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Einfihrung

1 Einfihrung

1.1 Natdrliche Killer T-Zellen: Schnittstelle zwisthen angeborenem und

erworbenem Immunsystem

Naturliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen) sind besoet T-Lymphozyten, die Eigenschaften
von T-Zellen und Naturlichen Killerzellen vereinand eine grof3e Rolle bei der Regulation
des Immunsystems spielen. NKT-Zellen tragen einefellfezeptor und sind daher per
definitionem T-Lymphozyten. Gleichzeitig haben $dverflachenrezeptoren, die nicht bei
konventionellen T-Lymphozyten zu finden sind, sandgypisch fur Nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen) sind und stehen somit an der Schnitstewischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem. T-Lymphozyten und NK-Zellegehen beide aus
lymphopoetischen Stammzellen hervor, unterschesttignjedoch in ihrer Funktion und ihrer
Morphologie deutlich voneinander. NK-Zellen werdeom angeborenen Immunsystem
gezahlt, da sie ein breites Spektrum von bei Pathery haufig vorkommenden
Oberflachenmerkmalen erkennen, die als PAMPS (patih@ssociated molecular patterns,
Pathogen assoziierte Molekulstrukturen) oder MAMABSIcrobe associated molecular
patterns, Mikroben assoziierte Molekdlstruktureazdichnet werden. NK-Zellen sind in der
frihen Phase der Abwehrreaktion aktiv. T-Lymphomytgehéren dem spezifischen
Immunsystem an und erkennen mit ihren jeweils $isehen T-Zellrezeptoren nur ein fir
jede T-Zelle individuelles Antigen. Die ReifungsiduAktivierungsphase der T-Lymphozyten
ist langer, ihre Spezifitdt jedoch um ein VielfasH&her. Das gleichzeitige Vorhandensein
von Merkmalen des angeborenen und des erworbenemursystems deutet auf einen
zentralen Platz der NKT-Zellen bei der Regulatioes dmmunsystems hin. Neben der
simultanen Expression von T-Zellrezeptor (TZR) @161, einem Oberflachenmarker, der
charakteristisch fir NK-Zellen ist, weisen NKT-Z&all weitere einzigartige Eigenschaften
auf. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen, defeZellrezeptorvielfalt die Erkennung
einer Vielzahl verschiedener Antigene ermoglichtabén NKT-Zellen ein extrem
restringiertes TZR-Repertoire. lhr T-Zellrezeptott hicht mit MHC-Molekllen in Kontakt,
sondern mit MHC-verwandten Molekilen, die als CDMdlekule bezeichnet werden. Diese
sind deutlich weniger polymorph als die MHC-Molekiilind prasentieren im Gegensatz zu
MHC-Molekilen nicht Peptidfragmente, sondern Lipidel Glykolipide. NKT-Zellen binden
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daher nicht wie konventionelle T-Zellen an MHC-Rinkomplexe, sondern an CD1d-
Glykolipidkomplexe. CD1-Gene sind im Gegensatz zH®AGenen stark konserviert und
unterscheiden sich kaum bei verschiedenen Spektgs NKT-Zellen sind in der Lage, in
kurzer Zeit groRe Mengen von Zytokinen zu sezeemieund damit andere Zellen zu
aktivieren. Die Fahigkeit der NKT-Zellen andere Ionmzellen zu steuern und damit Einfluss
auf die Immunfunktion des Organismus zu nehmemdglicherweisen utero aktiviert und
tragt beim Fetus zur Immunregulation bei. Dieserakiaristischen Eigenschaften von NKT-

Zellen sollen im Folgenden néher beschrieben werden

1.1.1 Merkmal des angeborenen Immunsystems: CD161

CD161 ist ein bei humanen NK-Zellen (Naturlichen li&eellen) vorkommender
Oberflachenmarker. Es handelt sich dabei um einllFigembran-Glykoprotein, das als ein
durch Disulfidbricken verbundenes Homodimer votli€P161 wird zur Familie der C-Typ
Lektin Superfamilie gerechnet. Bei Mausen entsprabdr Oberflachenmarker NK1.1 dem
humanen CD161. Urspringlich wurde angenommen, dé#s$.1 nur auf Natlrlichen
Killerzellen exprimiert wird (42). 1990 wurden ersils murine T-Lymphozyten beschrieben,
die neben T-Zellrezeptoren auch NK1.1 exprimieii@r; 104) und deshalb als ,Naturliche
Killer T-Zellen* bezeichnet wurden. Der T-Zellrezep dieser Natirlichen Killer T-Zellen
war monoklonal. Dieser monoklonale T-Zellrezeptarree vier Jahre spater auch bei einer
Subpopulation humaner T-Zellen nachgewiesen (68)damit humane NKT-Zellen erstmals
beschrieben. Humane NKT-Zellen tragen auf der Qdmhé das dem murinen NK1.1
homologe Oberflachenmolekil CD161. Die Funktion v@D161 ist noch nicht eindeutig
geklart. Die Bindung eines Liganden an CD161 betiNighen Killerzellen kannn vitro zu
einer Verminderung der zytotoxischen Aktivitat vbikK-Zellen fihren. Daneben existieren
auch Berichte, dass die Bindung eines monoklonAlgikorpers an CD161 eine gesteigerte
Proliferation von NK-Zellen ausldost (85). Untersungen von Pozo et al. deuten darauf hin,
dass CD161 nach Bindung eines Liganden mit dem mnggure Sphingomyelinase in

Interaktion tritt, dieses aktiviert und so intrda&ire Signalkaskaden in Gang setzt (85).

1.1.2 Merkmal des adaptiven Immunsystems: T-Zellrezptor

Konventionelle T-Zellen zeichnen sich durch eineorere Vielfalt ihres T-Zellrezeptor-
repertoires aus. Der T-Zellrezeptor ist aus eineund einer -Kette aufgebaut, die je aus
einer variablen (V-) und einer konstanten (C-)Rediestehen. Die-Kette besteht aus einem

V-, einem J- und einem C-Segment, dieKette hat zusatzlich zwischen V- und J-Segment
8
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ein D-Segment. Das Gen fur den T-Zellrezeptor dntiné&hrere verschiedene Kopien der
einzelnen Segmente. Zunachst wird aus den versaiead V-Segmenten zufallig eines
ausgewahlt und mit einem ebenso zuféllig ausgeehltSegment verbunden. Bei der

Kette erfolgt zunachst eine Verbindung von einerféliig ausgewéhlten V-Segment mit
einem D-Segment und dann die Verbindung dieses Komp mit einem zufallig

ausgewahlten J-Segment. V- und J-Segment und bei -8ette V-, D- und J-Segment
werden mit dem C-Teil verbunden (Abbildung 1). Derknipfung erfolgt dabei stets so,
dass die beiden Segmente, die verbunden werdeensalurch Schleifenbildung der DNA
nebeneinander gelangen und enzymatisch verknupftiene wahrend die DNA-Schleife

abgespalten wird.

Visn Vaz Vs Ja G —

Sommatische Rekombination

Vai o Cue >' Schritte im Zellkem

Rearrangierte DNA o :m:

Transkription

Spleiten E i -
Translation
Protein
(T-Zellrezeptor)

: Vit Dy d Cp
Rearrangierte DNA e -

Keimbahn-DNA

i C Ly Dpez Jp Upg

Abbildung 1: Rearrangement der T-Zellrezeptor - und -Kette (adaptiert von (50))

Im oberen Abbildungsteil ist die Bildung detKette dargestellt. Aus ungeféhr 70 verschiedenedeymenten

und 61 J-Segmenten wird zufallig je eines ausgawiiid diese beiden Segmente miteinander und mit@em
Teil verknipft. Der so rekombinierte DNA-Strang deKette wird dann transkribiert, das heil3t in mRNA
umgeschrieben und anschlielRend nicht codierendehiiite entfernt (Sgleil3en). Bis hierhin findet @#dung

des T-Zellrezeptors im Zellkern statt. Der ans@diede Schritt der Translation, die UbersetzungnuRNA-
Sequenz in die Proteinstruktur dekKette, findet im Zytoplasma der T-Zelle statt. emBildung der -Ketten
verlauft auf die gleiche Weise: hier wird aus cig2 V-Segmenten, 2 D-Segmenten und 13 J-Segmenten
wiederum je eines ausgewahlt, verknipft und mit deémeil verbunden. Nach Transkription, Splei3en und
Translation kénnen die fertigen und -Ketten zum T-Zellrezeptor zusammengelagert werden.
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Die zufallige Auswahl und Kombination verschiederféegmente wird als somatische
Rekombination bezeichnet und fiihrt in jeder T-Zelleeiner neuen individuell rearrangierten
DNA fur - und -Kette des T-Zellrezeptors. Diese wird in mRNA {#ztzt und nach dem
Spleil3en in das Zytoplasma der Zelle transportveotam Endoplasmatischen Retikulum die
Ubersetzung des Nukleotidcodes in eine Proteinsenseattfindet. Hier werden dann die
fertigen - und -Ketten zusammengefiigt und auf die Zelloberflachesportiert. Bei der
Zusammenlagerung der einzelnen V- und J-Segmentéewenach dem Zufallsprinzip
zusatzliche Nukleotide eingefiigt, die nicht auf Bermbahn DNA codiert sind und deshalb
als N-Nukleotide bezeichnet werden. Zunachst werdamu bestimmte Abschnitte des
Gensegments, die sogenannten Rekombinationsseaquahreh RAG-Komplexe gespalten.
Rekombinationssequenzen bestehen aus drei Elemesteem Abschnitt von sieben
konservierten Nukleotiden und einem Abschnitt aeismkonservierten Nukleotiden, die von
einer entweder 12 oder 23 Basenpaare langen Sequehi konservierter Nukleotide
getrennt sind (71). RAG-Komplexe sind Enzymkomplex& mehreren enzymatischen
Funktionen, die von RAG-Genen codiert werden, wdR&G fur ,recombination activating
gene* steht und die Funktion des RAG-Komplexes di@n Beginn der somatischen
Rekombination ausdrickt. RAG-Komplexe erkennen adém DNA-Doppelstrang
Rekombinationssequenzen, binden dort an die DNAspadten einen der freien Strange. Das
nun freie 5-Ende des gespaltenen Stranges reagmatt dem gegenlberliegenden
komplementéren Strang, der noch nicht gespalterDists flihrt zum Bruch des bis dahin
noch intakten Stranges und zur Ausbildung von Hadelstrukturen. Diese
Haarnadelstrukturen werden wiederum enzymatisctchdaten RAG-Komplex gespalten
(Abbildung 2). Dabei gelangen ehemals gegeniuberiedg komplementare Basen
nebeneinander und bilden zwei einzelstrangige, ngadimartige DNA-Abschnitte, die
miteinander an kurzen Stellen Basenpaarungen esngekdnnen. Aufgrund ihrer
palindromartigen Anordnung werden diese NukleoRelukleotide genannt.

10
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Rekombinationssequenzen, sodass = [=
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N
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| =
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Die RAG-vermittelte Spaltung der Haarnadel- ‘J\/L’
struktur erzeugt palindromartige P-Nukleotide T
S Z mEl L O
b 4
o [ »
J Durch DNA-Synthese und Ligation entsteht
.J_;-/T\ die codierende Verkniipfungssequenz
S
I 1
Anfligen von N-Nukleotiden durch TdT -
P N P

Abbildung 2: Einfiigen von N-Nukleotiden durch TdT (adaptiert aus (50))

Nun kénnen durch die Terminale Desoxynucleotidgifarase (TdT) bis zu 20 weitere, nicht
von der DNA-Matrize codierte Nukleotide (sogenanNt&ukleotide), enzymatisch an die
Einzelstrangenden angefiigt werden (97). Da nidet Bhsen komplementare Gegenstiicke
finden, werden ungepaarte Nukleotide durch DNA-R&jp@enzyme entfernt, so dass im
Durchschnitt 3 bis 5 zusatzliche Nukleotide bestebiiben (40). Licken werden durch
DNA-Ligasen aufgeftllt und der neu entstandenergt@nschlie3end mit den P-Nukleotiden
verbunden. Die N-Regionen bedingen durch ihre Posibnerhalb der - und -Ketten eine
gro3e Diversitat in der CDR3-Region des T-Zellreaeny die der Antigenbindestelle
entspricht. Die hohe Variabilitat der Nukleotidseqm des T-Zellrezeptors (rechnerisch®10
Moglichkeiten) fuhrt zu einem grol3en Repertoiresearedener T-Zellen, wobei jede mehrere
T-Zellrezeptoren tragt, die aber bei einer Zellenien die gleiche Antigenspezifitat besitzen.
Dies ermdglicht die Erkennung einer Vielzahl veredener Antigene.

Anders als bei konventionellen T-Lymphozyten is ¥ariabilitdt des TZR bei NKT-Zellen
stark eingeschrankt. So ist dieKette monoklonal und die Auswahl an vorkommenden
Ketten ist streng limitiert (83). NKT-Zellen bestz immer die gleiche-Kette V 24J 18, da
bei der somatischen Rekombination immer das V-Saegn2d und das J-Segment 18

ausgewahlt und verknupft werden. Die Sequenziedewy T-Zellrezeptors von NKT-Zellen

11
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Erwachsener ergab zudem, dass diegeette, von aulierst seltenen Ausnahmen abgesehen
(23; 28; 86), keine N-Region enthalt (28; 83).

Wahrend bei normalen T-Zellen jede beliebigeKette mit jeder beliebigen -Kette
kombiniert werden kann, liegt bei NKT-Zellen im hanen System in den meisten Féllen die
Kombination V 24V 11 vor (83).

1.1.3 Weitere Oberflachenmarker

Naturliche Killer T-Zellen kdnnen, wie konventiofeel T-Zellen, die kostimulatorischen
Molekile CD4 und CDS8 tragen (72). Die Angaben Ubler Haufigkeitsverteilung der
verschiedenen Subtypen doppelt-negativ (DN), CDgitjpo(CD4") und CD8-positiv (CD§
variiert in verschiedenen Literaturangaben. Sodme einige Autoren von einer Mehrheit
der DN NKT-Zellen (32), andere weisen den CZ4llen den groRten Anteil zu (18; 95) oder
sprechen von einer vergleichbaren Haufigkeit bet@emppen (66). Da eine Studie von Jing et
al. (52) darauf hinweist, dass die Haufigkeiten @@mzelnen Subtypen sich im Alter
verandern, ist es madglicherweise schwer, allgenidiigg Werte anzugeben. Einigkeit
herrscht dagegen Uber die geringe Anzahl von ‘CRRT-Zellen, die nur circa 3% aller
NKT-Zellen ausmachen (49; 88; 106). Bei konventileme T-Lymphozyten kommen zwei
Untergruppen vor: CD4T-Zellen mit Helferfunktion und zytotoxische CDg-Zellen. T-
Helferzellen werden wiederum in Thl- und Th2-Zellenterteilt. Diese Unterscheidung
berunt auf der unterschiedlichen Zytokinsekretiomd uderen Wirkung bei der
Immunregulation. Thl-Zellen synthetisieren haugtBéb Interferon (IFN- ), Interleukin
12 (IL-12) und Tumornekrosefaktor (TNF ) und bewirken eine Aktivierung der zellular
vermittelten Immunitét. Dies geschieht vor allenrafuStimulation von Makrophagen. Th2-
Zellen dagegen produzieren vornehmlich die Intdailes IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13
und vermitteln die humorale Immunitat, indem siesk#allen und Granulozyten anlocken
und B-Zellen aktivieren. Die Balance beider Forngem Immunantwort stellt eine Abwehr
von intrazellularen und extrazellularen Pathogesieher. CD4 T-Zellen erkennen an MHC-
Il gebundene, durch Denaturierung in Lysosomentamiene Peptidfragmente. CD3-
Zellen dagegen erkennen an MHC-I gebundene Pepfidedurch enzymatischen Abbau
zytosolischer Proteine in Proteasomen entstehenCMiNolekile préasentieren damit ein
Abbild der im Zellinneren vorhandenen Proteine. Iidis spielen CD8Zellen eine wichtige
Rolle bei der Erkennung von Tumorzellen oder vmtigierten Zellen, da diese verédnderte
Proteine bilden.

12
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Auch bei Natirlichen Killer T-Zellen unterscheidsich die Subpopulationen CH4DN und
CDS8" in der Auspragung von Oberflachenmolekilen, in 8ekretion von Zytokinen und
Chemokinen (siehe unten) und in der vermutlichenkEan. DN und CD8 Subpopulationen
sezernieren hauptsachlich Th1-Zytokine, wahrendaid” Population sowohl Th1- als auch
Th2-Zytokine ausschitten kann (68).

Neben CD161 tragen Naturliche Killer T-Zellen wegtdlr Naturliche Killerzellen typische
Oberflachenmolekile, wie zum Beispiel CD94 und NKWGZD159a). NKT-Zellen tragen
aulBerdem das fur T-Lymphozyten spezifische Obdrfiamolekiul CD3, CD7, ein fur T-
Zellen typisches Mitglied der Immunglobulin-Supenibe, das auf T-, B- und NK-Zellen
vorkommende CD27 und CD28, ein zur Aktivierung VMeZellen nétiges Molekdil (95).

1.1.4 Antigenerkennung
Konventionelle T-Lymphozyten erkennen an MHC-Moliekigebundene Peptide, NKT-

Zellen dagegen binden spezifisch an Lipide, diefthan CD1d-Molekilen prasentiert werden
(15; 103). CD1-Molekule ahneln im Aufbau MHC-Mold&d, sind aber im Gegensatz zu
diesen monomorph und stark konserviert (13; 116¢. ©D1-Familie besteht aus CDla, b
und c einerseits und CD1d andererseits, wobei mikdMolektle von NKT-Zellen erkannt
werden (15). CD1d-Moleklle werden auf Monozytemg@mingem Mald exprimiert, aul3erdem
auf dendritischen Zellen und Makrophagen und inenéhZahl auf B-Zellen und auch auf
Tumorzellen (11; 29; 31). Die Spezifitat der NKTHEa fir an CD1d gebundene Lipide
wurde bei Forschungsarbeiten mitGalactosylceramid GalCer), einem synthetischen
Glykosphingolipid entdeckt. Die Prasentation va@salCer durch dendritische Zellen hat eine
sehr starke Aktivierung der NKT-Zellen zur Folge &5). Da dieses synthetische Molekl
GalCer nicht der natirliche Ligand von NKT-Zelleeirs kann, wurden verschiedene
naturlich vorkommende Glykolipide, dieGalCer &hneln, als naturliche exogene NKT-
Liganden vorgeschlagen. So gibt es bestimmte Bektederen Zellwand GalCer-ahnliche
Glykolipide aufweisen (4). Ein endogener Ligandrdel bis heute noch nicht sicher
identifiziert. Von einigen Autoren wurde iGb3 (Idobotrihexosylceramid) als endogener
Ligand postuliert (4), inzwischen wird dies jedagieder bezweifelt (84; 102).
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1.1.5 Zytokinproduktion

NKT-Zellen zeichnen sich durch rasche und unmittedb Zytokinproduktion nach
Antigenerkennung aus (62), die keiner weiteren iRgfund Aktivierung durch Zytokine
bedarf, wie dies bei konventionellen T-Zellen datl kst. NKT-Zellen kénnen eine Vielzahl
von Zytokinen freisetzen: IFN; IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNF, TGF-
und GM-CSF (20; 75; 93). Ein einzigartiges Merkmater den Lymphozyten ist aber ihre
schnelle und andauernde IL-4 Produktion nach Adtiung. Sie sind also in der Lage sowohl
klassische Thl-Zytokine, wie IFN-IL-12 und TNF, als auch typische Th2-Zytokine, wie
IL-5, IL-10, und IL-13 zu produzieren. Wie konventelle T-Zellen kdnnen sich auch NKT-
Zellen im Laufe ihrer Entwicklung in Richtung Thiler Th2-Profil differenzieren.

1.1.6 Definition von NKT-Zellen

Aufgrund der Vielzahl hervorstechender Merkmale vKT-Zellen ergaben sich
verschiedene Definitionsmoglichkeiten fir dieseletel Die urspringliche Definition der
NKT-Zellen als T-Lymphozyten, die zusatzlich CD1éls NK-typischen Marker tragen,
geriet in die Kritik, als man entdeckte, dass akcmventionelle T-Lymphozyten nach
Stimulation, z.B. durch Virusinfektion, CD161 expieren kénnen (23; 100). Deshalb wird
die klassische Definition der NKT-Zellen als CD1jpdsitive T-Lymphozyten von einigen
Autoren als unzureichend bezeichnet (42; 61; 78)ziikommt, dass CD161 erst im Laufe
der Entwicklung auf NKT-Zellen exprimiert wird urgbmit bei unreifen Zellen noch nicht
vorhanden sein kann (5; 36; 81). Da wir mit Nabehscblut arbeiteten, entschieden wir uns
gegen diese Definition, um auch solche NKT-Zellefassen zu kdnnen, die CD161 noch
nicht exprimieren. Somit bieten sich noch die Re#kt mit an CD1d gebundenen
Glykoproteinen und der invariante T-Zellrezeptor Befinition der NKT-Zellen an. Die mit
Hilfe dieser Merkmale bestimmten Zellpopulation@mdgedoch nicht vollig deckungsgleich,
da manche CD1d reaktiven T-Lymphozyten den invéeiay 24 V 11 T-Zellrezeptor nicht
tragen (15; 30; 42) und als Typ Il NKT-Zellen bexwiet werden (42). Da in der
vorliegenden Arbeit der invariante T-Zellrezeptoenguer untersucht werden sollte,
definierten wir NKT-Zellen als solche T-Lymphozytedie in der Durchflusszytometrie
parallel die TZR-Ketten V24 und V 11 exprimieren und daher in der Durchflusszytoreetri
mit Antikdrpern gegen V24 und V 11 beide Antikorper gleichzeitig binden kdnnen. $2ie
Definition wurde in einer zusammenfassenden Arbeit Berzins et al. (8) als ,geeignet fur

die meisten Anwendungen beim Menschen* bezeichnet.
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1.1.7 Immunregulation durch NKT-Zellen

NKT-Zellen spielen bei vielen Vorgdngen des Immwtsyns eine wichtige Rolle, da sie
verschiedene Zellen des Immunsystems beeinflugdn $o0 kbnnen sie dendritische Zellen,
die ihnen an CD1d gebundene Lipidantigene pragentiestimulieren, so dass diese
bestimmte Rezeptoren hochregulieren. Dies bewinké eveitere Aktivierung von NKT-
Zellen und NK-Zellen, deren IFN-Sekretion und zytolytische Aktivitat gesteigertrav(16;
25; 59; 111). Bei dendritischen Zellen werden kostatorische Rezeptoren vermehrt an der
Oberflache exprimiert und die Prozessierung undsdhtation von Antigenen an MHC
Molekulen verstarkt. So wird eine effektive Aktivieg auch des adaptiven Immunsystems
ermoglicht (33; 34).In vitro Studien konnten zudem zeigen, dass NKT-Zellen Bede
stimulieren und zur Antikdrperproduktion anregeid;(38). NKT-Zellen konnen durch das
von ihnen produzierte IFN-neutrophile Granulozyten anlocken (90). Die raguischen
Einflisse von NKT-Zellen auf das Immunsystem werdeish daran deutlich, dass NKT-
Zellen und CDACD25" Regulatorische T-Zellen (Tregs) sich gegenseigigftussen und die
gleichen Signalwege benutzen (18).

Die regulatorischen Fahigkeiten der NKT-Zellen wamrdauch hinsichtlich ihres Einflusses
auf die Entstehung und Bekdmpfung von Krankheitenumtersucht. Dabei zeigte sich bei
Studien am Mausmodell mit den Bakteriétreptococcus pneumonja®seudomonas
aeruginosaund Borrelia burgdorferj dass das Vorhandensein von NKT-Zellen mit einer
geringeren Auspragung von Krankheitssymptomen uriheten Uberlebenschancen
assoziiert war (54; 63). Des Weiteren weisen eingidienergebnisse, sowohl im
Mausmodell als auch im humanen System, daraufdaiss NKT-Zellen an der Bekampfung
von Tumorzellen beteiligt sind (21; 46; 55; 101juden mit dem Ziel, die Rolle der NKT-
Zellen bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungenbeleuchten, brachten sowohl
Ergebnisse, die auf einen protektiven Effekt derTN&ellen hinweisen (19; 35; 48; 99), als
auch solche, die eher auf eine krankheitsférdekvitkung hindeuten (58; 107; 118). Dies
trifft auch auf Studien zu, die einen Zusammenhamigchen der Anzahl von NKT-Zellen in
der bronchioalveolaren Lavage und der Auspragung Aesthma bronchiale herzustellen
suchten (1; 110; 114). Dennoch scheinen bestimni&-Rellen, die den 1I-17 Rezeptor
exprimieren, fur die Entstehung von Asthma nétigsein (108). Die Ergebnisse von Meyer et
al. (73) deuten zudem darauf hin, dass NKT-Zellen allem fur schwere steroidresistente
Formen von Asthma pathogenetisch von Bedeutung dmdie nicht wie konventionelle T-
Zellen durch Steroide an der Zytokinausschutturigrgiert werden (76).
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1.1.8 NKT-Zellen und das fetale Immunsystem

Wie oben dargestellt, gibt es viele Hinweise ankenichtige immunregulatorische Funktion
der NKT-Zellen beim Erwachsenen. In Anbetracht Hekenntnis, dass bereits im frihen
Kindesalter Weichen flr eine spatere Manifestatton Krankheiten im Erwachsenenalter
gestellt werden konnen, werden NKT-Zellen auchHmblick auf ihren Einfluss auf das

frihkindliche Immunsystem betrachtet.

1.1.8.1 Besonderheiten des fetalen Immunsystems
Fetale Zellen tragen auf ihrer Oberflache sowohttenliche als auch vaterliche Antigene.

Trotzdem kommt es in den meisten Féllen zu einentbEstehen der Schwangerschaft und
nicht zu einer Abstol3ung wie bei Organtransplaotetn. Dieses Phanomen ist nicht dadurch
zu erklaren, dass der Fetus durch den Uterus fdistdndig vom miitterlichen Immunsystem
abgeschirmt ware, denn fetale Trophoblastzellendeamaktiv in das Myometrium ein und
eroffnen dort die uterinen Spiralarterien. Zudermmkfioniert die mitterliche Toleranz
gegeniber dem sich entwickelnden Fetus nicht nenmwalleine die vom Vater geerbten
Antigene fur das mdutterliche Immunsystem Fremdamigg darstellen, sondern auch bei
Schwangerschaften, die durch Eizellspende zustkaaen. Bis jetzt ist noch nicht eindeutig
geklart, welche Mechanismen die Toleranz des diganfremden Gewebes wéhrend der
Schwangerschaft bewirken. Zahlreiche Studien wgesaoch darauf hin, dass dies durch eine
Th2-Polarisation von fetaler und maternaler Immétngeschieht (115). An diesem Wechsel
von Thl zu Th2 ist wahrscheinlich unter anderemhsiemonelle Umstellung wahrend der
Schwangerschaft beteiligt. Es gibt jedoch auch leise, dass fetale Zellen zu der
Umwandlung des miitterlichen Immunsystems beitra§enkénnen Trophoblastzellen durch
die Exprimierung von HLA-G miutterliche Makrophager,.-Zellen und Natirliche
Killerzellen regulieren (17). Des Weiteren bestehé¢ Moglichkeit, dass Th2-typische
Zytokine, die von fetalen Zellen produziert werdemch zu einer Th2-Polarisierung des
maternalen Immunsystems beitragen. Wahrend diesorhate Differenzierung des
Immunsystems in Richtung Th2 fir die Aufrechtennadf einer Schwangerschaft
Voraussetzung zu sein scheint, gibt es auch Himweaf nachteilige Effekte dieser
Balanceverschiebung zu Th2. Man vermutet, dasg kliePolarisierung des neonatalen und
kindlichen Immunsystems zu einer weniger effizientdbwehr von Pathogenen fihrt,
weshalb auch von einer ,Unreife des kindlichen Imsystems® gesprochen wird. Dies
auf3ert sich in der hohen Anfalligkeit Neugeboremad Sauglinge fur bakterielle und virale
Infektionen. Nach Angaben der WHO sterben jahrlci@ Millionen Kinder im Alter
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zwischen ein und zwolf Monaten an akuten meistiragpischen oder gastrointestinalen
Infektionen (113), wahrend diese Infektionen beier@n Kindern meist nicht todlich
verlaufen. Versuche, diese Beobachtungen mit Uctieaden zwischen Immunzellen
Erwachsener und Neugeborener zu korrelieren, kanmeggen, dass fetale T-Lymphozyten
weniger Zytokine produzieren und geringere zytebltie Aktivitat als T-Zellen Erwachsener
zeigen, wahrend B-Lymphozyten weniger Antikorpeoduzieren (siehe Ubersichtsarbeit
(10)). Aber nicht nur T- und B-Lymphozyten, sondemwnch andere immunologisch aktive
Zellen verhalten sich je nach Alter unterschiedlilo konnte gezeigt werden, dass sich die
.unreife® des neonatalen Immunsystems nicht auf uhd B-Lymphozyten beschrankt,
sondern dass auch fetale AntigenprasentierendeerZglAPZ) im Vergleich zu APZ
Erwachsener in geringerem Ausmal} aktiviert werdimmkn oder selbst weniger in der Lage
sind, Zytokine zu produzieren und andere Zellerakiivieren. Dies deutet darauf hin, dass
weniger ein Defekt einzelner Zellen fir die besaadeEigenschaften des frihkindlichen
Immunsystems verantwortlich ist, sondern das Zusamspiel und die gegenseitige
Regulation der Immunzellen. Untersuchungen im Madet konnten zeigen, dass T-Zellen,
die aus der Milz neugeborener Mause isoliert unohdauf erwachsene Mause transferiert
wurden, in der Lage waren, eine Thl-Antwort gegdreumocystis carinizu induzieren,
obwohl die neugeborenen Méause urspringlich nickuda der Lage waren (89)n vitro
Studien an menschlichen und tierischen T-Zellegteai zudem, dass gro3e Mengen IL-4
ausreichen, die Synthese eines Bestandteils d&2 Rezeptors zu unterbinden, was zu einer
Th2-Ausrichtung der T-Zellen fuhrt (60). Um die Nhamismen genauer zu verstehen, die
dazu fuhren, dass das fetale Immunsystem in didgsse arbeitet, und um in Zukunft
Moglichkeiten zu finden, die Th2-Polarisierng deseujeborenen therapeutisch zu
beeinflussen, um beispielsweise die Anféalligkeit kifektionen zu verringern, ist es notig,
die beteiligten Zellen genauer zu untersuchen um@ iRolle im Zusammenspiel des
Immunsystems abzuschatzen.

Im Zusammenhang mit therapeutischen Moglichkeitdre sich durch das genauere
Verstandnis der immunologisch aktiven Zellen ergels®ll auch eine weitere Besonderheit
des fetalen Immunsystems genannt werden. Die Bessuing mdglicher Krankheitsrisiken
durch ,Programmierung” wahrend der Fetalperiodektrimmer starker ins Interesse der
Wissenschaft. Am Beispiel des allergischen Asthid@ast sich die Beeinflussbarkeit des
fetalen Immunsystems im Hinblick auf die spaterenimfunktion beleuchten. Schon seit
langerer Zeit ist bekannt, dass Rauchen wahren®dwawvangerschaft ein erhéhtes Risiko fur

die spatere Entwicklung von Asthma bei den Nachkemmarstellt. Jingere Forschungen
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konnten dabei zeigen, dass dies nicht nur durcle &tdrung der fetalen Lungen- und
Bronchialentwicklung (91), sondern auf eine Beeisdlung des fetalen Immunsystems
zuruckzufiihren ist (80). Vergleiche an Kindern,esteMutter wahrend der Schwangerschatft
unterschiedlichen Umweltfaktoren ausgesetzt wazeigten zum Beispiel, dass Kinder aus
landwirtschaftlichen Familien seltener an Asthmdda als Stadtkinder. Dabei fiel auf, dass
die Umweltfaktoren, die wahrend der Pranatalzést aochin uterg auf das Kind einwirken
von wesentlicher Bedeutung fur eine spatere Erkmag&neigung sind (45; 87). So konnten
Schaub et al. zeigen, dass im Blut von Neugeborederen Mutter auf einem Bauernhof
lebten und arbeiteten, mehr regulatorische T-Zel{@nregs) zu finden waren als bei
Kontrollen ohne Bauernhofumgebung (98). Leidet dihdter an Asthma ist das Risiko der
Nachkommen an Asthma zu erkranken hdher, als wemnVater Asthmatiker ist, was
wiederum dafur spricht, dass dieser Einfluss wahrder Schwangerschaft bereits pragend
fur das kindliche Immunsystem ist. Diese Hinweiggdeutlichen die Modulierbarkeit des
fetalen Organismus und des Immunsystems. Geht mmaondaus, dass man diese suszeptible
Phase therapeutisch nutzen kann, ergaben sich exsphechende Madglichkeiten,
Krankheitsrisiken frihzeitig zu identifizieren undiurch gezieltes Eingreifen auf
Programmierungsmechanismen wahrend der Fetalpepdilentiv auf eine Vielzahl von
Krankheiten Einfluss zu nehmen. Da aber bis jeiztMechanismen, die einerseits zu einer
Dominanz der Th2-Immunantwort beim Neugeborenen andererseits zu der grof3en
Beeinflussbarkeit des Immunsystems préanatal fuhmenh nicht bis ins Detail geklart sind,
ist es wichtig, zellulare Grundlagen des fetalemlmsystems genauer zu untersuchen. Da
die verschiedenen Bestandteile des Immunsystemeszealiularen wie auch die l6slichen
Plasmabestandteile, bei Erwachsenen und Neugelmonergieicher Weise vorhanden sind,
sind die Unterschiede moglicherweise durch versignartige Regulationsmechanismen im
fetalen und neonatalen Immunsystem verursacht. R&-Rellen, die bei Erwachsenen eine
groRe Rolle bei der Regulation anderer ImmunzeBerelen, moglicherweise auch bei
Neugeborenen wesentlich zur Immunregulation begtnagsollen diese funktionell und

strukturell ndher beleuchtet werden.

1.1.8.2 Fetale NKT-Zellen
Da NKT-Zellen nicht nur reine Effektorzellen sirehndern regulatorische Funktion austiben

und damit moglicherweise essentiell zu den bes@mgdevom ausgereiften Immunsystem
abweichenden, Eigenschaften des fetalen Immunsgstesitragen, untersuchten wir diese

Zellpopulation im Nabelschnurblut. NKT-Zellen korambeim Menschen, nicht jedoch in
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der Maus, auch im Nabelschnurblut vor und zeigerilidbe Unterschiede sowohl zu anderen
fetalen T-Zellen als auch zu NKT-Zellen ErwachsehNarmalerweise zeigen fetale T-Zellen
einen naiven Phéanotyp, was bedeutet, dass sie natit mit Antigenen in Kontakt
gekommen sind. Nach Antigenkontakt verandern Imraliez das Expressionsmuster ihrer
Oberflachenmarker. Von besonderer Bedeutung isbéieder Marker CD45, eine Protein-
Tyrosin-Phosphatase, die bei der Steuerung vorwZelistum, Differenzierung und Mitose
eine grol3e Rolle spielt und wichtig fur die von Wind B-Zellrezeptoren vermittelten
Signalwege ist. Von dem Oberflachenmarker CD45tiexen verschiedene Isoformen, die als
CD45RO0O (fur ,memory*) und CD45RA (fur ,naiv*) bez#inet werden. Bei Effektor- und
Gedéchtniszellen, die schon mit Antigenen in Kontadaren, kommt hauptsachlich die
Isoform CD45R0O vor (43).

Da mononukleare Zellen aus Nabelschnurblut nochekeAntigenkontakt hatten, zeigen sie
eine hohe Expression von CD45RA und eine geringadssion von CD45R0O. Wenn diese
Zellen dann mit Antigenen in Kontakt kommen, wirdd45RA herunter- und CD45R0O
heraufreguliert. AuRerdem wird die Expression vad6eL, einem Zelladhasionsmolekil aus
der Familie der Selektine, das als Rezeptor fuZikésteuerung von Lymphozyten dient und
als Marker fur den naiven Zustand einer Zelle gatringert (94; 112).

NKT-Zellen dagegen zeigen schon bei Geburt den &gan der charakteristisch fur
Effektor- und Gedéachtniszellen ist. Sie exprimie@D45R0O in hohem Mal3, CD45RA und
CD62L dagegen kaum (112). Ein grof3er Anteil fetdT-Zellen tragt auRerdem CD25,
einen weiteren Oberflachenmarker, der eine vor dwiZeit stattgefundene Aktivierung
anzeigt (22; 112). Bei CD25 handelt es sich umTgip | Transmembranprotein, das die
Kette des IL-2 Rezeptors darstellt.

Dies deutet darauf hin, dass NKT-Zellen schiorutero Antigenkontakt haben und daher
maoglicherweise an der Immunregulation und Tolerdag Fotus wesentlich beteiligt sind.
Somit vereinen fetale NKT-Zellen Merkmale von naivwend reifen Zellen, da sie zwar den
Phanotyp von schon mit Antigen in Kontakt gekomnme#ellen tragen, ihre Funktionalitat
jedoch der von naiven Zellen entspricht (22).

Die Mehrzahl fetaler NKT-Zellen ist CD426; 32; 96), wahrend bei Erwachsenen CDdd
DN NKT-Zellen ungeféahr gleich haufig vorkommen. Kadki et al. konnten zeigen, dass
fetale NKT-Zellen nach langerer Kultur mehr IL-4duweniger IFN- produzieren, sich aber
leichter als NKT-Zellen Erwachsener durch Kokultmit entsprechenden dendritischen
Zellen zu einer Anderung ihres Zytokinexpressioa8jsr treiben lassen (53). Die beiden

oben genannten Arbeitsgruppen und die Gruppe umbdyashi zeigten unabhangig
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voneinander, dass NKT-Zellen, die aus Nabelschotudwonnen wurden, nicht sofort bei
Stimulationin vitro Zytokine produzieren, sondern erst bei einer zweg8mulation (22; 32;
53).

Fetale NKT-Zellen unterscheiden sich auch in despgkéigung von Chemokinrezeptoren auf
der Oberflache von NKT-Zellen Erwachsener. Chemmldimd Botenstoffe, die von Zellen
ausgeschuttet werden und die Wanderung von Immlenzedntlang eines Gradienten
bewirken, was als Chemotaxis bezeichnet wird. Bs Zvei Gruppen von Chemokinen: Die
,CC-Chemokine“ enthalten zwei benachbarte Cystsierevahrend bei ,CXC-Chemokinen®
die Cysteinreste durch eine andere Aminoséaurergetend. Die Rezeptoren fur Chemokine
sind aus sieben die Plasmamembran durchspannerafean@en aufgebaut und bewirken eine
Weiterleitung des Signals Uber G-Proteine ins @eéire. Bei Untersuchungen an NKT-
Zellen von Erwachsenen zeigte sich, dass dieseCHemokinrezeptoren CXCR3, CCRS5,
CCR6 in hohem Mald exprimieren, die Rezeptoren CXCRACR6 und CCR4 mittelstark
und die Rezeptoren CCR7, CXCR1 undsCR1 gering, wahrend CCR1 und CCR2 variabel
ausgepragt werden (109). Im Vergleich zu konvemiien CD4+ T-Lymphozyten
exprimieren NKT-Zellen mehr CCR1, CCR2, CCR5, CCRBCR1, CXCR3, CXCR6 und
CXsCR1 (109). Eger et al. zeigten, dass der prozemtéaiteii CCR4 NKT-Zellen im
Nabelschnurblut hoher ist als im peripheren Bluiv&thsener. CCR4 gilt zusammen mit
CCRS als ein typischer Chemokinrezeptor fur Th2apsierte Zellen. In Vorarbeiten unserer
eigenen Arbeitsgruppe gab es zudem Hinweise, dd€$-A¢llen aus Nabelschnurblut
haufiger CCR#4 und CCRS sind und dass sie haufiger IL-4 produzieren alsTha¢llen
Erwachsener. Diese Ergebnisse wurden mittels Diussdytometrie an fetalen 24’V 11
ermittelt, wobei nicht geklart war, ob sich diesell@n mit NKT-Zellen Erwachsener
gleichsetzen lassen. Denn der typische Aufbau désllfezeptors von NKT-Zellen, bei dem
die -Kette aus einer Kombination von ¥4 und J18 besteht und der keine zusatzlich
eingeflgte N-Nukleotide enthélt, wurde bei fetaMKT-Zellen noch nie untersucht. Auf
mogliche Unterschiede bei dem Aufbau des T-Zelpgas weisen Untersuchungen von
D’Andrea et al. hin, die zeigten, dass fetale NKdll&n ein polyklonales V11-Muster
zeigen, wahrend bei NKT-Zellen Erwachsener did }/Kette oligoklonal ist (22). Damit ist
noch unklar, ob es sich bei den untersuchten Zelierfetale NKT-Zellen handelt, ob diese
aber eventuell strukturelle Unterschiede im T-Zaéptor aufweisen, oder ob Studien, die
fetale NKT-Zellen untersuchten, sich in Wirkliclikenit fetalen NKT-ahnlichen Zellen

beschaftigten.
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2 Zielsetzung

NKT-Zellen bei Erwachsenen sind beziglich ihresuldtirellen Aufbaus und ihrer
Funktionen gut charakterisiert. Zu fetalen NKT-2all beziehungsweise je nach Definition
V 24V 11" T-Zellen oder CD1d reagiblen T-Zellen, existieremeitaus weniger
Untersuchungen. Diese ergaben jedoch Anhaltspudkies NKT-Zellen Neugeborener und
NKT-Zellen Erwachsener Unterschiede aufweisen, waddee Untersuchungen auf der
Annahme griinden, dass auch fetal2¥V 11" T-Zellen NKT-Zellen sind und damit den
invarianten T-Zellrezeptor haben, desserKette aus der Kombination des variablen
Segments 24 und des Joining-Segments 18 entstedghald untersuchten wir den T-
Zellrezeptor fetaler NKT-Zellen im Hinblick auf dierage, ob fetale \24'V 11" T-Zellen
tatsachlich NKT-Zellen sind. Da die strukturellesBaderheit der NKT-Zellen im Vergleich
zu konventionellen T-Zellen in ihrem invarianternZ@Hrezeptor mit einer -Kette liegt, die
aus der Kombination des V-Segments 24 und des dhw&dg 18 besteht und keine N-
Nukleotide besitzt, stellten wir uns die Frage, e funktionellen Unterschiede zwischen
fetalen und nicht-fetalen NKT-Zellen ein struktlesl Korrelat haben und sich durch
Unterschiede im Aufbau des T-Zellrezeptors erklatassen. Hinweise darauf geben
Pilotversuche unserer Arbeitsgruppe an Nabelschumuiese weisen darauf hin, dass sich
fetale NKT-Zellen in der Struktur des T-Zellrezegstovon NKT-Zellen Erwachsener
unterscheiden. In den Vorversuchen wurde mRNA aabeblchnurblut isoliert, in cDNA
umgeschrieben, alle \24 positiven T-Zellrezeptoren amplifiziert und mHilfe von
Bakterien kloniert. Diese Klonierungsprodukte wurdanschlie3end einer spezifischen
V 24J 18 PCR unterzogen und die Sequenz analysiert. Dadgie sich, dass \24J 18
Transkripte im Nabelschnurblut deutlich variablersfallen als bei Vergleichsproben aus
periphervenésem Blut Erwachsener. Um sicher zlestallass es sich bei diesen Transkripten
wirklich um Amplifikate der T-Zellrezeptor -Kette von NKT-Zellen handelt, sollte
zusatzlich eine durchflusszytometrische Zellsantgr vorgenommen werden, um dann die
MRNA aus den sortierten Zellen zu gewinnen. Willtste die These auf, dass fetale NKT-

Zellen im Vergleich mit adulten NKT-Zellen Gberpmponal N-Regionen enthalten.
Diese These sollte in der vorliegenden Doktoraritegrprift werden.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragestellungen:
Unterscheiden sich die Nukleotidsequenzen des IFezeptors bei den NKT-

Subpopulationen ,doppelt-negativ’, ,CD4-positiv‘ din ,CD8-positiv*
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innerhalb der beiden Gruppen fetale NKT-Zellen umdht-fetale NKT-
Zellen?

Unterscheiden sich fetale NKT-Zellen hinsichtlicer dNukleotidsequenz des
Gens fur den T-Zellrezeptor AV24AJ18 von den NKTI&®e Erwachsener?
Unterscheiden sich einzelne Subpopulationen desleiet NKT-Zellen
hinsichtlich des AV24AJ18 Nukleotidsequenz von tigdtalen NKT-Zell-
Subpopulationen?

Liegen bei fetalen NKT-Zellen im Gegensatz zu nigtalen NKT-Zellen N-
Regionen vor?

Handelt es sich bei fetalen 24V 11" T-Zellen um fetale NKT-Zellen?
Handelt es sich bei den in Vorversuchen gefund@ng£allen mit N-Regionen
um fetale V 24’V 11" NKT-Zellen?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Glas- und Plastikmaterial

50 ml Perfusion Syringe BD, Heidelberg
Safety-Multifly-Set Sarstedt, Niumbrecht
Zellkulturflaschen (80cm?) Nunc, Langensebold
Stripetten (5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt, Nimbrecht
15ml/50ml R6hrchen Greiner, Frickenhausen
Pipettenspitzen SafeSeal Biozym, Oldendorf

(2,5; 20; 100; 200; 1000p)

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
QIACube Rotor Adapters QIAGEN, Hilden
RNeasy Mini Spin Columns QIAGEN, Hilden
QIAshredder Spin Columns QIAGEN, Hilden
Collection tubes (1,5ml) Sarstedt, Numbrecht
Safe-lock tubes (1,5ml, 2ml) Eppendorf, Hamburg
QIACube Pipettenspitzen QIAGEN, Hilden
PCR-Reaktionsgefalie (0,2ml) Eppendorf, Hamburg

3.1.2 Reagenzien

Heparin-Natrium 25000I.E. / 5ml Ratiopharm, Ulm
VLE RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin
Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin
DPBS GIBCO Invitrogen,
Karlsruhe
FACS Flow BD, Heidelberg
FACS Clean BD, Heidelberg
FACS Shutdown Solution BD, Heidelberg
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Ethanol 100%

Buffer RLT

Buffer RW1

Buffer RPE

RNase-Free Water

gDNA Wipeout Buffer
Quantiscript Reverse Transcriptase
PCR Puffer

Tag-Polymerase (500Units 5U/ul)
Agarose

Ethidiumbromid

3.1.3 Antikorper

V 24/ FITC
CD161/PE

V 11/PE

CD8 / PerCp-Cy5.5
CD4 / APC

3.1.4 Oligonukleotide

Primer:

Roth, Karlsruhe
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Beckman-Coulter, Krefeld
BD, Heidelberg
Beckman-Coulter, Krefeld
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

Metabion, Martinsried

V 24 neu: 5-GAA CTG CAC TCT TCA ATG C-3
J 18 neu: 5’-TCC AAA GTA TAG CCT CCC CAG-3

Molekulargewichtsmarker:

50 bp DNA ladder
Reverse Transcriptase Primer Mix
dNTPs
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3.2 Gerate

Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Easypet Eppendorf, Hamburg

Mikropipetten Eppendorf, Hamburg

Kihlschrank 4°C Bosch, Gerlingen

Gefriergerat -20°C Bosch, Gerlingen

Zentrifuge Rotanta 460 R Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie 2 Scientific Industries
Bohemia, NY, USA

Durchflusszytometer FACS Canto BD, Heidelberg

QIA Cube QIAGEN, Hilden

Nano Drop Thermo Fisher Scientific
Inc., Massachusetts, US

PCR-Cycler: TGradient Biometra, Gottingen

Mikrowelle Bosch, Gerlingen

MoFlo Cellsorter Beckman Coulter, Fort

Collins, Colorado, US

3.3 Methoden

3.3.1 Probandenauswahl

Zunachst wurden erwachsene Blutspender rekrutngeschlossen wurden weibliche und
mannliche Probanden im Alter zwischen 18 und 65elabie Ausschlusskriterien waren
chronische Erkrankungen, atopische Erkrankungetueld& Infektion, die Behandlung mit
immunsuppressiven Medikamenten, SchwangerschaftPaemsonen, die jinger als 18 Jahre
oder alter als 65 Jahre waren. Die bei der Dursbflytometrie ermittelte Haufigkeit von
NKT-Zellen im peripheren Blut wurde als Auswahlkrium fiir die weiteren Versuche
gewahlt. Nur Blutspender mit einer prozentualen figieit von mehr als 0,1% NKT-Zellen
gemessen an der Gesamtzahl der Lymphozyten wurtermagliche Spender fur die

folgenden Versuche selektiert. Von diesen geeigneBpendern wurden nach dem
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Zufallsprinzip drei ausgewahlt, erneut zur Blutatma einbestellt und das hierbei
gewonnene Blut fur die Sortierversuche verwendet.

Bei den Nabelschnurblutproben wurden sowohl vagitebuch per Kaiserschnitt entbundene
reife Neugeborene als Probanden zugelassen, datmikturelle Unterschiede bei NKT-
Zellen aufdecken wollten, die unabhangig vom Gefoodus sind. Mdutterliche Atopie,
Frihgeburtlichkeit und akute Erkrankungen des Neogmen galten als
Ausschlusskriterium, da diese bereits eine Vorsigeierung der Immunzellen darstellen
konnten, indem bestimmte Zellen starker prolifemeoder aktiviert werden, wahrend andere
inhibiert werden, was die Untersuchungsergebniss&ilgchen kbnnte. Zum Ausschluss der
Kontamination mit mutterlichem Blut wurde von deab¢lschnurblutproben vor der weiteren
Verarbeitung Serum abgenommen und dieses auf ddsahaensein von IgA getestet. Bei
allen verwendeten Proben lag der IgA-Gehalt untermg/dl und damit unter der

Nachweisgrenze.

3.3.2 Fraktionierung mittels Ficoll-Hypaque-Dichtezntrifugation

In Zellkulturflaschen wurden 70ml RPMI fir die Vache mit adulten Spendern und 160ml
RPMI flur die Versuche mit Nabelschnurblut vorgelegid die Wande gut benetzt. 50ml
heparinisiertes Vollblut erwachsener Spender bzv.n8 heparinisiertes Nabelschnurblut
wurden mit dem vorgelegten RPMI gemischt und dan8( ml des Gemisches langsam auf
20 ml Ficoll geschichtet. Dabei ist zu beachtessddas Blut moglichst wenig mit der Ficoll-
Losung in Kontakt kommt und sich die Phasen nigdrmischen, da Ficoll zytotoxisch ist.
Danach wurden die R6éhrchen 20 Minuten bei 2000 RBNE Bremse zentrifugiert. Ficoll ist
ein stark verzweigtes Polymer aus Saccharosemelekllie standardisierte Dichte liegt bei
1,077 g/ml und ist damit gro3er als die Dichte vhymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten, aber geringer als die Dichte von litogyten. Durch die besonderen
Dichteeigenschaften der Ficollldsung bildet siclkcaler Zentrifugation eine Schichtung
(Abbildung 3), so dass eine ringférmige Phaseddd.ymphozyten enthélt, sichtbar wird.
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@ Die milchige Schicht der mononuklearen

Zellen (MNZ) wurde vorsichtig mit 10ml
Pipetten abgenommen und in neue

Rohrchen Uberfiihrt. Diese wurden auf

— Plasma 45ml aufgefullt und 10 Minuten bei 1900
RPM mit Bremse zentrifugiert.

! M kles . .

— Z;’l‘;’n”“ s Der Uberstand wurde abgenommen, die

N Ficoll Zellpellets in 2ml RPMI aufgenommen

und in ein gemeinsames Ro6hrchen

\/'L Erythrozyten uberfihrt.

Abbildung 3: Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation
Ausbildung der Schichtung nach erfolgter Zentrifima
(adaptiert von (77))

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe dsleubauer-Zahlkammer. Anschliel3end
wurde die Zellsuspension mit DPBS auf 45ml aufdefiind nochmals 10 Minuten

zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurdesinviel FACS-Puffer (DPBS & 2%FCS)

aufgenommen, dass eine Konzentration véhzEllen pro 1ml vorlag.

3.3.3 Durchflusszytometrie

3.3.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie dient der Unterscheiduiog \Zellen oder anderen Partikeln nach

GrolRe, Granularitat und dem Vorhandensein markierbaxtra- oder intrazellularer

Strukturen oder Molekile, indem die zu analysieegndellen einzeln von Lasern angestrahlt
werden und das dabei reflektierte Licht gemessed.\dunadchst wird die Probenflissigkeit
eingesaugt und durch eine Dise in die sog. ,flol eexgespeist. Hier umgibt eine schneller
flieBende Tragerflussigkeit die Probe, was eine uSsierung der Probenfllissigkeit im
Zentrum des Flussigkeitsstrahls bewirkt. Dies hat Eolge, dass die einzelnen Zellen
hintereinander in einem laminaren Fluss das Metasysdes Durchflusszytometers
durchlaufen und jeweils einzeln von Lasern angbktraerden konnen (Abbildung 5). Das

Ausmald und die Richtung des gestreuten Lichts werdeschlielend von einem
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Detektorsystem erfasst, in Digitalwerte umgewandeltl diese dann an einen Computer
weitergeleitet. Somit lassen sich Gré3e und Granétader Zellen erfassen. Die Grol3e der
Zellen wird ermittelt, indem das ungestreute Lightmessen wird, das an einer Zelle vorbeli
auf den Detektor gelangt. Die Granularitat lassth saus dem Anteil des um 90° zur
Einfallsebene abgestrahlten Lichts bestimmen. Zukdénmen Strukturen auf der Oberflache
der Zellen oder intrazellulare Proteine vor der ddflusszytometrie mit fluoreszierenden
Farbstoffen, sogFluorochromen, markiert werden. Trifft ein Lasembtr auf eine mit
Fluorochromen markierte Zelle, wird das vom Lasesgestrahlte Licht in einer anderen
Wellenlange zurickgeworfen und ermoglicht somiteeweitere Charakterisierung der zu
untersuchenden Zellen beziglich des VorhandensiEngzuvor markierten Strukturen. Die
von diesem Messsystem erfassten Daten werden anf @emputerbildschirm in Form
sogenannter Dotplots sichtbar gemacht. Dabei wejelgails zwei Eigenschaften auf einem
Achsensystem gegeneinander aufgetragen, zum BeMprevartsstreuung als Mal3 fir die
GroR3e der Zellen und Seitwartsstreuung als MaldligiGranularitat. Werden Antikdrper zur
Markierung der Zellen eingesetzt, kann mit Hilfes d@agramms eine Einteilung in Zellen,
die einen Antikdrper binden, Zellen, die beide ikdtper binden und solche, die weder den

einen noch den anderen binden, getroffen werdehildlng 4).
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Abbildung 4: Prinzip der Unterscheidung verschiedeer Zellpopulationen im Diagramm

Das Diagramm wird in vier Quadranten unterteilt.Qf werden die Zellen abgebildet, die nur den Afler
der y-Achse (hier Antikérper gegen 24) auf der Oberflache tragen. In Q4 erscheinerzZdiken, die nur den
Antikdrper der x-Achse tragen (hier Antikérper gegé 11). Im Quadranten Q2 kommen diejenigen Zellen zur
Darstellung, die beide mit Antikdrpern zu markieten Oberflachenstrukturen besitzen, wahrend dikeZéh

Q3 keines der Merkmale tragen und daher keinebeieien Antikérper binden kénnen.
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Die einzelnen Zellen erscheinen im Diagramm alskBynGruppen gleicher Zellen werden
als Punktwolken dargestellt. Hier kbnnen nun emmeédlntergruppen markiert werden, indem
ein elektronisches Fenster um eine Zellpopulatielegs wird, was als ,gating” bezeichnet
wird, und deren prozentualer Anteil an der Gesallatdd oder einer vorher definierten

grolBeren Subpopulation berechnet werden. Auch aliehflusszytometrische Zellsortierung

bedient sich dieses Prinzips. Im Unterschied zofaehen Durchflusszytometrie wird hier

eine elektrisch leitende Tragerflussigkeit eingetséfon einem piezoelektrischen Wandler
erzeugte Schwingungen bewirken, dass der kontimtherFlissigkeitsstrahl, in dem sich die
Probe befindet, in einzelne Tropfchen abreilit. lElegeise befindet sich genau im Zentrum
eines Tropfens eine Zelle. Das so entstehende dhépfkann dann elektrisch aufgeladen
werden, indem genau in dem Moment, wenn sich dapfdimen bildet, eine positive oder

negative Spannung an die Tragerflissigkeit angehegd. Das Tropfchen fallt dann der

Schwerkraft folgend nach unten und gelangt so m edektrisches Feld, das durch zwei
gegentuberliegende, gegenséatzlich aufgeladene mPlateugt wird. Je nachdem, welche
Ladung das Tropfchen zuvor erhalten hat, wird a3 entweder nach rechts oder links von
seiner urspringlichen Flugbahn abgelenkt und kareinem Roéhrchen oder einer well-Platte
aufgefangen werden. Nicht aufgeladene Zellen wendEmworfen, wahrend die sortierten

Zellen fur weitere Anwendungen zur Verfiigung steffbildung 5).
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Diise

Tragerflissigkeit = Probenfliissigkeit
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Abbildung 5: Prinzip der durchflusszytometrischen Zellsortierung (adaptiert aus (12))
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3.3.3.2 Auswabhl geeigneter Antikorper
Zunachst wurde die urspriingliche Definition der NKd&llen als CD161 exprimierende T-

Zellen als Grundlage fur die Markierung mit Antipérn verwendet. Dabei wurde CD161 mit
PE und die fur NKT-Zellen charakteristischeKette des T-Zellrezeptors 24 mit FITC
markiert. Da jedoch, wie oben dargelegt, diese Bd¢hder NKT-Definition von einigen
Autoren sehr kritisch bewertet wird und zudem inn deigentlichen Versuchen mit
Nabelschnurblut gearbeitet werden sollte, wurde ¥iergleich der oben genannten
Markierung mit der Antikérperkombination \24/FITC und V 11/PE durchgefihrt.

3.3.3.3 Titrierung der ndtigen AntikGrpermenge
Mit Hilfe eines Titrationsversuches konnte die omle Antikbrpermenge ermittelt werden.

Dazu wurden mehrere Ansétze vorbereitet, wobeiilew&ca 16 Zellen pro Ansatz in einer
Zellsuspension vorlagen. Im ersten Ansatz wurde20pul von jedem Antikdrper verwendet,
im zweiten Ansatz je 10ul und im dritten je 5ul Adrper. Die 20- minitige Inkubation
erfolgte bei 4°C im Kiuhlschrank. Nach der zweimalrahgefihrten Auswaschung
ungebundener Antikérper (siehe unten), wurden de Ansatze im Durchflusszytometer
gemessen und anhand der auf dem Bildschirm dalgestdiagramme und der vom

Computer berechneten Populationsgrof3e verglichen.

3.3.3.4 Durchfihrung der Durchflusszytometrie und @r durchflusszytometrischen
Zellsortierung

Fur die Vorversuche wurden jeweils 5ul von 24/FITC und CD161/PE oder I1/PE,
sowie je 5ul von CD4/APC und CD8/PerCP-Cy5.5 zul5ellsuspension mit ca.2@ellen
gegeben.

Die Inkubation von 20 Minuten erfolgte bei 4°C imurikeln. Anschlie3end wurden 1,5ml
FACS-Puffer zugegeben und die Zellen gewaschen, ungebundene Antikdrper zu
entfernen. Der Uberstand nach der Zentrifugatiordeabgenommen und das Pellet in 360pl
FACS-Puffer aufgenommen und sofort durchflusszytoistwh analysiert. Bei Nabelschnur-
blut wurde das Pellet statt in FACS-Puffer in 36Bpthrozytenlysepuffer aufgenommen.

Fir die Zellsortierung wurden jeweils®Iellen in fiinf 15ml Réhrchen tberfihrt. Ein Ansatz
blieb ungefarbt, die restlichen vier Rohrchen wuargmwveils mit einer Farbe gefarbt. Dazu
wurden je 5ul Antikérper und 50ul FACS-Puffer zwellBuspension gegeben. Die restlichen
Zellen wurden mit allen Farben gefarbt, wobei wiedgl Antikorper pro 10 zellen

zugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit vorM&tuten im Dunkeln erfolgten zwei
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Waschschritte. Die Zellen wurden danach resuspendie dass eine Konzentration vorf 10
Zellen pro 1ml vorlag und dunkel sowie auf Eis z8orten gebracht.

Die gewinschte Zellpopulation der fir 4 und V 11 doppelpositiven Zellen wurde am
Computerbildschirm mit einem elektronischen Fens&ngegrenzt. Innerhalb dieser
Population wurden weitere Fenster um die CDdie CD8 und um die fiir diese
Oberflachenmerkmale doppeltnegativen Zellen ge{édpbildung 6). Die Einstellung des
MoFlo Cellsorters erfolgte so, dass die drei vaesitdnen Populationen 224" V 11" DN,

V 24"V 11" CD4 und V 24"V 11" CDS§' in einzelne Réhrchen sortiert wurden.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden die Zellenmit Antikbrpern gegen V24 und
V 11 gefarbt, wobei wieder 5ul Antikérper pro®Zellen eingesetzt wurden. Dann wurde je
ein Fenster auf die \24" V 11" doppeltpositive Population und auf die 24" positive
V 11 negative Population gelegt und diese mit Hilfe Bleg-lo Cellsorters sortiert.

256
I']E‘-l

12E81 [

&8 Lin

FL & Log Comvp
| =
ﬁ

Abbildung 6: Strategie fir das Setzen des elektroachen Fensters im Diagramm

Zuerst wird ein elektronisches Fenster auf die Lyogyten gesetzt (R2). Danach werden die fir diekénper VV 24 und
V 11 doppeltpositiven Zellen eingestellt (R3, linketdRintere Reihe). Innerhalb dieser Population wemie jeweiligen
Subpopulationen, die CD4/CD8 doppeltnegativ (R6), Cbditiv (R4) und CD8 positiv (R5) sind, markiert (rezhtBild
untere Reihe). Deutlich sichtbar ist hier das Ubegsn von CD4NKT-Zellen.

32



Material und Methoden

3.3.4 RNA-Isolation

In Vorversuchen wurde zunachst mit nicht-gesortefetien gearbeitet. Dazu wurden die
restlichen Zellen, die nicht fur die Durchflussayietrie verwendet worden waren, erneut
zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Danndewoviel RLT-Puffer des RNeasy Mini
Kits zugegeben, dass eine Konzentration von 5x1ax10 Zellen pro 600ul RLT-Puffer
vorlag. Jeweils 600ul des Lysats wurden in 2ml éfgjorfgefalie pipettiert und diese in die
vorgesehenen Vertiefungen des QIA-Cubes gestedktRDtoradaptoren wurden mit 1,5ml
Auffanggefal3en, den RNeasy Mini Kit Sdulen und B&teasy Shredder Saulen bestiickt. Es
wurde das Programm QIlAshredder bei einem Eluatansven von 30ul gewahlt.

Die durch das Sorten gewonnene reine NKT-Zellsuspanwurde erneut zentrifugiert, der
Uberstand abgekippt und das Pellet in 350ul RLTfdPuksuspendiert. Durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen lysierhdudas Lysat homogenisiert.

Je 350l Zelllysat in RLT-Puffer wurden dann in 2Bgpendorf Gefalie gegeben und in die
vorgesehenen Vertiefungen des QIACube gesteckt. Roiradaptoren wurden mit 1,5ml
Auffanggefallen und den RNeasy Micro Kit Saulen lmdgt Fur die Isolierung der RNA
wurde das Programm RNeasy Micro bei einem Eluatmosnen von 14pul gewahlt. Mit
Hilfe des QIACubes wird die Gesamt-RNA danach ineen automatisierten Verfahren
isoliert, indem zuerst Ethanol zugefugt wird, untim@le Bindungsbedingungen zu schaffen,
und das Gemisch dann auf eine Silica-Gelmembrageaudcht wird, an die die RNA bindet.
Die Ubrigen Bestandteile werden ausgewaschen undetie RNA anschlie3end in Wasser
eluiert. Danach wurde 1ul des Eluats verwendet,dem RNA-Gehalt der einzelnen Proben

photometrisch zu messen und die Reinheit mit Hiéfe Quotienten A260/A280 Uberpriift.

3.3.5 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese bedient man sich eines Enzgons Retroviren, der Reversen
Transkriptase. Diese ist eine RNA-abhangige DNAyP@rase, das heildt sie benutzt einen
RNA-Einzelstrang als Matrize fur die Synthese eirf@§A-Doppelstrangs und wurde
urspringlich aus Retroviren isoliert. Retrovirenthatten ihr Genom in Form von RNA,
welche sie mit der Reversen Transkriptase in DNAschreiben, bevor sie sich in ein
Wirtsgenom integrieren.

Zuerst wurde eventuell noch vorhandene genomisddé Bliminiert. Dazu wurden zum
errechneten Volumen mit 1ug RNA-Gehalt 2ul gDNA bpt Puffer gegeben und mit
RNase-freiem Wasser auf 14pul aufgefillt. In denwosuchen, bei denen nicht gesortete
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Zellen verwendet wurden, erlaubte die groRe Mendrmlaierter RNA jeweils soviel RNA
einzusetzen, dass der RNA-Gehalt genau 1ug bebigy.geringe Zahl der NKT-Zellen
brachte es jedoch mit sich, dass nach der durdzfjtsmetrischen Zellsortierung trotz des
kleinstmdglichen Eluationsvolumens von 14ul der RE&halt stets unter 1ug lag. Deshalb
wurden jeweils 7ul des Eluats fur die Umschreibund die restlichen 6l fur die Kontrolle
zum Ausschluss genomischer DNA verwendet. Zun&ehstle die Elimination genomischer
DNA wie oben beschrieben durchgefuhrt und die Aresé@nschlieRend durch Vortexen gut
gemischt, danach zentrifugiert und 2 Minuten béCiihkubiert.

Wahrenddessen wurde der Mastermix fur die ReversesKription vorbereitet.

Pro Reaktion wurden eingesetzt:

Puffer: 4ul

Primer Mix 1pl

Reverse Transkriptase 1ul
6ul

Je 6l des Mastermix wurden dann zu den 14ul gegabd gemischt. Die Proben wurden
dann 15 Minuten bei 42°C und anschlieRend 3 Minb&#95°C inkubiert.
Zur Kontrolle wurde jedes Mal eine Reaktion ohnevdtse Transkriptase durchgefihrt, um

bei der PCR eine Amplifikation genomischer DNA aldi®3en zu kdnnen.

3.3.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Um die spezifischen Sequenzen der invarianten Trezelptor -Kette zu amplifizieren,
wurde eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) durdhgef Dabei erfolgt durch Erhéhung
der Temperatur auf 95°C eine Denaturierung des ciDppelstrangs und damit eine
Auftrennung in zwei Einzelstrange.

Durch Erniedrigung der Temperatur kbnnen die Prig@ezifisch an die komplementaren
Abschnitte auf der nun als Einzelstrdnge vorliegen@®NA binden, was als ,annealing”
bezeichnet wird. Die optimale Annealing-Temperatm 58,3°C wurde zuvor mit Hilfe eines
Gradientenprogrammes ermittelt. Dabei werden widhreimer PCR-Reaktion in den 12
nebeneinander liegenden Vertiefungen des PCR-Gyclemterschiedliche Annealing-

Temperaturen erzeugt. Wir wahlten hierzu eine Teatpespanne von 53°C bis 65°C aus.
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Durch Vergleich der dabei entstandenen PCR-Produkiele die Temperatur 58,3°C als
beste Temperatur ausgewahlt.

Die Komplementaritat von Primer und DNA-Sequenz dghcht die Ausbildung von
Basenpaarungen und schafft eine stabile Startsiiltie DNA-Polymerase.

Nun wird die Temperatur wieder erhoht, um die optenArbeitstemperatur fir die DNA-
Polymerase zu schaffen. Diese beginnt von den Rmignesgehend mit der Neusynthese eines
komplementaren Strangs, indem die vorliegendendistrange jeweils als Vorlage benutzt
werden. Sind die gewlnschten Abschnitte zum Doppelg erganzt, werden sie durch
erneute Denaturierung wieder in Einzelstrdnge gatrend der Zyklus beginnt von vorne.

Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Schritt 1: 95°C 3Minuten
Schritt 2: 94°C 40 Sekunden
Schritt 3: 58,3°C 40 Sekunden
Schritt 4: 72°C 1 Minute

Die Schritte 2 bis 4 wurden 37-mal wiederholt, ssslinsgesamt 38 Amplifikationszyklen
gefahren wurden. AnschlieBend erfolgte fur 7 Minugne Inkubation bei 72°C. Danach
wurden die PCR-Produkte entweder sofort auf einréggegel aufgetragen oder bis dahin bei
4°C aufbewabhrt.

3.3.7 Gelektrophorese

Um die Reinheit der PCR zu beurteilen und das Mwtkeasein eines PCR-Produkts zu
kontrollieren, wurde eine Gelelektrophorese duréingye.

Dazu wurde zunéachst das Agarosegel gegossen: Zjagpge wurden in 100ml TAE-Puffer

aufgeldst und das Gemisch einige Minuten in derrMilelle aufgekocht, bis die Agarose
vollstandig geldst war. Dann wurden 5ug EthidiunoiBid zugegeben und das Gel in eine
mit einem Kamm bestlckte Gelkammer gegossen. Benkiiden wird das Gel fest und

kann, nachdem der Kamm entfernt wurde, verwendedeme

Dazu wurden je 5ul PCR-Produkt mit 1ul Ladepuffemgscht und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert und das Gel in eine mit &uffefillte Elektrophoresekammer
gegeben. Durch Anlegen einer Spannung von 90 \{olt4D Minuten wurden die PCR-

Produkte nach Grol3e aufgetrennt.
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3.3.8 Sequenzierung

Nach der Uberprifung der Polymerase-Kettenreaktioh Hilfe der Gelelektrophorese
wurden die PCR-Produkte sequenziert. Dazu wurdeirga 10 bis 15 pl des PCR-Produkts
und 15 pl des Primers 24, der zuvor auf eine Konzentration von 2 pmoWgtdinnt
worden war, zur Sequenzierung an die Firma MWG fmspEbersberg geschickt.

Die Resultate wurden anhand der ChromatogramméheaifEindeutigkeit geprift und dann
mit der von Porcelli et al. (83) beschriebenen ®eguverglichen. Dazu wurden beide
Sequenzen mit Hilfe des Programms ,Pairwise Alignim&lgorithms* von EBI bezlglich

ihrer Ubereinstimmung analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Haufigkeit von NKT-Zellen im periphervendsen But Erwachsener

Die Haufigkeit der NKT-Zellen im periphervendseruBschwankt interindividuell sehr stark
(95). Deshalb wurden zunachst Probanden hinsibhtler NKT-Frequenz im Blut getestet.
Insgesamt wurden 20 Probanden untersucht, die zempubkt der Blutentnahme gesund
waren und nicht an atopischen Erkrankungen littea.Haufigkeit der NKT-Zellen betrug im

Mittel 0,17%, wobei die Spannbreite von 0,0% bi§%),NKT-Zellen, gemessen an der
Gesamtzahl der Lymphozyten, reichte (Abbildunged) wurden nur solche Probanden fiir die
nachfolgenden Versuche rekrutiert, bei denen der TIteil an der Gesamt-

lymphozytenzahl mindestens 0,1% betrug.
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Abbildung 7: Prozentueller Anteil der NKT-Zellen
Ein Punkt reprasentiert die NKT-Zellzahl eines SjmBs gemessen an der Gesamtlymphozytenzahl im
peripheren Blut Erwachsener.

Die Verteilung der NKT-Subpopulationen wurde benderobanden mit messbaren NKT-
Zellzahlen bestimmt. Die Haufigkeit der DN Subpaidn betrug im Mittel 56,73%
gemessen an der Gesamtzahl der NKT-Zellen, dieigkif der CD4 NKT-Zellen betrug
im Mittel 37,51% von allen NKT-Zellen und die Hagiteit der CD8 NKT-Zellen betrug im
Mittel 4,62% aller NKT-Zellen. Auffallig war einerbite Streuung der Subpopulationen-
Verteilung bei verschiedenen Individuen (Tabelle 1)
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Subpopulation Minimum Maximum Mittelwert
DN 34,9 86,0 56,73
CD 4 13,6 60,8 37,51
CD& 0 20,7 4,62

Tabelle 1: NKT-Subpopulationen bei Erwachsenen
Haufigkeit der DN, CD4und CD8 NKT-Zellen in % gemessen an der Gesamtzahl der Xklen.

4.2 Vergleich verschiedener Antikorper

Zunachst wurden die Blutproben, gemald der urspichregi Definition der NKT-Zellen als
CD161-positive T-Zellen, mit den Antikdrpern geg®h 24 und CD161 markiert. Die
Markierung mit Antikdrpern gegen die Oberflachenekdile CD4 und CDS8 diente der
Identifizierung der NKT-Subpopulationen. Bei Versan mit Erwachsenenblut konnte mit
dieser Methode in der Durchflusszytometrie eindpulie Zellpopulation der NKT-Zellen
identifiziert werden und mit einem elektronischeangter am Bildschirm markiert werden, so
dass der prozentuale Anteil der NKT-Zellen an des&ntzahl der Lymphozyten berechnet
werden konnte. Bei Versuchen mit Nabelschnurbliggnofiel auf, dass hier die Markierung
der Zellen mit den Antikbrpern gegen CD161 und2¥ keine eindeutig abgrenzbare
Population ergab (Abbildung 8, links). Bei der Verdung von zwei Antikérpern, die an die
spezifischen Ketten des NKT T-Zellrezeptors24 und V 11 binden und diese somit
markieren, zeigte sich dagegen auch bei Nabelsbhutproben in dem Quadranten, der die
Zellen abbildet, auf denen beide mit Antikdrperrrkiexrten Oberflachenmolekile vorhanden
sind (hier: Q2-6, Abbildung 8, rechts), eine einip@bgrenzbare Zellwolke, die somit als
fetale NKT-Zellen identifiziert werden konnte. Diaeterschiedlich gute Identifizierung fetaler
NKT-Zellen mit verschiedenen Antikérperkombinationhdngt mdoglicherweise damit
zusammen, dass CD161 bei fetalen NKT-Zellen nuganngem Mald exprimiert wird und
erst im Laufe der Reifung heraufreguliert wird, wiee Studie von Kadowaki nahe legt (96).
Um die durchflusszytometrische Zellsortierung dardiihren, muss die zu sortierende
Zellpopulation auf dem Bildschirm eindeutig zu miarkn sein, um eine Kontamination mit
anderen Zellen zu vermeiden. Deshalb wurde diek@rgerkombination gegen \24 und

V 11 fur alle folgenden Versuche bei ErwachsenenNadaelschnurblut benutzt.

38



Ergebnisse

MSB-Tube_ 002 MEB-Tube 002

1IZI5
1IZI5

1IZI4

C12-6

Q16 Q2.6

1IZI3

1IZI3

Yalpha2d FITC-A
)
i

1IZI4
L I.IIIII‘ 1 IIII|.|.|J 1 IIIIII‘ 1

Yaplha2d FITC-A

1IZI2
1IZI2

10 107 10 10° 10 10’ 10* 10
CD161 PE-A Vhetall PE-A

Abbildung 8: Markierung von Nabelschnur (NSB) NKT-Zellen mit zwei verschiedenen Antikdrper-
kombinationen

Im Quadranten Q2-6 kommen diejenigen Zellen zuriliobg, die mit beiden Oberflachenrezeptoren getien
die verwendeten Antikdrper gerichtet sind, ausgtttaind. Die Kombination der Antikbrper gegen24 und
CD161 zeigt keine klar abgegrenzte NKT-Population Quadranten Q2-6 (linke Abbildung), wéhrend die
Kombination der Antikdrper gegen ¥4 und V 11 eine definierte Subpopulation sichtbar machterenbar
einer klar abgrenzbaren Zellwolke in Quadrant Q2e6hte Abbildung).

4.3 Ermittlung der nétigen Antikérpermenge

Mit Hilfe eines Titrationsversuches konnte die flie Farbung optimale Antikérpermenge
ermittelt werden. Dazu wurden zu®Zellen von jedem Antikorper einmal 20pul, einmal LOp
und einmal 5ul gegeben und die Ergebnisse verglicbabei zeigte sich, dass hinsichtlich
der Abgrenzbarkeit der Populationen und bezugligr gom Computer berechneten
prozentuellen Anzahl von NKT-Zellen an der Gesamfiozytenzahl kein Unterschied
zwischen den Konzentrationen 5pl pro® Zllen, 10p! pro 19Zellen und 20pl pro 10
Zellen bestand (Abbildung 9). Deshalb wurde u.&. lkastengrinden mit der Konzentration
5 | pro 1¢ Zellen weitergearbeitet.
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Abbildung 9: Vergleich verschiedener Antikbrpermengen

In einer Reihe dargestellt jeweils Markierung rai20ul (erste Spalte), 10ul (zweite Spalte) undAtikdrper

(dritte Spalte) pro 10Zellen. Eingesetzt wurden dabei pro Réhrchen digegebene Menge 24-Antikérper und die
gleiche Menge V11-Antikdrper. Die Messung wurde mit Blutproben \dmei verschiedenen Spendern (biologische
Replikate) getrennt durchgefiihrt (Reihe 1 — 3). NE&llen kommen im Quadranten Q2 zur Darstellung
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4.4 Haufigkeitsverteilung der NKT-Subpopulationen

4.4.1 Erwachsene

Mogliche Blutspender wurden in Vorversuchen hingich der Haufigkeit von NKT-Zellen
im peripheren Blut untersucht. Aus dieser Gruppe 8pendern wurden drei Blutspender mit
bei den Vorversuchen utber dem Durchschnitt liegerdi€T-Zahlen ausgewahlt. Diese drei
Blutspender wurden flur die Versuche, bei denen Ni¢llen durchflusszytometrisch sortiert
werden sollten, als Probanden herangezogen undterae jedem eine Blutprobe von 50mi
gewonnen. Hierbei zeigte sich, dass trotz der Answar Spender, die eine moglichst hohe
Ausbeute an NKT-Zellen garantieren sollte, die litkdit der NKT-Zellen bei einzelnen
Individuen schwankt. Bei den drei ausgewahlten ehsanen Spendern reichte die
Haufigkeit der NKT-Zellen im periphervendésen Bluinv0,01% bis 0,29%. Der Mittelwert
betrug 0,19%, wobei die Gesamtlymphozytenzahl 1@dfspricht. Dabei waren im Mittel
44,01% der NKT-Zellen CD4 34,89% DN und 0,19% CD8Auffallend ist hier die breite
Streuweite der Verteilung der einzelnen Subpopatatn (Tabelle 2). Die Subpopulationen
DN und CD4 machen bei allen drei Spendern den groRten Antsil @éhrend CDBNKT-

Zellen jeweils die kleinste Gruppe bilden.

Spender NKT % DN CD4% CD§g'
1 0,29 74,29 11,43 12,38
2 0,01 19,3 75,44 0
3 0,26 11,08 45,17 28,8

Tabelle 2: Prozentueller Anteil der NKT-Subpopulatonen bei Erwachsenen

Die Anzahl der NKT-Zellen gemessen an der Gesarhtsah_ymphozyten reichte bei den verschiedenen
Spendern von 0,01% bis 0,26%. Der prozentuale AdéeiSubpopulationen an der Gesamt-NKT-Zahl edrii
bei den einzelnen Spendern stark.

4.4.2 Fetale NKT-Zellen

Bei drei Nabelschnurblutproben von verschiedenesn8grn reichte die Haufigkeit der NKT-
Zellen von 0,01% bis 0,03% bezogen auf die Gesdrhtir Lymphozyten. Der Mittelwert
betrug 0,02%. Der iiberwiegende Anteil fetaler NKalk&n war CD4 (Mittelwert: 85,85%),

wéahrend die DN NKT-Zellen deutlich seltener vorhamdvaren (Mittelwert: 8,05%) und
CD8" NKT-Zellen (Mittelwert: 0,33%) kaum vertreten waréTabelle 3). Besonders in der
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Gruppe der DN NKT-Zellen fallt eine deutliche Vdmigtat bei den drei verschiedenen
Spendern auf. Der prozentuelle Anteil der DN NKTl&e reichte von 0,23% bis 18,18%.

Spender NKT % DN CD4 CDg'
NSB 1 0,03 18,18 81,82 0
NSB 2 0,01 5,75 86,37 0,99
NSB 3 0,01 0,23 89,37 0

Tabelle 3: NKT-Subpopulationen im NSB

4.5 NKT-Zellen Erwachsener haben keine N-Region

Wie zu erwarten, zeigten die NKT-Zellen, die ausmdglut Erwachsener gewonnen worden
waren, keine N-Region an der Verknilpfungsstelleselnen dem variablen Segment 24 und
dem Joining-Segment 18. Die Sequenz des T-Zelltezeptimmte mit der von Porcelli et al.
(83) angegebenen Sequenz Uberein (Tabelle 4). Whnglich wurden hierbei die
unterschiedlichen Subpopulationen DN, CDdnd CDS8 jeweils getrennt analysiert. Es
zeigten sich keine Unterschiede in den einzelneteidruppen. Sowohl die Sequenzen als

auch die Chromatogramme (Beispielchromatogrammjléinhg 10) stimmten tberein.

\% N J
Erwartete Sequenz (83) tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Spender 1 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac agadggadc ctg
CD4" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD8" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Spender 2 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac agaaggadc ctg
CcD4
CD§'

Spender 3 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac agaaggadc ctg
CD4"  tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD8" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Tabelle 4: Vergleich der T-Zellrezeptor Sequenzen

Bei Spender 2 waren schon bei der durchflusszytisoben Zellsortierung keine COD8IKT-Zellen vorhanden.
Trotz vorhandener COANKT-Zellen gelang hier bei sehr geringem Ausgaragsmial auch keine Amplifikation
der CD4 Probe.
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Abbildung 10: Beispielchromatogramm nach erfolgterSequenzierung

Jede Spitze steht dabei fiir eine Base. Die untediathen Farben reprasentieren die vier Basen isdgnin),
Guanin (schwarz), Thymin (rot) und Cytosin (blaD@ eindeutige Spitzen abgrenzbar sind und dertstric
unterhalb der Basenabfolge griin eingefarbt istnlane eindeutige Basensequenz angenommen werden.

4.6 NKT-Zellen aus Nabelschnurblut haben keine N-Rgon

Da fetale NKT-Zellen hauptséchlich CD4waren, reichte das Material der ubrigen
Subpopulationen nicht fir eine erfolgreiche Revdnmsmnskription und PCR aus, weshalb nur
die T-Zellrezeptoren der CD4#ellen sequenziert werden konnten. Entgegen un3éese
zeigte sich jedoch auch bei den fetalen NKT-Zelldass diese zwischen dem variablen
Segment 24 und dem Joining-Segment 18 keine N-Regioenthalten und mit der
urspruinglichen von Porcelli et al. definierten Saglickenlos Gbereinstimmen (Tabelle 5).

Auch die Chromatogramme zeigen die urspringliclgu&ez (Abbildung 11).

\% N J
Erwartete Sequenz (83) tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB 1 CD4 tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB 2 CD4 tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB3 CD4 tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Tabelle 5: T-Zellrezeptorsequenzen im NSB
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Abbildung 11: Sequenzen der CD4gesorteten NKT-Zellen aus Nabelschnurblut
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4.7 V 24V 11 NKT-Zellen im Nabelschnurblut

Um mogliche Unterschiede zwischen 24V 117 und V 24V 11 NKT-Zellen zu
untersuchen, wurden diese in einer zweiten Versaife verglichen. Die Sequenzen der
amplifizierten -Kette von V 24’V 11" Proben ergaben die erwartete Sequenz ohne N-
Regionen. Bei einer der Proben aus2¥'V 11 NKT-Zellen gelang in der PCR keine
Amplifikation der -Kette, in der zweiten Probe entsprach die Sequlzerwarteten
Sequenz. Bei der dritten Probe entsprach die a@iteittNukleotidsequenz der erwarteten
Sequenz ohne N-Nukleotide, das Chromatogramm whiex$ sich jedoch in diesem Fall
deutlich von den bisher sequenzierten Proben. Gamalbergang von \24 zu J18 brach

die eindeutige Sequenz ab und es zeigte sich eanséhen” im Chromatogramm (Abbildung
12). (Abbildung der anderen Chromatogramme: siefigaAg)

Abbildung 12: Sequenz V24’V 11
Am Ubergang von V24 zu J18 bricht die eindeutige Sequenz ab und es zeit sin Rauschen im
Chromatogramm.
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Um einen Fehler bei der Sequenzierung, der zufalliginem Abbruch des Chromatogramms
am Ubergang von V24 zu J18 gefihrt haben konnte, auszuschlieRen, wurde eine
Wiederholung der PCR mit der cDNA, die dieses $agierergebnis erbracht hatte,
durchgefuhrt und dieses PCR-Produkt erneut zum eeigren gegeben. Auch bei der
Wiederholung der Sequenzierung zeigte sich ein éaumsim Chromatogramm genau am
Ubergang von V24 zu J18. Die angegebene Nukleotidsequenz stimmte zwedlemiim mit

der erwarteten Originalsequenz Uberein, doch dibveateilung des Chromatogramms zeigt,
dass diese Sequenz nicht wie zuvor eindeutig iken@bar an einem griinen Unterstrich,
sondern einen hohen Anteil an Diskrepanzen aufywe@s$ durch die gelbe beziehungsweise
rote Markierung verdeutlicht wird (Abbildung 13).

Clp. ¢ BRIWWLI  Sequence: 1808.08Va24 Vaddneu  Cipped lenglh & ality: 0- — Fage 113
& e 13- o 16.06.2008
24
lip. 212

B A

/m,kx
A . =

Lt NN A A AN AN NP SN
B G- 66--TA- GCAA GATACT G GGABAGG-CAT GT TTCCCT GACAATCAT GACTT -CAG-GA

........

AN ANANAANY,
b= & 153 &
CGAACGGAABATATACRGCAACTC TG G CAGACACAAAGCAAAGCTCTCTGCACATCACAGCCTCCCABE TCA

A/ WA AN N AANAMNAAANANAN A 2\ AP EV-PUVAVAY-VaV-UPY-N s A
- e PRl ML A e e e
GCGATTCAGCC TCCTACATC TGTGTGGTGAGC GACAGAGGC TCAACCCTGGGG AGGCTATAC T T TGGAG. A G GAC TTITT

Abbildung 13: Wiederholung der Sequenzierung der Pobe V 24V 11 NKT-Zellen
Auch bei der Wiederholung der Sequenzierreaktiachbdas eindeutige Signal im Chromatogramm gemau a
Ubergang von V24 zu J18 ab (—» ), erkennbar am Wechsel der grahmarkierung zu gelb und rot.
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5 Diskussion

5.1 NKT-Zellen

5.1.1 Unterschiedliche Definitionen von NKT-Zellen

Der Begriff ,Nattrliche Killer T-Zelle* wird fur slr unterschiedliche Zellen verwendet. Die
ursprungliche Definition der NKT-Zellen als T-Zelledie CD161 auf ihrer Oberflache
tragen, wird inzwischen meist nicht mehr als agtr@nde Klassifikation angesehen (41; 42;
72). Die Definition tber den T-Zellrezeptor der N#ZEllen, wie sie dieser Arbeit zugrunde
liegt, wird jedoch nicht von allen Autoren verwehddiele Arbeitsgruppen stitzen sich auch
auf die Reaktivitdt der NKT-Zellen mit dem MolekiGalactosylceramid GalCer). Da es
auch GalCer reaktive T-Zellen gibt, die nicht den konsenten, invarianten T-Zellrezeptor
tragen, lassen sich Ergebnisse von Studien, dersetitiedliche Definitionen fiir NKT-Zellen
verwenden, nicht zwangslaufig vergleichen, obwobide fur sich in Anspruch nehmen
NKT-Zellen untersucht zu haben. Vergleicht man d&schiedenen Mdoglichkeiten NKT-
Zellen zu definieren, stellt sich jedoch die Fragk, es sinnvoll ist, einen Zelltyp anhand
seiner Reaktivitat auf ein kunstliches Molekul zfidieren. Galactosylceramid kommt im
menschlichen Organismus naturlicherweise nicht vda, es sich um ein kinstlich
modifiziertes Molekil handelt, dessen Ausgangsdefftandteil eines Meeresschwammes ist.
Versuche, die darauf abzielen den Phanotyp undFdigktion bestimmter Zelleim vivo
besser zu verstehen, kdnnen nur dann aussagekr&tgebnisse liefern, wenn die zu
untersuchenden Zellen nach der Gewinnung mogliehshigen unnaturlichen Reizen
ausgesetzt sind. Da man bis jetzt nicht exakt weiBlche Umweltbedingungen die
Entwicklung und Funktion von NKT-Zellen in ihrer tidichen Umgebung steuern, ist es
entscheidend eine Definition zu wahlen, die nichih \der Aktivierung der Zellen abhangt.
Die Definition, die sich der Aktivierbarkeit von NKZellen durch GalCer, das an CD1d-
Molekule gebunden werden kann, bedient, fuhrt dabeErgebnissen, die nur eingeschrankt
auf NKT-Zellen in vivo Ubertragbar sind. Denn diese Aktivierung stelltneei
unphysiologischen Reiz fur die Zellen dar. Moglicheise reagieren nur bestimmte NKT-
Populationen auf GalCer, wahrend andere nicht aktiviert werden uradhed bei der
Auswertung von Versuchen nicht beachtet werderkdaste auch sein, dass die Aktivierung
der NKT-Zellen durch GalCer Regulationsmechanismen in den Zellen in Gaimgt, die zu

einer Anderung von Oberflachenrezeptoren und zeregesteigerten oder verminderten
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Synthese bestimmter mRNA-Transkripte fuhrt. Diesderum kann sich auf die Interaktion
mit anderen Zellen und auf die Produktion von Zytek und Chemokinen auswirken.
Werden diese Parameter schon von vornherein dureh Adisgangsbedingungen des
Versuches beeinflusst, ohne dass man genau weidelchem Ausmald und mit welchem
Ergebnis, lassen sich die erzielten Versuchsergebmur eingeschrankt interpretieren. Durch
diese Versuche kann zwar dargelegt werden, inwiesesh T-Zellen nach der Aktivierung
mit GalCer weiter verhalten und welche ihrer Gene agind, Uber die Situatiom vivo
liefern diese Ergebnisse jedoch allenfalls Hinwel3eshalb entschieden wir uns daflr, eine
Definition zu wahlen, die sich nicht auf funktioleelAspekte, sondern auf morphologische
Gesichtspunkte stiitzt, wie schon die urspringliBedinition als CD161 T-Zellen. Die
Kombination der spezifischen T-Zellrezeptorketter2¥ und V 11 ermdglichte somit zum
einen eine Suche nach strukturellen Unterschiedender T-Zellrezeptorsequenz bei
Neugeborenen und Erwachsenen und gestattete zurareanceine Uberpriifung von
Vorarbeiten, die an fetalen ¥4 und V 11 exprimierenden Zellen durchgefuhrt worden
waren, hinsichtlich der Frage, ob es sich bei diesgrklich um NKT-Zellen handelte.
Aufgrund der hier gewahlten Definition sind die Ebgisse dieser Arbeit nicht auf anders
definierte NKT-Zellen Ubertragbar. Dies bedeutetstdes ,NKT-Zellen* — in diesem Fall
besser als GalCer-reaktive T-Zellen bezeichnet — geben kamNdRegionen tragen. Dies
ware vereinbar mit Ergebnissen anderer Arbeitsgrnpdie GalCer-reaktive T-Zellen ohne
die spezifische NKT-Zellrezeptor Kombination 24 V 11 beschrieben haben (15; 30; 42).
Diese T-Zellen mit beliebiger Kombination eineiKette mit einer -Kette besitzen damit
nicht die eingeschrankte Rezeptorvariabilitdt maater® NKT-Zellen und haben

madglicherweise auch N-Regionen wie konventioneliéelien.

5.1.2 NKT-Zellen verschiedener Kompartimente

In der vorliegenden Arbeit wurden die NKT-Zellen sadlem periphervendsen Blut
erwachsener Spender beziehungsweise aus plazentestschnurblut isoliert. NKT-Zellen
kommen auch in anderen Geweben vor und unterseheidb dort teilweise von den NKT-
Zellen, die im Blut vorhanden sind. NKT-Zellen kaen aus Knochenmark (30), Leber (56)
und Decidua (14) isoliert werden. Die HaufigkeinvlKT-Zellen im humanen Thymus ist
zwar sehr gering (3; 8), dennoch konnte in einedi®tvon Baev et al. gezeigt werden, dass
die im Thymus vorkommenden NKT-Zellen vorwiegend4ZBind und auch bei bis zu finf
Jahre alten Kindern nicht in der Lage sind, IL-4el0odFN- zu produzieren, was durch

intrazellulare Antikdrpermarkierung dieser Boteffistound Analyse mittels Durchfluss-
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zytometrie gezeigt wurde. Erst nach einer dreiwgihin vitro Kultur war ein kleiner Teil
dieser aus Thymusgewebe isolierten NKT-Zellen irr deage IL-4 und IFN- zu
synthetisieren, wahrend bei NKT-Zellen aus Nabeladblut bereits nach einer Kulturzeit
von sieben Tagen ein grol3erer Prozentsatz demzZikHd und IFN- produzieren konnte (3).
Berzins et al. (7) zeigten ebenfalls, dass NKT-&ekus Thymusgewebe hauptsachlich TD4
sind und den Oberflachenmarker CD161 in geringdviafl exprimieren als NKT-Zellen aus
peripherem Blut. Somit unterscheiden sich NKT-Zelus verschiedenen Kompartimenten
bezuglich CD4- und CD8-Verteilung, Reaktivitat u#gtokinsekretion mitunter deutlich
voneinander (3; 7; 14). Da in der vorliegenden Arbar NKT-Zellen aus Nabelschnurblut
und peripherem Blut Erwachsener untersucht wurklann hier keine Aussage zu moglichen
Unterschieden bei NKT-Zellen aus anderen Komparitere gemacht werden. Die Isolation
fetaler NKT-Zellen aus anderen Kompartimentendasm Blut ist zwar denkbar, praktisch
jedoch im humanen System schwer durchfuhrbar. éetdhymusgewebe wird zwar bei
Herzoperationen im Neugeborenenalter entfernt wisdde Untersuchungen zur Verfugung,
bei den ,Spendern“ handelt es sich in diesem Hal am schwerstkranke Kinder, was die
Ubertragbarkeit der so gewonnenen Ergebnisse aufatiirliche Situatiom vivo bezweifeln
lasst. Zudem verlangen nur wenige, sehr seltenefétder eine sofortige Operation nach der
Geburt, weshalb eine adaquate Fallzahl auch scigvaererreichen sein durfte.

5.2 Probandenauswahl

Die in den Vorexperimenten erfolgte Auswahl geeignd’robanden sollte eine moglichst
hohe NKT-Zellzahl fir die eigentlichen Versuche agdareren. Warum bei Spenderin 2, bei
der im Vorversuch 0,5% NKT-Zellen bezogen auf dies@ntzahl der Lymphozyten
gemessen worden waren, die NKT-Zellzahl bei decliflusszytometrischen Zellsortierung
nur 0,01% betrug, konnte nicht geklart werden. A&dndberg et al. (95) beobachteten
wahrend einer Beobachtungszeit von 11 Wochen Sdtwngen der NKT-Zellzahlen, die
jedoch geringer ausfielen als im oben genanntegpBdi Hier wurden allerdings auch nur je
3 Probanden pro Gruppe untersucht, was eine hoherabilitdt der NKT-Zellzahl eines
Individuums nicht vollstandig ausschliel3en kannghtihe hormonelle Einflisse, gerade bei
weiblichen Probanden, sind nicht unwahrscheinldzhzum Beispiel auch eine Erhéhung der
NKT-Zellzahl wahrend der Schwangerschaft beobaahbetle (64).
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5.3 Nabelschnurblut

Aufgrund der mittlerweile stark verbreiteten Praxislabelschnurblut als Quelle fur
Stammzellen einzulagern, gestaltete es sich alst mmfach gentgend Nabelschnurblut-
proben fur die Versuche zu erhalten. Die Beschrdgkauf gesunde und termingerecht
entbundene Neugeborene schrankte den Pool mdglgpender zusétzlich ein. Deshalb
entschieden wir uns zunachst mit einer kleinenzgall (n=3) zu arbeiten. Da insgesamt
sechsmal V24’V 11" Proben beziglich der T-Zellrezeptorsequenz aretysiurden und
bei keinem ein Hinweis auf N-Regionen gefunden werdonnte, ist es unwahrscheinlich,
dass auch bei groRRerer Fallzahl N-Regionen in iendchnittlich hoher Anzahl zu finden
waren. Dass in Einzelféllen fetale 24’V 11" NKT-Zellen N-Regionen tragen, kann zwar
nicht ausgeschlossen werden, dies ware jedoch Wkémerschied zu NKT-Zellen
Erwachsener, da seltene Félle von N-Regionen bel-R&llen Erwachsener beschrieben
sind (23; 28; 86).

Die Isolierung von NKT-Zellen aus Nabelschnurbluadhte es mit sich, dass die Versuche
nicht in héchstem Mal} standardisiert ablaufen kemntwie es bei der Isolierung aus
Erwachsenenblut der Fall war. Anders als die stalisiarten Blutentnahmen bei
erwachsenen Spendern, die zeitlich geplant werdemntkn, erhielten wir die
Nabelschnurblutproben, wenn die Geburten stattgiefiunhatten und damit zu allen
maoglichen Tageszeitpunkten. Dies brachte es ntit siass die Nabelschnurproben in einigen
Fallen einige Stunden aufbewahrt werden musstemorbsie weiterverarbeitet werden
konnten. Zudem konnte nicht immer die gleiche MeNabelschnurblut gewonnen werden.
Dennoch halten wir die Isolation von NKT-Zellen aNabelschnurblut fiir eine geeignete
Methode moglichst atraumatisch humane fetale Zelietersuchen zu kodnnen, da sich
groRere Blutentnahmen an Neugeborenen zu Forschuegeen ohne medizinische
Indikation aus ethischen Griinden verbieten. Um diaserméglichen, misste auf ein
Tiermodell ausgewichen werden, was jedoch mit emijachteilen verbunden ware. So sind
Ergebnisse, die im Tiermodell ermittelt werden, @iles zu eins auf das menschliche System
Ubertragbar. Deutlich wird dies, wenn man bededkss murine NKT-Zellen zwar einen
ahnlichen stark konservierten NKT-Zellrezeptor t#esi, dieser aber aus der Kombination
V 24 mit V 8.2, V 2 oder V7 entsteht und dass bei Mausefeten gar keine NHKIEZe
gefunden wurden. Wie sich die Verhéaltnisse bei erddierarten darstellen und inwiefern

sie dort mit denen beim Menschen vergleichbar, sgtdvenig erforscht.
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Naturlich ergibt sich auch die Frage, inwieweit |&e|] die aus Nabelschnurblut isoliert
werden, die Verhaltnissen utero wahrend der Schwangerschaft widerspiegeln. Die
Maglichkeit einer raschen postnatalen Anderung @oganfunktionen ist von der Adaptation
des kindlichen Herz-Kreislaufsystems bekannt unceveduch fir das Immunsystem denkbar.
Im humanen System ist eine Uberpriifung dieser Ameaimicht moglich, es gibt jedoch
Hinweise aus Tiermodellen, dass Nabelschnurblut amsreichendem Mal3 die

immunologischen Verhaltnisse des Feten wahrendpmlien Schwangerschaft abbildet.

5.4 Durchflusszytometrische Sortierung

Um die N-Region des T-Zellrezeptors fetaler NKTiZel zu untersuchen und eine
Kontamination durch konventionelle T-Zellen aushlief®en, wurden die Zellen
durchflusszytometrisch  sortiert. Dieses Verfahrest igeeignet auch sehr kleine
Zellpopulationen mit gro3er Reinheit zu isolieraras es ermoglichte, dass auch die NKT-
Subpopulationen CD4 DN und CD$ hinsichtlich ihres T-Zellrezeptors untersucht vesrd
konnten. Obwohl die Blutproben und die isolierteallen schonend gehandhabt wurden,
indem sie beispielsweise nur gekuhlt und unter talobchirmung transportiert wurden, kann
eine Beeinflussung der Zellstruktur durch die Pdozenicht vollig ausgeschlossen werden.
Der Vorgang der Durchflusszytometrie setzt die etelzahlreichen Stressoren aus. Sie sind
hohen Dricken ausgesetzt, werden in kurzer Zeit lasfzu 20 Meter pro Sekunde
beschleunigt, von Lasern angestrahlt, mit mehrdrendert Volt aufgeladen, durch ein
elektrisches Feld von mehreren Kilovolt pro Zentienegeleitet und treffen dann mit einer
Geschwindigkeit von bis zu 20 Meter pro SekundediefOberflache einer Flissigkeit auf
(12). Diese mechanischen Einflussfaktoren konntem =ziner Herauf- oder
Herunterregulierung von Oberflachenmolektilen fuhfebenso denkbar wéare der teilweise
Verlust der Integritdt von Oberflachenmolekilen ro&ezeptoren. Wirde dies diejenigen
Oberflachenmolekile betreffen, die mit spezifischertikbrpern markiert wurden und zur
Identifizierung der NKT-Zellen verwendet wurden, onkiten sich Anderungen der
Sortierergebnisse ergeben, da zum Beispiel niche dNKT-Zellen durch die
Antikdrpermarkierung detektierbar waren. Des Wetteist nicht geklart, inwieweit sich die
oben genannten physikalischen Belastungen auf dworz durchgefiihrte Antikorper-
markierung auswirken, wobei eine L6sung vorher ggdiundener Antikdrper oder gar eine
Verklebung an nicht komplementare Zellstrukturen =iner Verfalschung des

Sortierergebnisses fuhren wirden. Bei erwachsempemd&rn, die zuvor gescreent worden

51



Diskussion

waren, um Probanden mit einer mdglichst hohen NKhtZauszuwahlen, fiel auf, dass der
prozentuelle Anteil von NKT-Zellen bezogen auf @esamtzahl der Lymphozyten bei der
Zellsortierung stets geringer war als zuvor in @arfachen Durchflusszytometrie. Eine
Alternative zur durchflusszytometrischen Zellsauiey ware die Anreicherung mit Hilfe von
magnetgekoppelten Microbeads. Dabei werden die gsehien Zellen wiederum mit
Antikorpern markiert, die zusatzlich mit magnetisch Nanopartikeln gekoppelt sind.
Anschliel3end werden die Zellen durch eine Sauleitgel die durch ein starkes elektrisches
Feld magnetisch aufgeladen wird, so dass die miagheatarkierten Zellen beim Spulen der
Saule zurtckbleiben. Durch anschlielendes SpulerSdele ohne elektrisches Feld kann
dann die gewunschte Zellpopulation gewonnen werdere gewlnschte Antikorper-
kombination V 24 V 11 ist jedoch nicht mit magnetisch gekoppeltenikart verfigbar, so
dass eine andere NKT-Definition gewahlt werden stdisZudem ist auch mit dieser

Methode eine Beeinflussung des Zellphanotyps r@akrzuschliel3en.

5.5 DN und CD8 NKT-Zellen im Nabelschnurblut

Wie oben erlautert gelang bei der Amplifikation rhiife der spezifischen \24J 18 PCR
bei Proben aus Nabelschnurblut nur die Amplifikatimn CD4 NKT-Zellen. Diese machen
zwar den Hauptanteil der NKT-Zellen im Nabelschtuiraus, es lield sich jedoch auch
immer eine geringe Zahl an doppelt negativen ungassorereinzelt CD8 NKT-Zellen
nachweisen. Die Sequenzierung der COR¥oben erbrachte keinerlei Hinweise auf das
Vorhandensein von N-Regionen in dieser Subpopulati&s konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass DN und ‘Cle@le NKT-Zellen N-Regionen enthalten. Im
nachsten Schritt wurde die RNA aus gesorteten NEIled isoliert, die nicht in
Subpopulationen aufgeteilt worden waren, so dassGaisamt-RNA von CD4 CD8" und
DN NKT-Zellen gewonnen werden konnte. Da auch hlex Sequenzierung der PCR
Amplifikate keine Hinweise auf N-Regionen ergabnikanan davon ausgehen, dass diese

Aussage fur alle Subpopulationen auch im fetalestey gilt.
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5.6 Unterschiede zu Vorarbeiten

Die in den Vorarbeiten angewandte Methodik untermidt sich stark von dem in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Verfahren. So wardamals in Guanidin-Isothiocyanat-
Puffer (GT-Puffer) gelagerte Nabelschnurblutprotzrs der GINI-Studie (German Infant
Nutrition  Intervention  Study) als  Probenmaterial rwendet. In  dieser
Allergiepraventionsstudie sollte der Einfluss ajemarmer S&uglingsnahrung auf die
Entwicklung von Allergien untersucht werden. Dazureen Studienteilnehmer ausgewahlt,
die durch eine positive Familienanamnese fir athgisErkrankungen selbst ein erhthtes
Risiko fur die Entwicklung von Asthma oder Alleegi hatten. Parallel dazu wurde eine
Kontrollgruppe ohne erhthtes Risiko fur Atopie rgiert. Von allen Minchner Teilnehmern
wurden dabei jeweils Nabelschnurblutproben in GTid?ubei —80°C aufbewahrt. Diese
eingefrorenen Proben wurden circa zehn Jahre sptékusgangsmaterial fur die Versuche
der vorausgehenden Arbeit verwendet. Dies ermdglioks zwar, eine grof3e Anzahl
verschiedener Nabelschnurproben in kurzer Zeitdss@mn zu kdnnen, aber es konnte nie mit
frischem Blut gearbeitet werden. Das Aufbewahrem voellen, selbst wenn deren
Nukleinsduren durch einen Lysepuffer vor Degradigrigeschiitzt werden sollen, fihrt
immer zu einer geringeren Ausbeute bei der RNAd&ktion, weshalb mehrere Studien von
der Aufbewahrung des Zellmaterials vor der Weiteaxgeitung abraten und eine sofortige
RNA-Extraktion empfehlen (27; 70). Dies ist voresl bei Untersuchungen an NKT-Zellen
zu bedenken, da es sich hierbei um eine kleingdgilllation handelt, bei der schon geringe
Schwankungen der RNA-Quantitét eine anschlieRereRe Transkription aufgrund des zu
geringen Ausgangsmaterials unmdglich machen konen.nicht bekannt ist, ob und
inwiefern die genaue Struktur und der Aufbau eiNakleinsdure einen Einfluss auf hdhere
oder niedrige Resistenz gegenuber dem Prozess idégefens und der Lagerung haben,
kann es sein, dass durch Aufschieben der RNA-Extraknicht mehr alle vormals
enthaltenen mRNAs der Extraktion zugefuhrt werdénnen und dass einige — eventuell

durch anderen Aufbau definierte — vernachlassigtem

Des Weiteren wurde in den Vorversuchen die mRNAHweend mit Hilfe einer modifizierten
Methode der sauren Guanidinium-Thiocyanat-Phenddi@form Extraktion gewonnen.
Dabei wird das Zelllysat mit Natriumacetat und emnewasser-gesattigten Phenol-
Chloroformgemisch gemischt, was zu einer Phasemtremn des Gemisches in eine obere
wassrige Phase und eine darunterliegende organBlchse, die hauptsachlich Chloroform
enthalt, fihrt. Die RNA liegt, da sie durch Guanidm und Wasserstoff komplexiert wird, in

der wassrigen Phase vor, wahrend sich Protein@rnmuateren organischen Phase sammeln.
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DNA liegt hauptséachlich an der Phasengrenze vor.dig"RNA zu gewinnen wird dann mit
einer Pipette die wassrige Phase abgenommen undN#emit Isopropanol gefallt. Hinzu
kommen noch mehrere Inkubationsschritte bei —20A@ Waschschritte mit Ethanol, um
ungewinschte Salze wieder zu entfernen. Im Gegersatder in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Methode, ist dies sehr vom Kdnnen @ndedahrung des Laboranten abhangig
und damit nie in der standardisierten Weise moglith eine automatische robotergesteuerte
RNA-Extraktion ermoéglicht. Studien zu unterschiedén Methoden der RNA-Extraktion
zeigten, dass die Guanidinium-Thiocyanat-Phenobf@ifibrm Extraktion im Vergleich mit
der Extraktion mit einer Silikamembran zu eineriggeren Ausbeute an RNA, haufiger zu
einer Kontamination mit genomischer DNA (27), zuminderter Integritdt der RNA (78)
und geringerer RNA-Qualitét (47), gemessen am ARBBO Quotient, fuhrt.

Um die Kontamination der extrahierten RNA mit gemgcher DNA auszuschlieRen, sollte
stets bei der Reversen Transkription ein Teil dewannenen RNA ohne Zugabe der
Reversen Transkriptase inkubiert werden und mit 8eodukt dann weiter verfahren werden
wie mit den eigentlichen Proben. Da sich in derbBramhne Zugabe von Reverser
Transkriptase keine DNA befindet, findet die TadyRwrase als DNA-abhangige
Polymerase in der PCR keine Matrize. Folglich ezgwdn in der Gelelektrophorese des PCR-
Produkts keine Banden. Fanden sich hier wider EemaBanden, darf die gesamte Probe
nicht verwendet werden, da sie genomische DNA éntha der meiner Arbeit
vorausgehenden Arbeit wurde trotz der gréReren Heefainer Kontamination mit
genomischer DNA, die durch die Phenol-Chloroforntr&iktion gegeben ist, sowohl auf
einen DNase-Verdau als auch auf eine Kontrollreaktohne Zugabe der Reversen
Transkriptase bei der cDNA-Synthese verzichtetisEslaher theoretisch moglich, dass die
dort gefundenen N-Regionen auf eine Kontaminatidngenomischer DNA zurtickzufihren
sind. So kdnnte sich genau zwischer2¥ und J18 ein nur wenige Nukleotide langes DNA-
Stuck befinden, das in der genomischen DNA vor &ateiRvorgang noch vorhanden ist, in
der fertigen mMRNA jedoch entfernt ist.

In der vorausgegangenen Arbeit wurde die gewonneD&A zunachst einer PCR
unterzogen, die alle T-Zellrezeptor-Gensequenzés,nut V 24 beginnen, amplifizierte.
Dazu wurden Primer verwendet, die so konstruiemewadass die Enden der entstehenden
PCR-Produkte komplementér zu den Enden der mitriRéshsenzymen geschnittenen E.
coli Plasmide waren. Somit konnten Plasmide und #P@Rlukte ligiert werden, von E. coli
aufgenommen werden und die Plasmide mit den vesdehen T-Zellrezeptorsequenzen

kloniert werden. Diejenigen Klone, die Plasmidegamommen hatten, wurden ausgewahlt
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und die Plasmide aufgereinigt, um die DNA wiederimer PCR zu unterziehen, die diesmal
identisch mit der in der vorliegenden Arbeit verdeten V24J 18 PCR war. Dieses
Vorgehen erlaubt die Vermehrung von theoretiscbnallorhanden T-Zellrezeptorsequenzen
eines Individuums, birgt aber auch einige ProbleBtearbeitet keine DNA-Polymerase ganz
fehlerfrei, weshalb die Ungenauigkeit des PCR-Pktgludurch viele hintereinander
geschaltete Polymerase-Ketten-Reaktionen zunimint.Fehler, der bereits bei der ersten
PCR, die von V24 bis zum C-Teil des T-Zellrezeptorgens reichtdtrit, wirde in der
zweiten PCR in jedem Zyklus vervielfaltigt, ohnesd dies bei der Sequenzierung als Fehler
sichtbar ware, da alle PCR-Produkte von Anfang iasedVeranderung tragen wiurden. Ein
Rauschen im Chromatogramm ware demnach nicht sichitfod der Fehler als solcher nicht
erkennbar. Ob es zu Fehlern bei der ersten PCR lkomikonnte, und ob dies
Uberdurchschnittlich haufig vorkam, wurde nicheifrift, da die PCR-Produkte der ersten
PCR nicht sequenziert wurden, sondern direkt zunibdi in die Plasmide genutzt wurden.
Dies wirde jedoch nur dann zu dem Ergebnis fildass bei fetalen NKT-Zellen in hohem
MaR N-Regionen vorliegen, wenn die Polymerase Isdightich am Ubergang zwischen
V 24 und J18 Fehler eingebaut hatte.

5.7 V 24J 18-positive T-Lymphozyten mit N-Regionen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fetal@4'v 11" NKT-Zellen keine N-
Nukleotide zwischen dem variablen Segment 24 und d@ning-Segment 18 besitzen. Somit
ergibt sich die Frage, um welche Art von Zellen sssh bei den in Nabelschnurblut
gefundenen Zellen handelt, die N-Regionen aufwiegsnware denkbar, dass diese Zellen
die spezifische NKT -Kette gepaart mit einer andereiKette als V 11 tragen. Die getrennte
Untersuchung von V24V 11" NKT-Zellen und V 24V 11 T-Zellen zeigte, dass bei einer
der gesorteten \24'V 11 T-Zellen genau am Ubergang zwischen2¥ und J18 das
Chromatogramm der Sequenzierung ein Rauschen z€gde spricht daftr, dass hier nicht
alle in der Probe vorhanden PCR-Produkte die géefbquenz aufweisen, sondern es genau
hier zu Unterschieden in der Nukleotidsequenz konwats ein Hinweis auf das Vorliegen
von N-Regionen in dieser Probe sein konnte. Es waher moglich, dass die in Vorarbeiten
gefundenen T-Zellen mit N-Regionen 24’V 11 T-Zellen und nicht NKT-Zellen im
eigentlichen Sinn waren. Im Gegensatz zu murinerm {¥Kllen gibt es bei humanen NKT-

Zellen nicht nur eine einzige Kombination vonKette und -Kette, obwohl die Kombination
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V 24V 11" die bei weitem am haufigsten vorkommende ist. 8clhun Porcelli et al. (83)
wurde beschrieben, dass bei NKT-Zellen des Menseziamn hauptsachlich M1 vorkommt,
jedoch nicht ausschlie3lich. So wurden aucl2 W 8 und V 13 Uberdurchschnittlich oft
gefunden (83). Auch Kadowaki et al. (53) kamen emdchluss, dass ¥4’V 11 T-Zellen,

im Gegensatz zu \24'V 11" NKT-Zellen, am Ubergang zwischen V- und J-Segnkeite
identische Nukleotidsequenz aufweisen, und dads a&ich die J-Segmente dieser Zellen
unterscheiden. In der Literatur gibt es jedoch &eisngaben zu der Haufigkeit von
V 24V 11 T-Zellen im Nabelschnurblut und im peripheren BEswachsener. Zudem
existieren keine Untersuchungen dariiber, ob beigblearenen neben 1 die gleichen
anderen -Ketten vorkommen, die beim Erwachsenen gefunderdevu Hier wére eine
genauere Charakterisierung deKetten fetaler V24" T-Zellen angezeigt. Interessant wéare
auch die Haufigkeitsverteilung von verschiedenen-Ségmenten im Nabelschnurblut
genauer zu untersuchen, mit NKT-Zellen aus Erwastdalut zu vergleichen und zu
untersuchen, ob gerade die NKT-Zellen mit vonl¥ abweichenden-Ketten diejenigen

sind, die N-Regionen aufweisen.

Es bleibt die Frage, warum NKT-Zellen als wichtrggulatorische Zellen des Immunsystems
nicht mit der fur T-Lymphozyten typischen Variatiili des T-Zellrezeptors ausgestattet sind.
Diese Tatsache lasst vermuten, dass das Hauptauafgiih der NKT-Zellenn vivo nicht die
direkte Interaktion mit Fremdantigenen ist, sondsie hauptséchlich Uber die Regulation
korpereigener Immunzellen zur Abwehrreaktion bgira Dieser, bis jetzt noch nicht
identifizierte, Ligand ware demnach auf der Obetf&der Zellen zu finden, mit denen NKT-
Zellen hauptsachlich interagieren. Die Konservigitiles TZR von NKT-Zellen deutet auf
einen starken Selektionsdruck wahrend der Evolutionund kdnnte bedeuten, dass NKT-
Zellen und der dazugehtrige Ligand eine wichtigelleRdei der Entwicklung des
Immunsystems spielten. Moéglicherweise bringt digteve Erforschung von Immunzellen,
die erst kirzlich in das Interesse der Wissenscigafangten, wie zum Beispiel die
CD4'CD25 Tregs, weitere Erkenntnisse (iber den natirlichigariden der NKT-Zellen.

5.8 Fetale V 24’V 11'-Zellen: Hauptakteure des fetalen Immunsystems

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, desssich bei Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe an fetalen \24'V 11" T-Zellen tatsachlich um NKT-Zellen handelt. So
konnten wir zeigen, dass fetale NKT-Zellen vorndbmICD4 sind, wie dies auch von

anderen Autoren beschrieben wurde (7; 26; 96). Riemte darauf hinweisen, dass fetale

56



Diskussion

NKT-Zellen eher regulatorische Funktionen ausiibed weniger als Effektorzellen zum
Einsatz kommen. Diese Uberlegung beruht auf desathe, dass konventionelle CD#®-
Zellen fiur die Aktivierung anderer Immunzellen vasgortlich sind, wahrend CD8T-Zellen
Effektorfunktion besitzen und zytolytisch aktiv dinNKT-Zellen Erwachsener wurden von
anderen Autoren bereits hinsichtlich ihres Chem@@aptorprofils beschrieben, wobei sich
zeigte, dass diese die Thl assoziierten Chemolkdpteren CCR5 und CXCR3 in hohem
Mald exprimieren (44; 109). Wir konnten nun zeigaass fetale NKT-Zellen im Gegensatz
dazu einen Th2 assoziierten Phanotyp auspragedieddaufigkeit der NKT-Zellen, die die
Th2 typischen Chemokinrezeptoren CCR4 und CCRS8itaef Oberflache exprimieren im
Nabelschnurblut héher war als im peripheren Blwadahsener , wahrend der Anteil CCR5
und CXCR3 exprimierender NKT-Zellen im Nabelschiutbgeringer war als in den
Kontrollen mit Blut Erwachsener (79). Auch Egeraét(26) zeigten, dass fetale NKT-Zellen
einen hoheren Anteil an CCRZellen aufweisen und dass die Expression von CQiRéh
Stimulation in einem Th2 begtinstigenden Milieu gegrt werden kann. Hierbei stellt sich
jedoch die Frage, ob das Vorherrschen Th2 typiscbleemokinrezeptoren durch das
Uberwiegen CD24 NKT-Zellen im Nabelschnurblut bedingt ist oder uhabgig von der
NKT-Subpopulation auftritt, da es Hinweise auf gienerelles Uberwiegen Th2 typischer
Chemokinrezeptoren bei CDANKT-Zellen auch bei Erwachsenen gibt (57; 109)sé&he
Versuche zeigten auch, dass die Chemokinrezepto@R7 und CXCR5, denen eine Rolle
bei der Lymphozytenwanderung zum Lymphknoten zugésigen wird, haufiger bei fetalen
NKT-Zellen vorkommen. Dass fetale NKT-Zellen auclnee hohe Expression des
Oberflachenmolekills CD62L zeigen, wie von Eger letdargelegt (26), unterstitzt die
Vermutung, dass fetale NKT-Zellen bevorzugt zu dgmphknoten wandern. Zudem wurde
bereits am Mausmodell beschrieben, dass CCR7 wéitenReifung muriner NKT-Zellen
herunterreguliert wird, da NK1.1.Zellen bei Vorhandensein des CCR7 Liganden
SLC/CCL21 Migration zeigten, wahrend NK1.Zellen dies nicht taten. (Hierbei entspricht
NK1.1. dem humanen CD161, weshalb NK1Ztllen als reife und NK1:Zellen als unreife
NKT-Zellen angesehen werden.) Des Weiteren konaeigt werden, dass der Prozentsatz
von NKT-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXCR6 @xyeren im Nabelschnurblut hdher
ist als bei Erwachsenen. Auch zu diesem Chemolepter existieren bereits
Untersuchungen am Mausmodell, wobei sich dort eeigiss CXCR6 am Ende der Reifung
hochreguliert wird. Von den Autoren der Studie waupbstuliert, dass CXCR6 essentiell fur
die Zytokinproduktion und das Uberleben der NKTzelist (39). Insgesamt deuten die

Ergebnisse zu der Frequenz der Chemokinrezept@icietalen NKT-Zellen darauf hin, dass
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diese teilweise aktiviert sind, da sie zum einen Oberflachenmarker CD45RO tragen, der
auf einen stattgefundenen Antigenkontakt hindeuwed typisch fur Effektor- und

Gedéachtniszellen ist, zum anderen aber auch Megkmgigen, die typisch fur naive, noch
nicht vollstandig ausgereifte Zellen sind. Dies hiinbedeuten, dass fetale NKT-Zellen trotz
der phanotypischen Ahnlichkeit mit Effektor- und daehtniszellen andere Funktionen

ausiben, als CD45R0 tragende Zellen des Erwachsenen

Bis vor einiger Zeit nahm man an, dass das herdmseacle Kind intrauterin durch eine
weitgehend sterile Umgebung vor Antigenexpositiasaipitzt ist und sich dadurch die
postulierte Unreife des neonatalen Immunsystemkirerk lasst, da dieses vor der Geburt
keine Mdoglichkeit gehabt hatte, sich an die Anfouthgen des postnatalen Lebens und die
damit verbundene Antigenflut zu adaptieren. Tatiéétechstellt die intrauterine Umgebung
jedoch keinesfalls eine antigenfreie Zone dar, somdermdglicht bereits dem Feten
Antigenkontakt (6; 24; 82; 105). Dass dieser Konhtakich eine Rolle bei der spateren
Entwicklung und Funktionalitat des kindlichen Imnsystems spielen kann, wird durch die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Billingham (9)tigzs, die zeigte, dass Antigenexposition
wahrend der Fetalperiode zu einer Toleranz gegerdéra zuvor zugeflhrten Antigen flhrte,
wahrend der Kontakt zum gleichen Antigen zu einensibilisierung fuhrte, wenn er erst
nach der Geburt erfolgte. In diesem Zusammenhangtkd NKT-Zellen daflr sorgen, dass
das Immunsystem des Fetus auf Antigene nicht sgieawie man es von einem ,reifen”
Immunsystem kennt, was zu einer Sensibilisierurtgefii wirde, sondern stattdessen eine
Toleranzinduktion gegentber diesen Antigenen ingssetzt. Die Erkenntnis, dass fetale
NKT-Zellen Th2 polarisiert sind, wird unterstitzurdh die Analyse Chemokinrezeptor-
positiver V 24V 11" fetaler T-Zellen, die mit fetalen NKT-Zellen glausetzen sind, wie

in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden t@nmabei zeigte sich, dass bei
Betrachtung aller NKT-Zellen, IL-4 produzierend&NZellen in Nabelschnurblut haufiger
vorkommen als im peripheren Blut Erwachsener (98)s auch von Kadowaki et al. (53)
gezeigt wurde. Dieser Effekt war bei den DN NKTi€eldeutlicher ausgepréagt als bei den
CD4" NKT-Zellen, wobei bei den CO4NKT-Zellen IFN- produzierende Zellen weniger
haufig vorkamen als bei Erwachsenen. Insgesamtdiei® dadurch eine Préaferenz fetaler
NKT-Zellen fur IL-4 im Vergleich zu IFN- erkennen. In den Chemokinrezeptor tragenden
Subpopulationen waren vor allem die DN NKT-Zelldir £in Uberwiegen von IL-4 bei
fetalen NKT-Zellen verantwortlich, was daftir spticass diese Préferenz nicht daran liegt,
dass fetale NKT-Zellen uiberwiegend CDeind. Zudem zeigte sich, dass nicht nur die NKT-
Zellen mit den Th2 assoziierten Chemokinrezepto@®R4 und CCR8 haufiger IL-4
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produzierten, als die entsprechenden NKT-Zellen @hsener, sondern fast alle CCR
Subpopulationen. Die Tatsache, dass wéhrend devaédgerschaft sowohl das fetale als auch
das mitterliche Immunsystem mit semi-allogenenderten konfrontiert ist, es aber trotzdem
nur in den seltensten Fallen zu einer immunologisciReaktion und damit zu einer
AbstoRung gegen das partiell unbekannte Gewebe kokann nur durch ein tolerogenes
Milieu wahrend der Schwangerschaft erklart werdeawischen wird vor allem eine Th2
Ausrichtung des fetalen und mitterlichen Immunsystefir dieses tolerogene Milieu
verantwortlich gemacht. In Anbetracht der weitreilctien immunregulatorischen Einflisse
von NKT-Zellen beim Erwachsenen vermuten wir, dds-Zellen die Toleranz zwischen
mitterlichem Organismus und dem Fetus ermdglicimelem sie die Auspragung eines Th2
typischen Milieus gewahrleisten. So konnte gezeigtden, dass eine gehaufte Anzahl von
Spontanaborten mit einer erniedrigten Zahl von N&€llen in der Decidua assoziiert ist
(117). Daneben konnte der tolerogene Einfluss d€f-Xellen auch Auswirkungen auf die
Funktion des neonatalen Immunsystems haben. Large \iurde das Immunsystem
Neugeborener als unreif bezeichnet, da eine efiekBekdmpfung von Mikroorganismen
beim Erwachsenen durch eine Thl-Antwort des Imnmstesys vermittelt wird und
Neugeborene aufgrund der vorherrschenden Th2-Antfedglich anfalliger fir bakterielle
und virale Infektionen sind. Doch diese ,Unreifeesd neonatalen Immunsystems ist
maoglicherweise nicht nur Ausdruck eines noch ngdhgut funktionierenden Abwehrsystems,
das erst noch heranwachsen muss, sondern stdliiché eine beabsichtigte Modulation
eines bereits reif angelegten Systems dar. Mickaelet al. (74) konnten zeigen, dass T-
Lymphozyten Neugeborener in der Lage waren, efifisdmmunreaktionen zu generieren,
dass deren Aktivitat aber durch bis jetzt nicht asseénd verstandene Mechanismen
herunterreguliert wird. Die Autoren dieser Studiestplierten, dass die Anwesenheit von
CD4'CD25 regulatorischen T-Zellen (Treg) fiir diese Inhibiey der fetalen T-
Lymphozyten verantwortlich ist. Mehrere Studien sesi darauf hin, dass NKT-Zellen und
Treg eng miteinander interagieren und dass NKTefelfir die Aktivierung von Treg
erforderlich sein konnten (51; 69). So konnten NRdllen Uber die Aktivierung von Trag
utero und postnatal zu einer Herabmodulation des kihdlc Immunsystems fiihren. In
Anbetracht der Gefahren eines lberschiel3enden lsystems, wie man es beispielsweise
vom sog. ,toxic shock syndrom* kennt, wo die masssystemische Zytokinausschuttung zu
einer Dysregulation aller Kérperfunktionen einseBlich Korpertemperatur, Gerinnungs-
system und Blutdruck fihrt, konnte diese Heruntgri&ion auch ein Schutz des

Neugeborenen sein. Der Wechsel von der intrauterinar extrauterinen Umgebung
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konfrontiert das Neugeborene mit einer Vielzahlereund zum grof3ten Teil unbekannter
Antigene, weshalb es mdglicherweise sinnvolleraste hohere Anfalligkeit fir Infektionen
in Kauf zu nehmen, um eine schadliche und eventtiliche Uberaktivierung des

Immunsystems zu vermeiden.
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6 Zusammenfassung

Naturliche Killer T-Zellen sind in vielfacher Hirgit an der Regulation des Immunsystems
beteiligt und besitzen charakteristische Merkmalie sie von konventionellen T-Zellen
unterscheiden. Eine dieser Besonderheiten stefltTd2ellrezeptor von NKT-Zellen dar,
dessen -Kette immer durch eine Kombination des Variablagi@ents 24 und des Joining-
Segments 18, ohne Einfigung von N-Nukleotiden,tehtsund meist mit einer \11-Kette
kombiniert wird. Die Besonderheit des fetalen Imisystems, die durch eine Neigung zu Th2
Immunantworten und durch die Fahigkeiten in hohermal3M Toleranz zu induzieren
gekennzeichnet ist, und die Maoglichkeit durch besse Verstandnis der fetalen
Immunregulation Hinweise auf Mechanismen von Taleraund Atopie zu erhalten,
verdeutlichen die Notwendigkeit fetale NKT-Zelleengquer zu untersuchen. Da sowohl in
anderen als auch in der eigenen Arbeitsgruppe waten Unterschiede zwischen fetalen
NKT-Zellen und NKT-Zellen Erwachsener festgestelitrden, stellten wir uns die Frage, ob
sich diese Unterschiede auch auf den T-Zellrezeyor im Besonderen auf die N-Region
erstrecken. In vorausgehenden Arbeiten mit Nabelstilut gab es Hinweise darauf, dass
fetale NKT-Zellen T-Zellrezeptoren mit N-Regioneiagen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen jedoch, dass auch fetale NKT-Zellen keindukteotide besitzen und dass es sich bei
den in Pilotversuchen gefunden 24'J 18'-Zellen mdglicherweise nicht um NKT-Zellen der
Definition V 24V 11" handelt. Es fanden sich jedoch Hinweise, dassgdfandenen N-
Regionen von V24’V 11 T-Zellen stammen koénnten und dass diese nicht imdes
charakteristischen invarianten T-Zellrezeptor trage

Diese Ergebnisse ermoglichen vorausgehende Arbaitefetalen V24’V 11" T-Zellen in

einem gréfReren Zusammenhang zu sehen, da dieseuggnadls NKT-Zellen eingeordnet
werden kénnen und somit mit NKT-Zellen Erwachsewenglichen werden konnen. Dabei
zeigte sich, dass fetale NKT-Zellen sowohl im Hidblauf ihr Chemokinrezeptorprofil als
auch im Hinblick auf die synthetisierten Zytokinehdmotypische und funktionelle
Eigenschaften von Th2-typischen Zellen besitzen.ssDalie Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft in wesentlichem Mal3 von der Eilstglund Aufrechterhaltung eines Th2
Milieus abhangt, gibt somit einen Hinweis daraufssl NKT-Zellen auch bei diesem

immunologisch kontrollierten Prozess eine wesemtliRolle spielen.
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Clip. 1 BQ20WL10  Sequence: 10.02.00 CD8+_VA-24-neu Cipped length: 4 Samples: 14812 Cuality: 0-2 — Fage: 113
Left clip: 14 Bases: a1 10-19 — 12.02.2000
Right ciip: M7 Awerape spazing: 310 0-4
Avg qual. nclip: 5475 Average quality >= 10: 123, 20: 61, 30: 243 =3 —

1 f:d 0 a Ed @ 7 &0
A AG TTG CG CA TTCGCACTTA G GT G GTATAA GCAAGATACT GGGAGAGGTCCTGTTTCCCTGACAATCATGACTTTCAGTG

1uhhuﬂLhn“hhnﬂunﬂﬂﬂ“ﬂhthuunhﬂﬂﬂhnﬂhndhhhxh

Bl e 1 20 e
AGAACACAAAGTCGAACGGAAGATATACAGCAACTCTGGATGCAGACACAAAGCAAAGCTCTCTGCACATCACAGCCTCCCAGCTC
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CC ATTC AGCCTC TACA TCTGTGTGGTG.’-GCGACAGAGGCTCAAC CTGCG AGGCTATA TTTGGA#:‘.AG TGGT.’:'CGA

Erwachsener Spender 3: CD8

Chromatogramme der Sequenzen des T-Zellrezeptors mdNKT-Zellen Erwachsener

Clip. 1 BO20WL10  Sequence: 120208 CO4: _VAMneu Crpped length: 223 Samples: 14838 Cuality: 0-2 — Page:1i3
Leh Ipt 18 Bases: 240 10-18 — 17.02.2000
40 Awerape spacing. 610 -8
Awg.q uslinclip: 5859 Averape quality >= 10 8, 20: €, 30: 204 5230 —

] 1 ] 40 50 [} m [}
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GATTC-"' C"‘CTACATCTGTGTGG GC G4 AGAGGCTCAACCCTGCGGA GCTFT TTTGGE

Nabelschnurblut 1: CD4
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rr 0 B 4 @ bl m &0
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-

5 109 1o gr) 120 i 10 %0 17
-GAGAACACAAAGTCGAACGGAAGATATACAGCAACTCTGGOGATGCAGBACACAAAGCAAAGCTCTCTGEBCACATCACAGCCTCCCAGTC

18 150 m 2 -l m 0 =
TCAGCGAT TCAGCCTCCTACATCTGTGTGGETGAGCGACAGAGGC TCAACCCTGGEGGAGGCTATACTT TGGAAA-GCTGCCAA G

Nabelschnurblut 2: CD4
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Nabelschnurblut 3: CD4F

Chromatogramme der Sequenzen des T-Zellrezeptors bietalen NKT-Zellen
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Nab;rs"chnurblut 5:V 2

Clp. 1 BQIOWLID  Sequence: 1808.09Va4 Vaddney Cigpediength 00 Sampiss Qualty: 0-2 — Fage 113
Leftcip e Bases 10-18 — 18.06.2000
Rghiclp it Average spacing: X%
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Wiederholung der V 24V 11 Probe von Nabelschnurblut 5
Auch hier Abbruch der eindeutigen Sequenz am Eondew 24 zum Ubergang 18
Clip. 1 BR20WL1D  Sequence: 20.5.8 Val4+Vb11+_Vald-nBipped length: 175 Samples: 15881 Quality: 0-2 — Page: 113
ft clip: 8 Bases: 30 10-18 — 26.05.2000
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S b WA st e il
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AGAACACAAAGTCGAACGGAAGATATACAGCAACTCTGGATGCAGACACAAAGCAAAGC TCTCTGCACATCACAGCCTCCCAGCTC

15 150 2w 0 m 30 0 2
AGCGATTCAGCCTCCTACATCTGTGTGGTGAGCGACAGAGGC TCAACCCTGGGGAGGCTATACTTTGGAA TTAAC T -CTCTT

Nabelschnurblut 6: V 24"V 11" (nicht in Ergebnisse einbezogen, da IgA >5mg/dl)
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Nabelschnurblut 7: V 24V 11°

Nabelschnurblut 7: V 24V 11

Chromatogramme bei V 24V 11" versus V 24'V 11 Zellen
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