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1 Das Immunsystem 
 

Das menschliche Immunsystem dient primär dem Schutz des Organismus vor eindringenden 

Erregern. Es wird unterteilt in einen phylogenetisch älteren Teil der Abwehr, das angeborene 

Immunsystem, und einen jüngeren Abwehrmechanismus, das adaptive Immunsystem. 

 

1.1 Das angeborene Immunsystem 

 

Der Mensch ist durch physikalische Barrieren wie Haut, Magen und Darm vor dem Eindringen 

krankheitsverursachender Mikroorganismen geschützt. Durchdringen jedoch Erreger wie 

Bakterien, Viren, Würmer, Parasiten oder Pilze diese Schutzwälle und gelangen in den 

menschlichen Organismus, so wird eine Abwehrkaskade gegen sie in Gang gesetzt. Dabei 

bilden neutrophile Granulozyten, Natürliche Killerzellen (NK), und Makrophagen die erste 

Front der Abwehr. Diese Zelltypen gehören dem angeborenen Immunsystem an und zeichnen 

sich dadurch aus, dass sie mit einer limitierten Anzahl an Rezeptoren relativ unspezifisch 

fremde Molekülmuster erkennen und die drohende Infektionsausbreitung durch Phagozytose 

und direktes Abtöten der Erreger zu verhindern versuchen. Weiter sind sie an der Einleitung 

der adaptiven Immunantwort beteiligt, die nach 4-7 Tagen beginnt und Mikroben spezifisch 

eliminiert.  

 

1.2 Das adaptive Immunsystem 

 

Bei der Immunantwort des Körpers auf Eindringlinge greifen angeborene und erworbene 

Abwehrmechanismen ineinander, wobei die adaptive Antwort später einsetzt. Zu dem 

erworbenen Immunsystem zählen B- und T-Lymphozyten. Ihre Aufgabe besteht darin, 

krankheitsverursachende Mikroorganismen gezielt mit Hilfe hochspezifischer Antikörper bzw. 

T-Zellrezeptoren (TCR) auszuschalten. B- und T-Lymphozyten stammen von gemeinsamen 

lymphatischen Vorläuferzellen im Knochenmark ab. Ihre weitere Differenzierung erfolgt 

entweder im Knochenmark (B-Zellen) oder im Thymus (T-Zellen). Sie zirkulieren vom Blut in 

lymphatische Gewebe und gelangen schließlich über die Milz wieder zurück in den 
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Blutkreislauf. Werden ihnen in den lymphatischen Geweben von antigenpräsentierenden 

Zellen spezifische Antigene via MHC Molekülen präsentiert, so differenzieren sie zu 

Effektorzellen. 

1.2.1 B-Lymphozyten 

 

Durch die Fähigkeit der B-Lymphozyten spezifische Antikörper gegen Antigene zu bilden, 

zählen sie zu den effektivsten Mechanismen der Immunabwehr. Ihr genetisch bedingtes 

Rezeptorrepertoire ist nahezu unerschöpflich. Trifft ein B-Lymphozyt mit seinem B-Zell-

Rezeptor auf sein spezifisches Antigen, kommt es zur B-Zellproliferation mit enormer 

Antikörperausschüttung und der Entstehung von Effektorzellen. Ein Teil der B-Zellen reift zu 

Gedächtniszellen, die bei wiederholtem Antigenkontakt schnell reagieren können. 

 

1.2.2 T-Lymphozyten 

 

T-Lymphozyten werden in zwei Gruppen unterteilt: zytotoxische T-Zellen, welche CD8 an 

ihrer Zelloberfläche exprimieren (CD8+ T-Zellen) und virusinfizierte Zellen erkennen und 

lysieren und T-Helferzellen, die Makrophagen und B-Lymphozyten aktivieren und somit 

indirekt an der Erregerabtötung beteiligt sind.  T-Helferzellen  tragen den Marker CD4 an ihrer 

Oberfläche und werden daher auch als CD4-positive Zellen (CD4+ Zellen) bezeichnet. Anhand 

ihres Zytokinmusters teilt man sie weiter in Th1- und Th2-Zellen ein 1,2. T-Zellen erkennen 

über ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) das für sie spezifische Antigen, welches ihnen von APCs in 

Verbindung mit MHC-Molekülen präsentiert wird.  

 

1.2.2.1 Das Th1/Th2-Modell 

 

Ob sich eine naive CD4+-T-Zelle nach ihrer Aktivierung zu einer Th1- oder Th2-Zelle 

entwickelt, ist von dem Antigen, das den T-Lymphozyten in der T-Zellzone des Lymphknotens 

von den APC präsentiert wird, von  kostimulatorischen Molekülen sowie der Anwesenheit von 

bestimmten Zytokinen abhängig 3. 1985 konnte von Kim et al. gezeigt werden, dass sich CD4+-

T-Zellen hinsichtlich ihrer Zytokinproduktion erheblich unterscheiden 4. Dies wirkt sich auch 
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auf funktioneller Ebene aus. 1986 entwickelten Mosmann et al. das Modell der Th1/Th2-

Immunantwort anhand des dominierenden Zytokinmusters von murinen aktivierten CD4+-T-

Zellen 3. Dieses Modell ist auch auf den Menschen übertragbar. Hier differenzieren CD4+-T-

Zellen jedoch zuerst in Vorläuferzellen, sogenannte Th0-Zellen, die sich dann sowohl in Th1- 

als auch in Th2-Richtung weiterentwickeln können 5. Th0-Zellen sind in der Lage, ein weites 

Zytokinspektrum zu sekretieren, das weniger eingeschränkt ist als bei Th1- oder Th2-Zellen 6. 

So produzieren Th0-Zellen das für sie kennzeichnende IL-2 7, jedoch auch IFNγ, 

Lymphotoxin, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, GM-CSF und TNF-α 1,8. Zum gegenwärtigen 

Zeitpunkt wird angenommen, dass eine Vielzahl regulatorischer Zellen die Balance zwischen 

einer Th1- und Th2-Immunantwort steuert 9. 

 

1.2.2.2 Th1-Zellen 

 

Die Differenzierung von Th0-Zellen zu Th1-Zellen wird neben weiteren Faktoren wie 

Antigenstruktur und Eintrittspforte des Erregers durch das Zytokin IL-12 beeinflusst, das von 

Zellen des angeborenen Immunsystems stammt, nachdem diese Kontakt zu bestimmten 

Antigenen wie beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS) hatten. Des Weiteren unterdrückt das 

von den Th1-Zellen  selbst produzierte IFNγ die Bildung von Th2-Zellen und fördert die 

weitere Ausdifferenzierung von Th0-Zellen in Richtung Th1. Neben IFNγ sezernieren Th1-

Zellen auch IL-2, LT, IL-3, GM-CSF und TNF-α. Charakteristisch für die Th1-Immunantwort 

sind die Stimulation und Proliferation von Makrophagen und dadurch die Verstärkung der 

zellvermittelten Immunantwort. Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis, Multiple 

Sklerose (MS), Diabetes mellitus und Lupus erythematodes (SLE) sind mit einem relativen 

Überwiegen der Th1-Zellen assoziiert 10. 
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1.2.2.3 Th2-Zellen 

 

Im Gegensatz zu Th1-Zellen aktivieren Th2-Zellen B-Lymphozyten, welche ihrerseits dann 

weiter zu Antikörper-produzierenden Zellen differenzieren 11. Entscheidend für die 

Entwicklung von Th0-Zellen zu Th2-Zellen ist die Anwesenheit von IL-4 sowie  IL-10, welche 

eine Differenzierung in Th1-Zellen unterbinden. Kennzeichnend für Th2-Zellen ist die 

Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 12,13. Da IL-4 und IL-13 gemeinsam mit weiteren 

kostimulatorischen Signalen in B-Lymphozyten den Isotypklassenwechsel zu IgE induzieren, 

kommt ihnen bei atopischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale, allergische Rhinitis und 

atopischer Dermatitis eine entscheidende Rolle zu 1,3. 

 

1.3 Mediatoren der Zellkommunikation: Chemokine und 

Chemokinrezeptoren 

 

Beim Zusammenspiel angeborener und adaptiver Immunantworten spielen Chemokine und 

ihre Rezeptoren eine wesentliche Rolle, da sie gemeinsam mit Adhäsionsmolekülen die 

Wanderung einzelner Zellpopulationen in bestimmte Gewebe steuern 14-16. Bei Chemokinen 

handelt es sich um chemotaktische Zytokine (daher der Name) mit einer unterschiedlichen 

Länge von 60-70 Aminosäuren, die über Disulfidbrücken stabilisiert werden 17. 

Chemokine werden anhand der ersten vier konservierten Cysteine in vier Gruppen eingeteilt 

(Abbildung 1-4).   
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CC Chemokine 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der  

CC Chemokine 

 

CXC Chemokine 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der  

CXC Chemokine 

 

 

CX Chemokine 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der  

CX Chemokine 

 

 

CXXXC Chemokine 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der 

CXXXC Chemokine 
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Bei CC-Chemokinen liegen die ersten beiden Cysteine direkt benachbart, während bei CXC-

Chemokinen noch eine variable Aminosäure dazwischen liegt. XC-Chemokinen fehlt ein 

Cystein, wohingegen sich bei CXXXC-Chemokinen zwischen den Cysteinen 3 variable 

Aminosäuren finden. Bislang sind 50 Chemokine identifiziert worden. Nach einer anderen 

Unterteilung werden Chemokine in α (CXC)-, β (CC)-, γ (C)- und δ (CX3C)- Chemokine 

unterteilt. Dabei wirken α-Chemokine überwiegend auf Granulozyten, während β-Chemokine 

vor allem Monozyten und Lymphozyten beeinflussen 18. 

 

1.3.1 Chemokinrezeptoren 

 

Chemokinrezeptoren (CKR) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mit sieben 

Transmembran-α-Helices die Zellmembran durchspannen und zur Rhodopsin-Superfamilie 

gehören 19-21. Analog zu den Chemokinen werden CC- und CXC-Rezeptoren unterscheiden. 

Sie besitzen 3 extrazelluläre Domänen und 3 intrazelluläre Schlaufen, einen außerhalb der 

Zelle gelegenen N-Terminus und einen sich im Zytoplasma befindenden C-Terminus, der 

Serin- und Threoninphophorylierungsstellen enthält (Abbildung 5).  

 

Abbildung 5: G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben transmembranären Domänen 

 

Nach Bindung des Chemokins an seinen Rezeptor internalisiert der Rezeptor innerhalb 

kürzester Zeit 22,23. Dabei können die Rezeptoren meist mehr als ein bestimmtes Chemokin 
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binden und verschiedene Chemokine binden an unterschiedliche Rezeptoren, wodurch ein 

komplexes, stark ineinander verflochtenes Chemokin-CKR-Netzwerk entsteht.  

Spezifische Kinasen phosphorylieren die zytoplasmatische Domäne des Rezeptors, wodurch 

dieser unempfindlich gegen eine weitere Aktivierung wird 22,24. Durch die Expression 

verschiedener Chemokinrezeptoren auf Lymphozyten wird die Zellwanderung entlang eines 

chemotaktischen Gradienten von einem Gewebe in ein anderes ermöglicht 25. Die 

Chemokinrezeptoren können funktionell in zwei Gruppen unterteilt werden 19,26: 

 

• inflammatorische induzierbare Rezeptoren, zu denen CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, 

CCR5, CCR6, CCR8, CXCR3, CXCR6 und CX3CR zählen und 

• homöostatische Rezeptoren, denen CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4 und CXCR5 

angehören. Diese steuern physiologische Wanderungsprozesse, wie etwa das Homing 

von T-Zellen in T-Zellareale des Lymphknotens. 

 

Die Chemokine und ihre dazugehörigen Rezeptoren bilden ein komplexes Netzwerk der 

Zellkommunikation wie aus der folgenden Abbildung 6 ersichtlich wird. 
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Abbildung 6:Funktionale Klassifikation der humanen  Chemokine und ihrer Rezeptoren nach  inflammatorischer 

(hellblau dargestellt) und homöostatischer (dunkelblau) Funktion. Weiß dargestellte CKR  lassen sich 

keiner der beiden Gruppen funktionell exakt zuordnen (modifiziert nach Moser und Loetscher
19

). 

 

Die dargestellten Chemokine sind nach ihren geläufigen Namen benannt. Die neue 

systematische Chemokin-Nomenklatur ist in Klammern wiedergegeben. I-Tac, interferon-

inducible T-cell α-chemoattractant (CXCL12); MIG, monokine-induced by γ-interferon 

(CXCL9); IP10, interferon-inducible protein 10 (CXCL10); RANTES, regulated on activation 
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Effektor T-Zelle (Th1, Th2) 
memory T-Zelle (CLA)
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MDC, TARCCCR4

Effektor T-ZelleFractalkineCX3CR1
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Effektor T-ZelleCXCL16CXCR6

Effektor T-ZelleI-TAC, MIG, IP10CXCR3

Effektor T-ZelleI309CCR8

Effektor T-ZelleRANTES, MIP-1α, MIP-1β, MCP-2CCR5

Effektor T-Zelle
Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin-3, 

RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4, 
MEC

CCR3

Effektor T-ZelleMCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4CCR2

Effektor T-ZelleRANTES, MIP-1α, MCP-2, MCP-3CCR1
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normal T cell expressed and secreted (CCL5); MIP-1α, macrophage inflammatory protein 1α 

(CCL3); MCP-1, monocyte chemoattractrant protein1 (CCL2); MCP-2 (CCL8), MCP-3 

(CCL7); MCP-4 (CCL13); Eotaxin-1 (CCL11); Eotaxin-2 (CCL24); Eotaxin-3 (CCL26); 

MEC, mucosae-associated epithelial chemokine (CCL28); MIP1β (CCL4); I309 (CCL1); 

Fractalkine (CX3CL1);  MDC, macrophage-derived chemokine (CCL22); TARC, thymus-and 

activation-regulated chemokine (CCL17); LARC, liver- and activation-regulated chemokine 

(CCL20); CTACK, cutaneous T cell-attracting chemokine (CCL27); SDF-1, stromal cell-

derived factor-chemokine (CCL21); BCA-1, B cell-activating chemokine 1 (CXCL13); SLC, 

secondary lymphoid tissue chemokine (CCL21); ELC, Epstein Barr virus-induced receptor 

ligand chemokine (CCL19); TECK, thymus-expressed chemokine (CCL25); DC-CK1, 

dendritic cell chemokine 1 (CCL18); BRAK, breast and kidney chemokine (CXCL14). CLA, 

cutaneous lymphocyte antigen for skin homing; α4β7, integrin for gut homing. Die 

systematische Nomenklatur kann unter http://cytoline.medic.kumamoto-u.ac.jp/ abgerufen 

warden. Die Bezeichnung „memory T-Zelle“ bezeichnet Gedächtnis-T-Zellen
19

. 
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2 NKT-Zellen 
 

NKT-Zellen nehmen eine Zwischenstellung zwischen angeborenem und adaptivem 

Immunsystem ein, da sie einerseits einen T-Zellrezeptor (TCR) tragen, andererseits aber 

Marker von Natürlichen Killerzellen (NK) exprimieren. 

 

2.1 Definition 

 

Natürliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) sind eine Subpopulation von T-Zellen, die zu 

weniger als 1 % der Lymphozyten im peripheren Blut vorkommen und phänotypische sowie 

funktionelle Charakteristika sowohl von Natürlichen Killerzellen (NK) als auch von 

herkömmlichen T-Lymphozyten aufweisen 27-29. Sie sind in Knochenmark, Milz, Leber, 

Lymphknoten, Thymus und in der Lunge zu finden 28,30. In infizierten Geweben wurde ein 

gehäuftes Auftreten von NKT-Zellen beobachtet 31. NKT-Zellen wurden ursprünglich in 

Mäusen als NK1.1+ Zellen mit einer monoklonalen T-Zell-Rezeptor α-Kette definiert, die in 

den meisten Fällen mit Vβ8 gepaart ist und durch α-Galaktosylceramid in Verbindung mit 

CD1d aktiviert werden 28. Humane NKT-Zellen lassen sich über ihren TCR, dessen Vα24-

Jα18-Kette vorwiegend mit einer Vβ11-Kette gepaart ist 32,33 sowie über ihre Reaktivität 

gegenüber α-Galaktosylceramid in Verbindung mit CD1d-Molekülen identifizieren 34,35. Als 

weiteres eindeutiges Charakteristikum fehlt NKT-Zellen die N-Region, die bei herkömmlichen 

T-Zellen beim Rearrangement des TCR zwischen den V- und J-Segmenten eingebaut wird 36 

(siehe 2.1.1). 

 

2.1.1 Rearrangement der TCR-Gene 

 

Die Gene für die α- und β-Ketten, die aus unterschiedlichen Segmenten bestehen, werden 

während der Entwicklung durch somatische Rekombination verknüpft. Für die α-Kette gibt es 

etwa x Vα-Segmente und y Jα-Segmente. Es werden jeweils ein Vα- und ein Jα-Segment 

zufällig zusammengelagert, so dass ein funktionelles Exon für die variable Region entsteht. 

NKT-Zellen  
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Anschließende Transkription und Spleißen des VJα-Exons an das Cα-Exon ergeben eine reife 

mRNA, die zum α-Kettenprotein des TCR translatiert wird (Abbildung 7). Für die β-Kette 

werden 3 Gensegmente, Vβ, Jβ und Dβ zu einem funktionellen Exon zusammengelagert, das 

transkribiert und an Cβ gespleißt wird. Die auf diese Weise entstandene mRNA wird dann zum 

β-Kettenprotein des TCR translatiert 37 (Abbildung 7). An dieser somatischen Rekombination 

der TCR-Gene, die in ähnlicher Form bei den Immunglobulin-Genen abläuft, ist eine komplexe 

Maschinerie von Enzymen beteiligt, von denen die bekanntesten RAG1 und RAG2 sind 37. Der 

Rekombinationsvorgang erlaubt die Verknüpfung von V-, D- und J- Gensegmenten, wobei der 

Zufall eine große Rolle bei der Auswahl der Segmente spielt. Ein wichtiger Beitrag zum 

Zustandekommen des großen Repertoires an TCR ist das Auftreten zusätzlicher Nucleotide an 

den Verbindungsstellen der V/D-, V/J- und D/J-Segmente, die nicht in der Keimbahn kodiert 

werden. Diese Nucleotide, die man auch als N-Nucleotide bezeichnet, werden durch die 

Terminale Desoxynucleotidyltransferase (TdT) eingefügt 38-40. Bei der Rekombination der 

jeweiligen Gensegmente entstehen unter Vermittlung des RAG-Proteinkomplexes zunächst 

einzelsträngige Enden an der codierenden DNA, sogenannte P-Nucleotide. Alle nicht 

gepaarten Basen werden durch Reparaturenzyme abgeschnitten, verbliebene einzelsträngige 

DNA wird mit komplementären Nucleotiden aufgefüllt und die DNA schließlich mit den P-

Nucleotiden ligiert 11,38. Bei konventionellen T-Zellen treten P- und N-Nukleotide zwischen 

den V- und J-Segmenten aller umgeordneten TCRα-Gene auf 41. Zusammen mit den 

Möglichkeiten der unpräzisen Verknüpfung der Segmente, der Einfügung eines D-Segments, 

sowie der Möglichkeit verschiedene α- und β-Ketten zu kombinieren, erklärt dies die enorme 

Vielfalt der T-Zell-Rezeptoren 42. Der hier im Mittelpunkt stehende T-Zell-Subpopulation, 

nämlich die der NKT-Zellen, enthält nur in äußerst seltenen Fällen eine N-Region in der α-

Kette 33,43,44. Die α-Kette von NKT-Zellen ist somit monoklonal. 
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Abbildung 7: Rearrangement der TCR-Gene 
41

 

 

Keimbahn-DNA für α- und β-Kette des TCR. Zur Bildung der α-Kette werden durch somatische Rekombination 

aus etwa 80 Vα-Segmenten und ca. 60 Jα-Segmenten jeweils ein Vα-Segment mit einem Jα-Segment 

zusammengelagert. Zusammen bilden sie ein funktionelles Exon. Durch Umschreiben (Transkription) und 

Zuschneiden (Splicing) des VJα Exons an das Cα-Segment entsteht die mRNA, die daraufhin zum α-Kettenprotein 

übersetzt wird (Translation). Für die Bildung der β-Kette werden 3 Gensegmente, Vβ, Jβ und Dβ zu einem 

funktionellen Exon zusammengelagert und danach zum β-Kettenprotein translatiert. α- und β-Kette bilden 

zusammen das Heterodimer des αβ T-Zell-Rezeptors 
11

. 
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2.2 Einteilung 

 

Humane NKT-Zellen werden in 3 Subpopulationen unterteilt:  

 

1. CD4+ NKT-Zellen. 

2. CD8+ NKT-Zellen, die nur in Menschen und Primaten zu finden sind. Mäuse scheinen 

diesen Subtyp nicht zu besitzen. CD8+ NKT-Zellen bilden den geringsten prozentualen 

Anteil der NKT-Zellen im Menschen 45. 

3. CD4-CD8- NKT-Zellen, die auch doppelt negative oder DN NKT-Zellen benannt 

werden. Sie steuern den größten Anteil an NKT-Zellen im peripheren Blut bei. 

 

Bei Erwachsenen weisen NKT-Zellen einen aktivierten Phänotyp (CD45RO+ CD45RA- 

CD62L-) auf und sind in der Lage nach Stimulation Zytokine sehr schnell und in großen 

Mengen zu sezernieren 45,46. Dies deutet neben ihren phänotypischen Eigenschaften auf eine 

Zuordnung zum angeborenen Immunsystem hin 46. 

 

 

2.3 Oberflächenmarker von NKT-Zellen 

 

NKT-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche sowohl einen T-Zell-Rezeptor (TCR) als auch 

NK-Zell-Marker wie α2-Integrin, CD122 oder CD161 (analog zu NK1.1 bei Mäusen). CD161 

gehört zur Familie der C-Typ-Lektine und ist hauptsächlich an der Oberfläche von Natürlichen 

Killerzellen vorzufinden 28. Die ursprüngliche Annahme, dass alle NKT-Zellen CD161 positiv 

sind, ist heute widerlegt 47. Da auch bei konventionellen T-Lymphozyten und virusspezifischen 

CD8+ T-Zellen nach Aktivierung eine CD161-Expression induziert werden kann, scheidet 

dieser Marker als eindeutiges Charakteristikum für NKT-Zellen aus 29,48. Dagegen ist der TCR 

von NKT-Zellen hochspezifisch. Im humanen System besteht der TCR wie oben dargestellt 

(2.1.1) aus einer invarianten Vα24-Jα18-Kette, die mit einer Vβ11-Kette gepaart ist 49. Mit 

diesem TCR erkennen NKT-Zellen ihre Antigene, die über das Molekül Klasse I-ähnliche 

CD1d präsentiert werden. Dabei weisen sie vor allem eine Reaktivität gegenüber 

Lipidmolekülen wie α-Galaktosylceramid (α-GalCer) auf 50,51. Mausmodelle, denen CD1d oder 
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die α-Kette des TCR fehlen, besitzen keine NKT-Zellen 27. Somit sind NKT-Zellen eindeutig 

über ihre TCR α-Kette und ihre Reaktivität gegenüber CD1d identifizierbar 51,52. 

NKT-Zellen exprimieren abhängig von ihrer Gewebelokalisation verschiedene 

Chemokinrezeptoren (CKR). So sind beim Erwachsenen die meisten NKT-Zellen, die sich in 

Geweben außerhalb von Lymphknoten befinden CCR1+, CCR2+, CCR5+, CXCR3+ und 

CXCR6+. Darüber hinaus ist CXCR4 auf einem großen Teil der NKT-Zellen zu finden 53,54. 

CCR7, der für das Wanderungsverhalten der NKT-Zellen in lymphatische Gewebe 

verantwortlich ist, kann nur auf 20 % der adulten NKT-Zellen nachgewiesen werden, hingegen 

auf allen naiven T-Zellen und vielen Gedächtnis-Zellen 55,56. Einige der Chemokinrezeptoren  

werden von verschiedenen NKT-Subpopulationen unterschiedlich stark exprimiert. So ist 

CCR4 überwiegend auf CD4+NKT-Zellen vorhanden, während CD8+- und DN NKT-Zellen 

einen CCR1-, CCR6- und CXCR6-positiven Phänotyp aufweisen 54,57. Aufgrund des 

unterschiedlichen Phänotyps der NKT-Zellen ist in Analogie zu klassischen T-Zellen eine 

differenzierte Effektorfunktion verschiedener NKT-Subpopulationen bei der Immunregulation 

zu vermuten. So konnte bei CD4+- und CD8+- T-Lymphozyten gezeigt werden, dass die CKR-

Expression unmittelbar mit der Zytokinproduktion assoziiert ist 58. Dabei korrelierte auf CD4+-

T-Zellen die IL-4-Produktion mit einer CCR4-Expression, wohingegen eine IFNγ-

Ausschüttung mit der Expression von CXCR3 in Verbindung gebracht wurde. Auch CCR2, 

CCR5 und CXCR6 werden überwiegend von IFNγ produzierenden T-Zellen exprimiert 59. 

Auch für NKT-Zellen wurde ein deutlich unterschiedliches Expressionsmuster der 

Chemokinrezeptoren festgestellt 54,59-61. 

 

 

2.4 CD1d-abhängige Antigenerkennung 

 

CD1d Moleküle wurden erstmals in Zusammenhang mit der Präsentation von bakteriellen 

Lipidantigenen in den achtziger Jahren beschrieben. Sie ähneln vom Aufbau her MHC-I 

Molekülen, jedoch liegen ihre Gene außerhalb der MHC-Region. Es existieren bislang 5 

bekannte CD1 Moleküle (a-e) beim Menschen. CD1a, b und c sind mittlerweile gut 

charakterisiert und präsentieren einige autologe Antigene wie Gangloside und Phospholipide 
62,63. CD1d ist ein den MHC Klasse-I Molekülen ähnliches Molekül, das in einer tiefen, 
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hydrophoben Tasche Antigene bindet und diese bestimmten T-Zell-Subpopulationen wie γδ-T-

Zellen und NKT-Zellen  präsentiert (Abbildung 8) 34. Die präsentierten Antigene sind 

vorwiegend Lipide und Glycolipide. Nach einer CD1d abhängigen Aktivierung von NKT-

Zellen kommt es innerhalb von 1-2 Stunden zu einer massiven Zytokinproduktion 11,64. CD1d 

wird bei Mäusen auf B- und T-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen 

exprimiert 65. 

 

Abbildung 8: Vorderansicht des CD1d-Molekül (nach D. Wu  et al., 2006) 
66

. Es besteht 

wie die MHC-I-Moleküle aus einer schweren Kette mit 3 Domänen (α1- α3) 

und einem β2-Mikroglobulin. 

2.5 Liganden 

 

Der erste bekannte, später synthetisch hergestellte Ligand der NKT-Zellen war α-

Galaktosylceramid (Abbildung 9), welches ursprünglich aus dem marinen Schwamm Agelas 

mauritianus gewonnen wurde 50,67,68. 

 

Abbildung 9: α-Galaktosylceramid (nach D. Wu  et al., 2006) 
66
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2004 wurde Isoglobotrihexosylceramid (iGb3) als erster lysosomaler endogener Ligand 

identifiziert, der für die Entwicklung der NKT-Zellen im Thymus entscheidend zu sein scheint, 

jedoch nicht in der Lage ist, NKT-Zellen im gleichen Maße wie α-GalCer zu aktivieren 69,70. 

2005 gelang es Mattner et al. eine Aktivierung von NKT-Zellen durch bakterielle 

Glykosylceramide aufzuzeigen 71. Es gibt Hinweise darauf, dass iGb3 als endogener Ligand 

bei Infektionen durch gramnegative Bakterien involviert ist, indem es mit CD1d einen 

Komplex bildet 71,72. Doch gibt es auch Anhaltspunkte dafür, dass eine Aktivierung durch LPS-

negative Bakterien wie Sphingomonas oder Ehrlichia spp. möglich ist 73-75, sofern wie in den 

genannten Bakterienstämmen Glykosylceramide vorhanden sind, die von Dendritischen Zellen 

(DC) über CD1d präsentiert werden können.  
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2.6 Funktionen 

 

NKT-Zellen unterscheiden sich von anderen T-Lymphozyten dadurch, dass sie nicht mit von 

MHC-Molekülen präsentierten Peptidantigenen interagieren, sondern Glykolipide erkennen, 

die von CD1d präsentiert werden. Gemeinsam ist ihnen die identische Entwicklung im Thymus 

bis zum CD4+CD8+- Stadium 76.  

Aktivierte NKT-Zellen haben sowohl Perforin-abhängige als auch FasL-abhängige 

zytotoxische Funktionen, welche über die Erkennung von spezifischen Antigenen durch ihren 

TCR induziert werden 77. Wesentlich ist ihre immunregulatorische Funktion, die u.a. durch die 

schnelle Zytokin-Ausschüttung ausgeübt wird 27,64. Dabei schütten NKT-Zellen sowohl Th1-

Zytokine wie IFNγ und TNF-α als auch Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-13 aus 78-80. Dies 

erscheint paradox, da normalerweise eine Th1-Antwort eine Th2-Aktivierung unterdrückt und 

umgekehrt 3. Durch diese einzigartige Eigenschaft der NKT-Zellen, beide Immunantworten zu 

stimulieren, können sie vermutlich sowohl Th1- als auch Th2-Immunantworten regulieren. 
54,81-85. Stetson und Matsuda konnten 2003 am Mausmodell aufzeigen, dass zumindest geringe 

Mengen IL-4 und IFNγ bereits in einer Art Ruhezustand in Form von mRNA noch vor TCR-

Aktivierung vorliegen, so dass sie nach Aktivierung des TCR in kürzester Zeit ausgeschüttet 

werden können 86,80. Nach Aktivierung regulieren murine NKT-Zellen ihre TCR schnell herab 

und gehen innerhalb von 3-4 Tagen in Apoptose 87-89. Die auslösenden Faktoren für die 

Polarisierung der Zytokinproduktion von NKT-Zellen sind bislang unbekannt und stellen 

aufgrund des zu erwartenden hohen therapeutischen Nutzens durch ein entsprechendes 

mögliches Eingreifen in diese Regulation weiterhin eine große Herausforderung an die 

Forschung dar 90. 

Es gibt Hinweise darauf, dass NKT-Zellen an Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ I, 

Multipler Sklerose (MS) oder Lupus beteiligt sind 91. Beim Typ I Diabetes in NOD-Mäusen 

konnte eine verringerte Anzahl von NKT-Zellen nachgewiesen 92-94 und die protektive 

Auswirkung einer durch NKT-Zellen hervorgerufenen Th2-Antwort gezeigt werden 95,96. 

Durch wiederholte Gabe von α-GalCer erfolgte eine Inhibition der IFNγ-Produktion, jedoch 

kein vermehrtes Agieren der NKT-Zellen durch IL-4 97. Die protektive Th2-Ausrichtung zeigte 

sich auch bei Patienten mit MS in Remission 98. 
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Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass NKT-Zellen bedeutend für die Suppression einiger 

Tumoren sind 99,100. So wurde beispielsweise beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom ein 

Zusammenhang bezüglich des Krankheitsstadiums und einer stark verringerten IFNγ-

Produktion von NKT-Zellen demonstriert 101. 

Auch gibt es Indizien, dass NKT-Zellen an der Abwehr von Bakterien, Viren und Parasiten 

partizipieren, jedoch werden einige dieser Beobachtungen zum gegenwärtigen Zeitpunkt 

kontrovers diskutiert 27,102-107. Eine Beteiligung der NKT-Zellen wird auch im Zusammenhang 

mit Asthma und Allergien vermutet 108,109. 
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3 Vergleich adulter mit fetalen NKT-Zellen 
 

Das Immunsystem eines Neugeborenen befindet sich zum Zeitpunkt der Geburt bezüglich der 

spezifischen sowie der unspezifischen Immunität in einem unreifen Zustand. Erst nach circa 

sechs Lebensmonaten reift die Immunantwort des Säuglings aus. Da die T-Lymphozyten in 

utero nur geringen Antigenkontakt haben, liegen sie zu Beginn überwiegend naiv vor. Von 

Geburt an reifen schließlich immer mehr T-Zellen durch Antigenexposition zu Effektor- und 

Gedächtniszellen, so dass im Erwachsenenalter nur noch circa 5 % naive T-Zellen im 

peripheren Blut vorkommen. Delespesse et al. führen den Immunstatus des Neugeborenen auch 

auf eine verminderte Reifung neonataler APCs und eine Reduktion hinsichtlich der Freisetzung 

von Th1-Zytokinen zurück wohingegen die intrauterine Exposition gegenüber Progesteron und 

IL-4, die durch die Plazenta in großen Mengen produziert werden, das Th1/Th2-Gleichgewicht 

in Richtung Th2 verschiebt 110-112. 

Im Gegensatz zu herkömmlichen T-Lymphozyten gibt es Hinweise darauf, dass NKT-Zellen 

bereits in utero aktiviert werden und sich somit zum Zeitpunkt der Geburt bereits in einem 

aktivierten Zustand befinden 46,113. Als Grund wird vermutet, dass sie bereits vor Geburt mit 

einem endogenen Liganden in Kontakt gekommen sind. Sie exprimieren CD25 (IL-2R α-

Kette), das nach Aktivierung der Zellen an der Oberfläche erscheint, jedoch bei adulten NKT-

Zellen nicht nachzuweisen ist. Weiterhin exprimieren neonatale NKT-Zellen nicht das 

Adhäsionsmoleküls CD62L (L-Selektin), welches charakteristisch für naive Zellen ist 55,113. 
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D`Andrea et al. versuchten im Jahr 2000 die Unterschiede von neonatalen NKT-Zellen im 

Vergleich zu adulten NKT-Zellen herauszuarbeiten. Dabei kamen sie zu folgenden 

Schlussfolgerungen 46:  

 

• fetale Zellen exprimieren im Gegensatz zu adulten NKT-Zellen CD25, was auf eine 

Aktivierung in utero hinweist 

• fetale NKT-Zellen sind bezüglich der β-Kette des TCR polyklonal und nicht wie adulte 

NKT-Zellen diesbezüglich limitiert 

• neonatale NKT-Zellen produzieren keine Zytokine nach erstmaliger Stimulation, bei 

erneuter Stimulation jedoch schon. 

 

D`Andrea schlussfolgerte daraus, dass fetale NKT-Zellen zwar einen aktivierten Phänotyp 

(CD45RO+, CD25+, CD62L-) aufweisen, jedoch zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht voll 

entwickelt sind und erst nach erneutem Antigenkontakt ihren endgültigen Immunstatus 

erreichen 46.  
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4 Zielsetzung der Arbeit 
 

NKT-Zellen sind nach dem heutigen Wissensstand zwischen dem angeborenen und 

erworbenen Immunsystem anzusiedeln. Es gibt Hinweise darauf, dass NKT-Zellen bereits in 

utero aktiviert werden. Dies deutet darauf hin, dass sie bereits vor der Geburt 

immunregulatorisch wirken. Über die Funktion fetaler NKT-Zellen ist jedoch wenig bekannt. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, fetale und adulte NKT-Zellen phänotypisch und 

funktionell vergleichend zu untersuchen. 

 

Es ergaben sich im Einzelnen folgende Fragestellungen: 

 

1. Unterscheiden sich die Prozentsätze fetaler und adulter NKT-Zellen innerhalb der 

Lymphozyten? 

 

2. Unterscheiden sich die Prozentsätze fetaler CD4+, CD8+ und DN NKT-Zellen 

gegenüber adulten NKT-Zellen? 

 

3. Welches Chemokinrezeptorexpressionsmuster weisen fetale NKT-Zellen auf? 

 

4. Finden sich alle auf adulten NKT-Zellen vorhandenen Chemokinrezeptoren (CKR) 

auch auf fetalen NKT-Zellen bzw. umgekehrt? 

 

5. Sind die relativen Häufigkeiten fetaler CKR+NKT-Subpopulationen ähnlich wie bei 

adulten CKR+NKT-Subpopulationen? 

 

6. Welche Zytokine werden von fetalen CKR+NKT-Subpopulationen sezerniert? 

 

7. Sind die Zytokinsynthesemuster fetaler und adulter CKR+NKT-Subpopulationen 

vergleichbar? 
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5 Material und Methoden 
 

5.1 Materialien 

 

5.1.1 Glas- und Plastikmaterial 

 

• Reaktionsgefäße     Eppendorf 

• Plastikspitzen für Mikropipetten   Schubert/Pharmacia 

• Plastikröhrchen (15 ml/ 50 ml)   Falcon BD 

• 24-Well-Platten Falcon    Falcon BD 

• Pipetten (5 ml,10 ml, 25 ml)    Sarstedt 

• FACS-Röhrchen Falcon    Becton & Dickinson 

• Einmalplastikpipetten     Roth 

• Zellkulturflaschen Nunclon Surface 200 ml  Nunc  

• 10 ml/20 ml Spritzen Discardit II    Becton & Dickinson 

• 50 ml Spritze Perfusion    Becton & Dickinson  

• 15 ml/ 50 ml Tubes     Greiner Laborbedarf  
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5.1.2 Chemikalien und Puffer 

 

• Bicoll Separating Solution (Ficoll)   Biochrom AG 

• PBS pH 7,2      Gibco Invitrogen 

• VLE RPMI 1640 Medium    Biochrom AG 

• Cellfix       Becton & Dickinson 

• Saponin DAB      Carl Roth GmbH  

• Rinderserumalbumin     Gibco Invitrogen 

• Phorbol12-myristate13-acetate (PMA)  Sigma 

• Ionomycin      Sigma  

• Brefeldin A      Sigma 

• FACS Lysing Solution    Becton & Dickinson 

• Heparin-Natrium 25 000 I.E./5 ml   Braun 

• Ethanol      Merck 

• NaCl 0,9 %      Braun 

• Aqua bidest.      H. Kerndl GmbH 
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5.1.3 Antikörper 

 

In Tabelle 1 sind die verwendeten Antikörper dargestellt. 

Antikörper Fluorochrom Klon Isotyp Firma 

Anti-human CCR2 

Anti-human CCR3 

Anti-human CCR4 

Anti-human CCR5 

Anti-human CCR6 

Anti-human CCR7 

Anti-human CCR8 

Anti-human CCR9 

Anti-human CXCR3 

Anti-human CXCR4 

Mouse IgG2B 

Mouse IgG2A 

Mouse IgG1 

 Vβ11 

Rat IgG2B 

CD8  

 IL-4 

 INFy 

CD4 

 Va24 

IgG1 

IgG1  

IgG1 

IgG1 

Streptavidin 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC 

APC  

APC  

APC  

Biotin 

APC  

PerCP-Cy5.5  

PE  

PE  

APC-Cy7  

FITC  

FITC  

PerCP-Cy5.5  

PE  

APC-Cy7  

PE-Cy7  

48607 

61828 

205410 

CTC5 

53103 

150503 

191704 

112509 

49801 

1265 

133303 

20102 

11711 

C21 

141945 

SK1 

8D4-8 

B27 

RPA-T4 

C15 

679.1Mc7 

MOPC-21 

MOPC-21 

MOPC-21 

 

IgG2B 

IgG2A 

IgG2B 

IgG1 

IgG2B 

IgG2A 

IgG2B 

IgG2A 

IgG1 

IgG2A 

IgG2B 

IgG2A 

IgG1 

IgG2a 

IgG2B 

IgG1 

Mouse IgG1 

Mouse IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

R&D 

Beckman-Coulter 

R&D 

BD 

BD 

BD 

BD 

Beckman-Coulter 

BD 

BD 

BD 

BD 

BD 

 

Tabelle 1: verwendete Antikörper 
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5.1.4 Geräte 

 

• Zentrifuge Rotanta 460 R    Hettich  

• Waage  1265 MP     Sartorius 

• Tischzentrifuge 5415C    Eppendorf 

• Kühlschrank + 4°C     Bosch 

• Gefrierschrank -20°C     Bosch 

• Mischgerät: Vortex-Genie 2    Scientific Industries 

• Pipettierhilfe Easypet     Eppendorf 

• Mikropipetten  (0-10µl; 10-100µl; 20-1000µl) Eppendorf 

• Durchflußzytometer FACS Canto   Becton & Dickinson 

• FACS Auswertesoftware Diva   Becton & Dickinson 

• Brutschrank Typ BB6220    Heraeus Instruments  

• Laminair HBB2472      Heraeus Instruments 

• XT-1800i (Blutbild)     Sysmex 

• SPSS 12.0 für Windows    SPSS Inc. 

• Prism 4,0      GraphPad Software San Diego, 

California 

• PC       Fujitsu Siemens 

• Windows XP      Microsoft 
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5.2 Methoden 

 

5.2.1 Probanden 

 

Als Probenmaterial wurde Nabelschnurblut von Neugeborenen und peripheres Blut gesunder 

erwachsener Spender verwendet. Das Nabelschnurblut wurde freundlicherweise in der 

Geburtsklinik des 3. Ordens in München von dem dortigen Hebammenteam abgenommen. Ein 

Ethikvotum zur Arbeit mit Nabelschnurblut lag vor. Einschlusskriterien für die Bearbeitung 

des Nabelschnurblutes waren: 

 

• keine anderen Entbindungsmodi als vaginale Entbindung  

• keine Hinweise auf perinatale Asphyxie (1. APGAR-Wert < 7, NSpH< 7,2) 

• normalgewichtige Kinder 

• keine Infektionszeichen bei Mutter oder Kind 

• keine erkennbaren Fehlbildungen des Neugeborenen 

 

Die freiwilligen Blutspenden der Erwachsenen stammen von Personen, die im 

Forschungsgebäude Kubus des Dr. von Haunerschen Kinderspitals arbeiten. Die Spender 

waren gesunde, nichtrauchende Erwachsene ohne chronische Erkrankungen oder Allergien. 

 

5.2.2 Probengewinnung 

 

Erwachsenen Spendern wurde jeweils 100 ml Blut in zwei mit Heparin-Natrium benetzten 50 

ml Spritzen abgenommen. 50 ml Nabelschnurblut wurde von Hebammen direkt nach der 

Geburt der Kinder aus der plazentaren Vena umbilicalis in ebenfalls mit Heparin-Natrium 

benetzten Spritzen abgenommen. 
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5.2.3 Routineblutbild 

 

Mit einem Sysmex XT-1800i wurde ein maschinelles Blutbild von 1 ml der Vollblut-Proben 

erstellt, anhand dessen die Lymphozytenzahl berechnet und so die Menge der  einzusetzenden 

Antikörper errechnet wurde. Die Nabelschnurblutproben waren zum Zweck der Messung 1:2 

mit NaCl 0,9 % verdünnt. 

5.2.4 Isolierung mononukleärer Zellen aus Vollblut mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation 

 

Alle Arbeitsschritte wurden steril unter dem Laminar Air Flow (LAF) durchgeführt. 

Heparinisiertes Erwachsenen-Vollblut wurde mit PBS im Verhältnis 1:2 (v/v), heparinisiertes 

Nabelschnurblut im Verhältnis 1:5 (v/v) verdünnt. In 50 ml Falcon-Tubes wurde 20 ml Bicoll 

Separating Solution (Ficoll) vorgelegt. Ficoll ist ein ungeladenes Sucrose-Polymer, dessen 

Dichte so eingestellt ist, dass Erythrozyten und tote Zellen diese Schicht passieren können und 

folglich eine Abtrennung dieser Blutbestandteile möglich wird. Dann wurde das Ficoll 

vorsichtig mit bis zu 30 ml verdünntem Vollblut überschichtet, da ein Vermischen an der 

Grenzschicht die Auftrennung stört. Zur Ausbildung eines Gradienten  wurden die Tubes 20 

Minuten bei 2600 RPM ohne Bremse zentrifugiert. Danach ist zwischen der Zuckerlösung und 

dem PBS ein weißlicher Ring erkennbar, die sogenannte Interphase. Hierbei handelt es sich um 

die mononukleären Zellen. Oberhalb des Rings befinden sich im PBS überwiegend 

Thrombozyten, während sich die Erythrozyten aufgrund ihrer Dichte unten im Falcon-Tube 

befinden. Die Interphase wurde behutsam mit einer 10 ml Pipette abgesaugt und in neue 50 ml 

Falcon-Tube überführt. Diese wurden dann mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und 10 Minuten bei 

1300 RPM mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt und die Lymphozyten-

Pellets in insgesamt 2,6 ml RPMI/FCS 10 % aufgenommen. 

 

5.2.5 Zelluläre Stimulation  

 

Die T-Zellaktivierung erfolgte über den Ca2+/Calcineurin (CaN)- und Proteinkinase C (PKC)-

Signalweg. Nach T-Zellrezeptor-Aktivierung erhöht sich die zytosolische 

Calciumionenkonzentration und es kommt zu einer Aktivierung der Ca2+/Calcineurin-
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abhängigen Phosphatase CaN. Diese dephosphoryliert das zytosolische Protein NFAT (nuclear 

factor of activated T-cells), welches daraufhin in den Zellkern wandert und mit weiteren 

Proteinen u.a. Fos und Jun, die durch die Proteinkinase C induziert werden, die Transkription 

von Genen reguliert, die für die Immunantwort entscheidend sind. Phorbol12-myristate13-

acetate (PMA) ist ein starker Stimulator der PKC, wohingegen Ionomycin den 

Calciumeinstrom in die Zelle induziert und somit Calcineurin aktiviert. 

Praktisch wurde bei der Stimulation so vorgegangen, dass zwei 24-Well-Platten unter dem 

LAF bereitgelegt wurden und in 44 Wells 923 µl RPMI/FCS 10 % pipettiert wurden. Aufgrund 

der hohen Zellzahlen in den Nabelschnurblutproben wurden diese in 24-Well-Platten 

stimuliert. Um eine Vergleichbarkeit zwischen Nabelschnurblut und adultem peripheren Blut 

zu gewährleisten, wurden die adulten Proben ebenfalls in 24-Well-Platten der Stimulation 

unterzogen. Die Stimulantien-Vedünnungen wurden immer frisch hergestellt und nach 

folgendem Protokoll zugegeben: 

 

Phorbol12-myristate13-acetate (PMA): 

 

PMA lag als Pulver (5 mg) vor und wurde für die Stammlösung in 50 ml Ethanol gelöst. 

Anschließend wurde die Stocklösung im bei -20°C gelagert. Zur Stimulation wurde es 1:100 

mit RPMI/FCS 10 % verdünnt. Pro Well benötigte man 10 µl, was einer Endkonzentration von 

10 ng/ml entsprach. 

 

Ionomycin: 

 

Ionomycin lag als Pulver (1 mg) vor und wurde für die Stammlösung in 1 ml Ethanol gelöst. 

Anschließend wurde die Stocklösung im bei 4°C gelagert. Zur Stimulation wurde es 1:10 mit 

RPMI/FCS 10 % verdünnt. Pro Well wurden  7,5 µl verwendet, was einer Endkonzentration 

von 0,75 µg/ml entsprach. 

 

Material und Methoden  

  - 28 - 



Brefeldin A: 

 

Brefeldin A lag als Pulver (5 mg) vor und wurde für die Stammlösung in 1 ml Ethanol gelöst. 

In einem zweiten Verdünnungsschritt wurden aus der Stammlösung 50 µl entnommen und mit 

950 µl Aqua dest. verdünnt.  Aus dieser Lösung wurden für die Stimulation 100 µl entnommen 

und mit 400 µl RPMI/FCS 10 % verdünnt. In jedes Well wurden 10 µl gegeben, was einer 

Endkonzentration von 10 µg/ml entsprach. Die Stammlösung wurde bei -20°C gelagert. 

Brefeldin A ist ein Proteininhibitor und verhindert die Freisetzung der gebildeten Zytokine aus 

dem Golgi-Apparat, so dass die Zytokinmenge später intrazellulär bestimmt werden kann. 

 

In zwei zusätzliche Wells wurden nur 950 µl RPMI/FCS 10 % und keine Stimulantien 

pipettiert, da diese als Negativkontrolle dienten. Anschließend wurden in jedes Well 50 µl der 

vorbereiteten Lymphozyten-Lösung zupipettiert und die Platten für 3,5 Stunden im 

Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

5.2.6 Färben der NKT-Zellen 

 

Der Inhalt aller stimulierten Wells wurde in ein 50 ml Falcontube und die beiden 

unstimulierten Negativkontrollen in je ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Die 

Zellen wurden 10 Minuten bei 1300 RPM abzentrifugiert, die Wells nochmals mit je 1 ml 

PBS/FCS 5 % ausgespült und erneut zentrifugiert. Das Pellet im 50 ml Falcontube wurde in 

4400 µl aufgenommen wohingegen die Pellets der beiden Negativkontrollen in jeweils 200 µl 

resuspendiert wurden.  

 

Während der Zentrifugationszeit wurden 26 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße bereitgestellt, 

beschriftet und folgende Antikörper, die in Vorversuchen austitriert wurden, zupipettiert 

(Tabelle 2). Die Menge der zugegeben Antikörper richtete sich nach der Lymphozyten-

Zellzahl, die nach Erhalt der Proben mittels eines Blutbilds bestimmt wurde.  
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Tube 

No. 

FITC  

5 µl/10
6
 Zellen 

PerCP-Cy5.5 

5 µl/10
6
 Zellen 

APC 

5 µl/10
6
 Zellen 

Biotin 

4 µl/10
6 

Zellen 

1 Vα24 CD8 CCR2 Vβ11 

2 Vα24 CD8 CCR2 Vβ11 

3 Vα24 CD8 CCR3 Vβ11 

4 Vα24 CD8 CCR3 Vβ11 

5 Vα24 CD8 CCR4 Vβ11 

6 Vα24 CD8 CCR4 Vβ11 

7 Vα24 CD8 CCR5 Vβ11 

8 Vα24 CD8 CCR5 Vβ11 

9 Vα24 CD8 CCR6 Vβ11 

10 Vα24 CD8 CCR6 Vβ11 

11 Vα24 CD8 CCR7 Vβ11 

12 Vα24 CD8 CCR7 Vβ11 

13 Vα24 CD8 CCR8 Vβ11 

14 Vα24 CD8 CCR8 Vβ11 

15 Vα24 CD8 CCR9 Vβ11 

16 Vα24 CD8 CCR9 Vβ11 

17 Vα24 CD8 CXCR3 Vβ11 

18 Vα24 CD8 CXCR3 Vβ11 

19 Vα24 CD8 CXCR4 Vβ11 

20 Vα24 CD8 CXCR4 Vβ11 

Isotypkontrolle IgG1 IgG1 Ms IgG1  

Isotypkontrolle   Ms IgG2A  

Isotypkontrolle   Ms IgG2B  

Isotypkontrolle   Rat IgG2B  

Negativkontrolle 1 Vα24 CD8 CCR oder CXCR Vβ11 

Negativkontrolle 2 Vα24 CD8 CCR oder CXCR Vβ11 

 

Tabelle 2: Antikörperkombinationen der einzelnen Tubes 
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Färbeprotokoll 

 

Oberflächenfärbung 

 

• Jeweils 200 µl der stimulierten Zellsuspension wurden in Tube No. 1-20 und je 100 µl 

in die Isotypkontrollen gegeben. Die unstimulierten Zellsuspensionen wurden in die 

Negativ-Tubes pipettiert. Danach wurden alle Eppendorf-Reaktionsgefäße gevortext 

und 25 Minuten bei 4°C inkubiert.  

• Es folgte ein Waschschritt mit 1 ml PBS/FCS 5 % (5 Minuten, 3500 x g).  

• Die Zellpellets wurden in 150 µl resuspendiert und mit Streptavidin-PE-Cy7 (5µl/ 106 

Zellen) erneut für 20 Minuten bei 4°C gefärbt. Dabei bindet je ein Fluorochrom PE-

Cy7 versehenes Streptavidin-Molekül mit hoher Affinität an 4 Moleküle des Vitamins 

Biotin, welches seinerseits an Vβ11 gebunden ist. Es handelt sich hierbei um eine 

sogenannte indirekte Färbemethode. Alle anderen verwendeten Antikörper sind der 

direkten Färbemethode zuzuordnen. 

• Es folgte ein Waschschritt mit 1 ml PBS/FCS 5 % (5 Minuten, 3500 x g).  

 

Intrazelluläre Färbung 

 

Das Prinzip der intrazellulären Färbung beruht darauf, dass fluoreszenzmarkierte Antikörper 

die Zellmembran durchdringen und in der Zelle ihre entsprechenden Antigene binden. Hierfür 

müssen die zu untersuchenden Zellen permeabel für die entsprechenden Antikörper gemacht 

werden. Dies setzt jedoch eine Fixierung der Zelloberflächen voraus, da das Detergenz zur 

Permeabilisierung (Saponinlösung) ansonsten die Zellen sowie die bereits gebundenen 

Oberflächenantikörper zerstören würde. Durch die Fixierung mit para-Formaldehyd (Cellfix, 

BD) kommt es zu einer Denaturierung und Vernetzung von Proteinen und deren Seitenketten, 

wodurch die Zellen stabilisiert werden.  

Weiterhin wurde das Oberflächenmolekül CD4 ebenfalls erst nach dem Fixierungs- und 

Permeabilisierungsschritt gefärbt, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dass das 

Tandemfluorochrom APC-Cy7 dieser Prozedur nicht standhält und die Verbindung bricht. 
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• Zu den Zellen wurde jeweils 500 µl Cellfix gegeben, vorsichtig gemischt und die 

Zellen exakt 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. 

• Anschließend erfolgte erneut ein Waschschritt mit 1 ml PBS/FCS 5 % (5 Minuten, 

3500 x g). 

• Durch Zugabe von je 150 µl einer frisch hergestellten 0,5 % igen Saponinlösung (50 

mg Saponin DAB mit PBS/FCS 5 % ad 10,0 g) für 10 Minuten bei 4°C wurden die 

Zellwände der Lymphozyten für die Antikörper zur intrazellulären Färbung permeabel 

gemacht. 

• Folgende direkt markierten Antikörper wurden zupipettiert (Tabelle 3): 

Tube 

No. 

APC-Cy7 

5 µl/10
6
 Zellen 

PE 

10 µl/10
6
 Zellen 

1 CD4 IFNγ 

2 CD4 IL-4 

3 CD4 IFNγ 

4 CD4 IL-4 

5 CD4 IFNγ 

6 CD4 IL-4 

7 CD4 IFNγ 

8 CD4 IL-4 

9 CD4 IFNγ 

10 CD4 IL-4 

11 CD4 IFNγ 

12 CD4 IL-4 

13 CD4 IFNγ 

14 CD4 IL-4 

15 CD4 IFNγ 

16 CD4 IL-4 

17 CD4 IFNγ 

18 CD4 IL-4 

19 CD4 IFNγ 

20 CD4 IL-4 

Negativ 1 CD4 IFNγ 

Negativ 2 CD4 IL-4 

 

Tabelle 3: Pipettierschema  zur intrazellulären Färbung 
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• Schließlich folgte ein Waschschritt mit 1 ml PBS/FCS 5 % (5 Minuten, 3500 x g), eine 

Resuspendierung der Zellen in 400 µl PBS/FCS 5 % und ein Überführen der 

Zellsuspensionen in vorbereitete FACS-Tubes. Bei den Nabelschnurproben wurde statt 

PBS/FCS 5 % 500 µl Erythrozyten-Lysepuffer verwendet, da nicht alle Erythrozyten 

durch die Dichtegradienten-Zentrifugation entfernt werden konnten. 

 

5.2.7 Analyse der NKT-Zellen mittels Durchflußzytometrie (FACS) 

 

5.2.7.1 Prinzip der Durchflußzytometrie 

  

Die Zellen der Probenflüssigkeit werden von einer Stahlkapillare aufgesaugt und mit Druck auf 

eine sich verengende Küvette zugeführt. Dort werden sie von einer zellfreien  Trägerflüssigkeit 

umhüllt und beschleunigt, so dass sie wie an einer Perlenkette hintereinander aufgereiht einzeln 

an einem gebündelten Laserstrahl vorbeigeführt werden. Man nennt diesen Vorgang 

hydrodynamische Fokussierung. Dabei trifft der Laser auf jede einzelne Zelle. Anhand der 

Messung des Vorwärtsstreulichts (FSC), des Seitwärtsstreulichts (SSC) und der Fluoreszenz, 

die für jedes Fluorochrom spezifisch ist und über spezielle Detektoren detektiert wird, ist eine 

genaue Charakterisierung der einzelnen Zellen möglich. Die Ablenkung des Lichtstrahls ist 

abhängig von physikalischen Größen wie Größe (FSC),  Granularität, Membranstruktur und 

Refraktionsindex (SSC) der Zelle. Durch exakte Anregung der Elektronen des 

Fluoreszenzfarbstoffes mittels des Laserpulses werden diese auf ein höheres Energieniveau 

katapultiert, von welchem sie kurz danach unter Abgabe von Energie in Form von Photonen 

wieder auf ihr Ursprungsniveau zurückfallen. Die freiwerdenden Photonen werden über ein 

komplexes System aus Spiegeln und Filtern geleitet, durch Photomultiplier (PMT) elektronisch 

verstärkt und schließlich von spezifischen Detektoren, sog. Photodioden aufgenommen und in 

elektrische Signale umgewandelt, welche dann von einer entsprechenden Software ausgewertet 

und graphisch dargestellt werden können.  
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5.2.7.2 Messung 

 

Der in dieser Arbeit verwendete Durchflußzytometer FACS Canto (BD, Heidelberg) verfügt 

über sowohl einen Argon-Ionen-Laser (488 nm; blauer Laser), der die Fluoreszenzfarbstoffe 

FITC, PE, PE-Cy7 und PerCP-Cy5.5 zur Emission von Licht bestimmter Wellenlänge anregt 

als auch über einen Helium-Neon-Laser (633nm; roter Laser), der die Fluorochrome APC und 

APC-Cy7 anregt.  

 

Fluorochrom Max. Anregung Emission Farbe 

FITC 

PE-Cy7 

APC 

APC-Cy7 

PE 

PerCP-Cy5.5 

488 nm 

488 nm/ 532nm 

595 nm/ 633 nm 

595 nm/ 633 nm 

488 nm 

488 nm 

520 nm 

785 nm 

660 nm 

785 nm 

575 nm 

695 nm 

Grün 

Violett 

Rot 

Violett 

Gelb 

Dunkelrot 

Tabelle 4: Verwendete Fluorochrome und ihre Charakteristika 

 

5.2.7.3 Auswertung 

 

Für die Auswertung der Messungen wurde das Programm FACS Diva Software der Firma BD 

verwendet.  

 

Auswertungsbeispiel 

 

Als erstes erfolgte die Abgrenzung der Lymphozyten-Population von anderen Zellpopulationen 

mittels der korrelierten Zweiparameterdarstellung (DotPlot). Dabei wird jede gemessene Zelle 

als Punkt in einem x, y-Achsen-Diagramm nach Größe und Granularität dargestellt (Abbildung 

10).  
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Abbildung 10: Lymphozyteneingrenzung in ficolliertem Blut 

 

Mit Hilfe des BD Diva-Programms wurden in einem neuen elektronischen Fenster nur noch die 

Lymphozyten anzeigt. Dabei wurden die Achsenparameter Vα24-FITC und Vβ11-Biotin-

Streptavidin-PE-Cy7  zugrunde gelegt, die die NKT-Zellen charakterisieren und erneut ein 

Abgrenzungsfenster auf Vα24 Vβ11 doppeltpositive Zellen (NKT) gesetzt (Abbildung 11). 

 

 

Abbildung 11: Eingrenzung der NKT-Zellen innerhalb der aufgenommenen Lymphozyten 
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Der nächste Schritt bestand darin, NKT-Zellsubpopulationen anhand der CD4-APC-Cy7 und 

CD8-PerCp-Cy5.5 Oberflächenproteine zu differenzieren, so dass folgende Subpopulationen 

abzugrenzen waren: CD4+ NKT-Zellen, CD8+ NKT-Zellen und CD4-CD8- NKT-Zellen 

(doppelt negative NKT-Zellen, DN NKT-Zellen). Da NKT-Zellen im Blut nur sehr wenig 

vorhanden sind und sich eine Abgrenzung dieser Zellpopulation daher schwierig gestaltet, 

erfolgte zunächst die Abgrenzung in der Lymphozytenpopulation und schließlich eine 

Übertragung der Grenzwerte in ein neues elektronisches Fenster, das nur noch die NKT-Zellen 

anzeigte (Abbildung 12). 

 

 

Abbildung 12: Darstellung der CD8
-
, CD4

-
, CD4

+
CD8

+
 (DP)- und CD4

-
CD8

-
 (DN) -Lymphozyten 

 

 

Die folgenden Auswertungen wurden nur für die CD4+- und DN NKT-Zell-Population 

vorgenommen, da diese Subpopulationen den größten prozentualen Anteil der NKT-Zellen 

ausmachten. Die Frequenz CD8+ NKT-Zellen war zu niedrig für weitere Funktionsanalysen. Es 

wurden die Chemokinrezeptoren-APC, gegen IFNγ-PE bzw. gegen IL-4-PE aufgetragen 

(Abbildung 13). Zur Abgrenzung unspezifischer Bindungen wurden die Isotypkontrollen 

herangezogen. 
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Abbildung 13: beispielhafte Darstellung der CKR
+
IFNγ

+
- und CKR

+
IL-4

+
 NKT-Zellen (DP NKT) 

 

5.2.7.3.1 Statistik 

 

Die statistische Auswertung wurde mit der Statistiksoftware SPSS 12.0 vorgenommen. Dabei 

wurde die prozentuale Auswertung des FACS Diva-Programms zugrunde gelegt (Beispiel 

siehe Abbildung 14).  
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Abbildung 14: FACS Diva statistische Auswertung 

 

Da bei den untersuchten Patientengruppen keine Normalverteilung zu erwarten war, wurde mit 

Medianwerten gerechnet. Für Vergleiche innerhalb einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Test für 

verbundene Stichproben herangezogen. Unterschiede zwischen Nabelschnurblut und 

peripherem Blut Erwachsener wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test 

für unverbundene Proben berechnet. Wenn bei mehr als 5 CKR+ NKT-Zellen ein Zytokin 

nachweisbar war und das andere nicht, wurde bei der Berechnung der IFNγ/IL-4 Ratio der 

Wert 0=1 gesetzt. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt. Die graphische 

Darstellung erfolgte mit der GraphPad Prism 4,0 Software. 
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5.2.7.4 Einschlusskriterien zur Auswertung der Proben 

 

Die für die Berechnungen verwendeten Proben mussten nachfolgend dargestellten 

Anforderungen genügen (Abbildung 15):  

 

 

 

 

Abbildung 15: Einschlusskriterien zur Auswertung der Proben 

 

Nabelschnurblut 
 

mind. 30 ml 

Routineblutbild:  
 

• keine Auffälligkeiten 

• > 2,0 x 10
3
 Lymphozyten/µl 

Facs Messung: 
 

• >200000 aufgenommeneLymphozyten          

• > 250 NKT-Zellen/Tube 

Peripheres Blut Erwachsener 
 

100 ml 

Routineblutbild: 
 

• keine Auffälligkeiten 

• > 2,0 x 10
3
 Lymphozyten/µl 
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6 Ergebnisse 
 

6.1 Gruppen 

 

6.1.1 Erwachsene 

 

In die Erwachsenengruppe wurden 12 gesunde Probanden eingeschlossen, welche die oben 

genannten Selektionskriterien erfüllten. Der Altersmedian betrug 27 Jahre, das 

Geschlechterverhältnis war ausgewogen. Das Routineblutbild zeigte keine Auffälligkeiten wie 

eine Leuko- oder Lymphozytose. Eine akute Infektion sowie Allergien wurden anhand der 

Anamnese ausgeschlossen.  

Folgende Parameter wurden erhoben (Tabelle 5): 

 

Alter              

(in Jahren) 

Geschlecht    

(m/w) 

gemessene Anzahl 

Lymphozyten                

(absolut) 

CD4
+
 

Lymphozyten 

(% Lymphozyten) 

CD8
+
 

Lymphozyten         

(% Lymphozyten) 

Ratio 

CD4/CD8 

NKT-Zellen         

(% Lymphozyten) 

27                

(23-45) 
7/5 

880439                     

(208718-2137150) 

39,7                        

(30,7-51,9) 

25,8                     

(20,3-32,6) 

1,47 

(1,10-2,55) 

0,18                  

(0,03-0,50) 

Tabelle 5: Charakterisierung von  Erwachsenen 

(die angegebenen Werte sind Mediane mit Minimum- und Maximumwerten in Klammern) 
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6.1.2 Neugeborene 

 

Die Gruppe der Neugeborenen bestand aus 14 gesunden, vaginal entbundenen Kindern. Das 

Geschlechterverhältnis war ausgeglichen (Tabelle 6).  

 

Geschlecht    

(m/w) 

Gestationsalter 

(in Jahren) 

Gewicht 

(in g) 

Größe 

(in cm) 

APGAR 

(5 Min) 

pH im Blut 

 

7/7 
34 

(24-42) 

3760                   

(2450-4390) 

52 

(47-55) 
10 

7,25 

(7,16-7,4) 

Tabelle 6: Charakterisierung der Neugeborenen 

(die angegebenen Werte sind Mediane mit Minimum- und Maximumwerten in Klammern) 

 

Die Routineblutbilder wiesen keine Auffälligkeiten auf. Es wurden ebenso wie bei der 

Erwachsenengruppe die in Tabelle 7 dargestellten Parameter untersucht. 

 

gemessene Anzahl 

Lymphozyten                

(absolut) 

CD4
+
 Lymphozyten 

(% Lymphozyten) 

CD8
+
 Lymphozyten         

(% Lymphozyten) 
Ratio CD4/CD8 

NKT-Zellen                     

(% Lymphozyten) 

1588350 

(504088-2435950) 

36,6 

(20,2-50,1) 

19,7 

(8,5-26,1) 

1,76 

(1,10-3,78) 

0,06 

(0,04-0,11) 

Tabelle 7: Blutparameter der Neugeborenen 

(die angegebenen Werte sind Mediane mit Minimum- und Maximumwerten in Klammern) 

 

 

6.1.3 Vergleich von Erwachsenen mit Neugeborenen 

 

In einem ersten Schritt wurde die Frequenz von Lymphozyten- und NKT-Subpopulationen 

bestimmt. Dabei beziehen sich die angegebenen Prozentsätze auf die Gesamtzahl gemessener 

Lymphozyten. 
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6.1.3.1 Vergleich von fetalem mit adultem Blut 

 

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich mit dem Mann-Whitney-U- Test für die 

CD8+-Lymphozytenpopulation (p=0,003) und für die prozentuale Anzahl an NKT-Zellen 

bezogen auf die Gesamtlymphozytenzahl (p=0,031). Somit hatten Erwachsene signifikant mehr 

NKT-Zellen im peripheren Blut als Neugeborene. 

Weiterhin wurde ein Vergleich der prozentualen Verteilung der DN- und CD4+-

Subpopulationen innerhalb der NKT-Populationen durchgeführt. Hier zeigten sich keine 

Unterschiede (Tabelle 8). 

 

Tabelle 8: Vergleich von fetalen und adulten Lymphozyten- und NKT-Subpopulationen. 

Die Prozentsätze beziehen sich auf die Gesamtzahl gemessener Lymphozyten. (EW=Erwachsenenblut, 

NS=Nabelschnurblut; *die angegebenen Werte sind Mediane mit Minimum- und Maximumwerten in 

Klammern; **p-Wert: Wilcoxon-Test)  

 

 
CD4

+
Lymphozyten 

 (% Lymph.) 

CD8
+
 Lymphozyten    

(% Lymph.) 

Ratio 

CD4/CD8 

NKT-Zellen 

(% Lymph.) 

DN  

NKT-Zellen 

(% NKT-Zellen) 

CD4
+
 

NKT-Zellen 

(% NKT-Zellen) 

EW* 
39,7                         

(30,7-51,9) 

25,9                     

(20,3-32,6) 

1,47 

(1,10-2,55) 

0,18                   

(0,03-0,48) 

58,75 

(42,16-85,94) 

18,96 

(7,55-50,27) 

NS* 
36,6 

(20,2-50,1) 

19,7 

(8,5-26,1) 

1,76 

(1,10-3,78) 

0,06 

(0,02-0,11) 

53,94 

(24,05-92,09) 

32,14 

(17,21-63,20) 

p-Wert** p=0,355 p=0,003 p=0,136 p=0,031 p=0,417 p=0,136 
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6.1.3.2 Vergleich der NKT-Subpopulationen innerhalb der Neugeborenen- und 

Erwachsenengruppe 

 

Es wurde ein Intragruppenvergleich der NKT-Subpopulationen bei peripherem Blut 

Erwachsener und Nabelschnurblut angestellt, um Unterschiede der prozentualen Verteilung 

von NKT-Subpopulationen zu ermitteln. Dabei waren sowohl die adulten als auch die fetalen 

DN NKT-Zellen zu einem signifikant höheren Prozentsatz im Blut vorhanden als die CD4+ 

NKT-Zellen (siehe Tabelle 9). Da die Anzahl CD8+ NKT-Zellen äußerst niedrig war, war eine 

sinnvolle Auswertung dieser Zellpopulation nicht möglich. 

 

 Erwachsene Neugeborene 

DN NKT* 

58,75 

 (42,16-85,94) 

53,94  

(24,05-92,09) 

CD4
+ 

NKT* 

18,96 

 (7,55-50,27) 

32,14 

 (17,21-63,20) 

p=Wert** p= 0,006 p= 0,019 

Tabelle 9: Prozentsatz an DN- und CD4
+
 NKT-Zellen innerhalb aller  

Lymphozyten bei Neugeborenen und Erwachsenen 

(*die angegeben Werte sind Mediane mit Minimum- und 

Maximumwerten in Klammern; **p-Wert: Wilcoxon-Test) 

 

 

6.2 Vergleich der Prozentsätze CKR
+
 exprimierender 

Lymphozytenpopulationen von Erwachsenen und Neugeborenen 

 

Es wurde eine Überprüfung der Frequenz Chemokinrezeptor exprimierender 

Lymphozytenpopulationen von Erwachsenen und Neugeborenen durchgeführt, um 

diesbezüglich auftretende Differenzen zu untersuchen. Dabei wurde neben der Frequenz CKR+ 

Lymphozyten weiter die Häufigkeit CKR+ CD4+-Lymphozyten und NKT-Zellen untersucht. 

Zusätzlich erfolgte eine Differenzierung der NKT-Zellen in DN- und CD4+-Subpopulationen. 
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6.2.1 Prozentsatz CCR2
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung der Frequenz CCR2+ Zellen ergab weder bei den Lymphozyten noch bei 

CD4+-Zellen und NKT-Zellen signifikante Unterschiede. Auch ließen sich innerhalb der NKT-

Subpopulationen keine Differenzen aufzeigen (Tabelle 10 und Abbildung 16). 

 

CCR2 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
2,68 

(1,03-6,25) 

1,65 

(0,47-4,12) 

6,69 

(2,19-59,65) 

NS* 
3,72 

(0,73-13,22) 

1,77 

(0,36-9,07) 

6,60 

(2,57-38,96) 

p-Wert** 0,626 0,807 0,504 

Tabelle 10: Prozentsätze CCR2 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Abbildung 16: Prozentsätze CCR2
+ 

exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4
+
- und NKT-Zellen  

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Tabelle 11 und Abbildung 17 zeigen die Prozentsätze CCR2+ exprimierender NKT-

Zellsubpopulationen: 

 

CCR2 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
3,40 

(0,86-43,24) 

2,67 

(0,47-15,21) 

NS* 
2,61 

(1,64-16,47) 

1,76 

(0,12-16,00) 

p-Wert** 0,504 0,090 

Tabelle 11: Prozentsätze CCR2 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Abbildung 17: Frequenz CCR2
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Populationen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.2 Prozentsatz CCR3
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung der CCR3+ exprimierenden Lymphozytenpopulationen ergab folgende 

Ergebnisse: 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede weder bei der Lymphozyten-Subpopulation noch 

bei der differenzierten Betrachtung der NKT-Fraktionen nachgewiesen werden (Tabelle 12 und 

Abbildung 18). 

 

 

CCR3 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
2,96 

(0,80-7,31) 

1,67 

(0,29-4,36) 

7,38 

(3,64-28,16) 

NS* 
3,97 

(0,64-8,19) 
1,76 

(0,18-5,30) 
6,72 

(1,92-30,54) 

p-Wert** 0,561 0,961 0,877 

Tabelle 12: Prozentsätze CCR3 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 18: Prozentsätze CCR3
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Tabelle 13 und Abbildung 19 zeigen die Prozentsätze innerhalb fetaler und adulter CCR3+ 

CD4+- und DN NKT-Subpopulationen: 

 

CCR3 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
2,32 

(0,26-12,72) 

3,77 

(1,28-13,51) 

NS* 
1,61 

(0,14-8,74) 

3,73 

(0,75-14,90) 

p-Wert** 0,959 0,150 

Tabelle 13: Prozentsätze CCR3 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 19: Frequenz CCR3
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.3 Prozentsatz CCR4
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung der Prozentsätze CCR4+ exprimierender Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

Der Prozentsatz adulter CCR4+ Lymphozyten war bezogen auf die Gesamtlymphozytenzahl 

signifikant höher als bei Nabelschnurblut-Lymphozyten. Umgekehrt waren CCR4+NKT-Zellen 

in fetalem Blut deutlich häufiger als in adultem peripherem Blut (Tabelle 14 und Abbildung 

20). Die CD4+-Lymphozyten zeigten keine Unterscheide. Innerhalb der NKT-Subpopulationen 

waren fetale CCR4+DN- und CD4+NKT-Zellen deutlich häufiger als adulte CCR4+DN- und 

CD4+NKT-Zellen (Tabelle 15 und Abbildung 21). 

 

 

CCR4 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
5,45 

(2,29-11,33) 

2,98 

(1,32-7,97) 

7,73 

(2,55-16,62) 

NS* 
3,97 

(1,12-9,25) 

1,53 

(0,54-5,76) 

15,16 

(5,87-42,32) 

p-Wert** 0,010 0,250 0,006 

Tabelle 14: Prozentsätze CCR4 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 20: Prozentsätze CCR4
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

CCR4 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
1,92 

(0,47-6,29) 

4,82 

(1,36-13,22) 

NS* 
3,90 

(0,52-18,26) 

9,43 

(3,96-27,90) 

p-Wert** 0,009 0,021 

Tabelle 15: Prozentsätze CCR4 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 21: Frequenz CCR4
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 

 

 

 

6.2.4 Prozentsatz CCR5
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CCR5+ Lymphozyten- und NKT-Populationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des CCR5-Prozentsatzes weder bei 

den Lymphozyten-Subpopulationen (Tabelle 16 und Abbildung 23) noch bei der 

differenzierten Betrachtung der NKT-Fraktionen beobachtet werden (Tabelle 17 und 

Abbildung 24). 
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CCR5 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
2,84 

(0,64-6,10) 

1,37 

(0,23-3,53) 

6,13 

(1,80-13,23) 

NS* 
2,75 

(0,60-7,83) 

1,42 

(0,19-5,65) 

6,04 

(2,90-27,96) 

p-Wert** 0,661 0,884 0,918 

Tabelle 16: Prozentsätze CCR5 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Abbildung 22: Prozentsätze CCR5 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Tabelle 17 und Abbildung 23 zeigen die Frequenz des CCR5 auf den untersuchten NKT-

Zellsubpopulationen: 

 

CCR5 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
2,09 

(0,11-5,16) 

3,30 

(1,04-7,50) 

NS* 
1,32 

(0,22-10,44) 

3,37 

(0,94-12,88) 

p-Wert** 0,681 0,165 

Tabelle 17: Prozentsätze CCR5 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Abbildung 23: Frequenz CCR5
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.5 Prozentsatz CCR6
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CCR6 exprimierender Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

Die Frequenz von CCR6 positiven CD4+-Lymphozyten war in adultem peripheren Blut 

signifikant höher als in der Neugeborenen-Vergleichsgruppe, während im Hinblick auf die 

gemessene Gesamt-Lymphozytenzahl und auf die NKT-Zellen keine Unterschiede bezüglich 

des Prozentsatzes nachzuweisen waren (Tabelle 18 und Abbildung 24). In den DN- und CD4+ 

NKT-Subpopulationen konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Prozentsatzes 

CCR6 exprimierender  NKT-Zellen festgestellt werden (Tabelle 19 und Abbildung 25). 

 

Tabelle 18: Prozentsätze CCR6 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

CCR6 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
14,55 

(7,48-19,76) 

5,84 

(2,20-7,74) 

15,07 

(5,79-53,16) 

NS* 
12,39 

(4,08-24,08) 

1,82 

(0,87-4,44) 

12,73 

(5,75-35,99) 

p-Wert** 0,440 0,000 0,703 
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Abbildung 24: Prozentsätze CCR6 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Tabelle 19 und Abbildung 25 zeigen die Frequenz CCR6 + NKT-Zellsubpopulationen: 

 

CCR6 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
2,94 

(1,04-19,14) 

9,52 

(3,72-32,14) 

NS* 
2,40 

(0,33-5,72) 

8,44 

(4,02-25,04) 

p-Wert** 0,703 0,480 

Tabelle 19: Prozentsätze CCR6 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 25: Frequenz CCR6
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 

 

 

6.2.6 Prozentsatz CCR7
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CCR7 + exprimierender Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

CCR7 + NKT-Zellen waren in Nabelschnurblut zu einem signifikant höheren Prozentsatz 

vertreten als auf adulten NKT-Zellen. Betrachtet man die NKT-Subpopulationen, so zeigte nur 

die DN NKT-Zellfraktion eine ein ebensolches signifikantes Frequenzmuster (Tabelle 21 und 

Abbildung 26). Auch hier war ein signifikant höherer Prozentsatz seitens der NKT-Zellen im 

Nabelschnurblut zu verzeichnen. 

Keine Unterschiede waren bei den Lymphozyten und den CD4+-Zellen zu sehen (Tabelle 20 

und Abbildung 25). 
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CCR7 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
2,18 

(0,47-4,80) 

1,05 

(0,23-3,95) 

2,43 

(0,71-5,87) 

NS* 
3,27 

(0,14-7,77) 

1,81 

(0,06-5,62) 

5,95 

(0,98-18,61) 

p-Wert** 0,205 0,380 0,007 

Tabelle 20: Prozentsätze CCR7 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Abbildung 26: Prozentsätze CCR7 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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CCR7 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
0,76 

(0,12-4,01) 

0,96 

(0,09-2,64) 

NS* 
1,21 

(0,21-6,37) 

2,88 

(0,00-7,68) 

p-Wert** 0,001 0,411 

Tabelle 21: Prozentsätze CCR7 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Abbildung 27: Frequenz CCR7
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.7 Prozentsatz CCR8
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CCR8+ exprimierender Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des CCR8+ Prozentsatzes weder bei 

der Lymphozyten-Subpopulation (Tabelle 22 und Abbildung 27) noch bei der differenzierten 

Betrachtung der NKT-Fraktionen nachgewiesen werden. 

 

Tabelle 23 und Abbildung 28 zeigen die Frequenz der CCR8 + NKT-Zellsubpopulationen. Im 

Gegensatz zu der CD4+-NKT Subpopulation, die keinen Unterschied zwischen adultem und 

fetalem Blut zeigte, ließ sich ein signifikant höherer Prozentsatz CCR8+ DN NKT-Zellen im 

Erwachsenenblut verglichen mit Nabelschnurblut aufzeigen. 

 

 

CCR8 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
2,11 

(0,89-5,51) 

0,91 

(0,22-3,23) 

4,22 

(2,12-9,43) 

NS* 
2,97 

(1,14-5,42) 

1,36 

(0,17-2,96) 

5,99 

(1,83-23,19) 

p-Wert** 0,262 0,558 0,111 

Tabelle 22: Prozentsätze CCR8 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 28: Prozentsätze CCR8 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

CCR8 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
1,37 

        (0,22-3,64) 

2,07 

 (0,78-4,52) 

NS* 0,95 
        (0,12-4,76) 

3,40 
 (1,49-13,80) 

p-Wert** 0,018 0,258 

Tabelle 23: Prozentsätze CCR8 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 29: Frequenz CCR8
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.8 Prozentsatz CCR9
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CCR9+ exprimierender Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

In adultem peripherem Blut war ein signifikant höherer Prozentsatz CCR9+ exprimierender 

Lymphozyten zu beobachten als in der Neugeborenen-Vergleichsgruppe, wohingegen alle 

weiteren gemessenen Parameter keine signifikanten Unterschiede aufwiesen (Tabelle 24 und 

Abbildung 29). 

 

Tabelle 25 und Abbildung 30 zeigen die Frequenz der CCR9+ NKT-Zellsubpopulationen: 

 

 

CCR9 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
4,45 

(0,76-8,06) 

1,98 

(0,23-3,68) 

8,56 

(4,22-34,92) 

NS* 
2,30 

(1,29-5,88) 

1,03 

(0,29-3,35) 

8,50 

(3,55-32,71) 

p-Wert** 0,025 0,097 0,537 

Tabelle 24: Prozentsätze CCR9 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 30: Prozentsätze CCR9 
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 
 

CCR9 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
2,21 

(0,13-9,25) 

6,03 

(2,02-25,69) 

NS* 
1,01 

(0,22-4,68) 

6,29 

(2,19-22,60) 

p-Wert** 0,797 0,090 

Tabelle 25: Prozentsätze CCR9 
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 31: Frequenz CCR9
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.9 Prozentsatz CXCR3
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des CXCR3-Prozentsatzes innerhalb der Lymphozytenpopulationen ergab 

folgende Ergebnisse: 

Hinsichtlich der CXCR3-Frequenz ergaben sich weder auf den verschiedenen Lymphozyten-

Populationen noch auf den NKT-Zellsubpopulationen signifikante Unterschiede (Tabelle 26 

und Abbildung 31). 

 

Tabelle 27 und Abbildung 32 zeigen die Frequenz CXCR3+ exprimierender fetaler und adulter 

NKT-Zellsubpopulationen: 

 

 

CXCR3 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
3,60 

(0,77-14,76) 

1,73 

(0,34-8,80) 

7,25 

(1,29-15,53) 

NS* 
2,81 

(0,75-6,04) 

1,05 

(0,22-3,28) 

7,08 

(1,46-28,76) 

p-Wert** 0,243 0,186 0,797 

Tabelle 26: Prozentsätze CXCR3
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 32: Prozentsätze CXCR3
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

CXCR3 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
2,30 

(0,43-8,47) 

8,47 

(0,62-6,95) 

NS* 
1,15 

(0,13-5,00) 

4,28 

(0,67-19,17) 

p-Wert** 0,643 0,510 

Tabelle 27: Prozentsätze CXCR3
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 33: Frequenz CXCR3
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 

 

 

 

6.2.10 Prozentsatz CXCR4
+
 exprimierender Lymphozytenpopulationen 

 

Die Untersuchung des Prozentsatzes CXCR4+ Lymphozytenpopulationen ergab folgende 

Ergebnisse: 

Weder die Lymphozyten noch die CD4+Lymphozyten zeigten ein differenziertes CXCR4-

Frequenzmuster im Vergleich Nabelschnurblut- zu Erwachsenenblutzellen (Tabelle 28 und 

Abbildung 33). Betrachtet man jedoch die NKT-Zellpopulation, so lässt sich ein signifikant 

höherer CXCR4-Prozentsatz auf fetalen NKT-Zellen versus adulten NKT-Zellen feststellen. 

Zu demselben Ergebnis gelangte man in der DN NKT-Subpopulation. CXCR4+ DN NKT-

Zellen von Neugeborenen waren zu einem signifikant höheren Prozentsatz als die 

Erwachsenen-Kontrollgruppe nachweisbar (Tabelle 29 und Abbildung 34). 
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Tabelle 29 und Abbildung 34 zeigen die Prozentsätze der CXCR4+ NKT-Zellsubpopulationen: 

 

 

CXCR4 Lymphozyten % CD4 % NKT % 

EW* 
4,04 

(0,86-8,33) 

1,30 

(0,31-5,43) 

5,70 

(2,07-22,15) 

NS* 
4,99 

(1,62-28,36) 

1,27 

(0,20-7,72) 

12,64 

(3,14-39,39) 

p-Wert** 0,306 0,922 0,018 

Tabelle 28: Prozentsätze CXCR4
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

 NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl;  

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Abbildung 34: Prozentsätze CXCR4
+
 exprimierender adulter und fetaler Lymphozyten, CD4

+
- und NKT-Zellen 

(Lymphozyten und CD4 in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamtlymphozytenzahl; 

NKT in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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CXCR4 DN NKT-Zellen % CD4
+
 NKT-Zellen % 

EW* 
3,06 

(0,88-15,44) 
1,42 

(0,78-2,71) 

NS* 
9,37 

(2,14-28,89) 
1,21 

(0,00-5,64) 

p-Wert** 0,005 0,504 

Tabelle 29: Prozentsätze CXCR4
+
 exprimierender adulter und fetaler CD4

+
- und DN NKT-Zellen 

(in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl; 

*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 35: Frequenz CXCR4
+ 

Zellen innerhalb fetaler und adulter CD4
+
- und DN NKT-Zellen 

 (in Prozent bezogen auf die gemessene Gesamt NKT-Zahl) 
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6.2.11 Zusammenfassung 

 

Die Prozentsätze CCR4+, CCR7+ und CXCR4+ exprimierender NKT-Zellen waren innerhalb 

der fetalen NKT-Zellpopulation signifikant zu einem höheren Prozentsatz vertreten als in der 

Erwachsenenpopulation (Abbildung 36). 

 

 

Abbildung 36: Prozentsätze CKR 
+
 adulter und fetaler NKT-Zellen 

 

Die Prozentsätze CCR4+, CCR7+, CCR8+ und CXCR4+ fetaler DN NKT-Zellen waren 

signifikant höher als die der adulten Vergleichspopulation (Abbildung 37).  
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Abbildung 37: Prozentsätze CKR 
+
 adulter und fetaler DN NKT-Zellen 

 

Die Frequenz CCR4+ CD4+ NKT-Zellen innerhalb aller NKT-Zellen war im Nabelschnurblut 

signifikant höher als in peripherem Blut Erwachsener. Für alle weiteren untersuchten 

Chemokinrezeptoren konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 

38). 

 

Abbildung 38: Prozentsätze CKR 
+
 adulter und fetaler CD4

+
NKT-Zellen 
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6.3 Zytokinproduzierende NKT-Zellen 

 

Im folgenden Ergebnisteil wurden fetale und adulte NKT-Zellen mit ihren DN- und CD4+-

Subpopulationen hinsichtlich der Interferon-γ (IFNγ)- und Interleukin-4-Produktion untersucht. 

 

6.3.1 IFNγ und IL-4 produzierende NKT-Zellen 

 

Die IFNγ-Produktion von Gesamt-NKT-Zellen und der DN NKT-Subpopulation wies 

zwischen Erwachsenen und Neugeborenen keine signifikanten Unterschiede auf. Im Gegensatz 

dazu produzierten die adulten CD4+ NKT-Zellen signifikant häufiger IFNγ als die fetale 

Vergleichsgruppe (siehe Tabelle 30).  

 

 
% NKT  

IFNγ 

% NKT  

IL-4 

% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT 

IFNγ 

% DN NKT  

IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
27,61                        

(4,23-75,17) 

15,79 

(3,97-38,74) 

13,90              

(1,21-50,08) 

8,06 

(1,53-39,54) 

4,65 

(1,50-22,24) 

3,85 

(0,51-20,16) 

NS* 
27,07 

(12,53-56,38) 

26,79 

(9,75-59,94) 

19,72 

(9,69-28,42) 

3,67  

    (0,44-17,49) 

20,21  

(6,94-30,81) 

4,07 

(1,49-11,97) 

p-Wert** p=0,719 p=0,035 p=0,411 p=0,045 p=0,005 p=0,572 

Tabelle 30: Prozentsätze zytokinproduzierender NKT-Zellen und deren CD4
+
- und DN- Subpopulationen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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Abbildung 39:Prozentsätze  IFNγ- produzierende NKT-Zellen und NKT-Subpopulationen 

 

Hinsichtlich der IL-4 Sekretion ergaben sich sowohl für die Gesamtpopulation fetaler NKT-

Zellen als auch für die fetale DN NKT-Subpopulation signifikant höhere Werte im Vergleich 

zu den entsprechenden adulten Vergleichsgruppen (Abbildung 40) 
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Abbildung 40: Prozentsätze IL-4-produzierende NKT-Zellen und NKT-Subpopulationen 

 

 

6.3.2 IFNγ- und IL-4-produzierende DN- und CD4
+
 NKT-Zellen 

 

Im Folgenden wurde die Prozentsätze IFNγ- und IL-4-produzierender NKT-Zellen jeweils 

innerhalb CKR+ exprimierender Subpopulationen bestimmt. 

 

6.3.2.1 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR2
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Tabelle 31 und Abbildung 41 zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der 

zytokinproduzierenden CCR2+ DN- und CD4+  NKT-Zellen. Fetale CD4+ NKT-Zellen 

produzierten signifikant häufiger IL-4 als die adulte Vergleichsgruppe. Hinsichtlich der 

weiteren untersuchten Populationen bestanden keine signifikanten Unterschiede. 
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% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,33  

(0,18-4,10) 

0,55  

(0,10-1,61) 

0,33 

(0,16-3,35) 

0,21 

(0,10-0,60) 

NS* 
1,13  

(0,08-4,17) 

0,55  

(0,40-2,34) 

1,44  

(0,23-5,83) 

0,68  

(0,17-1,73) 

p-Wert** p=0,239 p=0,298 p=0,102 p=0,011 

Tabelle 31: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR2
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Abbildung 41: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR2
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.2 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR3
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Innerhalb der CCR3+ NKT-Zellsubpopulationen produzierten fetale DN NKT-Zellen 

signifikant mehr IL-4 als adulte DN NKT-Zellen. Die Häufigkeit IL-4-produzierender CD4+ 

NKT-Zellen unterschied sich nicht (Abbildung 42). 

 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,49 

(0,15-1,02) 

0,54 

(0,09-3,34) 

0,18 

(0,08-1,53) 

0,25 

(0,14-0,73) 

NS* 
1,47 

(0,10-4,58) 

0,51 

(0,11-1,54) 

1,38 

(0,12-6,81) 

0,39 

(0,11-0,78) 

p-

Wert** 
p=0,192 p=0,757 p=0,008 p=0,691 

Tabelle 32: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR3
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 42: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR3
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 

 

 

Ergebnisse  

  - 76 - 

IFNy-produzierende CCR3+ NKT

EW DN NKT NS DN NKT EW CD4+ NKT NS CD4+ NKT
0

1

2

3

4

5

%

IL-4-produzierende CCR3+NKT

EW DN NKT NS DN NKT EW CD4+NKT NS CD4+NKT
0

1

2

3

4

5

6

7

p=0,008

%



6.3.2.3 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR4
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die CCR4+CD4+ NKT-Subpopulation unterschied sich bei Erwachsenen und Neugeborenen 

weder hinsichtlich der IFNγ noch der IL-4-Synthese. Jedoch ließen sich für die CCR4+ DN 

NKT-Population in Neugeborenenblut sowohl hinsichtlich der IFNγ- Produktion als auch 

hinsichtlich der IL-4-Produktion signifikant höhere Werte beobachten (Abbildung 43, Tabelle 

33). 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,49 

(0,22-2,34) 

0,52 

(0,211-1,65) 

0,29 

(0,12-1,55) 

0,44 

(0,06-1,00) 

NS* 
2,47 

(0,31-6,47) 

0,62 

(0,21-2,10) 

2,24 

(0,50-12,56) 

0,54 

(0,15-11,07) 

p-Wert** p=0,029 p=0,217 p=0,008 p=0,151 

Tabelle 33: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR4
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 43: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR4
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.4 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR5
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Tabelle 34 und Abbildung 44 zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der Zytokinproduktion 

von CCR5+ DN- und CD4+  NKT-Zellen. DN NKT-Zellen von Neugeborenen sezernierten 

signifikant mehr IL-4 als DN  NKT-Zellen Erwachsener. Bei den übrigen untersuchten 

Populationen waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen. 

 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,283 

(0,23-1,21) 

0,74 

(0,12-1,83) 

0,22 

(0,00-1,75) 

0,40 

(0,06-0,77) 

NS* 
0,65 

(0,05-3,72) 

0,30 

(0,16-1,13) 

0,89 

(0,20-4,66) 

0,36 

(0,11-1,99) 

p-

Wert** 
p=0,661 p=0,462 p=0,007 p=0,683 

Tabelle 34: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR5
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

Abbildung 44: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR5
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.5 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR6
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Innerhalb der CCR6+ NKT-Zellsubpopulationen produzierten fetale DN NKT-Zellen 

signifikant mehr IL-4 als adulte DN NKT-Zellen. Die Häufigkeit IL-4 -produzierender CD4+ 

NKT-Zellen unterschied sich nicht (Abbildung 45). 

 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,91 

(0,45-4,06) 

0,45 

(0,17-2,46) 

0,52 

(0,13-3,65) 

0,48 

(0,12-1,46) 

NS* 
1,83 

(0,10-8,59) 

0,34 

(0,11-2,14) 

2,16 

(0,43-14,12) 

0,62 

(0,11-2,82) 

p-

Wert** 
p=0,073 p=0,279 p=0,004 p=0,412 

Tabelle 35: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR6
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 45: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR6
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.6 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR7
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Hinsichtlich der Zytokinproduktion von CCR7+ NKT-Subpopulationen konnten in keiner der 

untersuchten NKT-Subpopulationen signifikante Unterschiede festgestellt werden. 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,29 

(0,06-0,65) 

0,24 

(0,14-1,42) 

0,28 

(0,02-1,45) 

0,36 

(0,05-0,72) 

NS* 
0,34 

(0,10-2,56) 

0,16 

(0,08-3,00) 

0,48 

(0,05-2,69) 

0,34 

(0,15-0,66) 

p-

Wert** 
p=0,293 p=0,315 p=0,096 p=0,688 

Tabelle 36: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR7
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 46: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR7
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.7 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR8
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Tabelle 37 und Abbildung 47 zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der Zytokinproduktion 

von CCR8+ DN- und CD4+  NKT-Zellen. DN NKT-Zellen von Neugeborenen produzierten 

signifikant mehr IL-4 als DN NKT-Zellen Erwachsener. Bei den weiteren untersuchten 

Populationen waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar. 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,59 

(0,10-3,17) 

0,30 

(0,10-1,18) 

0,43 

(0,09-1,82) 

0,25 

(0,01-0,60) 

NS* 
0,87 

(0,14-2,8) 

0,18 

(0,10-1,07) 

0,94 

(0,40-5,29) 

0,32 

(0,11-2,07) 

p-Wert** p=0,292 p=0,355 p=0,010 p=0,418 

Tabelle 37: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR8
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

 (*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

Abbildung 47: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR8
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.8 IFNγ- und IL-4-produzierende CCR9
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Bei den untersuchten CCR9+ NKT-Zellen konnte in keiner der Subpopulationen ein 

signifikanter Unterschied bezüglich der IFNγ- oder IL-4-Produktion nachgewiesen werden 

(Abbildung 48, Tabelle 38). 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,88 

(0,37-5,25) 

0,44 

(0,19-3,00) 

0,92 

(0,19-6,27) 

0,47 

(0,15-1,65) 

NS* 
1,79 

(0,38-9,15) 

0,32 

(0,05-1,02) 

1,71 

(0,14-9,85) 

0,38 

(0,10-3,58) 

p-

Wert** 
p=0,115 p=0,514 p=0,174 p=0,369 

Tabelle 38: Prozentsätze zytokinproduzierender CCR9
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 48: IFNγ- und IL-4- produzierende CCR9
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.9 IFNγ- und IL-4-produzierende CXCR3
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die Analyse der CXCR3+ NKT-Zellen hinsichtlich ihrer IFNγ- und IL-4 -Produktion ergab, 

dass weder für die CD4+ NKT-Zellen noch für die DN NKT-Population signifikante 

Unterschiede zwischen Erwachsenen und Neugeborenen bestanden (Tabelle 39). 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
0,54 

(0,23-1,54) 

0,62 

(0,06-2,11) 

0,55 

(0,11-1,86) 

0,53 

(0,16-1,17) 

NS* 
1,54 

(0,08-6,54) 

0,37 

(0,11-1,53) 

1,16 

(0,27-6,13) 

0,45 

(0,20-3,64) 

p-Wert** p=0,107 p=0,380 p=0,055 p=0,845 

Tabelle 39: Prozentsätze zytokinproduzierender CXCR3
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 49: IFNγ- und IL-4- produzierende CXCR3
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.2.10 IFNγ- und IL-4-produzierende CXCR4
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die CXCR4+DN NKT-Zellen von Neugeborenen produzierten sowohl signifikant mehr IFNγ 

als auch IL-4 als adulte CXCR4+DN NKT-Zellen,  während bei den CD4+ NKT- Populationen 

keine Unterschiede bestanden (Abbildung 50, Tabelle 40). 

 

 
% DN NKT  

IFNγ 

% CD4+ NKT  

IFNγ 

% DN NKT 

 IL-4 

% CD4+ NKT  

IL-4 

EW* 
1,09 

(0,24-6,46) 

0,28 

(0,09-1,29) 

0,90 

(0,09-7,72) 

0,20 

(0,06-1,65) 

NS* 
2,33 

(0,67-13,82) 

0,39 

(0,08-2,52) 

3,29 

(1,06-15,15) 

0,41 

(0,06-2,86) 

p-

Wert** 
p=0,021 p=1,0000 p=0,004 p=0,253 

Tabelle 40: Prozentsätze zytokinproduzierender CXCR4
+
 CD4

+
- und DN  NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

 

Abbildung 50: IFNγ- und IL-4-produzierende CXCR4
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Zellen 
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6.3.3 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender NKT-Zellen 

 

Der folgende Abschnitt stellt das Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sowohl für die DN- als auch für 

die CD4+ NKT-Subpopulation dar. Des Weiteren wurde hierbei eine Differenzierung in die 

einzelnen CKR+- Untergruppen vorgenommen. 

 

6.3.3.1 Verhältnis  IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR2
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Es bestand kein signifikanter Unterschied innerhalb der Subpopulationen zwischen 

Neugeborenen und Erwachsenen (Tabelle 41). 

 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,22 

(0,48-6,56) 

2,22 

(0,54-6,43) 

NS* 
1,00 

(0,35-2,13) 

1,36 

(0,41-2,34) 

p-Wert** p=0,382 p=0,223 

 

Tabelle 41: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR2

+ 
NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

6.3.3.2 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR3
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Bei den beiden untersuchten CCR3+ NKT-Subpopulationen waren die Werte der DN NKT- 

Zellen der Erwachsenen den Neugeborenen bezüglich des Verhältnisses IFNγ/IL-4 signifikant 

höher, wohingegen die CD4+ NKT-Zellen keinen signifikanten Unterschied aufwiesen (Tabelle 

42). 
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DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
2,60 

(0,17-5,63) 

0,96 

(0,40-20,29) 

NS* 
0,85 

(0,28-2,15) 

1,06 

(0,37-4,51) 

p-Wert** p=0,008 p=0,806 

Tabelle 42: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR3

+ 
NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

6.3.3.3 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR4
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die CCR4+DN NKT-Zellen von Erwachsenen zeigten einen signifikant höheren Wert des 

Verhältnisses IFNγ/IL-4 als die Neugeborenen-Vergleichsgruppe, wohingegen die CD4+ NKT-

Population keinen signifikanten Unterschied aufwies (Tabelle 43). 

 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,62 

(0,823-2,81) 

2,07 

(0,28-5,19) 

NS* 
0,97 

(0,52-1,52) 

0,75 

(0,19-4,23) 

p-Wert** p=0,036 p=0,171 

Tabelle 43: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR4

+ 
NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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6.3.3.4 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR5
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Das IFNγ/IL-4 Verhältnis war bei adulten CD4+ CCR5+ NKT-Zellen höher als bei fetalen. Für 

die DN NKT-Zellen war keine Differenz festzustellen (Tabelle 44). 

 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,03 

(0,35-6,28) 

1,99 

(0,53-4,19) 

NS* 
0,70 

(0,20-1,88) 

0,88 

(0,34-2,27) 

p-Wert** p=0,053 p=0,019 

Tabelle 44: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR5

+ 
NKT-Zellen  

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

6.3.3.5 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR6
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Bei der Untersuchung der CCR6+ NKT-Subpopulationen wurde ein signifikant höherer Wert 

für die DN NKT-Zellfraktion der Erwachsenen gegenüber den Neugeborenen beobachtet, 

wohingegen sich für die CD4+-Zellfraktion kein Unterschied feststellen ließ (Tabelle 45). 
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DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
2,2471 

(0,7378-7,1540) 

1,49 

(0,42-2,56) 

NS* 
0,91 

(0,24-1,29) 

0,79 

(0,12-3,17) 

p-Wert** p=0,000 p=0,074 

Tabelle 45: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR6

+ 
NKT-Zellen  

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

6.3.3.6 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR7
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Hinsichtlich des IFNγ/IL-4- Verhältnisses bei CCR7+ NKT-Subpopulationen konnten keine 

signifikanten Unterschiede zwischen Erwachsenen- und Neugeborenenblut nachgewiesen 

werden (Tabelle 46). 

 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,78 

(0,36-3,38) 

1,35 

(0,40-5,62) 

NS* 
0,61 

(0,13-3,76) 

0,53 

(0,24-5,88) 

p-Wert** p=0,599 p=0,269 

Tabelle 46: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR7

+ 
NKT-Zellen  

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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6.3.3.7 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR8
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die CCR8+ DN NKT-Zellen von Erwachsenen zeigten einen signifikant höheren Wert für das 

IFNγ/IL-4- Verhältnis als die Neugeborenen-Vergleichsgruppe, während die CD4+ NKT-

Population keinen signifikanten Unterschied aufwies (Tabelle 47). 

 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,16 

(0,55-7,68) 

2,56 

(0,32-27,43) 

NS* 
0,7134 

(0,2198-1,5197) 

0,75 

(0,18-4,21) 

p-Wert** p=0,010 p=0,105 

Tabelle 47: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR8

+ 
NKT-Zellen  

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

6.3.3.8 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CCR9
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die Untersuchung des IFNγ/IL-4- Verhältnisses von adulten und fetalen CCR9+ NKT-Zellen 

ergab weder für die DN- noch für die CD4+-Subpopulation einen signifikanten Unterschied 

(Tabelle 48). 

 
DN NKT  

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT  

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,05 

(0,21-3,60) 

0,98 

(0,32-3,37) 

NS* 
0,94 

(0,58-3,97) 

0,76 

(0,16-6,57) 

p-Wert** p=0,270 p=0,909 

Tabelle 48: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CCR9

+ 
NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 
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6.3.3.9 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CXCR3
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Beim Vergleich von CXCR3+ NKT-Subpopulationen von Erwachsenen und Neugeborenen 

war hinsichtlich des Verhältnisses IFNγ/IL-4 kein signifikanter Unterschied festzustellen 

(Tabelle 49). 

 

 
DN NKT 

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT 

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,90 

(0,14-7,12) 

1,16 

(0,36-2,54) 

NS* 
1,08 

(0,30-1,86) 

0,69 

(0,32-1,90) 

p-Wert** p=0,068 p=0,172 

Tabelle 49: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CXCR3

+ 
NKT-Zellen  

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

6.3.3.10 Verhältnis IFNγ- zu IL-4- synthetisierender CXCR4
+
 NKT-Subpopulationen 

 

Die untersuchten fetalen und adulten CXCR4+ NKT-Subpopulationen unterschieden sich nicht 

signifikant bezüglich des Verhältnisses IFNγ/IL-4 (Tabelle 50). 
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DN NKT 

IFNγ/IL-4 

CD4+ NKT 

IFNγ/IL-4 

EW* 
1,28 

(0,45-6,40) 
0,96 

(0,42-7,68) 

NS* 0,75 
(0,44-1,46) 

0,82 
(0,47-2,02) 

p-Wert** p=0,280 p=0,239 

Tabelle 50: Verhältnis von IFNγ zu IL-4 sezernierenden DN und CD4
+
 CXCR4

+ 
NKT-Zellen 

(*Medianwerte (Spannweite); **p-Wert: MWU-Test) 

 

 

6.3.3.11 Vergleich des IFNγ/IL-4-Verhältnisses von DN- und CD4
+
NKT-Zellen innerhalb 

einer Gruppe 

 

Innerhalb der Neugeborenengruppe konnte für die CCR3+ NKT-Zellen ein signifikanter 

Unterschied bezüglich des Verhältnisses IFNγ zu IL-4 zwischen der DN- und CD4+ NKT-

Subpopulation festgestellt werden. Es war für die fetalen DN CCR3+ NKT-Zellen ein 

signifikantes Überwiegen von IL-4 nachweisbar (Ratio <1, p=0,028), wohingegen bei fetalen 

CD4+ CCR3+ NKT-Zellen die IFNγ- Produktion gegenüber IL-4 überwog. Für alle übrigen 

untersuchten fetalen und adulten CKR+NKT- Populationen bestanden keine signifikanten 

Differenzen. 

 

6.3.3.12 Zusammenfassung 

 

Die Untersuchung des Verhältnisses der IFNγ zu IL-4 Synthese als Ausdruck der Balance 

zwischen Th1 und Th2-Immunantwort, ergab eine Tendenz der fetalen NKT-Zellen hin zu 

einer Th2-Antwort. Signifikante Unterschiede bestanden dabei in der DN NKT-

Zellsubpopulation für CCR3+-, CCR4+-, CCR6+- und CCR8+ NKT-Zellen und in der CD4+ 

NKT-Fraktion für CCR5+NKT-Zellen. Wie in Abbildung 51 veranschaulicht wird, war das 

IFNγ/IL-4-Verhältnisse nahezu aller NKT-Zellen von Neugeborenen <1. Ausnahmen bildeten 
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dabei in der DN NKT-Subpopulation CXCR3+ NKT-Zellen (Ratio 1,0762) und in der CD4+ 

NKT- Population die CCR2+ und CCR3+ NKT-Zellsubpopulation (Ratio 1,3564 und 1,0552). 

Hervorzuheben ist, dass sowohl in der DN NKT-Subpopulation als auch in der CD4+ NKT-

Subpopulation die Werte des Erwachsenenblutes stets die des Nabelschnurblutes überstiegen. 

Einzig für CCR3+ in der CD4+ NKT-Fraktion lag der Wert für das Verhältnis IFNγ zu IL-4 für 

die fetalen Zellen über dem der adulten NKT-Zellen (Abbildung 52 und 53). 

 

 

 
 

Abbildung 51: IFNγ/IL-4- Verhältnis von CKR
+
 DN- und CD4

+
 NKT-Subpopulationen 

(Darstellung der Medianwerte) 
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Abbildung 52: IFNγ/IL-4- Verhältnis von CKR

+
 DN NKT-Zellen 

(Darstellung der Medianwerte; Erläuterung dazu oben im Text) 

 

 
 

 
Abbildung 53: IFNγ/IL-4- Verhältnis von CKR

+
 CD4

+
 NKT-Zellen 

(Darstellung der Medianwerte; Erläuterung dazu oben im Text) 

 

 
  

Ratio IFNy/IL-4 von DN NKT-Zellen

CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 CCR8 CCR9 CXCR3 CXCR4
0

1

2

3
DN  EW

DN  NS

p
=

0
,0

3
6

  

p
=

0
,0

0
0

  p
=

0
,0

1
0

  

p
=

0
,0

0
8

  

Ratio IFNy/IL-4 von CD4+NKT-Zellen

CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 CCR8 CCR9 CXCR3 CXCR4
0

1

2

3

CD4 EW

CD4 NS

p
=

0
,0

1
9

   

Ergebnisse  

  - 93 - 



7 Diskussion 
  

Die Charakterisierung fetaler NKT-Zellen und ihrer Subpopulationen hinsichtlich ihres 

Phänotyps sowie ihrer immunregulatorischen Funktionen ist für das Verständnis dieser 

Lymphozyten-Subpopulation wichtig. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, fetale und 

adulte NKT-Zellen phänotypisch und funktionell vergleichend zu untersuchen. 

Chemokinrezeptoren und ihren Liganden kommt bei der Zellwanderung in der Immunabwehr 

eine bedeutende Rolle zu. Deshalb wurde in der vorliegenden Dissertation ermittelt, ob das 

Chemokinrezeptorexpressionsmuster fetaler NKT-Zellen im Vergleich zu adulten NKT-Zellen 

Unterschiede aufweist. In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob Unterschiede in der 

Zytokinsynthese zwischen den einzelnen fetalen und adulten CKR+ NKT-Subpopulationen 

bestehen. Weiter wurde überprüft, wie sich die Zytokinsynthesemuster fetaler NKT-Zellen und 

adulter NKT-Zellen unterscheiden.  

 

7.1 Probanden 

 

Aufgrund vorher festgelegter Auswahlkriterien wurden in der Erwachsenengruppe 12 von 20 

Spendern eingeschlossen. Der häufigste Grund für einen Ausschluß war eine zu geringe Zahl 

an NKT-Zellen, die auf eine zu geringe Anzahl Lymphozyten in der Probe zurückzuführen 

war. Akute oder chronische Infektionen, Rauchen oder Allergien waren weitere 

Ausschlußkriterien. Dadurch wurde einer Verzerrung der Ergebnisse innerhalb der 

Zytokinsynthese- und Chemokinrezeptormuster vorgebeugt. Bei den Neugeborenen erfüllten 

14 von 15 Kindern die zuvor festgelegten Anforderungen. Eine Probe musste aufgrund einer zu 

geringer Anzahl an NKT-Zellen ausgeschlossen werden. Da im Nabelschnurblut 2-3 mal so 

viele Zellen wie in peripherem Blut Erwachsener vorhanden sind, war eine Blutmenge von 50 

ml ausreichend, um ausreichend Lymphozyten und damit auch NKT-Zellen zu analysieren, 

obgleich der prozentuale Anteil an NKT-Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation in 

fetalem Blut im Vergleich zu adultem Blut signifikant geringer war. Dies entspricht den 

Ergebnissen von Kadowaki et al, 2001 114. Als möglicher Grund hierfür wird postuliert, dass 

NKT-Zellen nach der Geburt durch sich selbst oder durch CD1d vermittelten Antigenkontakt 
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chronisch zur Proliferation stimuliert werden 114. In Analogie zum Verhalten humaner NKT-

Zellen steigt im Mausmodell die NKT-Zahl ebenfalls nach der Geburt an 28. 

7.2 Methodik 

 

NKT-Zellen sind in der Lage, nach Stimulation sehr schnell großen Mengen an IFNγ und IL-4 

zu synthetisieren 79,115. Die hier verwendete Stimulantien PMA und Ionomycin stimulieren in 

starkem Ausmaß unspezifisch alle Lymphozyten. Sie wurden gewählt, da in Vorversuchen mit 

LPS und α-Galactosylceramid für 6 Stunden keine sicher meßbare Zytokinsynthese 

nachweisbar war. Eine länger andauernde Stimulation konnte aufgrund der Herabregulation der 

Chemokinrezeptoren mit zunehmender Stimulationszeit nicht durchgeführt werden. Die 

Analyse erfolgte mittels der 6-Farben Durchflußzytometrie. Bei dieser Methode werden extra- 

und intrazelluläre Antigene mittels spezifischer Antikörper analysiert. Limitierend für die 

Analyse der NKT-Zellen war die Anzahl der maximal durchflusszytometrisch analysierbaren 

Lymphozyten, die benötigt wurde, um ausreichend NKT-Zellen zu sehen und die durch den zur 

Verfügung stehenden Datenspeicher begrenzt war. Dies kann umgangen werden, indem man 

NKT-Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS) anreichert und somit anstatt aller 

Lymphozyten nur noch die NKT-Zellpopulation weiter analysiert. Hierfür war die zu große 

Menge an Nabelschnurblut, die pro Versuch für eine Anreicherung nötig gewesen wäre, 

limitierend. Um eine eindeutige Auswertung der Messungen gewährleisten zu können, mussten 

die einzelnen Kompensationsparameter am Durchflußzytometer derart eingestellt werden, dass 

positive Signale deutlich von negativen getrennt werden konnten, so dass eine sichere 

Abgrenzung der einzelnen Populationen möglich war. Der für NKT-Zellen charakteristische 

CD161-Antikörper konnte in Kombination mit PE-Cy7 als Fluorochrom nicht verwendet 

werden, da keine ausreichende Trennung der positiven von den negativen Zellen erreichbar 

war. In Vorversuchen stellte sich weiterhin heraus, dass das APC-Cy7 Fluorochrom durch 

para-Formaldehyd während der Fixierung vom Antikörper getrennt wurde. Folglich wurde die 

Färbung der CD4-Moleküle mit APC-Cy7-Antikörpern erst nach Fixierung der Zellen 

vorgenommen. Die Übereinstimmung der extrazellulären und intrazellulären CD4-Expression 

wurde überprüft, indem eine Kontrollfärbung dergleichen Zellen ohne den Fixierungsschritt 

vergleichend erfolgte. Bei der Analyse der Chemokinrezeptor-Prozentsätze auf den 

verschiedenen Lymphozytensubpopulationen musste beachtet werden, dass die 
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Chemokinrezeptoren unter den verwendeten Stimulantien herabreguliert werden und somit 

diesbezüglich nicht mit unstimulierten Zellen verglichen werden können. Zum gegenwärtigen 

Zeitpunkt existieren keinerlei Vergleichsdaten zum Verhalten fetaler Chemokinrezeptoren auf 

NKT-Zellen nach PMA/ Ionomycin-Stimulation.  

Die Herabregulation der Rezeptoren kann auf mindestens zwei Arten geschehen: Einerseits 

wird postuliert, dass das G-Protein nach Aktivierung vom Rezeptor abgetrennt wird, so dass 

eine weitere Stimulation des Rezeptors verhindert wird 116, andererseits wird eine 

Internalisation des gesamten Rezeptors diskutiert, wobei der Rezeptor entweder im Lysosom 

abgebaut wird oder wiederaufbereitet an die Zelloberfläche zurückkehrt 117. Welcher 

Mechanismus bei den NKT-Zellen zugrunde liegt ist nicht eindeutig geklärt. Möglicherweise 

liegen beide Mechanismen parallel vor. 
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7.3 Phänotypische Charakterisierung fetaler und adulter NKT-Zellen 

anhand der CKR-Prozentsätze 

 
Im Nabelschnurblut war im Vergleich zu adultem peripherem Blut ein geringerer Prozentsatz 

an CD8+- Lymphozyten festzustellen. Innerhalb der Gesamt NKT-Zellen war der prozentuale 

Anteil an DN NKT-Zellen sowohl in der Erwachsenen- als auch in der Neugeborenengruppe 

größer als der Anteil CD4+ NKT-Zellen. Die CD4+ NKT-Zellen waren in adultem Blut zu 

einem deutlich geringeren Prozentsatz gegenüber fetalen CD4+ NKT-Zellen vertreten. Damit 

stellte die DN NKT- Population den größten Anteil an NKT-Zellen in Nabelschnurblut und bei 

den Erwachsenen dar. Da die Anzahl CD8+ NKT-Zellen äußerst niedrig war, konnte diese 

Subpopulation aufgrund der zu geringen Zellzahlen nicht in die Auswertungen miteinbezogen 

werden.  

Es konnte aufgezeigt werden, dass alle bei Erwachsenen untersuchten CKR+ NKT-

Zellsubpopulationen auch in Nabelschnurblut nachweisbar waren. Während Thomas et al. 

2003 innerhalb adulter unstimulierter NKT-Zellen eine Häufigkeit von jeweils > 50 % CCR5+, 

CCR6+ und CXCR3+ exprimierender NKT-Zellen  nachwiesen 118, wurden in der vorliegenden 

Arbeit diese Chemokinrezeptoren nur noch auf < 20 % aller NKT-Zellen exprimiert. Auch 

Kim et al. kamen 2002 zu dem Ergebnis, dass adulte NKT-Zellen CCR2, CCR5, CCR6, 

CXCR3 und CXCR4 zu mehr als 70 % exprimieren 54. Auch hier wurden unstimulierte Zellen 

für die Untersuchungen herangezogen. Der Unterschied in den Prozentsätzen CKR+ NKT-

Zellen kann daher möglicherweise auf die PMA/Ionomycin-Stimulation zurückgeführt werden. 

Beim Vergleich der Prozentsätze adulter versus fetaler NKT-Zellsubpopulationen fanden sich 

signifikant höhere Prozentsätze fetaler CCR4+, CCR7+ und CXCR4+ NKT-Zellen. Es gibt 

gegenwärtig keine Hinweise darauf, dass CKR auf adulten und fetalen NKT-Zellen 

unterschiedlich schnell herabreguliert werden, so dass die unterschiedlichen Häufigkeiten 

fetaler und adulter NKT-Zellen vermutlich real sind. Dennoch kann eine unterschiedliche 

Modulation der Chemokinrezeptoren auf fetalen und adulten NKT-Zellen unter den gewählten 

Stimulationsbedingungen nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden. Insgesamt 

gestaltet sich die Beurteilung der Ergebnisse schwierig, da in der Literatur bislang kaum 

Vergleichsdaten vorliegen. Dies betrifft insbesondere Untersuchungen der CKR-Expression 

auf fetalen NKT-Zellen. 
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Somit kann als ein Ergebnis festgehalten werden, dass die Prozentsätze einzelner CKR+ NKT-

Zellen in der Nabelschnurblut höher sind, obwohl der Prozentsatz aller fetalen NKT-Zellen 

niedriger als bei Erwachsenen ist. Das bedeutet, dass die Verteilung der einzelnen CKR+- 

Subpopulationen zwischen Erwachsenen und Feten nicht spiegelbildlich ist. Dies betrifft vor 

allem Marker, die mit naiven Zellen assoziiert sind bzw. zu den homöostatischen Rezeptoren 

gehören (CXCR4, CCR7), aber auch Th2-assoziierte Marker (CCR4, CCR8) 57. Da 

Neugeborene mehr naive T-Zellen besitzen als Erwachsene 110 werden diese Rezeptoren 

erwartungsgemäß bei einem signifikant höheren Prozentsatz fetaler NKT-Zellen im Vergleich 

zu NKT-Zellen aus peripherem Blut Erwachsener gefunden. Die Beobachtung, dass der hier 

festgestellte Prozentsatz fetaler CCR7+ NKT-Zellen dennoch sehr gering ist kann evtl. darauf 

zurückgeführt werden, dass NKT-Zellen von Neugeborenen bereits bei einmaliger Stimulation 

aktiviert werden und somit ihren naiven Phänotyp verlieren. Dies widerspricht allerdings der 

Hypothese von D`Andrea et al, die besagt, dass fetale NKT-Zellen erst nach wiederholter 

Stimulation in der Lage sind, eine Immunantwort zu induzieren, wobei in dieser Publikation 

keine nähere Untersuchung hinsichtlich der CKR-Expression erfolgte und die Probandenzahl 

von 3 Neugeborenen möglicherweise nicht aussagekräftig genug ist 46. Obwohl in der 

vorliegenden Arbeit die Stimulationszeiten möglichst kurz gewählt wurden, so dass dennoch 

eine meßbare Zytokinproduktion gewährleisten werden konnte, war eine Herabregulation der 

CKR unvermeidbar. Es ergaben sich in der DN NKT-Population für CCR4, CCR7, CCR8 und 

CXCR4 signifikant höhere Prozentsätze auf Zellen aus der Nabelschnur als auf Zellen des 

Erwachsenenblutes. 

7.4 Funktionelle Charakterisierung fetaler und adulter CKR
+
 NKT-Zellen 

 

Die Untersuchung der Zytokinproduktion von DN- und CD4+ NKT-Zellen von Erwachsenen 

und Neugeborenen innerhalb der jeweiligen Chemokinrezeptor-exprimierenden 

Subpopulationen diente dazu, Zusammenhänge zwischen CKR+ NKT-Zellsubpopulationen und 

immunregulatorischen Funktionen herzustellen. Für die Aufrechterhaltung der 

Schwangerschaft ist eine Th2-Immunantwort sowohl bei der Mutter als auch beim Feten 

wesentlich, da es sonst zur Abstoßung des fetalen Semiallografts kommt. Vergleichbar mit 

herkömmlichen fetalen T-Zellen zeigten fetale NKT-Zellen beider untersuchten 

Subpopulationen eine deutliche Tendenz hin zu einer Th2-Immunantwort 110,114,119,120.  
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Der Prozentsatz IFNγ-synthetisierender NKT-Zellen war bei den Erwachsenen und 

Neugeborenen vergleichbar. Die Frequenz IL-4-produzierender fetaler NKT-Zellen war nahezu 

vergleichbar hoch wie die der IFNγ-synthetisierenden NKT-Zellen, wohingegen in der adulten 

NKT-Population ein signifikant geringeren Prozentsatz IL-4 synthetisierender NKT-Zellen zu 

beobachten war. Dies entspricht dem Ergebnis von Kadowaki et al., der eine Th2 Polarisation 

für stimulierte fetale NKT-Zellen aufzeigte 114. Dabei untersuchte er jedoch nicht, ob sich DN- 

und CD4+ NKT-Subpopulationen diesbezüglich unterscheiden. Ob das Überwiegen einer Th2-

Immunantwort fetaler NKT-Zellen darauf zurückgeführt werden kann, dass adulte NKT-Zellen 

weniger flexibel sind, beide Immunantworten zu provozieren und eher eine Th1-Immunantwort 

eingehen, ist noch nicht abschließend geklärt. Bei Betrachtung der DN und CD4+ NKT-

Subpopulationen zeigte sich, dass in der DN NKT- Fraktion signifikant häufiger IL-4 von den 

Neugeborenenzellen als von adulten Vergleichszellen gebildet wurde. Nicht ganz so 

ausgeprägt war der Unterschied bei den CD4+ IFNγ produzierenden NKT-Zellen. In der CD4+ 

NKT-Subpopulation war hinsichtlich der IL-4-Produktion kein Unterschied zwischen 

Erwachsenen- und Nabelschnurblutzellen festzustellen. Bezüglich der IFNγ-Produktion ließ 

sich ein signifikant höherer Prozentsatz bei den adulten CD4+ NKT-Zellen nachweisen. 

Um die funktionellen Unterschiede zwischen adulten versus fetalen CKR+ NKT- 

Zellsubpopulationen zu untersuchen, wurden für jede CKR+ DN und CD4+ NKT-Population 

das Verhältnis IFNγ zu IL-4 synthetisierender NKT-Zellen berechnet. Da NKT-Zellen beide 

Zytokine in hohem Ausmaße produzieren, kann anhand des Quotienten IFNγ/IL-4 die Tendenz 

der untersuchten NKT-Subpopulation hinsichtlich einer Th1-dominierten oder einer Th2-

dominierten Immunantwort abgelesen werden. Als Resultat dieser Untersuchung konnte 

aufgezeigt werden, dass bis auf CCR3+ CD4+ NKT-Zellen das IFNγ/IL-4 Verhältnis der DN 

und CD4+ NKT-Populationen aus Erwachsenenblut stets größer waren als die der 

entsprechenden fetalen Populationen. Der Befund, dass mit Ausnahme der CCR3+ CD4+ NKT-

Zellen alle untersuchten fetalen NKT-Zellpopulationen mehr IL-4 produzierten als ihre adulte 

Vergleichsgruppe, zeigt, dass in Analogie zu herkömmlichen T-Zellen bei fetalen NKT-Zellen 

eine Th2-Immunantwort überwiegt. Des Weiteren zeigte sich, dass die unterschiedliche 

Ausprägung der Zytokinproduktion in den verschiedenen NKT-Populationen nicht 

unwesentlich von den vorhandenen Chemokinrezeptoren abhängt. Diese Beobachtung deutet 

darauf hin, dass NKT-Zellen von Neugeborenen andere immunregulatorische Funktionen 
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während der Immunantwort übernehmen, als die gleichen Zellen dies im Erwachsenenalter tun. 

Wann der Übergang von einer Th2-Antwort hin zu einer Th1-Immunantwort vollzogen wird 

bleibt weiter Bestandteil der immunologischen Forschung. Ebenso, zu welchem Zeitpunkt 

NKT-Zellen im fetalen Leben ihre Funktion erlangen.  

Bei der Betrachtung fetaler NKT-Zellen, die inflammatorische CKR tragen (CCR2, CCR3, 

CCR5, CCR8, CXCR3) stellte sich auf Zytokinebene durchgängig ein relatives Th2-

Übergewicht dar. Dieser Befund gilt auch für CCR5, welcher ansonsten typischerweise mit 

Th1-Immunantworten bzw. Erkrankungen assoziiert ist 53,121-125. Da für fetale NKT-Zellen ein 

nahezu ausschließlicher Th2-Phänotyp postuliert wird 119, waren CCR5+ NKT-Zellen 

erwartungsgemäß im Nabelschnurblut seltener nachweisbar, obwohl im Vergleich zu der 

Häufigkeit adulter CCR5+ NKT-Zellen kein signifikanter Unterschied festzustellen war. Der 

Befund der Th2-Gewichtung fetaler NKT-Zellen mit inflammatorischen Markern spiegelte sich 

auch in den IFNγ/IL-4 Verhältnissen wider. Einzig für CCR2 war in der fetalen CD4+ NKT-

Population ein signifikant höherer Prozentsatz an IL-4 synthetisierender NKT-Zellen 

nachzuweisen (Th2), wohingegen das IFNγ/IL-4 Verhältnis jedoch eine Th1-bias aufzeigte. 

Allerdings betreffen diese Beobachtungen zur fetalen Th2-bias fast nur DN NKT-Zellen, evtl. 

weil die Frequenz CD4+ NKT-Zellen für den entsprechenden Nachweis zu niedrig war 

(Ausnahme CCR2). Von NKT-Zellen, die homöostatische CKR trugen (CCR7, CCR9, 

CXCR4), wiesen nur CXCR4+ NKT-Zellen eine höhere IL-4-Synthese auf. Diesen Befund 

spiegelten die IFNγ/IL-4 Verhältnisse jedoch nicht wider. Zwar zeigte sich prozentual eine 

Th2-Tendenz (signifikant mehr IL-4 synthetisierende fetale DN NKT-Zellen), die aber nicht 

durch ein erniedrigtes IFNγ/IL-4 Verhältnis widergespiegelt wurde. 

Basierend auf diesen Beobachtungen leiten wir folgende Hypothese ab: „Effektor NKT“ (i.e.S. 

NKT-Zellen welche inflammatorische CKR exprimieren) sind an der Aufrechterhaltung des 

fetalen relativen Th2-Übergewichts beteiligt, das für die Aufrechterhaltung der 

Schwangerschaft wichtig ist 120,126,127. Homöostatische NKT-Zellen sind hingegen nicht an 

einer Th2-Immunantwort beteiligt, wobei für CXCR4+ NKT widersprüchliche Ergebnisse 

erzielt wurden. Die Tatsache, dass das Verhältnis IFNγ und IL-4 synthetisierender CXCR4+ 

NKT Zellen bei Erwachsenen und Feten ähnlich ist, spricht eher gegen eine Beteiligung dieser 

Population an der Aufrechterhaltung des Th2-Übergewichts. Weiter deuten diese Daten auf ein 
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unterschiedliches Migrationsverhalten fetaler versus adulter NKT-Zellen hin. Dies muss in 

künftigen Untersuchungen jedoch weiter überprüft werden.  
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8 Zusammenfassung 
 

Natürliche Killer T-Zellen (NKT)-Zellen sind nach dem heutigen Wissensstand zwischen dem 

angeborenen und erworbenen Immunsystem anzusiedeln und spielen eine wesentliche Rolle in 

der Regulation adaptiver Immunantworten. Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass 

NKT-Zellen bereits in utero aktiviert sind und somit bereits vor der Geburt an der Regulation 

von Immunantworten teilnehmen 128,129. Über die Funktion fetaler NKT-Zellen ist bisher 

jedoch wenig bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, das Chemokinrezeptor 

(CKR)-Expressionsmuster fetaler und adulter NKT-Zellen vergleichend zu untersuchen, um so 

Hinweise auf das Migrationsverhalten zu erhalten. Anhand der Expression Th1- bzw. Th2-

assoziierter CKR sollten Hinweise auf eine Th1- bzw. Th2- Funktion erarbeitet werden. In 

einem zweiten Schritt sollte das intrazelluläre Zytokinexpressionsmuster innerhalb der 

einzelnen CKR-exprimierenden NKT-Subpopulationen untersucht werden.  

Für die Untersuchungen fetaler NKT-Zellen wurden isolierte mononukleäre Zellen aus 

plazentarem Nabelschnurblut reifer, gesunder Neugeborener verwendet. Adulte NKT-Zellen 

wurden in peripherem Blut erwachsener, gesunder Spender ohne Nikotinabusus und ohne 

allergische Erkrankung untersucht. NKT-Zellen wurden durchflusszytometrisch anhand der 

Oberflächenexpression von Vα24 und Vβ11 definiert. Die fetalen und adulten NKT-Zellen 

wurden weiter in CD4+ und CD4-CD8-negative (doppelt-negative, DN) Subpopulationen 

unterschieden. Innerhalb dieser Subpopulationen wurde der Prozentsatz CKR-exprimierender 

NKT-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Im nächsten Schritt wurde die intrazelluläre  

IL-4 und IFNγ - Synthese innerhalb der CKR-exprimierenden NKT-Subpopulationen 

durchflusszytometrisch bestimmt. Hierfür wurde ein angepasstes Stimulationsprotokoll 

etabliert. 

Es konnte gezeigt werden, dass der Prozentsatz fetaler NKT-Zellen innerhalb der 

Lymphozyten signifikant niedriger als bei Erwachsenen ist. Innerhalb der NKT-

Zellgesamtpopulation sind DN NKT-Zellen sowohl im Nabelschnurblut, als auch bei 

Erwachsenen häufiger als CD4+ NKT-Zellen. Alle bei adultem Blut untersuchten CKR auf 

NKT-Zellen sind auch auf fetalen NKT-Zellen zu finden. Obgleich der Prozentsatz aller fetalen 

NKT-Zellen niedriger als bei Erwachsenen ist, sind die Prozentsätze einzelner fetaler CKR+ 
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NKT-Subpopulationen höher, was eine nicht-spiegelbildliche Verteilung zwischen Feten und 

Erwachsenen zur Folge hat. So sind vor allem Marker, die mit naiven T-Zellen assoziiert sind 

bzw. zu den homöostatischen Rezeptoren gehören, signifikant häufiger auf fetalen NKT-Zellen 

zu finden. (CCR7, CXCR4). Auch für Th2-assoziierte CKR trifft diese Beobachtung zu 

(CCR4, CCR8). Diese Befunde deuten auf ein unterschiedliches Wanderungsverhalten fetaler 

versus adulter NKT-Zellen hin. Fetale NKT-Zellen welche inflammatorische CKR (CCR2, 

CCR3, CCR5, CCR8, CXCR3) exprimieren, zeigen auf Zytokinebene im Vergleich zu NKT-

Zellen Erwachsener eine Th2-Gewichtung. Dies gilt auch für CCR5, der sonst typischerweise 

mit Th1-Immunantworten in Verbindung gebracht wird. Die IFNγ/IL-4 Verhältnisse spiegeln 

das Th2-Übergewicht in allen fetalen inflammatorischen CKR+ NKT-Subpopulationen wider, 

mit Ausnahme von CCR2. Jedoch gilt diese Beobachtung nur für DN NKT-Zellen 

durchgängig, wobei die Frequenz CD4+ NKT-Zellen möglicherweise zu niedrig war, um die 

entsprechenden Nachweise erbringen zu können (Ausnahme CCR2).  

Fetale NKT-Zellen welche homöostatische CKR (CCR7, CXCR4) exprimieren, zeigen auf 

Zytokinebene keinen signifikanten Unterschied des IFNγ/IL-4 Verhältnisses im Vergleich zu 

NKT-Zellen Erwachsener. 

Aus den Ergebnissen lässt sich schlußfolgern, dass fetale NKT-Zellen sich von NKT-Zellen 

aus peripherem Blut Erwachsener sowohl phänotypisch als auch funktionell unterscheiden. 

Dies deutet darauf hin, dass NKT-Zellen im Laufe des Lebens unterschiedliche Funktionen 

einnehmen. Basierend auf diesen Beobachtungen wird weiter hypothetisiert, dass fetale 

„Effektor“ NKT-Zellen (i.e.S. NKT-Zellen, welche inflammatorische CKR exprimieren) an der 

Aufrechterhaltung der fetalen Th2-Gewichtung, welche für die Erhaltung der Schwangerschaft 

notwendig ist, beteiligt sind. NKT-Zellen, welche homöostatische CKR exprimieren, spielen 

dagegen für die Aufrechterhaltung der Th2-Gewichtung keine Rolle. Diese Hypothese muss in 

weiteren Untersuchungen geprüft werden. 
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seit 27.11.2006                              Inhaberin der Apotheke im Kaufland in Lörrach 
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