Ergebnisse, nach denen Frauen in jüngerem Alter,

also hormonaktiv, eine verminderte Zytokinproduktion zeigen. Andererseits fanden Karpuzoglu-Sahin et

al., dass bestimmte Lymphozytenfraktionen Östrogen-behandelter Mäuse nach Stimulation mit Con A

eine erhöhte IFN-γ-Produktion zeigen [154]. Dabei wurde argumentiert, dass Unterschiede zwischen ein-

zelnen Studien auch aufgrund der unterschiedlichen Protokolle, Inkubationszeiten und Stimulationsarten

entstehen können [258]. Liva et al. konnten in einem Mausmodell zeigen, dass Testosteron direkt über

Androgenrezeptoren auf CD4+-Zellen die Produktion von Th2-Zytokinen in männlichen Mäusen stei-

gert, während es die IL-12-Produktion hemmt und damit eher einen Shift von Th1 zu Th2 induziert.

Die Unterschiede in der IFN-γ-Produktion zeigten sich nicht signi�kant [194]. Auch diese Ergebnisse

würden mit den eigenen Beobachtungen übereinstimmen, nachdem vor allem signi�kante Ergebnisse für

IL-13-sezernierende Zellen gefunden wurden und nicht für IFN-γ-produzierende Zellen.

4.2.3.2 Alter Mögliche Unterschiede in Bezug auf das Alter wurden anhand eines Mediansplits unter-

sucht, der bei 29 Jahren lag. Es zeigte sich generell, dass Probanden mit einem höheren Alter mehr Spots

aufwiesen als jüngere Probanden. Die einzige Ausnahme waren die Flächenwerte für IFN-γ, bei denen

die Jüngeren die höheren Werte hatten. Keines der Ergebnisse war jedoch statistisch signi�kant, sodass

insgesamt davon ausgegangen werden muss, dass keine Altersunterschiede bestehen. Die Schwankungen

um den Mittelwert waren dabei insgesamt geringer als bei den möglichen Geschlechtsunterschieden. Wie-

derum blieb das Reaktionsmuster auf die einzelnen Bedingungen erhalten.

Auch bei diesen Ergebnissen stellt sich die Frage, ob die Power zur Beantwortung dieser Fragestellung

ausreichend und ob die Altersstruktur geeignet war. Der Mediansplit lag relativ niedrig und die Alters-

verteilung lag zwischen 23 und 60 Jahren, d.h. die Hälfte der Probanden war zwischen 23 und 29 Jahre

alt. Möglicherweise hätten sich deutlichere Altersunterschiede gezeigt, wenn mehr ältere Personen an

der Untersuchung teilgenommen hätten. Die Geschlechtsunterschiede lassen ja möglicherweise einen Ein-

�uss von Sexualhormonen vermuten, sodass es auch interessant gewesen wäre, Frauen vor und nach der

Menopause zu untersuchen. Dies war jedoch aufgrund der geringen Fallzahl nicht weiter möglich.

Die Korrelationen zwischen Alter und Spot-Anzahl oder den Flächenwerten ergaben ebenfalls keine

signi�kanten Zusammenhänge. Die stärkste Korrelation ergab sich noch für die Bestimmung von IL-13 bei

einer Inkubationszeit von 25 h. Möglicherweise bilden sich interindividuelle Unterschiede also auch erst

nach einer längeren Inkubationszeit heraus und die erste Zytokin-Antwort bleibt noch relativ unabhängig

vom Alter. Die Werteverteilung lässt aber auch vermuten, dass Ausreiÿer zu falsch positiven Befunden

geführt haben.

In einer Unteruchung von Wahle et al. zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen Alter und

der Zytokin-Antwort von Lymphozyten auf eine Stimulation mit Adrenalin. Das durchschnittliche Alter

der gesunden Probanden lag in dieser Untersuchung bei 53 ± 4,2 Jahren und die Zellen wurden über 48 h

inkubiert. Eine Alterskorrelation zeigte sich wohl nur unter Stimulation auf Adrenalin in höheren Konzen-

trationen und noch nicht durch Aktivierung mit Mitogenen [339]. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass

sich bei älteren Probanden und längerer Inkubationszeit Altersunterschiede deutlicher zeigen. Altersun-
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terschiede könnten aber auch mit Hormonveränderungen zusammenhängen, sodass nicht ausgeschlossen

werden kann, dass nicht das Alter direkt der entscheidende Ein�ussfaktor ist [334]. Auch Pietschmann

et al. vermuten einen Ein�uss durch unterschiedliche Konzentrationen an Sexualhormonen und nicht per

se durch das Alter bei einer Untersuchung, die zeigen konnte, dass ältere Menschen eine veränderte Im-

munsituation zeigen als jüngere. Ältere Frauen hatten einen höheren prozentualen Anteil für IL-4-, IL-13-

und IFN-γ-positive Zellen. Bei den älteren Männern war dies nur für IL-4 und IL-13 der Fall, nicht aber

für IFN-γ. Geschlechtsspezi�sche Unterschiede zeigten sich auch für andere Zytokine [258]. Das Durch-

schnittsalter der älteren Probanden lag bei dieser Untersuchung bei den Frauen bei 85 Jahren und bei

den Männern bei 82 Jahren, sodass zu vermuten ist, dass bei der eigenen Untersuchung die Altersunter-

schiede deshalb nicht signi�kant waren, da die älteren Probanden nicht �alt� genug waren. Den Anstieg

der IL-4-Produktion führten Pietschmann et al. auf den Rückgang der Androgenkonzentration zurück,

nachdem gezeigt werden konnte, dass bei Patienten mit Hypogonadismus die IL-4-Serumkonzentrationen

erhöht sind und durch eine Testosterongabe wieder sinken [358, 163].

4.2.3.3 Nikotinkonsum Ein Zusammenhang zwischen der Zytokin-Produktion und dem Nikotin-

konsum der Probanden zeigte sich in dieser Arbeit nicht. In der Literatur sind vielfach Wirkungen von

Nikotin auf die Zytokin-Produktion beschrieben, dabei untersuchten die einzelnen Arbeitsgruppen zu-

meist spezi�sch den E�ekt von Nikotin auf einzelne Zelltypen des Immunsystems. Einige Arbeiten fanden

pro-in�ammatorische Wirkungen von Nikotin auf die Zytokin-Produktion, beispielsweise durch eine Min-

derung der IL-10-Poduktion [200, 257, 333], andere Arbeiten auch unspezi�sche E�ekte sowohl auf Th1-

als auch Th2-Zytokine. Teilweise waren diese E�ekte allerdings erst nach längeren Inkubationszeiten zu

beobachten [256]. Daneben gibt es auch Studien, die zeigen, dass Nikotin keinen E�ekt auf die IL-4- oder

IFN-γ-Produktion von PBMCs hat [37, 134] oder sogar einen inhibierenden E�ekt auf die IFN-γ- oder

IL-12-Produktion [248, 318, 317] und eher in einem Shift in Richtung Th2 resultiert [237]. Die eigenen

Daten widersprechen also der heterogenen Datenlage nicht. Die Unterschiede erklären sich möglicherweise

durch die verwendeten methodischen Ansätze oder verschiedenen Modelle.

4.2.4 Genetische Ein�ussfaktoren

Als weitere mögliche Ein�ussfaktoren für die Höhe der Zytokin-Antwort wurden Polymorphismen in-

nerhalb der Zytokin-Gene untersucht, die bereits in der Literatur funktionell mit einer unterschiedlich

starken Zytokin-Produktion assoziiert waren.

4.2.4.1 IFN-γ-Produktion und CA-Repeat-Polymorphismus, rs3138557 Die Allelverteilung

der 32 untersuchten Probanden unterschied sich nicht von der anderer kaukasischer Populationen. Es

waren, wie auch in der Literatur beschrieben, nur die Allele 2, 3, 4 und 5 vertreten. In einer asiatischen

Vergleichspopulation waren hingegen auch die Allele 1, 6 und 7 vorhanden [266]. Die Allele 2 und 3,

die auch in der untersuchten Population am häu�gsten vertreten waren, machten insgesamt 89,1% der

Allele aus. Allerdings war das Allel 3 in der eigenen Population das häu�gste, während Allel 2 bei den

Vergleichspupulationen am häu�gsten vertreten war. Dies könnte entweder auf Unterschiede innerhalb

der kaukasischen Populationen zurück zu führen sein, nachdem die beiden anderen Populationen aus den

UK und Dänemark stammen und sich damit von einer süddeutschen Population unterscheiden könnten

oder die eigene eher geringe Fallzahl verzerrt das Bild und es handelt sich nur um einen Artefakt. Die

Haplotypenverteilung unterschied sich nicht signi�kant von einer Vergleichspopulation.

In Bezug auf die IFN-γ-Produktion zeigte sich, dass Träger des Allel 4 die geringste Spot-Produktion

aufwiesen und die Werte im Vergleich zu den allgemeinen Mittelwerten bis auf 24% zurückgingen. Pro-

banden, die Allel 3 besitzen, zeigten hingegen eine Steigerung der Spotzahlen. Die Unterschiede zwischen

diesen beiden Allel-Trägern waren auch statistisch signi�kant. Im Unterschied zu den eigenen Befun-

den zeigten Pravica et al. an den Überständen von PBMCs von 30 Probanden, dass homozygote Träger
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des häu�gsten Allels, Allel 2, signi�kant mehr IFN-γ produzieren, als die anderen Genotypen [263]. Die

Allel 2 Träger der eigenen Stichprobe wiesen ebenfalls eine hohe Spot-Produktion auf, die homozygo-

ten Allel 2-2-Träger zeigten jedoch geringere SFC-Zahlen als die heterozygoten 2-3-Allel-Träger oder die

homozygoten 3-3-Träger, die die höchsten Werte aufwiesen. In einer Untersuchung von Warle et al. fan-

den die Autoren, dass gesunde homozygote TT-Träger des IFNG A874T-Polymorphismus eine höhere

IFN-γ-Produktion aufwiesen als die anderen beiden Genotypen, was mit den Ergebnissen von Pravi-

ca et al. übereinstimmen würde, da hier das T-Allel mit dem Allel 2 des CA-Mikrosatelliten korreliert

werden konnte. Bei Patienten nach einer Lebertransplantation verhielt es sich umgekehrt, obgleich alle

Ergebnisse nicht statistisch signi�kant waren [343]. In ihrer Arbeit gaben die Autoren auch einen Über-

blick über die Literatur bis 2003 bezüglich der in vitro Zytokin-Produktion von gesunden Probanden

oder Patienten im Zusammenhang mit dem A874T-Polymorphismus und dem damit korrelierenden CA-

Mikrosatelliten. Signi�kante Ergebnisse zeigten sich dabei nur für einen Zusammenhang zwischen erhöhter

IFN-γ-Produktion und den homozygoten TT-Allel-Trägern beziehungsweise Allel 2-Trägern. Dies zeigte

sich auch bei einem türkischen Patientenkollektiv [281]. Allerdings zeigten bei anderen Studien gesunde

Probanden des 3-3-Genotyps die höchsten Zytokin-Konzentrationen [44], teilweise auch die heterozygoten

2-3-Träger [44, 137]. Diese Ergebnisse waren aber jeweils nicht statistisch signi�kant. Untersucht wurden

jeweils PBMC, die mit PHA, ConA oder Antikörpern gegen CD2/CD3+CD28 stimuliert wurden. Die In-

kubationszeiten lagen zwischen 18 und 96 h. Die Fallzahlen waren in der Regel recht klein und unterhalb

der Fallzahl der vorliegenden Studie.

Die heterogenen Ergebnisse legen nahe, dass möglicherweise noch andere Faktoren eine Rolle spielen,

als nur dieser Genotyp. Als mögliche Erklärung diskutieren Warle et al. Unterschiede zwischen gesunden

Probanden und Patienten und der Art der Stimulation [343]. Interessant ist noch zu erwähnen, dass sich

das Niveau der Zytokin-Produktion teilweise um den Faktor 1000 unterschied, was auch in der eigenen

Untersuchung beobachtet werden konnte.

Eine Interaktion zwischen Genotyp und Alter oder Geschlecht konnte in der eigenen Untersuchung in

Bezug auf die Höhe der IFN-γ-Produktion nicht gefunden werden. Eine Studie von Raitala et al. an 309

gesunden Probanden untersuchte einen möglichen Zusammenhang zwischen dem A874G-Polymorphismus

und der Aktivität der Indolamin-Dioxygenase (IDO), welche durch IFN-γ induziert wird. Die Autoren

fanden einen Zusammenhang nur bei den weiblichen Probanden, was für einen Gen*Geschlecht E�ekt

spräche [268].

In Bezug auf die Reaktion auf eine Stimulation mit Serotonin, Substanz P oder die Kombination der

beiden ergaben sich zwischen den einzelnen Genotypen Unterschiede. Diese wurden nicht näher statistisch

aufgrund der geringen Fallzahlen untersucht. Möglicherweise gibt es aber bestimmte Genotypen, die auf

eine Stimulation mit beispielsweise Serotonin eher mit einer Erhöhung der IFN-γ-Produktion reagieren,

während dies bei anderen eher zu einer Hemmung führt. Dies müsste als eigene Hypothese an einer sehr

hohen Fallzahl untersucht werden, um statistisch signi�kante Befunde zu erhalten.

4.2.4.2 IL-4-Produktion und C589T-Polymorphismus, rs2243250 Im Gegensatz zum unter-

suchten Polymorphismus im IFN-γ-Gen unterschied sich die Allel- und Genotypverteilung des C589T-

Polymorphismus im IL-4-Gen von anderen kaukasischen Vergleichspopulationen. In der eigenen Stich-

probe war der heterozygote C/T-Genotyp am häu�gsten vertreten, während ansonsten immer der ho-

mozygote C/C-Genotyp am häu�gsten vorlag [249, 246, 1]. Eine Ausnahme bildet nur das Kollektiv des

PGA-European-Panels, von dem sich die Verteilung zumindest nicht statistisch signi�kant unterschied.

Die Allelverteilung der eigenen Studienpopulation lag dennoch im Hardy-Weinberg-Equilibrium. Mögli-

che Erklärungen für die gefundenen Unterschiede können wiederum in der eigenen kleinen Fallzahl liegen.

Auch die Fallzahl des PGA-European-Panels war mit 46 Probanden für genetische Untersuchungen sehr

klein. Aber auch unterschiedliche Genotyp-Verteilungen innerhalb kaukasischer Populationen könnten ei-

ne Erklärung sein, wie dies für einige Polymorphismen von Zytokin-Genen nachgewiesen werden konnte

[41].
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In Bezug auf die Stärke der IL-4-Produktion ergaben sich interessante Ergebnisse. Während sich kein

Unterschied in der Anzahl von SFC oder der Flächenwerte, also der Zytokin-Produktion zwischen den

T-Allel-Trägern und den homozygoten C/C-Allel-Trägern ergab, zeigten sich Interaktionen zwischen dem

Genotyp sowie Alter und Geschlecht. In einem allgemeinen linearen Modell, das insgesamt 51% der Vari-

anz erklärt, waren sowohl die Faktoren Geschlecht, Genotyp als auch die Interaktion von Alter*Genotyp

statistisch signi�kant. Konkret zeigte sich, dass bei den älteren männlichen Probanden die jeweiligen Ge-

notypen eine unterschiedlich starke Zytokin-Produktion aufwiesen, während dies bei den Frauen nicht der

Fall war. Bei den jüngeren Probanden wiederum waren die Geschlechtsunterschiede gröÿer, die einzelnen

Genotypen unterschieden sich jedoch nicht wesentlich voneinander. Im Gegensatz hierzu zeigten Pa�en

et al., dass sich die Genotypen in Bezug auf das Risiko eines myokardialen Infarktes vor allem in jünge-

ren Jahren (< 50 Jahre) unterscheiden, während dies bei den älteren Probanden (> 50 Jahre) nicht der

Fall war [249]. Diese Unterschiede könnten möglicherweise auf die Genotyp- und Altersverteilung in der

Studie von Pa�en et al. im Gegensatz zur Verteilung der vorliegenden Arbeit zurückzuführen sein. Den-

noch unterstützen diese Daten die beobachtete Gen*Alter-Interaktionen prinzipiell. Ein Gen*Geschlecht

E�ekt wurde in einem weiteren spanischen Kollektiv nicht gefunden [249]. Insgesamt zeigte sich bei den

beobachteten Interaktionen der vorliegenden Studie, dass das T-Allel eher zu einer verminderten IL-4-

Produktion führt. Dies steht im Gegensatz zu einigen bisher publizierten Daten, die das minore T-Allel

eher mit einer erhöhten IL-4-Produktion assoziieren konnten und damit zu einer verstärkten Th2-Antwort

und allergischen Reaktionen. Allerdings konnten viele dieser Studien einen Zusammenhang nur bei be-

stimmten Subgruppen beobachten [193, 149]. Einige Studien fanden auch gar keinen Zusammenhang

zwischen dem C589T-Polymorphismus und IgE-Konzentrationen [70, 267, 234, 341, 136]. In einer Studie

von Olson et al. zeigten die T-Allel-Träger wiederum ein geringeres Risiko für Allergien, was eher für eine

verminderte IL-4-Produktion spräche [246]. Im direkten Vergleich zeigten sich keine Unterschiede zwi-

schen den T-Allel-Trägern und den C/C-Homozygoten in der eigenen Arbeit. Wie das in einem gröÿeren

Kollektiv ausgesehen hätte, kann nicht sicher vorhergesagt werden. In nicht-kaukasischen Populationen

�ndet sich das T-Allel in bis zu 70% der Bevölkerung. Rockman et al. postulierten in diesem Zusam-

menhang, dass die starke Diversität in den Allel-Frequenzen auf unterschiedliche Adaptionsmechanismen

gegenüber Umweltpathogenen zurückgeführt werden könne [272].

Die Aussagekraft des linearen Modells muss insgesamt als eingeschränkt angesehen werden, da keine

Normalverteilung vorlag, dennoch könnten die eigenen Befunde eine interessante Grundlage für weitere

Replikationen sein.

4.2.4.3 IL-13-Produktion und A4257G-Polymorphismus, Gln (Q) zu Arg (R), rs20541

Beim untersuchten A4257G Polymorphismus im IL-13 Gen stimmten sowohl die Allel- als auch Genotyp-

Verteilung sehr gut mit der publizierten Literatur überein. Die Verteilung wich ebenfalls nicht vom Hardy-

Weinberg-Equilibrium ab.

In Bezug auf die Stärke der IL-13-Produktion zeigten sich keine statistisch signi�kanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Genotypen, trotz nomineller Unterschiede. Die höchsten Werte wiesen die G/G-

Homozygoten, also die Träger der Arginin-Arginin-Variante auf. Auch bei der längeren Inkubationszeit

zeigten sich keine statistisch signi�kanten Unterschiede. In der Literatur wird dieser Polymorphismus mit

erhöhten IgE-Spiegeln, erhöhten Eosinophilenzahlen, atopischer Dermatitis, Asthma und anderen Erkran-

kungen in Verbindung gebracht [22, 47, 342, 146, 107, 123, 192]. Das A-Allel wurde auÿerdem mit erhöhten

IL-13-Konzentrationen bei Patienten mit Asthma assoziiert [336, 11]. Dies steht in Kontrast zu den hier

vorliegenden Ergebnissen, wonach die homozygoten G-Allel-Träger höhere Spot-Zahlen aufwiesen. Eine

mögliche Erklärung für diesen Unterschied könnte sein, dass sich dieser funktionelle Polymorphismus bei

Patientenkollektiven anders auswirkt als dies bei gesunden Probanden der Fall ist. Diese These wird

von Befunden von Wiemels et al. unterstützt, die eine inverse Korrelation des Q130R-Polymorphismus

und IgE-Spiegeln bei den Kontrollpersonen fanden. Während Patienten mit der A-Allel-Variante erhöh-

te IgE-Spiegel aufwiesen, lagen die IgE-Spiegel bei den Gesunden am höchsten für die G-Allel-Träger
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[348]. Generell führen Einzelbefunde genetischer Polymorphismen oftmals zu widersprüchlichen Ergeb-

nissen, da auch Wechselwirkungen mehrerer Polymorphismen berücksichtigt werden müssen. So �ndet

sich eine Wechelwirkung mit dem G2044A-Polymorphismus [303]. Weitere Erklärungen für unterschiedli-

che Ergebnisse in der Literatur können auch in unterschiedlichen Fallzahlen, verschiedenen Ethnizitäten

oder methodischen Unterschieden begründet liegen. So fanden viele Studien auch keine Assoziation des

Q130R-Polymorphismus mit erhöhten IgE-Werten [123, 144, 45].

Eine Interaktion zwischen Genotyp sowie Alter und Geschlecht konnte in der vorliegenden Arbeit

nicht gefunden werden. Andere Arbeitsgruppen konnten bei Patienten mit Psoriasis eine Gen*Umwelt-

Interaktion zwischen dem Q130R-Polymorphismus und dem Raucherstatus zeigen [73].

4.3 Methodik

4.3.1 Zellkulturarbeiten mit PBMC

Die Isolation von PBMC aus Blut ist ein gängiges Verfahren, für das sich in der Literatur viele leichte

Abwandlungen �nden. Die in dieser Arbeit durchgeführten Schritte entsprechen dabei im Wesentlichen

den in der Literatur beschriebenen Protokollen und sollen daher nicht näher diskutiert werden.

Die Verwendung von PBMC im Gegensatz zu Assays in Vollblut oder mit angereicherten Zellpopulatio-

nen, Bu�y Coats oder Zelllinien bedarf jedoch einer kurzen Diskussion, bevor die einzelnen methodischen

Versuchsanordnungen des ELISpot-Verfahrens diskutiert werden.

Whole-Blood-Assays haben den prinzipiellen Vorteil, die Bedingungen in vivo näher widerzuspiegeln,

als dies durch die Isolierung von PBMC möglich ist, allerdings sind E�ekte von Neurotransmittern auf

einzelne Zelltypen schlechter abzugrenzen und die Zellzahlen sind weniger gut kontrollierbar. Als weiterer

Nachteil erweist sich bei Whole-Blood-Assays die Tatsache, dass Zytokinspiegel oftmals sehr niedrig

ausfallen und teilweise nicht mehr nachweisbar sind [357]. Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch zeigen,

dass die Ergebnisse von Versuchen mit PBMC generell relativ schlecht reproduzierbar und Techniken,

die Whole Blood verwenden, unterlegen seien, da der Erhalt des Plasmas sich positiv auf das Überleben

der Zellen auswirken soll [108]. Maes et al. haben in einem Whole-Blood-Assay die E�ekte verschiedener

Antidepressiva auf die Zytokinproduktion gemessen und verweisen ebenfalls auf den Vorteil der Whole-

Blood-Assays in Bezug auf die erhöhte Reproduzierbarkeit [201]. Kramer et al. wiesen auf die hohen

Varianzen in Versuchen mit mehreren gesunden Probanden zur Etablierung eines Protokolls für Whole-

Blood-Assays hin [169]. Auch kann sich das Monozyten-Lymphozyten-Verhältnis durch eine Isolation von

PBMC verändern. Es muss daher einschränkend angemerkt werden, dass bei Untersuchungen an PBMC

vor allem die Auswirkungen auf Lymphozyten und nur in geringeren Mengen auf Monozyten untersucht

werden (siehe auch 3.2.1.3 auf Seite 38).

Die Verwendung von Bu�y Coats zeigt den prinzipiellen Nachteil, dass inter- und intraindividuelle

Unterschiede nicht untersucht werden können. Das Arbeiten mit Zellen aus bestimmten Zelllinien bringt

den Vorteil, dass die Zellen gleichmäÿiger auf einen Stimulation reagieren und somit die allgemeine Varianz

von Mehrfachbestimmungen sinkt. Allerdings lassen sich die erhaltenen Ergebnisse nicht einfach auf die

Gegebenheiten in vivo bei gesunden Probanden übertragen und interindividuelle Unterschiede können

nicht berücksichtigt werden.

Die Anreicherung einzelner Zellpopulationen mittels FACS-Analysen oder magnetischer Zellsortierung

bietet den Vorteil, klare Aussagen über das Verhalten ganz bestimmter Zelltypen machen zu können,

allerdings sind die Ergebnisse ebenfalls nur bedingt auf die Bedingungen in vivo übertragbar, da ein

Zusammenspiel verschiedener Zelltypen nicht mehr möglich ist.

Insofern stellt die Untersuchung von PBMC einen Kompromiss zwischen den am stärksten verall-

gemeinerbaren Ergebnissen aus Whole-Blood-Assays und spezi�scheren Aussagen in Bezug auf einzelne

Zelltypen dar. Auÿerdem sind bei Arbeiten mit PBMC die Isolierverfahren gut etabliert, die Zellzahlen

kontrollierbar und die Produktion von Zytokinen in der Regel ausreichend hoch.
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4.3.2 Methodenentwicklung

In Tabelle 2.2.15.1 auf Seite 25 sind die Variationen der Methodik, die in dieser Arbeit Anwendung fanden,

dargestellt.

Die durchgeführten Veränderungen dienten dem Erhalt gleichmäÿiger Ergebnisse und einer Verringe-

rung der Varianz. Dabei sollten die Spots sowohl quantitativ bei allen Probanden auszuwerten sein, als

auch qualitativ so vom Hintergrund der Nitrozellulosemembran abzugrenzen sein, dass eine Auswertung

mit dem ELISpot-Reader durchgehend möglich war [151].

Wie aus den Abbildungen 7.11.1.1 und 7.11.1.2 auf Seite 138 ersichtlich, konnte durch die Metho-

denoptimierungen ein scharfer Kontrast zwischen den Spots und der Membran erzielt werden, sodass die

automatisierte Erfassung der Spots durchgehend möglich war. In einzelnen Fällen musste die ELISpot-

Software so angepasst werden, dass alle Spots erfasst wurden.

Weitere mögliche Gründe für eine Anfärbung der Nitrozellulosemembran können zu lange Inkubati-

onszeiten bei der Farbreaktion, ein fehlender Blockierschritt oder die Art und Weise der Waschvorgänge

sein. Es wurde daher empfohlen, die Farbreaktion zu überwachen, um eine zu starke Färbung beobachten

zu können [62], was durchgehend erfolgte.

Die Waschschritte wurden mit PBS durchgeführt, was so auch in der Literatur Anwendung �ndet,

teilweise mit einem Zusatz von 0.05% Tween [62, 79, 290, 297, 332]. In der vorliegenden Arbeit erwies

es sich auÿerdem von Vorteil, die Platten nach fünf Waschdurchgängen nochmals mit einer Spritz�asche

auszuwaschen. Die Farbreaktion selbst wurde, wie auch in der Literatur beschrieben, mit a.d. gestoppt

[18, 85, 151, 182].

Ein Blockierschritt zur Sättigung der freien Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurde

durch das Abwaschen des 1. Antikörpers mit Lösung II und Inkubation der Platten mit Medium für

30 min gewährleistet. In der Literatur wurde hierfür teilweise ebenfalls mit RPMI-1640 Medium mit

FCS-Zusatz gearbeitet [62, 151, 182] und Zeiten zwischen 20 min [62, 332, 151] und 120 min angegeben

[85]. Die meisten Arbeiten führten jedoch einen separaten Blockierschritt durch und wuschen den 1. Ak

mit PBS ab [62, 61, 290], teilweise angereichert mit fetalem Kälberserum [332] oder 0.05% Tween [79].

Ein weiteres Ziel war es, bei keinem der Leerwert-Wells Spots zu erhalten, was auf eine unspezi�sche

Stimulation hingedeutet hätte. Dies war nur möglich durch die Verwendung von Antibiotika, wie aus den

linearen Modellen von Punkt 3.3.1.1 auf Seite 38 klar hervorgeht. Bei den Versuchen ohne Antibiotika-

verwendung fanden sich durchschnittlich noch 22,5 Spots bei der Bestimmung von IFN-γ gegenüber 3,76

Spots unter Verwendung von Antibiotika, bzw. 9,72 Spot und 0,64 Spots für IL-4 sowie 32,18 bzw. 0,94

Spots für IL-13 (siehe Tabelle 3.3.1.2 auf Seite 39). Diesbezüglich ist es von Interesse, dass Arbeiten,

die ohne die Verwendung von Antibiotika auskamen, in der Literatur in diesem Bereich nicht gefunden

werden konnten.

Auch die Reinheit der Lösung zeigte sich als möglicher Ein�ussfaktor auf die Varianz der Ergebnis-

se. Um für diesen Faktor kontrollieren zu können, wurden alle Zellsuspensionen sowohl vor Beginn der

Versuchsreihen als auch am Ende der Inkubation auf den Platten mikroskopisch bewertet. Es zeigte sich

dabei, dass Lösungen, die zu Beginn die Wertung �kontaminiert� oder �verdächtige Strukturen� erhiel-

ten, relativ mehr Spots bei den Leerwerten zeigten (siehe 3.3.2 auf Seite 44), sodass diese Proben für die

Endauswertung ausgeschlossen wurden. Bei der endgültigen Stichprobe kamen durch die Verwendung von

Antibiotika kontaminierte Proben nicht mehr vor und die Zellsuspensionen wiesen durchgehend einen sehr

hohen Reinheitsgrad auf (siehe Tabelle 3.4.1.1 auf Seite 51, 3.4.1.2 auf Seite 52 und 3.4.1.3 auf Seite 52).

Die noch verbliebene durchschnittliche Spot-Entwicklung bei der Bestimmung von IFN-γ in den Leer-

werten geht möglicherweise auf eine Spontanstimulation zurück. So konnte gezeigt werden, dass sich im

Blut gesunder Probanden etwa 1-3 IFN-γ-produzierende Zellen/1000 MNC be�nden, ohne in vitro Kul-

tivierung oder Stimulation. Diese Anzahl ist bei Neugeborenen etwas höher [206, 250]. Hierdurch kann

es durch eine bereits in vivo erfolgte Stimulation zur Produktion von IFN-γ in Versuchsreihen kommen,

sodass geringe Spotzahlen in den Leerwerten durchaus üblich sind. Favre et al. beschreiben etwa 49-55
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Spot-forming Cells (SFC)/Mausmilz als Hintergrundaktivität [85]. In einer Arbeit von Ronnelid et al.

fanden sich sogar bis zu 100 SFC/105 PBMC in nicht-stimulierten Zellen als Spontanproduktion von

IFN-γ bereits nach 2-4 h Inkubation [274]. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Anzahl im Hinblick

auf diese Angaben sehr minimiert werden. Kritisch muss auÿerdem bei einigen Arbeiten der Literatur

angemerkt werden, dass die verwendete Kontrolle oftmals zellfreies Kulturmedium umfasst und nicht eine

Zellsuspension ohne Hinzugabe von Mitogenen oder anderen Antigenen. Hierdurch kann für eine mögliche

Spontanproduktion nicht kontrolliert werden [18].

4.3.2.1 Inkubationszeiten und -bedingungen Der erste Antikörper wurde wie vom Hersteller

empfohlen über Nacht inkubiert [3]. Die mittlere Inkubationszeit war dabei 21.08 Std. mit einer Stan-

dardabweichung von 1.39 Std. für die endgültige Sichprobe, wobei diese Inkubationszeit auch bei den

ersten Versuchsreihen in einem sehr ähnlichen Zeitraum lag.

Eine einheitliche Inkubationszeit für die Stimulaton der Zellen zu entwickeln erwies sich als schwieriger.

Zum einen wurden verschiedene Vorinkubationsvariationen ausgetestet, wobei sich letztendlich eine native

Vorinkubation der Zellen ohne Stimulation als am günstigsten erwies, um keine Agglutination der Zellen

hervorzurufen. Die durchschnittliche Vorinkubationszeit lag am Ende bei 2.45 Std. (SD 0.30 Std.).

Die ersten Vorversuche zeigten, dass für eine Produktion von IFN-γ relativ kurze Inkubationszeiten

der Zellen in den Platten ausreichend waren. Für die Detektion von IL-4 genügten ebenfalls Zeiten

von etwa 15 h. Bei der endgültigen Stichprobe lag die durchschnittliche Inkubationszeit für IFN-γ bei

16.11 Std. (SD 0.46 Std.) und für die Interleukine bei 15.39 Std. (SD 0.48 Std.). Für IL-13 musste diese

Zeit allerdings verlängert werden und es wurden parallel auch Platten mit durchschnittlich 25.50 Std.

(SD 0.56 Std.) inkubiert. Allerdings wurde dies erst zu einem späteren Zeitpunkt eingeführt, sodass die

Fallzahl für diese Inkubationszeit deutlich geringer aus�el.

In der Literatur �nden sich sehr unterschiedliche Inkubationszeiten. Czerkinsky et al. inkubierten über

20 h bei 37 °C und gaben an, dass maximale Spotzahlen bereits nach 12-14 h erhältlich waren und diese

über die nächsten 10-12 h konstant blieben [61]. In anderen Arbeiten wurden Inkubationszeiten zwischen

3-5 h [62] und bis zu 3 Tagen verwendet [297]. Wagner et al., die die Wirkung von Substanz P auf die

IFN-γ Produktion untersuchten, inkubierten zwischen 24 und 48 h [338], ebenso ElGhazali [79]. Ronnelid

et al. zeigten, dass die Detektion von IL-4 im Vergleich zu IFN-γ längere Inkubationszeiten erforderlich

mache [274, 350]. Dies war in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall, obgleich die Anzahl an SFC zwischen

IFN-γ und IL-4 bei der Inkubationszeit von 15 h deutlich unterschiedlich hoch lag.

Die Inkubation des zweiten Antikörpers wurde zuletzt über Nacht bei 4 °C durchgeführt, aufgrund von

Hinweisen, dass dies zu einem geringeren Auftreten von Rande�ekten führen soll [290]. Andere Arbeiten

bevorzugten eine Inkubation bei Raumtemperatur [61, 79, 85, 332, 297]. In zwei Arbeiten von Czerkinsky

et al. werden beide Methoden als wohl eher gleichwertig angegeben und die Methode angewandt, die aus

Zeitgründen einfacher anzuwenden war [63, 62]. Nachdem die genaue Zeit für die Ergebnisse anscheinend

von untergeordneter Rolle zu sein scheint, wurde aus Gründen der Vereinfachung die Platten mit einer

Inkubationszeit von 15 h mit durchschnittlich 22.51 Std. (SD 2.00 Std.) inkubiert und die zweite Platte

für IL-13 mit 13.05 Std. (SD 0.51 Std.), um alle vier Platten gemeinsam weiterverarbeiten zu können.

Die Einzymreaktion erfolgte relativ streng über 2.02 Std. (SD 0.12 Std.) und die Farbreaktion benö-

tigte durchschnittlich 2.03 Std. (SD 0.18 Std.).

4.3.2.2 Plattenaufteilung Um für mögliche Rande�ekte kontrollieren zu können, wurden die Plat-

ten in der vorliegenden Arbeit so aufgeteilt, dass für alle Bedingungen jeweils nur ein Well am Rand

lag. Auÿerdem wurde mit Dreifachwerten gearbeitet, um im Falle eines Ein�usses des Well-Ortes noch

mit Doppelwerten arbeiten zu können. Die meisten Arbeitsgruppen verwendeten Doppelwerte, manche

auch Dreifachwerte [18, 61, 62]. Allerdings lagen die Wells zur Bestimmung des erst später eingeführten

Parameters Serotonin in einer Konzentration von 10−4 mol/l (SER_4) aus methodischen Gründen nur

am Rand.
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Ein vermuteter Ein�uss des Well-Ortes konnte in den allgemeinen linearen Modellen klar gezeigt wer-

den. Um die Inter-Well-Variabilität zu vermindern, führten Kalyuzhny et al. die Verwendung von Alufolie

ein, welche um die Platten gewickelt wurde, um mögliche unterschiedliche Inkubationsbedingungen im

Brutschrank am Rand zu vermindern [151]. Das Hauptaugenmerk lag bei dieser Methodenvariation auf

der Verminderung dunkler Hintergründe der Plattenmembranen. Da dieses methodische Problem in der

vorliegenden Arbeit auch ohne die Verwendung von Alufolie verhindert werden konnte, wurde auf Alu-

folie verzichtet. Ob der dennoch nachgewiesene Rande�ekt durch die Verwendung von Alufolie hätte

verhindert werden können, bleibt nachträglich unklar und könnte Gegenstand weiterer methodischer Un-

tersuchungen sein. Ein mathematisches Modell, was den Ein�uss des Well-Ortes belegt, wurde bisher in

den Arbeiten der Literatur nicht angewandt, sodass es o�en bleibt, ob nicht bei entsprechender Fallzahl

auch bei den Arbeiten anderer Autoren Rande�ekte bestehen blieben.

Insgesamt zeigte sich, dass bei den Wells am Rand andere Spot-Zahlen gefunden wurde oder die

Varianz zwischen den beiden Zeitpunkten höher war.

4.3.2.3 Gesamtvolumen im Well Das Gesamtvolumen im Well wurde in der Literatur unter-

schiedlich hoch angegeben und lag zwischen 100 µl [79, 18, 62, 151, 61], 150 µl [297] und 200 µl [61, 332].

Die eigenen Vorversuchsreihen zeigten einen Vorteil für höhere Volumina, da hierbei der pH-Wert des

Mediums während der Inkubationszeiten konstanter blieb und die Varianz der Werte insgesamt abnahm.

4.3.3 Konzentrationsbereiche

4.3.3.1 Antikörper Die Konzentrationsangaben für den 1. Antikörper variieren in der Literatur zwi-

schen 4 µg/ml [85] und 15 µg/ml [61]. In der vorliegenden Arbeit war eine Konzentration von 7,5 µg/ml

für alle drei Zytokine ausreichend. Unterschiede zu höheren Konzentrationen fanden sich bei den Vorver-

suchen keine.

Der zweite Antikörper wurde nach den Angaben des Herstellers in einer Konzentration von 1,0 µg/ml

eingesetzt [3], wie sich das auch in der Literatur �ndet [61, 274, 297, 78].

4.3.3.2 PHA Zur Grundstimulation der Zellen wurde in dieser Arbeit PHA verwendet. Die Vorver-

suchsreihen zeigten, dass ohne eine Stimulation mit PHA keine Zytokinproduktion durch die Hinzugabe

von Serotonin oder Substanz P auftrat. Bei den Leerwerten lag die Spontanrate von IFN-γ-sezernierenden

Zellen unterhalb der Spontanraten in anderen Arbeiten [334, 116]. Auÿerdem zeigte sich eine deutliche

Dosis-Wirkungskurve unter der Stimulation mit PHA für alle drei Zytokine. In der Literatur wurde

ebenfalls oft mit PHA gearbeitet, die verwendeten Konzentrationsbereiche lagen zwischen 0,25 µg/ml

und 10 µg/ml [79, 297, 61, 338, 18]. Die zuletzt eingesetzten Konzentrationen von 1,0 µg/ml für die

Bestimmung von IFN-γ und 3,0 µg/ml für die Bestimmung der beiden Interleukine ergaben sich aus

den Vorversuchsreihen und stellten die optimalen Konzentrationen dar, um bei allen Probanden eine zur

Quanti�zierung ausreichende, aber nicht zu hohe Spotzahl zu erzielen.

4.3.3.3 Zellkonzentration Auch bei der eingesetzten Zellkonzentration war es das Ziel bei allen

Probanden eine ausreichende, aber nicht zu hohe Spotzahl zu erhalten. In einer Untersuchung von Bailey

et al., die bei acht Probanden und drei verschiedenen Zellkonzentrationen (5×106, 5×105 und 5×104 Zel-
len/ml) die Zytokinproduktion (u.a. von IL-4, IL-13 und IFN-γ) bestimmten, zeigte sich, dass für jeden

Probanden ein stark unterschiedliches Niveau an Zytokinproduktion existiert. Für einen Probanden konn-

te also eine bestimmte Zellkonzentration zur Quanti�zierung der Spots optimal sein, während die selbe

Konzentration bei anderen Probanden entweder zu zu vielen oder zu wenigen Spots führte. Die Auto-

ren schlossen, dass zur optimalen Quanti�zierung vorab die jeweilige Zellkonzentration für den jeweiligen

Probanden gefunden werden sollte [18]. Da in der vorliegenden Arbeit gerade die interindividuellen Unter-

schiede einen Hauptschwerpunkt der Ergebnisse bilden, wäre ein solches Vorgehen jedoch nicht zielführend

gewesen. Vielmehr musste lediglich eine Zellkonzentration gefunden werden, die in den allermeisten Fällen
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den eingangs genannten Kriterien ensprach. Für eine Detektion von IFN-γ zeigte sich eine Konzentration

von 1×106 Zellen/ml und für die beiden Interleukine von 2×106 Zellen/ml als optimal. In der Literatur

�nden sich Konzentrationsbereiche zwischen 103 bis 106 Zellen/Well [85, 332, 151, 61, 62, 79].

4.3.3.4 Konzentration und Lösen von Substanz P Erste Vorversuchsreihen mit verschiedenen

Konzentrationen von Substanz P (10−6 mol/l bis 10−12 mol/l) dienten der Bestimmung einer optimalen

Konzentration zur Klärung der Hauptfragestellung. Dabei konnte in der vorliegenden Arbeit keine kon-

zentrationsabhängige Wirkung von Substanz P festgestellt werden. Die eingesetzte Konzentration sollte

jedoch einer physiologischen Konzentration möglichst nahe kommen. Wie hoch diese ausfallen darf, lieÿ

sich der Literatur jedoch nicht zweifelsfrei entnehmen.

Frühe Arbeiten zeigten SP-Konzentrationen zwischen 3×10−11 und 5×10−10 mol/l im Blut [235, 300,

354]. In der humanen Darmmukosa wurden auch Konzentrationen bis 10−7 mol/l gemessen [34, 175]. Die

Arbeitsgruppen, die eine Wirkung von Substanz P untersuchten, verwendeten Konzentrationen zwischen

10−6 bis 10−7 mol/l [174], 10−8 mol/l [182], Konzentrationsreihen zwischen 10−9 und 10−11 mol/l [159]

oder zwischen 10−6 und 10−12 mol/l [338] und beriefen sich dabei jeweils auf andere Literaturstellen, die

diese Konzentrationen als weitgehend physiologisch ansahen [159, 236, 360]. Gordon et al. testeten im

Konzentrationsbereich von 10−4 bis 10−16 mol/l und fanden ebenfalls keinen klaren konzentrationsabhän-

gigen E�ekt [103]. Insgesamt lag also die verwendete Konzentration von 10−10 mol/l in einem mittleren

Bereich, der in keinem Widerspruch zu möglichen physiologischen Konzentrationen steht.

Zum Löseverfahren von Substanz P fanden sich keine einheitlichen Angaben. Verwendet wurden PBS

mit und ohne Zusatz von 0,5% Albumin [182, 338, 211], steriles Wasser [103], Tyrods-Pu�er oder Salz-

säure. Dabei muss kritisch angemerkt werden, dass in den meisten Publikationen nicht erwähnt wird, ob

das verwendete Trägermittel einen Ein�uss hatte oder ob Kontrollen mitliefen. In einigen Arbeiten wurde

das Trägermittel auch gar nicht benannt [174].

In der eigenen Arbeit wurden in Vorversuchen mögliche Löseverfahren für Substanz P untersucht und

die Konzentrationsreihen durch ELISA-Bestimmungen kontrolliert. Insgesamt erwies sich eine auf 37 °C

vorgewärmte, physiologische und sterile NaCl-Lösung als bestes Lösemittel ohne einen eigenen Ein�uss in

den Kontrollen zu zeigen. Bei keinem der drei Zytokine zeigte sich bei der endgültigen Stichprobe durch

den Zusatz von NaCl eine signi�kante Veränderung gegenüber der alleinigen Stimulation mit PHA oder

Serotonin.

Allerdings ist einschränkend zu erwähnen, dass sich bei den Vergleichen einer Stimulation von SER_SP

gegenüber einer Stimulation mit SER_NaCl teilweise leicht abweichende Ergebnisse gegenüber den Ver-

gleichen von SER_SP gegenüber SER_5 zeigten. Hierbei ist anzumerken, dass die absoluten Unterschie-

de nur sehr gering waren, sodass bei kleinen Schwankungen der Spot-Zahlen zwischen den Bedingungen

SER_5 und SER_NaCl, welche prinzipiell nicht statistisch unterschiedlich waren, sich dennoch andere

Ergebnisse im Vergleich mit der dritten Bedinung SER_SP ergeben können. Dies ist aber vermutlich eher

auf die allgemeine Varianz der Versuchsreihen zurückzuführen und spricht noch nicht für einen Ein�uss

von NaCl. Dies zeigt aber die grundsätzliche methodische Schwierigkeit beim Nachweis kleiner E�ekte in

einer Gruppe von Probanden, die sowohl intra- als auch interindividuelle Unterschiede zeigen.

4.3.3.5 Konzentration von Serotonin Analog wie bei SP musste auch für Serotonin eine Konzen-

tration bestimmt werden, die zur Klärung der Hauptfragestellung verwendet werden sollte. Dabei zeigte

sich bei den Vorversuchsreihen, dass für Serotonin ein Dosis-Wirkungszusammenhang besteht. Um die-

sem Umstand Rechnung zu tragen wurden bei der endgültigen Versuchsreihe zwei Konzentrationen von

Serotonin untersucht: 10−4 und 10−5 mol/l. Die Ergebnisse hierzu werden unter Punkt 4.1.2 auf Seite 83

genauer diskutiert.

In der Literatur wurde Serotonin in Konzentrationen von 10−3 mol/l [301], 10−4 mol/l [147, 126] oder

in Konzentrationsreihen zwischen 10−4 und 10−7 mol/l [240, 241] eingesetzt. Teilweise wurde dabei aller-

dings an Tiermodellen gearbeitet [147]. Vor allem bei höheren Konzentrationen stellt sich die Frage, ob
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sich eine toxische Wirkung der eingesetzten Substanz ergeben könnte. Slauson et al. zeigten diesbezüglich

eine inhibierende Wirkungen von Serotonin auf die Lymphozyten-Proliferation bei Konzentrationen von

10−3 mol/l und konnten nachweisen, dass Serotonin auch in diesem Konzentrationsbereich nicht toxisch

wirksam ist [301]. In der vorliegenden Arbeit wurden zu Beginn und am Ende der Versuchsreihen Vita-

litätsbestimmungen mit einer Trypanblau-Färbung durchgeführt und die Zellzahlen nach Inkubation auf

den ELISpot-Platten stichprobenartig bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass auch am Ende der Versuchs-

reihen noch eine ausreichende Anzahl vitaler Zellen vorhanden war. Allerdings kann nicht ausgeschlossen

werden, dass durch höhere Mengen Serotonin vor allem die Proliferationsrate der Lymphozyten gemindert

wurde und nicht so sehr die Produktion an Zytokinen. Ein interessanter Ansatz wäre gewesen, zusätz-

lich eine mögliche Apoptose-Induktion durch Serotonin zu messen, wie dies eine Arbeitsgruppe bei der

Wirkung von Katecholaminen auf die Zytokinproduktion getan hatte [339].

4.4 Limitationen

In diesem letzten Abschnitt sollen noch einige Limitationen und Stärken der Studie diskutiert werden.

Eine Stärke der Untersuchung war sicherlich, die für Arbeiten auf diesem Gebiet hohe Fallzahl. Die

Fallzahl war jedoch nicht ausreichend groÿ, um interindividuelle Unterschiede, vor allem im Bezug auf

das Alter oder bestimmte genetische Polymorphismen einwandfrei zu bestätigen oder auszuschlieÿen. Da

die Untersuchung möglicher interindividueller Unterschiede nicht die primäre Fragestellung war, wurde

keine Power-Analyse a priori durchgeführt. In Bezug auf die Hauptfragestellung ist die Datenlage bisher

so ungenügend, dass ebenfalls keine Power-Analyse über Angaben der Literatur möglich war.

Einige methodische Einschränkungen, die allgemeiner Natur sind, gelten auch für diese Studie. So sind

gewonnene Daten aus Versuchen mit PBMCs oft recht schlecht reproduzierbar. Die allgemeine Varianz

der Ergebnisse war beträchtlich, sodass statistisch signi�kante Ergebnisse nur schwer zu erhalten waren.

Hierauf wurde mit einer sehr strengen statistischen Korrektur reagiert. Des Weiteren wurde versucht durch

mathematische Modelle einige methodische Ein�ussfaktoren auszuschlieÿen, um nicht zuviele Artefakte

einzubeziehen. Auch dies ist sicherlich als Stärke der Studie zu bewerten.

Interindividuelle Unterschiede in der Zytokinproduktion können durch vielfältige Mechanismen be-

dingt sein. Hierunter fallen neben Alters-, Geschlechts- und Gene�ekten auch Unterschiede in der Sta-

bilität der Stimulation, Translation in Polypeptide, Zytokinfaltung, post-translationale Modi�kationen,

die intrazelluläre Stabilität der Proteine, deren Transport und Exozytose. All diese Faktoren wurden in

der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und könnten aber unter Umständen auch die interindividuelle

Varianz erklären.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch keine Hormonkonzentrationen oder die Zyklusphase erfasst,

sodass keine Aussage getro�en werden konnte, ob die interindividuellen Unterschiede in Bezug auf mög-

liche Geschlechts- und Altersein�üsse durch diese Ein�ussfaktoren hervorgerufen wurden. In zukünftigen

Untersuchungen sollten diese wichtigen Ein�ussgröÿen erfasst werden.

Trotz all dieser Limitationen konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass eine

kombinierte Stimulation peripherer Blutlymphozyten mit Substanz P und Serotonin zu einer gesteigerten

Zytokinproduktion gegenüber der jeweiligen alleinigen Stimulation führt und soziodemographische und

genetische Faktoren für die interindividuellen Unterschiede mitverantwortlich sind.
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5 Zusammenfassung

Das Immunsystem gliedert sich in verschiedene funktionelle Zellsysteme. Die T-Helfer-Zellen spielen bei

der Organisation des Immunsystems eine herausragende Funktion. Um Abwehrfunktionen und andere

immunologische Prozesse zu regulieren, bedienen sich die Th-Zellen unterschiedlicher Zytokine. Neben

Rezeptoren für Zytokine tragen Lymphozyten auf ihrer Zellober�äche auch Rezeptoren für Neurotrans-

mitter und Neuropeptide. Über solche Rezeptoren kann das Nervensystem eine regulierende Wirkung auf

die Zellbestandteile des Abwehrsystems ausüben. Dabei können periphere Nervenendigungen an Blut-

gefäÿen, in Lymphknoten oder Organen, die mit lymphatischem Gewebe ausgestattet sind, wie Darm

oder Lunge, durch Ausschüttung ihrer Botensto�e die Lymphozyten erreichen. Aber auch Zytokine, die

von Abwehrzellen, welche die Blut-Hirn-Schranke passieren, von Mikrogliazellen im ZNS oder auch pe-

ripher produziert werden, können die Funktion von Nervenzellen beein�ussen. Die Untersuchung dieser

wechselseitigen Beziehungen zwischen Abwehrzellen und Nervensystem stellt einen wichtigen Beitrag zum

tieferen Verständnis physiologischer und pathophysiologischer Mechanismen dar.

Serotonin und Substanz P sind zwei Neurotransmitter, die sowohl im ZNS als auch im peripheren Ner-

vensystem eine wichtige Rolle als Überträgersto�e spielen. Beide können darüberhinaus die Funktion von

Lymphozyten über spezi�sche Rezeptoren beein�ussen. Im ZNS wirkt das Neuropeptid Substanz P als

Modulator der serotonergen Neurotransmission. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit

Substanz P auch an peripheren monozytären Zellen die Wirkung von Serotonin modulieren kann. Diese

Frage wurde an einem Kollektiv von 42 gesunden Probanden untersucht. Dabei wurden PBMCs zu zwei

verschiedenen Zeitpunkten aus dem Blut isoliert und auf ELISpot-Platten mit dem Mitogen PHA sowie

Serotonin, Substanz P oder deren Kombination stimuliert. Gemessen wurden die Zytokine IFN-γ als cha-

rakteristisches Zytokin der Th1-Zellen sowie IL-4 und IL-13 als typische Vertreter der Th2-Lymphozyten.

Die ELISpot-Methode ist ein sehr sensitives Verfahren zum quantitativen Nachweis von Zytokinen.

Dabei können sowohl Aussagen über die Anzahl Zytokin-produzierender Zellen als auch über die Menge

an produziertem Zytokin gemacht werden. Die Ausarbeitung der Methodik zeigte, dass mehrere Faktoren

einen erheblichen Ein�uss auf die Varianz der Mehrfachwerte ausüben. Insbesondere waren die Verwen-

dung von Antibiotika in den Zellkulturen, die Reinheit der Lösungen und die Lage der Plattenvertiefungen

wichtige Ein�ussfaktoren.

Nach Ausschluss methodischer Artefakte konnte an dem Probandenkollektiv gezeigt werden, dass Se-

rotonin allein in einer konzentrationsabhängigen Weise die Produktion von Zytokinen nach Stimulation

mit PHA beein�usst. Diese Wirkung wird höchstwahrscheinlich zum Teil über den 5-HT1A-Rezeptor

vermittelt. Hingegen veränderte eine Stimulation mit Substanz P allein die Zytokin-Produktion nicht.

Beide Neurotransmitter zusammen erhöhten jedoch die Zytokin-Produktion signi�kant gegenüber der je-

weiligen alleinigen Stimulation. Diese Reaktionsweise war qualitativ bei allen drei Zytokinen gleichsinnig,

unterschied sich jedoch im Ausmaÿ und der statistischen Signi�kanz.

Neben dieser interessanten Beobachtung zeigte sich, dass erhebliche interindividuelle Unterschiede

zwischen den einzelnen Probanden bestehen. Diese Unterschiede konnten zum Teil durch soziodemogra-

phische Faktoren wie Alter und Geschlecht erklärt werden. Sie wurden aber auch durch genetische Po-

lymorphismen beein�usst. Dabei wurden funktionelle Polymorphismen in den drei Zytokin-Genen unter-

sucht (IFN-γ: Mikrosatelliten Marker im Intron 1 (CA-Repeat), rs3138557; IL-4: C589T-Polymorphismus

in der Promoterregion, rs2243250; IL-13: A4257G in Exon 4 Position 130, Gln (Q) zu Arg (R), rs20541).

Dabei zeigte sich auch eine Gen*Alter-Interaktion bei der Produktion von IL-4.

Die Zytokin-Produktion der einzelnen Probanden korrelierte hoch signi�kant zwischen den beiden

Blutentnahmezeitpunkten, sodass einzelne Probanden entweder mit einer hohen oder einer niedrigen

Zytokinantwort auf die verschiedenen Stimulationsbedingungen reagierten. Das grundsätzliche Reak-

tionsmuster blieb dabei im Wesentlichen erhalten, zeigte aber auch interindividuelle Unterschiede.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen also, dass Substanz P auch an peripheren Lymphozyten

einen modulierenden Ein�uss auf die Wirkung von Serotonin hat und zwischen der Stärke der jeweiligen
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Zytokin-Antwort erhebliche interindividuelle Unterschiede bestehen. Inwieweit der modulierende Ein�uss

von Substanz P auf die Wirkung von Serotonin bei pathologischen Zuständen bedeutend ist, müsste in

Kollektiven von Patienten in der Zukunft untersucht werden. Da in Bezug auf das Th2/Th1-Verhältnis

die eindeutigsten Veränderungen für das IL-13/IFN-γ-Verhältnis gefunden wurden, könnte diese kosti-

mulatorische Wirkung vor allem bei atopischen Patienten, bei denen IL-13 eine entscheidende Rolle

spielt, von Bedeutung sein. Aber auch bei der Verarbeitung peripherer Schmerzreize oder bei psych-

iatrischen Erkrankungen unter dem Einsatz psychopharmakologischer Medikation mit Wirkung auf die

5-HT1A-Rezeptoren, könnten diese Ergebnisse wichtig sein. Dies zu klären bleibt Gegenstand zukünftiger

Forschungsarbeiten. Insgesamt zeigte sich jedoch, wie wichtig es ist, auch bei in vitro Arbeiten Zellen

gröÿerer Kollektive zu untersuchen, um die interindividuellen Unterschiede berücksichtigen zu können.

Untersuchungen an Zellen lediglich einzelner Probanden können mitunter zu sehr verzerrten Ergebnissen

führen.
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7 Anhang

7.1 Abkürzungen

5-HT: 5-Hydroxytryptophan (Serotonin)

8-OH-DPAT: 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin

a.d.: Aqua destillata

ALP: Alkalische Phosphatase

aqua bidest.: aqua bidestillata

Arg: Arginin

AS: Aminosäure(n)

BSA: Bovines Serumalbumin

cAMP: Cyclisches Adenosinmonophosphat

CD: Cluster of di�erentiation

cDNA: Kodierende Desoxynukleinsäure (coding desoxynuclein acid)

CGRP: Calcitonin-Gene-related Peptid

CPDA: Citrate Phosphate Dextrose Adenin

CPD: Citrate Phosphate Dextrose

DAG: Diacylglycerol

DMF: Dimethylformamid

DMSO: Dimethylsulfoxid

dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphate

EDRF: Endothelium-derived relaxing Factor

ELISA: Enzyme-linked immunosorbened assay

ELISpot: Enzyme-linked immunospot

ERK: Extracellular-signal Regulated Kinase

FCS: Fetal calf serum

FKS: Fetales Kälberserum

GABA: Gammaaminobuttersäure

Gln: Glutamin

Gly: Glycin

HPA-Achse: Hypothalamus-Pituitary-Adrenal-axis

IFN-γ: Interferon-gamma

IgG: Immunglobulin G

IL: Interleukin

IP3: Inositoltriphosphat

kD: Kilo Dalton

Leu: Leucin

LW: Leerwert

Lys: Lysin

MAF: Macrophage activating factor

MALT: Mucosa associated lymphatic tissue

Max.: Maximum

MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1

Met: Methionin

Min.: Minimum

MHC: Major Histocompatibility Complex

MNC: Mononuclear Cells

mRNA: Methylierte Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)
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MW: Mittelwert

NaCl: Natriumchlorid, bzw. Stimulation mit nur Träger von SP bei ELISpot-Versuchen

NK-1,2,3,4: Neurokininrezeptor 1-4

NK-Zellen: Natürliche Killerzellen

NO: Sticksto�monoxid

P/S: Penicillin-Streptomycin

PBMC: Peripheral blood monocytes

PBL: Peripheral blood lymphocytes

PBS: Phosphatgepu�erte Salz-Lösung (Phosphate bu�ered saline)

PHA: Phythämagglutinin bzw. Stimulation mit nur PHA bei ELISpotversuchen

Phe: Phenylalanin

PPT-A: Preprotachykinin-A

PPT-B: Preprotachykinin-B

Pro: Prolin

R: Rezeptor

REM: Rapid eye movement

RPMI: Zellkulturmedium entwickelt am Roswell Park Memorial Institute

ROS: Reactive Oxygen Species

RT-PCR: Reverse transcriptase polymerase chain reaction

SD: Standard deviation (Standardabweichung)

SER_4: Stimulation mit nur Serotonin in Konzentration von 10−4 mol/l bei ELISpot-Versuchen

SER_5: Stimulation mit nur Serotonin in Konzentration von 10−5 mol/l bei ELISpot-Versuchen

SER_NaCl: Stimulation mit Serotonin in Konzentration von 10−5 mol/l und NaCl bei ELISpot-

Versuchen

SER_SP: Stimulation mit Serotonin in Konzentration von 10−5 mol/l und SP bei ELISpot-Versuchen

SFC: spot forming cells

SNP: Single Nucleotide Polymorphismus

SP: Substanz P bzw. Stimulation mit nur SP bei ELISpot-Versuchen

SSRI: Selektive Serotonin Rückaufnahmeinhibitoren

STAT4/6: Signal Transducer and Activator of Transcription 4/6

Th1/2: T-Helferzellen 1/2

TNF-α: Tumornekrosefaktor alpha

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1

VIP: Vasointestinales Peptid

ZNS: Zentrales Nervensystem

7.2 Bu�y coats:

500 ml CPD-Blut vom Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes, Goethestraÿe, München.

7.3 Probenaufbewahrung

7.3.1 Lagern der Zellen

Die Zellen lagerten im Schnitt 313,2 Tage im Sticksto�tank (SD: 64,1 Tage; Min: 232; Max: 448).
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7.4 ELISpot

7.4.1 Verwendete Lösungen und Medien

7.4.1.1 Aliquotieren von fetalem Kälberserum FKS wurde in 500-ml-Portionen bei -20 °C ge-

lagert. Vor Gebrauch wurde FKS in einem Wasserbad für 30 min bei 56 °C inaktiviert und zu 50-ml-

Portionen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C bis zum Gebrauch.

7.4.1.2 Aliquotieren von PHA PHA wurde lyophilisiert in Portionen von 1,2 mg Protein/Flask

geliefert und bei 4 °C gelagert. Zum Gebrauch wird das Proteinpulver mit ge�ltertem, deionisiertem aqua

bidest. auf 5 ml aufgefüllt und die Protein-Lösung über 30-60 min auf dem Vortex verschüttelt. PHA wird

mit einer Konzentration von 240 µg/ml (1,2 mg/5 ml) in Mikroschraubröhrchen aliquotiert und gefroren

bei -20 °C aufbewahrt.

7.4.1.3 Aliquotieren von Trypan-Blau-Lösung Steril gelieferte Trypan-Blau-Lösung wurde mit

ge�ltertem aqua bidest. im Verhältnis 1:5 verdünnt und steril in Mikro-Reagiergefäÿe aliquotiert. Die

Lösungen wurden bis zur Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

7.4.1.4 Aliquotieren von Penicillin/Streptomycin Penicillin/Streptomycin wurde in Portionen

von 50 ml gefroren geliefert und bei -20 °C gelagert. Es wurde in 5-ml-Portionen in 15-ml-Falcons aliquo-

tiert und bei -20 °C gelagert.

7.4.1.5 Lösung I Lösung I ist 500 ml reines RPMI-1640 Medium mit einem Zusatz von 5 ml Natri-

umpyruvat und 5 ml L-Glutamin.

7.4.1.6 Lösung II Lösung II entspricht Lösung I mit weiteren 50 ml FKS (10%). Die Hinzunahme

von FKS dient der Verhinderung von Zellagglutination und unspezi�scher Bindungen der sezernierten

Antikörper.

7.4.1.7 Penicillin/Streptomycin -Medium Dieses Medium ist Lösung II mit einem Zusatz von

5 ml Penicillin/Streptomycin.

7.4.1.8 Gefriermedium Das Gefriermedium besteht aus Lösung II mit weiteren 50 ml FKS (insge-

samt 20%) und 10% DMSO.

7.4.1.9 Essigsaure Lösung Für erste Lösungsversuche von Substanz P und zum Lösen von Sar-

Met-Substanz P wurde eine essigsaure Lösung in einer Konzentration von 0,017 mol/l durch Verwendung

von 50 ml aqua bidest. und 50 µl Essigsäure hergestellt und die Lösung bei 3 bar für 30 min autoklaviert.
Berechnung:

Spezi�sches Gewicht von Essigsäure: 60,05 g/mol. 100%ige Essigsäure: 1,05 kg auf einen Liter. Dichte: δ = m/V =

1,05 kg/l. In 50 µl be�nden sich demnach 1,05 kg/l ×50×10−6 l = 0,0000525 kg, bzw. 0,0525 g. Mol-Menge in diesem

Volumen: n = m/M = 0,0525 g/60,05 g/mol = 8,74×10−4 g/mol. Konzentration: c = n/V = 8,74×10−4 g/mol/50×10−3 l

= 0,017 mol/l.

7.4.1.10 Verdünnungsreihe für Substanz P Die aliquotierten Substanzproben von Substanz P

wurden in ihren Träger-Gläschen gelöst.
Berechnung:

Molekulargewicht von SP: 1347,6 g/mol. Benötigte Volumina: V = n/c und m = n×M ⇒ V = m/M×c. Bei 200 µl
Gesamtvolumen imWell wird Substanz P in einer achtfach höheren Konzentration eingestellt und als Ausgangskonzentration

für die Verdünnungreihe 10−5 mol/l verwendet. Somit berechnen sich die Volumina wie folgt: V = m/1347,6×8×10−5 bzw.

V = m/0,107808.
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7.4.1.11 Verdünnungsreihe für Serotonin Aliquotiertes Serotonin wurde in RPMI-Medium ge-

löst.
Berechnung:

Molekulargewicht von Serotonin: 212,7 g/mol. Benötigte Volumina: V = m/M×c. Ausgangskonzentration für die Ver-

dünnungreihe: 10−3 mol/l. Somit berechnen sich die Volumina wie folgt: V = m/212,7×8×10−3 bzw. V = m/1,7016.

7.4.2 Verwendete Pu�er

7.4.2.1 Karbonat-Pu�er zum Beschichten mit 1. Antikörper Pu�er I: 1,68 g NaHCO3 + aqua

bidest. ad 100 ml

Pu�er II: 1,06 g Na2CO3 + aqua bidest. ad 50 ml

Pu�er I wurde mit Pu�er II auf pH = 9,6 titriert und bei 121 °C für 20 min autoklaviert. Nach dem

Autoklavieren veränderte sich der pH-Wert auf 9,81 (Min.: 9,69; Max.: 9,99; SD: 0,09). Bei 4 °C ist dieser

Pu�er drei bis vier Wochen haltbar. Vor jedem Gebrauch wurde der Pu�er nochmals steril ge�ltert und

der pH-Wert einer Probe kontrolliert.

7.4.2.2 PBS zumWaschen und Verdünnen: 9,55 g Trockensubstanz von Dulbecco + aqua bidest.

ad 1 l respektive 42,98 g + aqua bidest. ad 4,5 l. Der pH-Wert wurde mit NaCl oder HCl auf 7,40 eintitriert.

Der Pu�er wurde vor Verwendung für 20 min bei 121 °C autoklaviert und vor Gebrauch nochmals ge�ltert.

Alternativ können 0,68 g NaH2PO4×H2O und 3,34 g Na2HPO4×H2O eingewogen werden und zu-

sammen mit 73,05 g NaCl auf 2,5 l a.d. aufgefüllt werden.

7.4.2.3 May Grünwald-Verdünnungspu�er Es wurden 54,5 g Na2HPO4 und 40,0 g KH2PO4

abgewogen und mit 10 l aqua bidest. aufgefüllt. Der pH-Wert betrug 6,8.

7.4.2.4 Giemsa-Verdünnungspu�er Hierzu wurden 8,9 g Na2HPO4 und 10,5 g K2HPO4 mit 2 l

aqua bidest. aufgefüllt. Der pH-Wert war 6,6.

7.4.3 Reagenzien

Die verwendeten Antikörper stammten alle von Mabtech AB, Gamla Vrmdv. 2, S-131 37 Nacka, SWE-

DEN.

7.4.3.1 Beschichtungsantikörper (1. Antikörper) Die Aufreinigung der Antikörper erfolgte

durch in vitro Kulturen mittels G-Protein A�nitätschromatographie. Sie sind zur Detektion ihrer jewei-

ligen Zytokine aus Kultur�üssigkeiten in ELISA und ELISpot-Tests geeignet. Alle Antikörper wurden

geö�net bei 2 bis 8 °C aufbewahrt und geschlossen bei -20 °C.

Beschichtungsantikörper wurden in Konzentrationen von 1 mg/ml in PBS mit 0,02% Natrium Azid

(NaN3) geliefert und auf 7,5 µg /ml mit Karbonatpu�er aufgefüllt.
Verwendete Berechnung zur Beschichtung von einer Platte:

Für eine 96-Well-Platte werden 96×100 µl Lösung benötigt. Es wurde eine Sicherheit von zusätzlich 0,4 ml Lösung

eingerechnet. Es wurden insgesamt 10 ml Lösung hergestellt. Für eine Endkonzentration von 7,5 µg/ml werden 75 µg

Antikörper mit einer Ausgangskonzentration von mg/ml benötigt. Diese sind in 75 µl gelöst. Zum Gesamtvolumen von

10 ml wurden 9,925 µl Beschichtungspu�er benötigt.

7.4.3.1.1 IFN-γ Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IFN-γ; Code: 1-D1K, Iso-

typ Maus IgG1, Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IFN-γ. Batches: 3420-3-40 (2x), -41 und

-38.

7.4.3.1.2 IL-4 Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IL-4; Code: IL4-I (clone 82-

4[79]), Isotyp Maus IgG1, κ; Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IL-4. Batches: 3410-3-17

(3x), -15.
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7.4.3.1.3 IL-13 Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IL-13; Code: IL13-I, Isotyp

Maus IgG1, κ, ; Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IL-13. Batches: 3470-3-1, -3 (2x) und -4.

7.4.3.2 Biotinylierte Detektionsantikörper (2. Antikörper) Detektionsantikörper wurden in

Konzentrationen von 1 mg/ml in PBS mit 0,02% Natrium Azid (NaN3) geliefert und auf 1,0 µg /ml

(1:1000) verdünnt (z.B. 10 µl + PBS ad 10 ml). IL13-II, IL4-II und 7-B6-1 wurden durch Reaktion

mit dem N-hydroxysuccinimide Ester von Biotin biotinyliert. Die Beschichtungs- und Detektionsklone

erkennen verschiedene Epitope der Zytokine. Alle Antikörper wurden geschlossen bei -20 °C und geö�net

bei 2-8 °C aufbewahrt.

7.4.3.2.1 IFN-γ Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IFN-γ; Code: 7-B6-1, Iso-

typ Maus IgG1; Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IFN. Batches: 3420-6-27, -28 und -17.

7.4.3.2.2 IL-4 Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IL-4; Code: IL4-II (clone

12-1[79]), Isotyp Maus IgG1, κ, ;

Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IL-4, kreuzreaktiv mit nativen IL-4 von Rhesus- und

Cynomolgus Makaken. Batches: 3410-6-10 (2×).

7.4.3.2.3 IL-13 Monoklonal; immunogen gegen rekombinant humanes IL-13; Code: IL13-II, Isotyp

Maus IgG1, κ, ; Spezi�tät: natives und rekombinantes humanes IL-13, kreuzreaktiv mit nativen IL-13

von Rhesus- und Cynomolgus Makaken. Batches: 3470-6-1 und -2.

7.4.3.3 Reaktionsenzym Streptavidin Alkalin Phosphatase, gelöst in: 0,1 M Tris, 1 mM ZnCl2, 1%

BSA, 0,1% NaN3, pH = 7,4; enthält 50 µg/ml Streptavidin (hochgereinigt (>99%; MW 55000 kD) von

Streptomyces avidinii; hohe Aktivität: ~ 15-22 units/mg, (1 unit bindet 1,0 µg Biotin) und 150 µg/ml

Enzym (hochgereinigt von Kälberdarm mit hoher Aktivität). Batches: 36775 und 37138; Code: 3310-8.

Die Enzym-Lösung wurde in einer Verdünnung von 1:1000 mit autoklaviertem und nochmals ge�lter-

tem PBS nach den Angaben des Herstellers verdünnt. Das konjugierte Produkt ist speziell für Enzym-

immunoassay Zwecke geeignet.

7.4.3.4 Farbreagenz (von BIO-RAD, Glattbrugg, Schweiz) AP Conjugate Substrate Kit: 25-

fach AP-Color-Development-Bu�er 40 ml (auf 1 Liter aqua bidest. verdünnen, Endkonzentration 0,1 M

Tris, pH 9,5); AP-Color-Reagent A und B, je 10 ml AP-Farbreagenz A enthält Nitroblau Tetrazolium

in wässrigem Dimethylformamid (DMF), enthält MgCl2. AP-Farbreagenz B enthält 5-bromo-4-chloro-

3-indolyl Phosphat in DMF. Die Farbreagenzien A und B wurden bei -20 °C gelagert, der Pu�er bei

4 °C.

Vor Gebrauch wurde die benötigte Menge hergestellt.
Beispiel Verdünnungsschema: 12500 µl aqua bidest. + 500 µl Farbpu�er + je 125 µl Farbreagenz A/B. Die Lösung

wurde sorgfältig auf einem Vortex verschüttelt.

7.4.4 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden bei 4 °C mit Kieselgel gelagert.

7.4.4.1 8-Hydroxy-DPAT (Tocris Cookson Ltd. Northpoint fourth Way Avonmouth Bris-

tol UK) Als Hydrobromid (C16H25NO-HBr) (10 mg) in destilliertem Wasser zu 5 mM löslich; MW:

328,29 g/mol; Batch: 6/26672. Die Gesamtmenge wird steril ge�ltert und das verbleibende Volumen von

4,8 ml in 48 Portionen à 100 µl aliquotiert und bei 8 °C gelagert.
Benötigtes Volumen:

V = n/c = m/M×c = 10×10−3 g/328,29 g/mol = 3,046×10−5 mol/ 5×10−3 mol/l = 6,092 ml.
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7.4.4.2 Substanz P (Tocris Cookson Ltd. Northpoint fourth Way Avonmouth Bristol

UK) Substanz P (5 mg): Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 (C63H98N18O13S);

MW: 1347,60 g/mol; lyophilisierte Trockensubstanz wurde abgewogen und als Festsubstanz aliquotiert

bei -20 °C aufbewahrt.

7.4.4.3 (S)-Way 100135 (Tocris Cookson Ltd. Northpoint fourth Way Avonmouth Bristol

UK) Als Dihydrochlorid (C24H33N3O2-2HCl) (10 mg) in destilliertem Wasser zu 100 mM löslich; MW:

468,47 g/mol; Batch: 1/28743. Volumenberechnung siehe Punkt 7.4.4.1.

7.4.4.4 Sar-Met-Substanz P (Tocris Cookson Ltd. Northpoint fourth Way Avonmouth

Bristol UK) [Sar9,Met(O2)11]-Substanz P (1 mg): Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Sar-Leu-Met-

(O2)-NH2 (C64H97N19O15S). MW: 1393,00 g/mol; lyophilisierte Trockensubstanz wurde abgewogen und

als Festsubstanz aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt. Batch: 9A/32346 (x2), 8/27107. Volumenberechnung

siehe Punkt 7.4.4.1

7.4.4.5 Serotonin (Sigma-Aldrich) Serotonin (5-Hydroxytryptamin); MW: 212,7 g/mol; Lot 21 K

7095 und Lot 69 H 7025.

7.4.4.6 PHA (Biochrom) Phythämagglutinin (PHA-L) 1,2 mg Protein/Flask, lyophilisiert ad 5 ml

aqua bidest.
Verwendete Berechnung für letzte Versuchsreihe:

Für vier Platten wurden 2 x 50 µl PHA in 1450 µl auf 37 °C vorgewärmtem P/S-Medium gelöst. Das entspricht für IFN-

γ einer Konzentration von 1,0 µg/ml. Für die beiden Interleukine wurden 4 bis 5×150 µl PHA in je 1350 µl P/S-Medium

gelöst, was einer Konzentration von 3,0 µg/ml entspricht.

7.4.4.7 Natrium Pyruvat (Biochrom) Natriumpyruvat wurde in Portinen von 100 mM aufbe-

wahrt.

7.5 ELISA

7.5.1 SP-ELISA (Assay Designs Inc.)

Substance P Correlate-EIATMKit 96 Well; Catalog No. 90018; LOT No. 00Q022C; bei 4 °C aufbewahrt;

mit: Goat anti-Rabbit IgG Microtiter Plate; Substance P EIA Conjugate, 5 ml, Lot No: 00Q016; bei

-20 °C gelagert; Substance P EIA Antibody, 5 ml; Assay-Pu�er, 30 ml; Waschpu�erkonzentrat, 30 ml;

Substance P Standard, 0,5 ml; p-Npp Substrate, 20 ml; Stop Solution, 5 ml.
Vorschrift:

Standardvorbereitung: Alle Reagenzien werden auf Raumtemperatur gebracht; 1 ml Assay-Pu�er wird in ein Eppendorf-

Reagiergefäÿ gefüllt, 750 µl in fünf weitere. Aus dem ersten werden 100 µl entnommen und 100 µl 100000 pg/ml SP Standard

zugefügt. Die Lösung wird auf dem Vortex verschüttelt und 250 µl dieser Mischung in das nächste Eppi gefüllt. Dieser Vorgang

wird 5 mal wiederholt. Waschpu�er: 10 ml Konzentrat werden mit 90 ml a.d. verdünnt.

Assayablauf: Die Plattenaufteilung erfolgt nach dem Assay-Layout-Sheet 1) 50 µl Assay Pu�er werden in die NSB und Bo

(0 pg/ml Standard) Wells gefüllt; 50 µl der Standards 1-6 werden in die entsprechenden Wells gefüllt. Je 50 µl der Proben werden

in Duplikaten aufgetragen. Weitere 50 µl Assay Pu�er kommen in die NSB-Wells, 50 µl SP Conjugate kommen in jedes Well bis auf

die �TA� und �Blank� Wells. 50 µl SP Antibody kommen in jedes Well, bis auf die �TA�, �Blank� und �NSB� Wells. 2) Platten werden

bei Raumtemperatur für 2 h auf Plattenrüttler inkubiert. 3) Platten werden ausgeschüttelt und 3 mal mit Waschp�er 200 µl/Well

gewaschen. Platten werden sorgfältig ausgeklopft. 4) 5 µl SP Conjugate werden in die �TA� Wells pipettiert und anschlieÿend 200 µl

p-Npp Substrate in jedes Well hinzugefügt. 5) Platten werden bei Raumtemperatur für 1 h inkubiert. 6) 50 µl Stop Solution werden

in jedes Well gefüllt und die Platten ausgelesen. 7) Die Ergebnisse wurden entsprechend der beigefügten Anleitung ausgewertet und

die Konzentrationen berechnet.

Sensitivität: 8.04 pg/ml; Linearität: Neigung der Kurve: 1,006, Korr. Koe�zient: r = 0,998; Intraassayvarianz: 4,5 - 6,%;

Interassayvarianz: 4,2 - 7,3% (je nach SP-Konzentration (niedrig - hoch).

7.5.2 Serotonin EIA (dsl: Diagnostic Systems Laboratories Deutschland GmbH)

Kit-Nr.: BA 10-0900; LOT: 0134; Lagerung bei 2-8 °C; mit: Standards A-G, je 4 ml; Serotonin beschichtete

Mikrotiter-Streifen; Serotonin-Kontrollen 1 und 2, je 4 ml; Serotonin Antiserum, 5,25 ml; Enzymkonjugat,
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11 ml; Substratlösung, 11 ml; Stopp-Lösung, 11 ml; Waschpu�erkonzentrat, 50 ml; Acylierungsreagenz,

3 ml; Acylierungspu�er, 30 ml; Derivatisierungsplatte für Acylierung.
Vorschrift:

Vorbereitung: Alle Reagenzien und die Platte werden auf Raumtemperatur gebracht. Waschpu�er: 50 ml Konzentrat werden

mit a.d. ad 500 ml verdünnt.

Assayablauf: A) Probenvorbereitung und Acylierung: 1) Je 10 µl der Standards A - G, 10 µl der Kontrollen 1 & 2, 10 µl

Probenmaterial werden in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. 2) Je 250 µl Acylierungspu�er kommen in alle Vertiefungen,

je 25 µl werden in alle Wells pipettiert. 3) Platten werden bei Raumtemperatur für 15 min. auf Plattenschüttler inkubiert. 4) Je

10 µl der so vorbereiteten Proben werden in den nachfolgenden Serotonin-EIA eingesetzt.

B) 1) Je 10 µl der aylierten Standards, acylierten Kontrollen und acylierten Proben werden in die Vertiefungen der Mikrotiter-

streifen pipettiert. 2) Je 50 µl Antiserum werden in alle Wells gefüllt. 3) Inkubation bei RT für 60 min. 4) Vertiefungen werden 3

mal mit je 250 µl Waschpu�er gewaschen. 5) Je 100 µl Enzymkonjugat werden in die Wells pipettiert; 6) Inkubation für 30 min. bei

RT; 7) Erneutes Waschen wie unter 4); 8) Je 100 µl Substratlösung werden in die Vertiefungen gefüllt und für 20 - 30 min. bei RT

unter Schütteln inkubiert. 9) Je 100 µl Stopplösungen werden zu den Proben gegeben. 10) Streifen werden bei 450 nm ausgwertet.

Sensitivität: 7.5 ng/ml.

7.6 Genotypsierungen

7.6.1 Probenverarbeitung

� Heraeus Septatech Omnifuge 2.0 RS

� Heraeus Septatech Biofuge fresco

� Vortex Genie 2 - Scienti�c Industries

� 96-V-Mikrotiterplatte; Art.Nr. 710880, BiozymDiagnostik GmbH

� DistriTip Mini Syringes für die DistrimonTM repetitive pipette, Eppendorf

� PCR Softstrips 0,2 ml, Biozym

� LightCycler Capillaries, Roche Diagnostics

� Formamide (deionisiert), International Biotechnologies, INC

� Ethanol pro analysi, Merck

7.6.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

� PTC Peltier ThermoCycler - Biozym

� PTC-200 ThermoCycler, MJ Research, Watertown, MA, USA

� Elektrophoreseapparat: Wide Mini Sub Zelle, Biorad

� Sequi-Gene Gelkammer, Biorad

� Gel-Dokumentationsgerät: Eagle Eye II, Stratagene

� Agarosegel 0,8-1,5% in TBE-Pu�er

� 1%ige Ethidiumbromidlösung

� Laufpu�er: TBE

� Alle Chemikalien für IFN-γ und IL-13 (Enzym, Pu�er, dNTPs, Formamid, Standard, Polymer,

Software) von Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.

7.6.3 Sequenzierung

� Light Cycler Version 3.5 - Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

� ABI PRISM 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems

� ABI 310 Kapillarelektrophorese-Gerät (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

� Computer-Programme: Genscan Analysis, Version 3.7 und Genotyper, Version 3.7

� GeneScan Polymer: Performance Optimized Polymer 4 (POP 4), Applied Biosystems

� GeneSCAN Polymer ohne TSR, Applied Biosystems

� GeneScan Capillaries, 47 cm×50 µm, in Verbindung mit POP 4, Applied Biosystems

� 310 Genetic Analyzer Bu�er + EDTA, Applied Biosytems

� SNaPshot Ready Reaction Mix, PE Biosystems

� SNaPshot Control Primers, PE Biosystems
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� pGEM -3Zf(+)

� Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA

� Exonuclease I, USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA

� Primer von Tib Molbiol, Berlin, Deutschland

� AmpliTaq Gold

�

7.7 Verbrauchsmaterialien

� Kimberley-Clark: Kimtech P�egetücher

� Kimberley-Clark: Kimwipes Lite 200

� Safeskin 2000 sterile chirurgische Latexhandschuhe (puderfrei)

� Safeskin Satin Plus puderfreie Latexuntersuchungshandschuhe

� Eppendorf Combitips plus 5 ml

� Eppendorf Standartips 1,25 ml für Plus/8 (Waschpipette)

� Eppendorf Biopur Combitips plus 5 ml (steril)

� Eppendorf Biopur Combitips plus 2,5 ml (steril)

� Schleicher & Schuell FP 30/0,2 CA-S Rotrand Filtereinheit

� Microlance 3 sterile Nadeln von Becton Dickinson

� Discardit II sterile Spritzen von Becton Dickinson in Gröÿen 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml

� Thermo Shandon Cytofunnel disposable sample chambers (Zellzentrifugation)

� Shandon Cyto-Träger (Objekt-Träger)

� Sarstedt Reagier-Gefäÿe 1,5 ml (�Eppis�)

� Sarstedt Röhre 50 ml (�50-ml-Falcon�) (PP, rote Kappe)

� Sarstedt Röhre 15 ml (�15-ml-Falcon�) (PP, rote Kappe)

� Sarstedt Serologische Pipette 10 ml und 25 ml steril, pyrogenfrei

� Sarstedt Transferpipette 3,5 ml steril

� Sarstedt Mikroschraub-Röhre 0,5 ml PP (PHA-Aliquotierung)

� Sarstedt Pipettenspitzen 100 µl (gelb) und 1000 µl (blau)

� Sarstedt Cuvettes 10×10×48 mm Acryl (RNA Zählung für cDNA-Array)

� MBP Ultra Micro Pipet Tips 10 µl (weiÿ)

� Nunc Cryo-Tube 1,8 ml (Zellen einfrieren)

� American national Can Para�lm M

� Wheaton 8-425 Black Plastic Cap open top without liner

� Alufolie

� Sample Vials, Disposable Sample Container, Beckman Coulter (Accuvetten)

� LÜDI-AG Aluminium-Schi�chen 0,12 ml 12×4×2,7 mm (Substanzen-Waage)

� Millipore MultiscreenTM-HA 96 Well MAHAS4510 sterile Platten 0,45 µm Surfactant free

� Heiÿluft-Sterilisations-Klebeband

� Schleicher & Schuell Falten�lter (Filtern von May-Grünwald-Lösung)

� PCR-Gefäÿe 8er Strips, Brand (Schutz der Alufolie beim Autoklavieren von Pinzetten)

7.8 Chemikalien

� Barrycidal 36 Desinfektionsmittel

� 70% Ethanol mit MEK vergällt (Apotheke Klinikum Innenstadt)

� Sigma - Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lot: 51K000425)

� Sigma - Trypan Blue Solution (0,4%) (Lot: 12K2359) (hergestellt in 0,81% NaCl und 0,06% K3PO4)

� Biochrom - Biocoll Separating Solution (Ficoll Separating Solution)

� Isotonische Lösung, Dichte 1.077, bei Raumtemperatur gelagert
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� Biochrom - Fetales Kälberserum, auf Mycoplasmen getestet (bei -20 °C gelagert)

� Biochrom - 100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin

� Biochrom RPMI 1640 Medium (1×) w 2,0 g/l NaHCO3, w 0,532 g/l N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin

(bei 4 ºC gelagert)

� Braun - Isotone Kochsalz-Lösung 0,9% zur intravenösen Infusion

� PBS-Medium (von Apotheke Klinikum Innenstadt): 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g Na2HPO4.(H2O)2,

0,2 g KH2PO4 ad 1000,0 ml Wasser für Inj. �ltriert und sterilisiert in 20 ml und 100 ml Portionen

Salzsäure 5 mol/l (von Apotheke Klinikum Innenstadt)

� Merck, May-Grünwald (1.01424.0500)

� Merck, Giemsa (1.09204.0500)

� Isoton II Azide-Free Balanced Electrolyte Solution (Kat. Nr. 8448011), Beckman Coulter

� Coulter Clenz, Cleaning Agent (Kat.Nr. 8448222), Beckman Coulter

� Merck Essigsäure 100%

� Merck Natriumcarbonat Na2CO3, wasserfrei

� Merck Natriumhydrogencarbonat NaHCO3

� Biochrom PBS DULBECCO Instamed 9,55 g/l w/o Ca2+, Mg2+

� Merck Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator (Blaugel)

� Isopropanol (Desin�zieren beim Substanzen abwiegen)

7.9 Geräte

7.9.1 Pipetten:

� Eppendorf-Pipette Reference 10-100 µl

� Eppendorf-Pipette Reference 100-1000 µl

� Titertek Plus 50-200 µl von ICN

� Eppendorf Multipette plus

� Eppendorf-Pipette Reference 0,5 - 10 µl

� Eppendorf Research Pro 8-Kanal, 50-1200 µl (Waschpipette)

� Seripettor, Labora Mannheim (Isoton-Abfüllung)

7.9.2 Gläser:

� Schott Duran Bechergläser (50 ml-3000 ml)

� Schott Duran Erlenmayerkolben (250 ml)

� Glas�aschen, gereinigt, Biochrom 100 ml und 500 ml

� Borosilikatglas Trichter (May-Grünwald �ltern)

� Färbekästen Glas für Objektträger (Färbebäder)

� Sprüh�aschen zum Desin�zieren mit Ethanol

� Enghals-Spritz�asche zum Plattenwaschen

� Reagenzglas-Ständer für Zentrifugen-Röhrchen (50 ml, 15 ml) (Falcon-Ständer)

� Gestell für Zentrifugenröhrchen für 50 ml-Röhrchen blau PP

� Reaktionsgefäÿ-Ständer (Eppi-Ständer)

� Styro-Gestell (Einfrieren der Substanzen)

� Eppendorf Eurobox 1,25 ml für Eppendorf Standardtips

� Pipettenspitzen-Tip-Boxen (Firmen Eppendorf, Alpha, Greiner)

� Instrumenten-Kasten (Platteninkubation mit wassergetränktem Tuch bei Plattenentwicklung am

Anfang - gleichmäÿige Luftfeuchtigkeit als Versuchsbedingung)

� Waschwanne PE

� Chemikalienlö�el (Pu�erherstellung)
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� Mikrospatel (Substanzenabwiegen)

� Färbepinzetten (Substanzenabwiegen)

� Magnetrührstäbchen

� Cryoboxen

� Reagenz-Reservoir für Mehrkanalpipetten (Waschen der Platten)

� Alu-Sterilisationsboxen

� SHANDON Metallschlitten (für Cytospin Objektträger)

7.9.3 Zentrifugen:

� Heraeus Minifuge T

� Heraeus Sepatech Omnifuge 2.0 RS

� Hettich Rotixa /RP

� Hettich Rotina 35 R

� SHANDON Cytospin3

7.9.4 Wasserbäder:

� Köttermann-Wasserbad, Typ 3042

� Julabo SW-20C

7.9.5 Brutschränke:

� Heraeus CO2-AUTO-ZERO Brutschrank

� Heraeus cytoperm 2 Brutschrank

7.9.6 Mikroskope:

� Labovert 090 122.012, Mikroskop von Leitz

� ZEISS Axioplan 2, ELISpot-Reader mit Epiplan-NEOFLUAR 5× Optik

� ZEISS Axioskop (Zellobjektträger der Cytospins auswerten)

� ZEISS Axioplan (Neubauerkammer auswerten)

� Power HAD Sony 3CCD Color Video Camera

� Sony CMA-D2 Camera Adapter

7.9.7 Waagen:

� Chygo Electronic Balance MP-3000 (Pu�er-Waage)

� Sartorius M2P Elektronische Mikrowaage (Substanzen-Waage)

7.9.8 Weiteres:

� Accu-jet Pipettierhelfer von Brand

� Vortex-Genie-2 von Scienti�c Industries

� Uni�ow UVUB 1200 Lamina�ow von UNI-EQUIP

� Heraeus Instruments HERAsafe HSP 12 Sicherheitswerkbank (�Laminar�ow�)

� MELAG Autoklav Typ 23

� H+P Labortechnik Varioklav Dampfsterilisator

� Heraeus VTR 5036 Heiÿluftsterilisator

� Ikamag RCT (0-1100 1/min) (Magnetrührer)

� WTW pH-Meter pH 523

� Eppendorf Thermostat 3401 (�Eppi-Heizer�)
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� Coulter Particle Count and Size Analizer Z2 (Version 1,02) (100 µm C, Kd = 59,29; upper size

17,00 µm, lower size 5.000 µm, count mode <between>)

� Heraeus HFU 86 (450) und 586 STDV 14 Heraeus Instruments (-80ºC)

� Messer, Chronos Biosafe® (Sticksto�tank)

� SIEMENS Kühlschränke

� BOSCH Kühlschränke

� Pharmacia GeneQuant RNA/DNA Calculator (RNA Bestimmung für cDNA-Array)

� Janke & Kunkel IKA-Labortechnik Ultra-Turrax T25 (Zellzerstörung für RNA-Extraktion)

� Brand Neubauer improved Zählkammer, Tiefe 0,100 mm superior Marienfeld Haemacytometer-

Deckgläser 20×26×0,4 mm, optisch plan geschli�en

� Wallac 1296-001 DELFIA Plateshake (Plattenrüttler für ELISA)

� SLT Labinstruments Spectra III �Rainbow� (ELISA-Reader)

� Kurzzeitmesser (Stoppuhr)

� Millipore Milli-QPlus Reinstwasseranlage

� SCOTSMAN AF-10 EISANLAGE

� Micromass ZMD Massenspektrometer

7.10 Software

� SPSS 11 - 17

� ZEISS KS-ELISpot

� Genscan Analysis Version 3.7 and Genotyper Version 3.7

� MS-Excel

� MS-Word

� Reference-Manager

� LYX

� JabRef
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7.11 Bildanhang

7.11.1 Beispielwells

Abb. 7.11.1.1 und 7.11.1.2 zeigen zwei Beispielwells zur Darstellung des Spot-Membran-Kontrasts in den

Wells.

Abbildung 7.11.1.1: Beispiel-Well -
Spot-Membran-Kontrast für IFN-γ

Abbildung 7.11.1.2: Beispiel-Well -
Spot-Membran-Kontrast für IL-4

Abb. 7.11.1.3 und 7.11.1.4 zeigen den Ein�uss des Gesamtvolumens in den Wells auf die Spot-Dichte.

Abbildung 7.11.1.3: Beispiel ELISpot IFN-γ
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Abbildung 7.11.1.4: Beispiel ELISpot IL-4
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7.12 Tabellenanhang

7.12.1 Deskriptive Statistik Gesamtstichprobe

Tabelle 7.12.1.1: Soziodemographische und methodische Charakteristika (Gesamtstichprobe)

Variable Kategorien N Prozent

Geschlecht Männlich 38 52,1

Weiblich 35 47,9

Familienstand Nie verheiratet gewesen 50 68,5

Geschieden 3 4,1

Verheiratet 6 8,2

Verheiratet mit Kind(ern) 4 5,5

Geschieden mit Kind(ern) 2 2,7

Geschieden, 2. Ehe 2 2,7

Schulabschluss Hauptschule 8 11,0

Realschule 13 17,8

Gymnasium 44 60,3

Fachoberschule 1 1,4

Berufsausbildung Arbeiter ohne Ausbildung 2 2,7

Student 18 24,7

Lehre 28 38,4

Meister 2 2,7

FH Diplom 3 4,1

Hochschulabschluss 10 13,7

Medikamenteneinnahme* Ja 22 30,1

Nein 51 69,9

Kontamination Ja 9 10,1

Nein 80 89,9

Antibiotika Ja 49 55,1

Nein 40 44,9

Zeitpunkt Nur Zeitpunkt T1 11 15,1

Beide Zeitpunkte 62 84,9

*Erfasste Medikamente: Allopurinol (N=1), ASS und Lipidsenker (N=1), Bisoprolol (N=1), Heloazid und Metheozym (N=1),

Ibuprofen, Ca und Actonel (N=1), Kilogest und Thyroxin (N=1), Neuralgin (N=1), Vitaminpräparate (N=1), Ovulationshemmer

(N=10) und Ovulationshemmer in Kombination mit ASS (N=1) oder Jodid (N=1).
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Tabelle 7.12.1.2: Deskriptive Statistik stetiger Variablen

Variable N MW Min. Max. SD Referenzbereich

Alkoholkonsuma 66 1,50 0,00 7,50 1,78

Nikotinkonsumb 65 8,71 0,00 40,00 9,63

RRsys (mmHg) 52 123,65 100,00 150,00 8,65

RRdias (mmHg) 52 76,94 65,00 90,00 5,51

Puls (S/min) 52 66,23 48,00 80,00 7,06

Gröÿe (cm) 52 174,73 160,00 196,00 8,06

Gewicht (kg) 52 70,52 50,00 95,00 11,59

BMI (kg/m2) 52 22,99 18,29 28,73 2,66

Wortschatztest 66 34,82 23,00 42,00 3,47

GOT (U/l) 62 9,79 6,00 26,00 2,97 10 � 35

GPT (U/l) 62 8,31 1,00 56,00 8,07 10 � 35

GGT (U/l) 62 12,48 3,00 42,00 6,90 < 39

Cholesterin (mg/dl) 63 196,60 125,00 290,00 36,92 < 20

Triglyzeride (mg/dl) 63 117,32 40,00 316,00 60,05 < 200

HDL (mg/dl) 62 59,18 36,00 109,00 14,18 > 65

LDL (mg/dl) 62 128,21 61,00 987,00 115,02 < 130

N: Fallzahl; MW: Mittelwert; Min.: Minimum; Max.: Maximum; SD: Standardabwechung; RRsys: systolischer Blutdruck; RRdias:

diastolischer Blutdruck; BMI: Body-mass index a: Durchschnittlicher Konsum niedrig alkoholischer Getränke (Wein/Bier) in

liter/Woche b: Nikotinkonsum in pack-years (20 Zig./Tag × Anzahl konsumierter Jahre); Blutfette wurden nüchtern gemessen
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Tabelle 7.12.1.3: Zellkonzentrationen nach Coulter-Counter und Neubauerkammer für die
Gesamtstichprobe

Variable (Einheit) N MW Min. Max. SD Wilcoxon

Z und

p-Werte

Leerwert (�Partikel�) 40 41 558,56 6667,00 174 000,00 29 682,31

T1 Zellzahl (C) Nr. 1 (106/ml) 79 3,69 1,15 8,84 1,54 Z = -0,642;

T2 Zellzahl (C) Nr. 1 (106/ml) 72 3,98 0,55 8,08 1,54 p = 0,521

T1 Zellzahl (C) Nr. 2 (106/ml) 11 4,09 2,19 8,81 1,95 N zu klein

T2 Zellzahl (C) Nr. 2 (106/ml) 7 4,63 2,51 6,30 1,43

T1 Zellzahl (C) MW (106/ml) 19 3,82 2,10 8,83 1,70 Z = -0,051;

T2 Zellzahl (C) MW (106/ml) 16 3,93 0,55 8,08 1,89 p = 0,959

T1 Waschen (�Partikel�) 73 63 643,75 13 333,00 236 660,00 42 954,73 Z = -0,277;

T2 Waschen (�Partikel�) 60 60 366,43 14 667,00 240 660,00 40 327,44 p = 0,782

T1 Zellzahl gesamt (106/ml) 79 16,92 3,68 44,12 7,85 Z = -0,663;

T2 Zellzahl gesamt (106/ml) 72 18,41 1,65 35,57 7,30 p = 0,508

T1 Zellzahl/Kryo (106/ml) 78 9,03 2,87 22,06 3,72 Z = -0,515;

T2 Zellzahl/Kryo (106/ml) 72 9,71 0,82 20,20 3,63 p = 0,606

T1 Zellkonz. eingest. (106/ml) 76 2,05 1,10 2,44 0,22 Z = -0,655;

T2 Zellkonz. eingest. (106/ml) 70 2,10 1,94 2,36 0,09 p = 0,512

T1 Zellzahl (N) 79 122,49 45,00 300,00 51,34 Z = -0,645;

T2 Zellzahl (N) 73 135,95 8,00 269,00 52,23 p = 0,519

T1 Zellzahl (N) (106/ml) 79 2,45 0,90 6,00 1,03 Z = -0,645;

T2 Zellzahl (N) (106/ml) 73 2,72 0,16 5,38 1,04 p = 0,519

T1 Anzahl toter Zellen 79 10,04 1,00 37,00 7,85 Z = -0,195;

T2 Anzahl toter Zellen 71 9,61 2,00 32,00 6,54 p = 0,845

T1 tote Zellen (%) 79 7,47 1,04 30,77 5,09 Z = -0,604;

T2 tote Zellen (%) 71 6,43 1,64 18,12 3,51 p = 0,546

T1 Prozentsatz N/C (%) 79 67,05 27,12 106,06 15,71 Z = -1,111;

T2 Prozentsatz N/C (%) 72 70,14 29,14 134,29 17,10 p = 0,266

T1 Zellzahl (C) IFN-γ (106/ml) 78 1,02 0,42 1,39 0,20 Z = -0,670;

T2 Zellzahl (C) IFN-γ (106/ml) 69 1,05 0,46 1,46 0,16 p = 0,503

T1 (C) IFN-γ Sollwert (106/ml) 78 1,03 0,55 1,22 0,11 Z = -0,655;

T2 (C) IFN-γ Sollwert (106/ml) 70 1,05 0,97 1,18 0,04 p = 0,512

T1 Ist/Soll Prozent (IFN-γ) (%) 78 99,22 40,57 139,20 15,77 Z = -0,376;

T2 Ist/Soll Prozent (IFN-γ) (%) 69 100,09 45,90 140,10 13,81 p = 0,707

�Leerwert�: Zählung im Coulter-Counter vor einer Zellzählung; (C): Zählung mittels Coulter-Counter; (N): Zählung mittels

Neubauerkammer; �Waschen�: Wert nach der ersten Zählung; �T1 Zellzahl gesamt�: verfügbare Zellen, Wert = T1 Zellzahl

(Coulter) MW×Volumen in dem das Pellet gelöst wurde (meist 5 ml); �T1 Zellzahl/Kryo-Tube�: Zellzahl pro Kryotube, Wert =

T1 Zellzahl gesamt/2 (2 Kryotubes); �T1 Zellkonz. eingestellt�: angestrebte Zellkonzentration, für Interleukine 2×106/ml
zuzüglich eines Ausgleichs für den prozentualen Anteil toter Zellen; �T1 Zellzahl (Neubauer)�: hochgerechnete Zellzahl nach

Angaben in Neubauerkammer; �T1 Prozentsatz Neubauer/Coulter�: prozentualer Anteil der Zellzahl ermittelt aus der

Neubauerkammer zu Zellzahl mit Coulter Counter gezählt; �T1 Zellzahl (Coulter) IFN-γ �: nach Verdünnung der Zellsuspension

für IFN-γ gezählte Anzahl im Coulter Counter; �T1 (Coulter) IFN-γ Sollwert�: theoretischer Sollwert, entspricht T1 Zellkonz.

eingestellt/2; �T1 Ist/Soll Prozent (IFN-γ)�: prozentuale Abweichung des gemessenen Wertes vom Soll-Wert; Werte zu T2 analog.
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Tabelle 7.12.1.4: Inkubationszeiten während der ELISpot-Assays, Gesamtstichprobe

Variable N MW Min. Max. SD

1.Ak Coatingzeit 39 19:32 Uhr 15:00 Uhr 23:00 Uhr 1.34 Std.

Platten aus 4 °Ca 32 16:48 Uhr 13:30 Uhr 20:45 Uhr 1.25 Std.

1.Ak Inkubationszeit 32 21.11 Std. 17.50 Std. 24.55 Std. 1.51 Std.

Zellen ungezählt bei 37 °Cb 28 14:16 Uhr 11:25 Uhr 16:40 Uhr 1.11 Std.

Gezählte Zellen bei 37 °C 41 15:00 Uhr 09:30 Uhr 18:00 Uhr 1.58 Std.

Zellen aus 37 °C 31 18:09 Uhr 13:50 Uhr 22:00 Uhr 1.23 Std.

Inkubationszeit native Zellen 29 02.31 Std. 00.00 Std. 03.30 Std. 0.49 Std.

IFN-Platte bei 37 °C 42 17:37 Uhr 12:30 Uhr 22:25 Uhr 3.23 Std.

IL-Platten bei 37 °C 27 18:53 Uhr 17:30 Uhr 20:15 Uhr 0.51 Std.

IL13_2_Platte bei 37 °C 10 18:44 Uhr 17:40 Uhr 20:25 Uhr 0.58 Std.

Platten aus 37 °C 40 12:12 Uhr 08:35 Uhr 22:00 Uhr 3.36 Std.

IL_13_2_Platte aus 37 °C 10 20:34 Uhr 18:50 Uhr 23:30 Uhr 1.33 Std.

IFN-Platte Inkubationszeit 38 14.10 Std. 12.30 Std. 20.45 Std. 4.48 Std.

IL-Platten Inkubationszeit 28 15.32 Std. 14.35 Std. 18.13 Std. 0.41 Std.

IL13_2-Platte Inkubationszeit 10 25.50 Std. 24.50 Std. 27.40 Std. 0.56 Std.

Platten bei 4 °C 44 12:52 Uhr 00:45 Uhr 22:25 Uhr 0.51 Std.

IL_13_2 Platte bei 4 °C 10 20:54 Uhr 19:10 Uhr 23:45 Uhr 0.30 Std.

Platten aus 4 °C 29 10:41 Uhr 08:20 Uhr 15:30 Uhr 1.58 Std.

Inkubationszeit 2. Ak 29 23.11 Std. 20.30 Std. 28.30 Std. 1.56 Std.

IL_13_2 Inkubationszeit 2. Ak 10 13.05 Std. 11.40 Std. 14.20 Std. 0.51 Std.

Streptavidin/ALP bei RTc 42 11:42 Uhr 08:20 Uhr 18:50 Uhr 2.31 Std.

Streptavidin/ALP Ende 42 13:49 Uhr 10:35 Uhr 21:00 Uhr 2.32 Std.

Streptavidin/ALP Inkubationszeit 42 02.07 Std. 01.40 Std. 02.40 Std. 0.16 Std.

Start Farbreaktion bei RT 42 14:08 Uhr 10:50 Uhr 21:15 Uhr 2.30 Std.

Ende Farbreaktion 36 16:16 Uhr 12:45 Uhr 23:20 Uhr 2.33 Std.

Farbe Inkubationszeit 36 02.03 Std. 01.30 Std. 02.35 Std. 0.14 Std.

N (gesamt) = 46 ELISpot-Gesamtdurchgänge; MW: Mittelwert; Min.: Minimum; Max.: Maximum; SD: Standardabweichung;

1. Ak: Beschichtungsantikörper; 2. Ak: Detektionsantikörper; IL_13_2: IL-13 Platte mit 25 h Inkubationszeit;
a
: Inkubation im

Kühlraum bei 4 °C;
b
: Inkubation im Brutschrank bei 37 °C;

c: Inkubation bei Raumtemperatur.
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7.12.2 Deskriptive Statistik endgültige Stichprobe

Tabelle 7.12.2.1: Zellkonzentrationen nach Coulter-Counter und Neubauerkammer für die Endstichprobe

Variable (Einheit) N MW Min. Max. SD Wilcoxon

Z und

p-Werte

Leerwert (�Partikel�) 18 42 889,17 14 667,00 84 333,00 19 777,55

T1 Zellzahl (C) (106/ml) 42 3,81 1,23 8,11 1,44 Z = -0.611;

T2 Zellzahl (C) (106/ml) 37 4,13 1,94 7,11 1,26 p = 0.541

T1 Waschen (�Partikel�) 40 65 741,58 13 333,00 236 660,00 45 259,54 Z = -0.103;

T2 Waschen (�Partikel�) 31 58 311,45 14 667,00 146 000,00 33 037,54 p = 0.918

T1 Zellzahl gesamt (106/ml) 42 18,29 3,68 40,55 7,59 Z = -0.611;

T2 Zellzahl gesamt (106/ml) 37 20,64 9,72 35,57 6,28 p = 0.541

T1 Zellzahl/Kryo (106/ml) 42 9,32 3,68 20,28 3,53 Z = -0.611;

T2 Zellzahl/Kryo (106/ml) 37 10,32 4,86 17,78 3,14 p = 0.541

T1 Zellkonz. eingest. (106/ml) 42 2,07 1,20 2,44 0,23 Z = -0.326;

T2 Zellkonz. eingest. (106/ml) 37 2,13 1,94 2,36 0,08 p = 0.744

T1 Zellzahl (N) (absolut) 42 128,83 45,00 245,00 50,68 Z = -0.256;

T2 Zellzahl (N) (absolut) 37 138,86 65,00 233,00 42,45 p = 0.798

T1 Zellzahl (N) (106/ml) 42 2,58 0,90 4,90 1,01 Z = -0.256;

T2 Zellzahl (N) (106/ml) 37 2,78 1,30 4,66 0,85 p = 0.798

T1 Anzahl toter Zellen 42 10,95 1,00 37,00 8,51 Z = -0.402;

T2 Anzahl toter Zellen 37 10,73 2,00 32,00 6,97 p = 0.688

T1 tote Zellen (%) 42 7,65 1,04 21,92 4,84 Z = -0.913;

T2 tote Zellen (%) 37 7,14 2,65 18,12 3,77 p = 0.361

T1 Prozentsatz N/C (%) 42 68,11 41,68 97,06 14,18 Z = -0.339;

T2 Prozentsatz N/C (%) 37 68,99 34,79 106,74 16,16 p = 0.734

T1 Zellzahl (C) IFN-γ (106/ml) 42 1,02 0,42 1,33 0,22 Z = -1.230;

T2 Zellzahl (C) IFN-γ (106/ml) 37 1,09 0,81 1,46 0,14 p = 0.219

T1 (C) IFN-γ Sollwert (106/ml) 42 1,04 0,60 1,22 0,12 Z = -0.326;

T2 (C) IFN-γ Sollwert (106/ml) 37 1,07 0,97 1,18 0,04 p = 0.744

T1 Ist/Soll Prozent (IFN-γ) (%) 42 98,04 66,95 124,86 15,41 Z = -1.109;

T2 Ist/Soll Prozent (IFN-γ) (%) 37 102,47 79,19 140,10 12,79 p = 0.267

�Leerwert�: Zählung im Coulter-Counter vor einer Zellzählung; (C): Zählung mittels Coulter-Counter; (N): Zählung mittels

Neubauerkammer; �Waschen�: Wert nach der ersten Zählung; �T1 Zellzahl gesamt�: verfügbare Zellen, Wert = T1 Zellzahl

(Coulter) MW×Volumen in dem das Pellet gelöst wurde (meist 5 ml); �T1 Zellzahl/Kryo-Tube�: Zellzahl pro Kryotube, Wert =

T1 Zellzahl gesamt/2 (2 Kryotubes); �T1_Zellkonz. eingestellt�: angestrebte Zellkonzentration, für Interleukine 2×106/ml
zuzüglich eines Ausgleichs für den prozentualen Anteil toter Zellen; �T1 Zellzahl (Neubauer)�: hochgerechnete Zellzahl nach

Angaben in Neubauerkammer; �T1 Prozentsatz Neubauer/Coulter�: prozentualer Anteil der Zellzahl ermittelt aus der

Neubauerkammer zu Zellzahl mit Coulter Counter gezählt; �T1 Zellzahl (Coulter) IFN-γ �: nach Verdünnung der Zellsuspension

für IFN-γ gezählte Anzahl im Coulter Counter; �T1 (Coulter) IFN-γ Sollwert�: theoretischer Sollwert, entspricht T1 Zellkonz.

eingestellt/2; �T1 Ist/Soll Prozent (IFN-γ)�: prozentuale Abweichung des gemessenen Wertes vom Soll-Wert; Werte zu T2 analog.
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Tabelle 7.12.2.2: Inkubationszeiten während der ELISpot-Assays, Endstichprobe

Variable N MW Min. Max. SD

1.Ak Coatingzeit 18 19:45 Uhr 17:40 Uhr 23:00 Uhr 01.14 Std.

Platten aus 4 °Ca 18 16:53 Uhr 15:40 Uhr 18:40 Uhr 00.56 Std.

1.Ak Inkubationszeit 18 21.08 Std. 18.30 Std. 24.50 Std. 01.39 Std.

Zellen ungezählt bei 37 °Cb 18 14:15 Uhr 12:25 Uhr 16:40 Uhr 01.10 Std.

Gezählte Zellen bei 37 °C 18 15:14 Uhr 13:40 Uhr 17:15 Uhr 01.00 Std.

Zellen aus 37 °C 18 17:59 Uhr 16:45 Uhr 19:30 Uhr 00.50 Std.

Inkubationszeit native Zellen 18 02.45 Std. 01.50 Std. 03.30 Std. 00.30 Std.

IFN-Platte bei 37 °C 18 18:16 Uhr 17:00 Uhr 19:30 Uhr 00.48 Std.

IL-Platten bei 37 °C 18 18:48 Uhr 17:30 Uhr 20:15 Uhr 00.51 Std.

IL13_2_Platte bei 37 °C 10 18:44 Uhr 17:40 Uhr 20:25 Uhr 00.58 Std.

Platten aus 37 °C 18 10:28 Uhr 08:35 Uhr 11:45 Uhr 00.55 Std.

IL_13_2_Platte aus 37 °C 10 20:34 Uhr 18:50 Uhr 23:30 Uhr 01.33 Std.

IFN-Platte Inkubationszeit 18 16.11 Std. 15.05 Std. 18.35 Std. 00.46 Std.

IL-Platten Inkubationszeit 18 15.39 Std. 14.35 Std. 18.13 Std. 00.48 Std.

IL13_2-Platte Inkubationszeit 10 25.50 Std. 24.50 Std. 27.40 Std. 00.56 Std.

Platten bei 4 °C 18 11.26 Uhr 09.30 Uhr 13.05 Uhr 00:59 Std.

IL_13_2 Platte bei 4 °C 10 20:54 Uhr 19:10 Uhr 23:45 Uhr 01:.30 Std.

Platten aus 4 °C 18 10:17 Uhr 08:20 Uhr 15:30 Uhr 01.52 Std.

Inkubationszeit 2. Ak 18 22.51 Std. 20.30 Std. 24.30 Std. 02.00 Std.

IL_13_2 Inkubationszeit 2. Ak 10 13.05 Std. 11.40 Std. 14.20 Std. 00.51 Std.

Streptavidin/ALP bei RTc 18 10:39 Uhr 08:40 Uhr 15:45 Uhr 01.51 Std.

Streptavidin/ALP Ende 18 12:41 Uhr 10:50 Uhr 17:50 Uhr 01.53 Std.

Streptavidin/ALP Inkubationszeit 18 02.02 Std. 01.40 Std. 02.30 Std. 00.12 Std.

Start Farbreaktion bei RT 18 13:03 Uhr 11:10 Uhr 18:05 Uhr 01.52 Std.

Ende Farbreaktion 17 15:09 Uhr 12:55 Uhr 20:10 Uhr 01.54 Std.

Farbe Inkubationszeit 17 02.03 Std. 01.30 Std. 02.35 Std. 00.18 Std.

N (gesamt) = 46 ELISpot-Gesamtdurchgänge; MW: Mittelwert; Min.: Minimum; Max.: Maximum; SD: Standardabweichung;

1. Ak: Beschichtungsantikörper; 2. Ak: Detektionsantikörper; IL_13_2: IL-13 Platte mit 25 h Inkubationszeit;
a
: Inkubation im

Kühlraum bei 4 °C;
b
: Inkubation im Brutschrank bei 37 °C;

c: Inkubation bei Raumtemperatur
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