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6 Einleitung

1 Einleitung

In den vergangenen 20 bis 30 Jahren hat die Pravalenz allergischer Krankheiten in
den industrialisierten Landern deutlich zugenommen. Allergische Erkrankungen
stellen damit einen erheblichen Kostenfaktor fur die Gesundheitssicherungssysteme
dar. Es ist daher sinnvoll, Individuen mit erhohtem Atopierisiko fruhzeitig zu
identifizieren, um ihnen gezielt primare PraventionsmalRnahmen zukommen zu
lassen. Andererseits zahlen obstruktive Bronchitiden zu den haufigsten
Erkrankungen des frihen Kindesalters. Diese lassen sich haufig weder klinisch noch
laborchemisch von allergisch bedingten Bronchitiden unterscheiden, so dass auch
nicht atopische Kinder unnotig einer teuren Therapie einer vermeintlichen Allergie
zugefuhrt werden. Es ist daher von hohem Interesse, ein einfaches diagnostisches
Werkzeug zu entwickeln, welches die frihzeitige ldentifizierung von Personen mit
erhohtem Atopierisiko ermoglicht. Ziel dieser Arbeit ist es daher, Nabelschnurblut
hinsichtlich des Ty1/T2-Zytokinmusters — einem mdglichen pradiktiven Marker einer
Atopie — zu charakterisieren und mit einer gesunden erwachsenen Kontrollpopulation

zu vergleichen.

2 Hintergrund

2.1 Definition und Epidemiologie von Allergien

Allergien sind Krankheiten der postindustriellen Neuzeit, die bis vor hundert Jahren
als Raritaten betrachtet wurden und bis dahin nicht einmal Anlass gaben fur eine
semantische Definition dieser medizinischen Entitat®?.

Erst Clemens von Pirquet fuhrt 1906 den Terminus ,Allergie” ein. Er versteht darunter
eine veranderte Reaktion des Immunsystems auf Reize, sowohl im Sinne einer
Uberreaktion als auch im Sinne einer Abschwachung. Im Laufe der Zeit erfahrt der
Begriff ,Allergie” eine Einengung: Er bezeichnet eine hypersensitive Reaktion auf
Reize, die unter normalen Umstanden nicht zu einer Aktivierung des Immunsystems
fuhren, also eine Uberbordende und damit inadaquate Immunreaktion.

Coombs und Gell teilen in ihrer Veréffentlichung ,Clinical Aspects of Immunology“?®

aus dem Jahre 1993 die Allergie nach dem primaren Trager der Immunantwort in vier
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Typen, den anaphylaktischen Typ |, den zytotoxischen Typ Il, den immunkomplex-
vermittelten Typ Il und den zellvermittelten Typ IV ein. Im Folgenden wird unter
LAllergie” eine Typ | und damit IgE vermittelte Immunantwort verstanden.

Klinisch prasentiert sich eine Allergie nicht einheitlich, sondern sehr heterogen als
allergische Rhinitis, allergische Konjunktivitis, Heuschnupfen, allergische Dermatitis,
Nahrungsmittelallergie oder als allergisches Asthma. Diese Krankheitsbilder werden
im Folgenden nicht unterschieden, sondern als verschiedene Manifestationen einer
zugrunde liegenden generellen Neigung zur Atopie betrachtet.

Die Pravalenz allergischer Erkrankungen nimmt in industrialisierten Landern
zu®t15120)  Die  Erkenntnis, dass in  Ostdeutschland trotz  hdherer
Umweltverschmutzung Allergien weniger weit verbreitet sind als in den alten
Bundeslandern, fihrte — zusammen mit der mangelnden Erklarbarkeit durch
genetische Faktoren — zur Formulierung der so genannten ,Hygiene-Hypothese®:
Veranderte sozioOkonomische Bedingungen, insbesondere ein Ruckgang der
Infektionskrankheiten in der frihen Kindheit bzw. eine veranderte ,mikrobielle
Umgebung® konnten mitverantwortlich fur den Anstieg der Allergien in westlichen
Landern sein. Diese Hypothese wird von vielen epidemiologischen Studien gestitzt:
Das Risiko einer Allergie nimmt mit der Zahl der Geschwister ab und ist hoher beim

n® 19 die Pravalenz von Allergien ist in Familien mit einem

Erstgeborene
anthroposophischen Lebensstil geringer'”, was sich mit restriktiverem Einsatz von
Antibiotika'® und einer geringeren Durchimpfung erkldren Iasst; epidemiologische
Daten legen eine inverse Korrelation zwischen Atopieneigung und durchgemachten

n®¥%) " Tuberkulose®*"'® und Hepatitis

Infektionskrankheiten, insbesondere Maser
A®") nahe. Méglicherweise spielt dabei die Gesamtheit an Erregern, denen ein Kind
ausgesetzt ist, eine groRere Rolle als der Kontakt mit einem bestimmten
Erreger(ss;ss;ﬂa)_

Weiterhin haben Kinder, die in einer Landwirtschaft aufwachsen, ein geringeres
Allergierisiko als Kinder, die in landlicher Umgebung grol® werden ohne direkten
Kontakt mit Nutztieren zu haben®®"%"")_Eine mégliche Erklarung dafiir ist die hohe
Exposition an bakteriellen Produkten wie Lipopolysaccharide, die via IL-12 eine
starke Induktion von Ty1-Zellen bewirken®*'%). So konnten Gereda at al. zeigen,
dass hohe Hausstaub Endotoxin Konzentrationen mit einem geringeren Allergierisiko

einhergehen®”).
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Einige Studien liefern Hinweise, dass veranderte Ernahrungsgewohnheiten,
insbesondere eine erhohte Aufnahme von mehrfach ungesattigten gegenuber
geséttigten Fettsduren, mit einer erhdhten Pravalenz von Asthma einhergehen®=?).

Zusammenfassend lasst die bisherige Datenlage den Schluss zu, dass die
zunehmende Pravalenz von allergischen Erkrankungen unter anderem auf
veranderte sozioOkonomische Bedingungen, insbesondere auf eine geringere

Exposition gegenuber Krankheitserregern zurtckzufuhren ist.

2.2 Typ-I-Allergie und die Dichotomie von Ty1 und Ty2 auf der
Ebene der Zytokine

Fur das Verstandnis allergischer Erkrankungen spielt die Ty1/Ty2-Zelldichotomie
eine zentrale Rolle. Bei Ty1/Ty2-Zellen handelt es sich um zwei CD4+
Lymphozytenpopulationen, die beide dem spezifischen Immunsystem zugerechnet
werden, aber antagonistisch wirksame Zytokine produzieren. Diese distinkten
Zellpopulationen wurden erstmals von Mosmann et al. in einem Mausmodell
beschrieben®). Gruppen von Romagnani und Kapsenberg konnten zeigen, dass
auch beim Menschen analoge Subsets von CD4+ Zellen nachweisbar sind"%'2%.
Tn2-Zellen bilden u.a. IL-4, IL-5 und IL-13, jedoch wenig bzw. kein IL-2 und IFN-y.
Tu1-Zellen dagegen produzieren IFN-y und IL-2.

Entsprechend wurde untersucht, ob sich diesen Populationen unterschiedliche
Rollen in der humanen Immunantwort zuteilen lassen: IFN-y bewirkt eine Aktivierung
von Makrophagen und moduliert die zytotoxische T-Zell Antwort. Damit ist es das
Hauptzytokin der zelluldren Immunantwort®). IL-4 und IL-13 16sen in B-Zellen den
Isotyp-Switch zu IgE""” aus und sind somit ein wichtiger Regulator der humoralen
Immunitat. IL-5 fiihrt zur Ausreifung und Aktivierung eosinophiler Granulozyten®.

Da nur Ty2-Zellen sowohl via T-Zell Rezeptor direkt Allergene erkennen als auch
Zytokine produzieren konnen, die einen Switch von IgM zu IgE — dem primaren
Trager der Typ | Allergie — induzieren, wird angenommen, dass ein Ty1/Th2-
Ungleichgewicht zugunsten von Ty2-Zellen zur Entstehung atopischer Erkrankungen
fuhrt. Entsprechend konnten Ty2-Zellen in peripherem Blut und in Hautlasionen von

Patienten mit Neurodermitis®"'® in Nasenschleimhaut von Patienten mit
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allergischer Rhinitis und in bronchoalveolarer Flussigkeit von Asthmapatienten
nachgewiesen werden('®7).

Ein weiteres Zytokin, welches von CD4+-Zellen, insbesonders regulatorischen T-
Zellen, aber auch einer Vielzahl anderer Zellen wie Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen produziert wird, ist IL-10. So scheint IL-10 das Uberleben von
Eosinophilen und deren Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine zu
hemmen!'®?. Es konnte gezeigt werden, dass in der bronchoalveoldren Lavage bei
Asthmapatienten weniger IL-10 nachweisbar ist als bei gesunden Kontrollen® und
Makrophagen im Sputum bei Asthmatikern weniger IL-10 exprimieren™®”. Im
Gegensatz dazu konnten Lim et al. zeigen, dass wahrend der Spatreaktion auf
Allergene bei Asthmatikern periphere Makrophagen grofere Mengen von IL-10
sezernieren als in der Kontrollgruppe(45). [I-10 ist also ein immunmodulatorisches
Zytokin, dessen Rolle bei der Entstehung einer Atopie noch nicht abschlieRend
geklart ist.

2.3 Die Dichotomie von Ty1 und Ty2 auf Ebene der
Chemokinrezeptoren (CKR)

Die Tu1- respektive Ty2-Subpopulationen der T-Zellen sind primar Uber deren
Fahigkeit zur Sekretion von Zytokinen definiert. Verschiedene Gruppen konnten
jedoch zeigen, dass mit den jeweiligen Subsets auch bestimmte Oberflachenmarker
aus der Gruppe der Chemokinrezeptoren assoziiert sind.

Chemokinrezeptoren spielen eine malgebliche Rolle bei der Emigration der
Leukozyten zum Ort der Entziindung®. Nahezu alle Chemokinrezeptoren werden
auf T-Lymphozyten exprimiert und gelten als Marker fur Reife, Differenzierung und
Aktivierungsgrad®®.

Th1-Zellen exprimieren praferentiell CCR5 und CXCR3“%™_ CXCR3 gilt dabei als
Marker, der hauptsdchlich von aktivierten T-Zellen exprimiert wird*”. Humane IL-4
produzierende Zelllinien exprimieren CCR3. Im Umkehrschluss konnte gezeigt
werden, dass CCR3-positive Zellen IL-4 sezernieren, so dass eine Assoziation von
CCR3 und Th2-Zellen nahe liegt’"'??. Auch CCR8"* und CCR4" gelten als
Marker, die hauptsachlich auf Ty2-Zellen exprimiert werden. So berichteten Nakatani
et al., dass CCR4-positive Zellen in Patienten mit atopischer Dermatitis vermehrt

nachgewiesen werden kénnen®®®.
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2.4 In utero priming

Bereits 1993 stellte Tom Wegmann die Hypothese auf, dass eine erfolgreiche
Schwangerschaft eine Verschiebung der maternalen Immunitatslage in Richtung
Th2-Reaktion erfordert’'®. Folgeuntersuchungen konnten zeigen, dass eine
persistierende Ty1-Reaktion mit gehduften Aborten einhergeht®?).

Passend dazu zeigen Neugeborene ein relatives Uberwiegen von Ty2-Zellen,

(123189 " Djes scheint durch eine relativ

definiert als IL-4 produzierende Zellen
verminderte IFN-y Synthese verursacht zu sein®®). Weiter wurde gezeigt, dass bei
spateren Atopikern die IFN-y Synthese im Nabelschnurblut starker vermindert ist als

n, GBI - Pregeott et al. konnten in  einer

bei spateren nicht-Atopiker
longitudinalen Untersuchung zeigen, dass bei atopischen Individuen die Ausreifung
der Ty1-Zellen verzogert ist, bzw. eine Persistenz der Tu2-Reaktion mit der
Entwicklung einer Allergie korreliert’®. Unterschiede des Zytokinexpressionsmusters
lassen  sich  bei  symptomatischen  Atopikern und einer gesunden
Vergleichspopulation auch im Alter von 6 Jahren noch nachweisen®?.

In utero findet jedoch nicht nur eine generelle Verschiebung in Richtung Th2-
Reaktion statt, sondern auch ein Allergen spezifisches Priming des kindlichen
Immunsystems. So reagieren T-Lymphozyten aus Nabelschnurblut auf Stimulation
mit verbreiteten Allergenen mit Produktion von Zytokinen®'®®): dies legt einen
pranatalen Kontakt mit Allergenen nahe. Herz et al. konnten dies unter kontrollierten
Bedingungen an einem Mausmodell nachvollziehen®).

Trotz konsistenter Belege, dass T-Zellen bereits in utero mit Allergenen Kontakt
haben, bleiben Mechanismus und klinische Relevanz dieses Vorgangs bisher im

Dunklen.

2.5 Probleme der verschiedenen Methoden der
Zytokinmessung in Nabelschnurblut

Die Quantifizierung von Zytokinen in Nabelschnurblut ist nicht unproblematisch. Dies
gilt insbesondere fur Ty2-assoziierte Zytokine, da die Vorlauferfrequenz dieser
Zellen in der Regel sehr niedrig ist. So war in Untersuchungen von Prescott et al. IL-4
auch bei spateren Allergikern im Nabelschnurblut nur auf molekularer Ebene mittels
semi-quantitativer PCR nachweisbar. Der Nachweis des sezernierten IL-4 war wegen
der niedrigen Proteinkonzentration nicht moglich. Gleiches galt fur IFN-y, sofern mit
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Allergenen stimuliert wurde*?*472_ Der Nachweis spezifischer mRNA kann jedoch
nicht zwangslaufig mit translatiertem und sezerniertem Protein gleichgesetzt werden.
PCR-basierte Untersuchungen geben ferner keinen Aufschluss tuber den Phanotyp
der Zytokin-synthetisierenden Zelle.

In einem anderen Ansatz wurden CD4" T-Zell-Klone durch polyklonale Stimulation
mit Phythamagglutinin und Phorbolestern aus Nabelschnurblut gezichtet. In den
Zellkulturiberstanden dieser Klone konnte nach Allergen-Stimulation IL-4
nachgewiesen werden®. Der Haupteinwand gegen die Zuverlassigkeit solcher
Bestimmungen besteht darin, dass der Klonierungsvorgang madglicherweise das
Wachstum bestimmter T-Zellen bevorzugt und so eine Verzerrung des Ty1/Th2-
Profils herbeifuhrt.

Einzelne ELISA-basierte Spezialmethoden zeichnen sich zwar durch hohe
Sensitivitat aus®®), geben jedoch wiederum keine Information {iber die sezernierende
Zelle.

Eine weitere Methode beruht auf dem Nachweis intrazellularer Zytokine. Hierfur
werden Zellen mit Calcium-lonophoren und Phorbolestern maximal stimuliert, um
eine moglichst hohe Zytokinsynthese zu erhalten. Weiterhin wird die Sekretion dieser
Zytokine durch Zugabe eines Sekretionsinhibitors (z.B. Brefeldin A) verhindert, so
dass die nachzuweisenden Zytokine in der Zelle akkumulieren. Nach
Permeabilisierung der Zellmembran mit einem Detergens konnen zytokinspezifische
Antikorper in die Zelle gelangen und so die Zytokine durchflusszytometrisch messbar
machen. Vorteil dieser Methode ist, dass simultan zur Zytokinmessung auch zellulare
Oberflachenmarker bestimmt werden konnen. So erhalt man Aufschluss Uber den
Phanotyp der Zytokin-synthetisierenden Zelle. Nachteilig ist, dass die genannte
Stimulationsmethode hochartifiziell ist, so dass unspezifische Verzerrungen des
Zytokinmusters nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kénnen. Weiter ist nicht
auszuschliellen, dass unvollstandig translatierte oder fehlgefaltete Zytokine
intrazellular nachgewiesen werden, die in vivo nicht sezerniert wurden. Die
gemessenen  Zytokinspiegel waren dann  durch  biologisch  inaktive
Zytokinbruchstlcke falsch hoch.

Aufgrund erheblicher methodischer Unterschiede ist es zurzeit kaum moglich,
unterschiedliche Studien zur Zytokinproduktion von Nabelschnurblut miteinander zu
vergleichen. Wie oben ausgefuhrt, hat jede Methode ihre spezifischen Vor- und
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Nachteile. Eine sensitive Quantifizierung biologisch aktiver Zytokine bei gleichzeitiger
Phanotypisierung der sezernierenden Zellen in einem Ansatz ist bisher nicht moglich.
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3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, die Vorteile der beschriebenen Methoden —
namlich hohe Sensitivitat, eine moglichst physiologische Stimulation sowie die
Maoglichkeit der umfassenden Zellcharakterisierung — in einem neuen, mdglichst
einfachen Ansatz zu vereinen. Ferner sollen die Nachteile der genannten Methoden
— mangelnde Information Uber den zellularen Phanotyp bzw. artifizielle Verzerrungen
des Tw1/Tu2-Profils — so gering wie moglich gehalten werden. Hierflr soll ein
kurzlich entwickelter sog. Sekretions Assay (Fa. Miltenyi Biotech) verwendet werden,
um Nabelschnurblut hinsichtlich der Zytokinproduktion zu charakterisieren. Dabei

werden im Einzelnen die Zytokine IFN-y, IL-4 und IL-10 gemessen.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen untersucht werden:

» Zeigt Nabelschnurblut ein anderes Zytokinsekretionsmuster als peripheres
Blut Erwachsener?

» Lasst sich in Nabelschnurlymphozyten gegenuber Lymphozyten Erwachsener
das beschriebene Uberwiegen von Ty2-Zellen bestatigen?

 Falls ja, handelt es sich um ein Uberwiegen IL-4-produzierender Zellen oder
um ein Fehlen IFN-y-produzierender Zellen?

* Lasst sich dieser postulierte Unterschied auch nach Stimulation nachweisen?

* Zeigen der Zytokin Sekretions Assay und der Cytometric Bead Array
konkordante Ergebnisse?

* Lasst sich dies auf Ebene der Chemokinrezeptoren bestatigen?

* Sind die jeweiligen Zytokin-produzierenden Zellen vorwiegend
Gedachtniszellen (CD45R0) oder naive Zellen (CD45RA)?



14 Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Probanden- und Gruppeneinteilung

Fir die Kontrollgruppe wird ein Kollektiv von freiwilligen, gesunden, mannlichen
Erwachsenen rekrutiert. Eine atopische Disposition bzw. eine manifeste Allergie wird
anamnestisch ausgeschlossen. Um eine Anamie (Hb<13,5g/dl flir mannliche
Probanden) oder eine Leukozytose (Leukozyzen>10*ul) zu erkennen, wird ein
maschinelles Routineblutbild erstellt. Sowohl Anamie als auch Leukozytose stellen in
der beschriebenen Kontrollpopulation ein Ausschlusskriterium dar.

Die Vergleichsgruppe enthalt reife, gesunde Neugeborene (37;0 SSW — 41;6 SSW),
die vaginal entbunden wurden.

Primare Ausschlusskriterien sind alle Faktoren mit einem maoglichen Einfluss auf die
kindlichen Zytokinspiegel. Die Einzelkriterien sind dabei wie folgt:

* andere Entbindungsmodi als spontane vaginale Geburt

* Hinweise auf perinatale Asphyxie (5-Minuten APGAR-Wert < 7, NSpH< 7,1)

* unter- oder Ubergewichtige Kinder (<2500g oder>4000g)

* Infektionszeichen bei der Mutter (Fieber >38,5°C, Leukozyten >15.000/pl,
CRP >20mg/l)

* klinische oder laborchemische Infektionszeichen beim Kind
(Rekapillarisierungszeit >2“, CRP > 40 mg/l)

Weiterhin werden retrospektiv alle Probanden ausgeschlossen, deren Blut mit
mutterlichem IgA kontaminiert ist.

Die Eltern werden mundlich und schriftlich ausfuhrlich aufgeklart. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung wird eingeholt. Aus logistischen Grunden erfolgt die
Aufklarung — wie im Ethikantrag dargelegt — erst nach Abnahme der Blutprobe.
Verweigern die Eltern nach ausfuhrlicher Aufklarung ihr Einverstandnis, werden
Blutproben und gesammelte Unterlagen vernichtet.

Mit Hilfe zweier Fragebogen werden Komplikationen wahrend der Schwangerschaft
erfasst und Informationen Uber das individuelle Allergierisiko des Kindes gesammelt.
Dabei liegt der Schwerpunkt auf der Erfassung der familiaren Allergieanamnese. Als
objektiver Parameter wird auch der IgE-Wert im Nabelschnurserum bestimmt.
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4.2 Probengewinnung

In der Kontroligruppe werden 10ml vendses Blut in Natriumheparin abgenommen.
Ein automatisiertes Blutbild wird aus 1ml EDTA Blut erstellt.

Die Rekrutierung der Neugeborenenpopulation erfolgt in der |. Universitatsklinik,
MaistraRe. Dort wird direkt nach der Entbindung aus der plazentaren Vena
umbilicalis 10ml Nabelschnurblut in vorbereiteten, mit Natriumheparin beschickten
10ml Spritzen abgenommen. Weiterhin wird 1ml EDTA Blut fur ein maschinelles
Routineblutbild und 1ml Serum fur die Bestimmung der Immunglobuline gewonnen.

Das Heparinblut wird innerhalb von 2h verarbeitet.

4.3 Routineblutbild und Bestimmung der Immunglobuline

Ein maschinelles Blutbild wird im eigenen Labor (Coulter Counter, Fa. Beckmann)
erstellt. Die Bestimmung der Serumimmunglobuline (IgA und IgE) erfolgt als
Standarddiagnostik im Zentrallabor der Klinik.

4.4 Immunophéanotypisierung

Die Immunophanotypisierung erfolgt in Vollblut mittels Durchflusszytometrie. Dabei
werden alle relevanten Oberflachenmolekile mit direkt markierten Antikdrpern
gefarbt und mittels 4 Farben Durchflusszytometer analysiert. Die optimale
Konzentration der Antikdrper wird in Titrationsreihen in Vollblut bestimmt. Tabelle 1

zeigt das hierzu verwendete Farbeschema:

FITC PE APC PC5
Tube 2 CD4 CCR4 CD45RO CD8
Tube 3 CXCR3 CD4 CD45RO CD8
Tube 4 19G1 IgG2a CD4 CD8
Tube 5 CAD9 CD19 CD4 CD8
Tube 6 CCR3 CD4 CD45RO CD8

Tab.1: Immunophanotypisierung, Farbeschema
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Durchflihrung:

Je 50pl mit EDTA antikoaguliertes Blut werden in ein 1,5ml Probengefal® uberfuhrt
und mit je 5ul des verdunnten Antikorpers (nach sorgfaltigem Mischen) fur 20 min bei
4°C inkubiert. Danach folgt ein Waschschritt mit 1ml PBS. Nach Lyse der
Erythrozyten mit 1,5ml Ammoniumchlorid-Lysepuffer werden die Proben in FACS
Tubes uberfuhrt und bei 4°C bis zur durchflusszytometrischen Analyse aufbewahrt.
Zur Analyse werden 12000 Zellen in einem Lymphozyten-Gate (G1=R1), gesetzt
nach Zellgrofle und Granulationsgrad, aufgenommen und in einem zweiten dot plot
hinsichtlich CD4 und CD8 differenziert. Ein logisches Gate, auf die CD4+ respektive
CD8+ Fraktion gesetzt, erlaubt in einem weiteren dot plot (CD4/CD8 vs. CD45R0O)
die Selektion einer dreifach positiven Untergruppe. Zur Bestimmung der
immunologischen Reife wird jeweils CD4 und CD8 gegen CD45RO aufgetragen.

4.5 Zellkultur

4.5.1 Praparation der mononuklearen Zellen (PBMC)

Die Dichtegradientenzentrifugation Uber Ficoll Hypaque" ist eine Methode zur
Isolierung der mononukledren Zellen aus Vollblut. Durch Uberschichten der Probe
uber Ficoll und anschlieBende Zentrifugation kommt es zu einer Auftrennung der
zellularen Bestandteile entlang eines Dichtegradienten. Die mononuklearen Zellen
reichern sich dabei in einer Intermediarphase an. In der dichten Phase findet man
hauptsachlich Erythrozyten, Granulozyten und Zelldebris, wohingegen die obere,
weniger dichte Phase fast ausschliel3lich Plasmaproteine und Thrombozyten enthalt.

Durchflihrung:

Die heparinisierte Blutprobe wird mit PBS-Puffer im Verhaltnis 1:3 verdinnt und in
einem 50ml ReaktionsgefaR (ber 20ml Ficoll Hypaque™ geschichtet. Eine
anschlieende Zentrifugation (20min, 2600rpm) bei Raumtemperatur fuhrt zur
Auftrennung der Zellen entlang des Dichtegradienten.

Die Intermediarphase mit den mononuklearen Zellen wird mit der Glaspipette
vorsichtig abgenommen und in einem weiteren 50ml Reaktionsgefald mit mindestens
25ml PBS-Puffer gewaschen. Nach Zentrifugation (10min, 1300rpm) bei
Raumtemperatur wird der Uberstand abgegossen und das Zellpellet in 250ul

Kulturmedium (RPMI, 5% FCS) resuspendiert. Bei diesem Verfahren gewinnt man
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durchschnittlich 10° Lymphozyten aus 1ml Blut. Um eine konstante Zelldichte zu
gewahrleisten wird die genaue Zahl der Lymphozyten in der Neubauer Zahlkammer
bestimmt und das durch erneute Zentrifugation gewonnene Pellet so in Medium
(RPMI, 5% FCS) resuspendiert, dass die Konzentration 2 mal 10° Zellen pro 100ul
Zellsuspension betragt. Samtliche Arbeitsschritte werden unter sterilen Bedingungen
an einem Abzug mit Laminar Air Flow durchgeflhrt.

4.5.2 Stimulation mit Staphylokokkenenterotoxin B (SEB)

Zur Induktion der Zytokinsynthese werden die Zellen in Kulturplatten mit einem
Superantigen (Staphylokokkenenterotoxin B) stimuliert. Negativkontrollen stellen
sicher, dass eine unspezifische Aktivierung der Zellen durch die Inkubation als solche

erkannt wird.

Durchflihrung:

Aus der SEB-stock-Losung mit der Konzentration von 1mg/ml wird mit Kulturmedium
(RPMI, 5% FCS) eine 1:10 Verdunnung hergestellt, so dass die Endkonzentration in
der Platte 20ug/ml pro Ansatz betragt. Die Induktion der IFN-y-Synthese wird in einer
96-Well-Platte (U-bottom) durchgefiihrt. Pro Ansatz werden 2 mal 10° Zellen
eingesetzt. Die Kulturplatte wird unter dem Abzug wie folgt angesetzt:

Negativkontrolle
10 ul Zellsuspension 10 ul Zellsuspension
90 ul Medium 70ul Medium

20ul SEB (1:10)
Tab 2: IFN-y Assay (96-Well-Platte, U-bottom)

Analog dazu erfolgt die Induktion der IL-4- bzw. IL-10-Synthese in 48-Well-Platten
(flat bottom). Hier werden pro Ansatz 2 mal 10° Zellen eingesetzt. Die Kulturplatte
wird unter dem Abzug wie folgt bestuck:
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Negativkontrolle

100 ul Zellsuspension 100 ul Zellsuspension
200u Medium 140ul Medium
60 ul SEB (1:10)
Tab 3: IL-4, IL-10 Assay (24-Well-Platte, flat bottom)

Zellsuspension und Medium werden in der Platte vorgelegt und erst danach die
Stimulation durch Zugabe von SEB gestartet; dabei ist speziell in der flat bottom
Platte auf eine sorgfaltige Durchmischung der Zellen mit SEB zu achten. Um in
jedem Well identische Bedingungen zu erhalten, werden die an die probenhaltigen
Wells angrenzenden Locher mit Medium befullt. Die Stimulation erfolgt im
Brutschrank (37°C, 5% CO,) fur 10h.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Uberstdnde der stimulierten und
unstimulierten Proben gepoolt und sofort bei -80°C bis zur weiteren Analyse

eingefroren.

4.6 Cytometric Bead Array (BD Biosciences)

Der Cytometric Bead Array ist eine Methode zum quantitativen Nachweis I6slicher
Proteine mittels Durchflusszytometrie. Es handelt sich dabei um einen partikel-
basierten Test, der in einer Probe mehrere Proteine gleichzeitig misst (Multiplexing).
Mehrere distinkte Partikelpopulationen werden vom Hersteller mit einem Fluorochrom
so markiert, dass die Populationen anhand der ,Fluoreszenzhelligkeit® unterschieden
werden konnen. Jede einzelne Partikelpopulation ist zusatzlich mit Antikorpern,
deren Bindungsstelle gegen das nachzuweisende Protein gerichtet ist, beschichtet.
Nach Bindung der zu messenden Proteine erfolgt die Markierung mit Fluorochrom
markierten Detektionsantikorpern, die an das bereits partikelgebundene Protein
binden.

So erfolgt eine zweidimensionale Auftrennung des Partikelgemischs. Auf Achse 1
finden sich die distinkten Partikelpopulationen. Damit wird die Unterscheidung
zwischen den nachzuweisenden Proteinen moglich. Auf der Achse 2 erfolgt die
Auftrennung nach Menge des gebundenen Sekundarantikorpers und damit nach
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Menge des Proteins im Analysat. Eine Kkalibrierende Verdunnungsreihe mit

Proteinstandards ermdglicht die Quantifizierung des Ergebnisses.

Durchflihrung:

In unserem Versuchsaufbau werden IFN-y und IL-4 (jeweils vor und nach Stimulation
mit SEB) gemessen. Dabei wird sich strikt an das Protokoll des Herstellers (BD
Bioscienes) gehalten. Die Ergebnisse werden zur weiteren statistischen Auswertung
in eine Excel Tabelle Ubertragen.
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4.7 Zytokin Sekretions Assay (Miltenyi Biotech)

Der Zytokin Sekretions Assay (Miltenyi Biotech) ist eine Methode, die es ermdglicht
sezernierte — und damit biologisch aktive — Zytokine auf Einzelzellniveau quantitativ
nachzuweisen. Dazu bindet in einem ersten Schritt ein bispezifischer Antikorper an
die Zelloberflache, dessen einer Arm gegen ein ubiquitares Lymphozytenantigen
gerichtet ist. Somit befindet sich jetzt auf jeder Zelle eine einem zytokinspezifischen
,Fangnetz” vergleichbare Catch-Matrix. Wahrend der Sekretionsphase bindet das
von der Zelle sezernierte Zytokin an den zweiten Arm des Antikorpers. Ein PE-
markierter SekundarantikOrper, dessen Bindungstelle spezifisch fur ein zweites
Epitop des Zytokins ist, ermoglicht den durchflusszytometrischen Nachweis der
Zytokin-positiven Zellen.

Durchflihrung:

Die im Folgenden beschriebenen Wechsel zwischen der Arbeit auf Eis und bei 37°C
sind kritisch und peinlich genau einzuhalten. Nach Stimulation werden die Proben in
1,5ml Eppendorf Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Der folgende Ansatz wird auf Eis
durchgefuhrt. Nach Zugabe von 1000ul Puffer und grundlicher Durchmischung
werden die Zellen bei 4°C und 300g pelletiert. Dieser Waschschritt wird nach
vollstandigem Absaugen des Uberstandes wiederholt.

Nach Resuspendierung der Zellen in 80ul (IL-4 und IL-10 Assay) bzw. 90ul (IFN-y
Assay) wird der bispezifische Catch-Antikorper in einer Menge von 20ul (IL-4 und IL-
10) bzw. 10ul (IFN-y) hinzupipettiert. Nach sorgfaltigem Mischen inkubieren die
Proben 5min auf Eis.

Wahrend der Inkubationszeit wird in 15ml Tubes 5ml (fur die Messung von IL-4 und
IL-10) bzw. in 50ml Tubes 10ml (Messung von IFN-y) warmes Kulturmedium
vorgelegt, in welches die Proben anschlie3end Uberfuhrt werden. Es folgt eine 45min
Sekretionsphase bei 37°C in einem Zellschuttler. Um eine Agglomeration der Zellen,
deren Folge es ware, dass einzelne Zellen auch Zytokine der Nachbarzelle an der
Oberflache binden, zu vermeiden, werden diese mit 150rpm bewegt.

Um die Zytokinsekretion mdglichst prompt zu stoppen, werden die Reaktionsgefalle
anschliel3end mit kaltem (4°C) Puffer aufgefullt und in der gekuhlten (4°C) Zentrifuge
pelletiert. Der Uberstand wird abgesaugt, das Pellet in Eppendorf Reaktionsgefalie
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uberfuhrt und mit 1000ul Puffer bei 300g erneut gewaschen. Nach Absaugen des
Uberstandes wird das Pellet in 90ul (IFN-y) bzw. 80ul (IL-4, IL-10) kaltem Puffer
resuspendiert und 10ul (IFN-y) bzw. 20ul (IL-4/IL-10) eines zytokinspezifischen mit
Phycoerythrin markierten Antikorpers (sog. detection reagens) zugegeben.

Um eine genauere Immunophanotypisierung der Zellen zu erreichen, werden

zusatzliche Oberflachenantigene gefarbt. Tabelle 4 zeigt das exakte Farbeschema:

10ul detection reagens (PE) 20ul detection reagens (PE)
10ul CD45RO-APC (1:10) 10ul CD45RO-APC (1:10)
10ul CD4-FITC (1:30) 10ul CD4-FITC (1:30)

Tab. 4: Farbeschema, Sekretions Assay

Nach Mischen folgt eine 10min Inkubation auf Eis und ein Waschschritt mit 1000ul
kaltem Puffer (4°C und 300g). Die Pellets der IFNy-spezifischen Proben werden nun
in 300ul kaltem Puffer resuspendiert, in FACS-Roéhrchen uberfuhrt und bei 4°C bis

zur durchflusszytometrischen Analyse im Kuhlschrank aufbewahrt.
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4.8 Magnetische Anreicherung IL-4, IL-10 sezernierender
Zellen

Trotz Stimulation ist die Frequenz der IL-4- und IL-10-positiven Zellen so niedrig,
dass sie durchflusszytometrisch nicht sicher nachzuweisen sind. Deshalb ist es
notwendig diese anzureichern. Dazu werden die Zellen mit einem gegen
Phycoerythrin gerichteten Antikorper markiert, der mit ferromagnetischen Partikeln
beladen ist (anti-PE-microbeads). In einer Saule durchlaufen die Zellen anschlie3end
ein Magnetfeld, in dem diejenigen Zellen, die mit ferromagnetischen Antikorpern
beladen sind und deshalb mit dem angelegten Magnetfeld interagieren,
zuruckgehalten werden. Unmarkierte Zellen durchlaufen die Saule ungehindert und
werden verworfen. Entfernt man die Saule aus dem Magnetfeld, lassen sich die
Zellen mit einem Stempel — vergleichbar einem Spritzenstempel — mechanisch aus

der Saule eluieren.

Durchflihrung:

Die Pellets der IL-4- und IL-10-spezifischen Proben werden in 100ul kaltem Puffer
resuspendiert. Um Proben vor und nach magnetischer Anreicherung vergleichen zu
konnen, werden 20ul entnommen, in FACS-RdAhrchen aberfuhrt und mit 300ul kaltem
Puffer verdunnt. Die verbleibenden 80ul werden in Eppendorf Reaktionsgefalien mit
je 20ul anti-PE-microbeads fur 15min auf Eis inkubiert. Durch Waschen mit 1000ul
kaltem Puffer (4°C und 300g) wird der Uberschussige Antikorper entfernt. Der
Uberstand wird komplett abgenommen und die Zellen werden in 500ul kaltem Puffer
aufgenommen. Die Probengefalie verbleiben auf Eis.

Nach Installation der Saule (MiniMACS, Miltenyi Biotech) im Magnetfeld, wird diese
mit 500ul kaltem Puffer aquilibriert. Wie bei allen folgenden Schritten ist auch hier
sorgfaltig darauf zu achten, dass das Reservoir der Saule vollstandig entleert ist,
bevor erneut Proben oder Puffer aufgebracht werden. Nach Durchlauf der Probe wird
die Saule dreimal mit je 500ul kaltem Puffer gewaschen, wahrend sie sich noch im
Magnetfeld befindet. Dieser Schritt dient der Entfernung von negativen Zellen, die auf
Grund von unspezifischen Adhasionskraften moglicherweise in der Saule verblieben
sind. AnschlieBend wird die Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die
Positivfraktion mit 1000ul kaltem Puffer durch schnelles Herunterdricken des

Stempels herausgepresst. Die Probe wird dabei direkt im FACS-Rohrchen



Material und Methoden

23

aufgefangen.

Zytokine Sekretions Assay: Graphische Darstellung der Methodik

. J
Abb.A: nach Stimulation mit SEB

Abb.C: Sekretions Phase

Abb.E: Markierung mit ferro-
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Abb.D: Labeling mit PE-Ab
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Abb.1: Zytokin Sekretions Assay: Nach Stimulation mit Staphylokokken Enterotoxin
(Abb.A) wird mit einem bivalenten Antikdrper Dimer eine Catch Matrix auf der
Zelloberflache fixiert (Abb.B). Diese bindet in der folgenden Sekretionsphase das
sezernierte Zytokin (Abb.C). Nach Markierung mittels eines PE-markierten
Antikoérpers (Abb.D) sowie Aufbringen der anti-PE beads (Abb.E), die mit einem
Magnetfeld interagieren (Abb.F), kann die Probe durchflusszytometrisch

analysiert werden (alle Graphiken mit freundlicher Genehmigung von Miltenyi
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4.9 Durchflusszytometrische Messung

Direkt vor Durchfuhrung der Analyse werden in allen Proben tote Zellen mit je 10ul
Propidiumiodid gefarbt. In einem elektronischen Lymphozytengate (G1=R1) — gesetzt
nach Zellgrof3e und Granulationsgrad — werden 12000 Ereignisse aufgenommen. Bei
den angereicherten Fraktionen erreicht man auf Grund der niedrigen Frequenz der
positiven Zellen meist nur eine Zahl von 5000-8000 Ereignissen.
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In einem weiteren dot-plot, in dem FL2 gegen FL3 aufgetragen ist, wird ein Gate
(G2=R2) auf die lebenden Zellen gesetzt. Propidiumiodid gefarbte — und damit tote
Zellen, die die Integritat der Zellmembran verloren haben — stellen sich als Wolke
dar, die im 45° Winkel von der doppelt negativen Wolke in die rechte obere Ecke
Zieht.
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Allen weiteren dot-plots liegt die Schnittmenge aus dem Lymphozytengate und dem
Gate auf die lebenden Zellen zugrunde (G3=R1 AND R2). Alle Prozentzahlen
beziehen sich also auf die Gesamtheit der vitalen Lymphozyten.

Jetzt tragt man in einem dritten dot-plot CD4-FITC gegen Zytokin-PE auf und
bestimmt — nach Definition eines weiteren logischen Gates — den Prozentsatz der
CD4+/Zytokin+ Zellen.
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Ein weiteres logisches Gate (G4=R1 AND R2 AND R3) ermdglicht die Unterteilung
der Zytokin+/CD4+ Population in naive Zellen und Gedachtniszellen in einem
weiteren dot-plot anhand des Markers CD45RO0.

Alle gewonnenen Daten werden anschlie3end zur weiteren Auswertung in eine Excel

Tabelle Ubertragen.

Die Analyse der Oberflachenmarker im Vollblut erfolgt analog: Zuerst wird die
Lymphozytenpopulation im FSC/SSC selektiert. Danach erfolgt die Auswertung nach
den Fluoreszenzmarkern im jeweiligen Analysat. Alle Ergebnisse werden zur

weiteren statistischen Auswertung in eine Excel Tabelle Ubertragen.

4.10 Statistische Auswertung

Da bei den vorliegenden Fallzahlen nicht von einer Normalverteilung der Werte
auszugehen ist, werden Mediane (sowie die Spannbreite der Werte) angegeben.
Zum Vergleich zweier Gruppen wird der nicht parametrische Mann-Whitney-U Test
fur unverbundene Stichproben verwendet. Das Signifikanzniveau wird bei p<0,05
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festgelegt. Alle Berechnungen werden mit SPSS 11.5 (SPSS Inc.) vorgenommen.
Alle Diagramme werden mit Prism 4.0 (Graph Pad Software) sowie Excel XP
(Microsoft) erstellt.

4.11 Material

4.11.1 Glas- und Plastikmaterial

» Zellkulturplatte, 96-Well, u-bottom (NUNC)

» Zellkulturplatte, 48-Well, flat-bottom (Greiner Labortechnik)
* Reaktionsgefal3, 1,5ml (Eppendorf)

* Reaktionsgefal3, 15ml (Greiner Labortechnik)

* Reaktionsgefal3, 50ml (Greiner Labortechnik)

* FACS-Rohrchen, FALCON (Becton-Dickinson)

* Einfriertubes, 1,8mI (NUNC)

* Einmalplastikpipette, 10ml (Roth)

* Pipettenspitzen, kristallin, gelb, blau (Eppendorf)

* MACS Column MS (Miltenyi Biotech)

* Neubauer Zahlkammer (Marienfeld)

4.11.2 Apparative Einrichtungen

* Gefrierschrank, -80°C (Kendro)

* Gefrierschrank, -20°C (Bosch)

* Kuhlschrank, +4°C (Bosch)

* Kuhlzentrifuge, MR1812 (Jouan)

* Kuhlzentrifuge, Varifuge 20RS (Heraeus)

* Brutschrank (uni equip)

» Zellschuttler, Innova 400 (New Brunswick Scientific)
* Laminar Air Flow, Class 100 (Gelaire)

* Coulter Counter (Fa. Beckmann)

*  MACS Multi Stand, zugehoérige Magnete (Miltenyi Biotech)
* Pipettierhilfe, Easypet (Eppendorf)

* Pipetten, 0-10pl, 10-100pl, 20-1000pI (Eppendorf)
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4.11.3 Reagenzien

Medium, RPMI 1640 (Gibco)
Fetal Bovine Serum (Gibco)

Phosphate Buffer Saline

Puffer: Phosphate Buffer Saline, 0,5% FCS, 2mM EDTA
Ammoniumchlorid-Lysepuffer

Ficoll Hypaque™ PLUS (Amersham Pharmacia Biotech AB)

Staphylokokkenenterotoxin B (Sigma)

Propidium lodide Staining Solution (Pharmingen)

4.11.4 Antikorper

Spezifitat Spezies/Typ Herkunft
CD4-PE Maus, 1gG1 Pharmingen
CD4-FITC Maus, IgG1 Becton-Dickinson
CD8-PC5 Maus, IgG1 Immunotech
CD45RO-APC Maus, 1gG2a Pharmingen
CD19-PE Maus, 1gG1 Immunotech
lgG1-FITC/IgG2a-PE Maus, 19G1/1IgG2a Immunotech
CAD9-FITC Ratte, IgG2a GSF, E.Kremmer
CCR3-FITC Ratte, IgG2a R&D Systems
CXCR3-FITC Maus, 1gG1 R&D Systems
CCR4-PE Maus, 1gG2a Pharmingen
CCR5-PE Maus, 1gG2a Pharmingen
lgG2a-APC Maus, 1gG2a Pharmingen

Tab. 5: Antikérper

4.11.5 Zytokin Sekretions Assay (Miltenyi Biotech)

IFN-y catch/label Reagenz
IL-4 catch/label Reagenz
IL-10 catch/label Reagenz
Anti-PE-Microbeads
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4.11.6 Cytometric Bead Array (BD Biosciences)

Human IFN-y und IL-4 Capture Beads
Human Ty1/Tw2 PE Detection Reagent
Human Ty1/Th2 Cytokine Standards
Cytometer Setup Beads

PE positive Control

FITC positive Control

Wash Buffer

Assay Diluent
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5 Ergebnisse

5.1 Gruppen

5.1.1 Erwachsene

In die erwachsene Kontrollgruppe wurden 10 gesunde mannliche Probanden mit
negativer Allergieanamnese eingeschlossen. Der Altersmedian betrug 28a (26-42).
Davon waren 6 Raucher und 4 Nichtraucher. Statistisch signifikante Unterschiede

zwischen Rauchern und Nichtrauchern liel3en sich mit dem Mann-Whitney-U Test nur
bei der Subpopulation der CD4+/CXCR3+ Zellen nachweisen (p=0,01).

Alter* Raucher Leukozyten* Lymphozyten* Lymphozyten* Hamoglobin*
in Jahre(n) (mal 10%/1) (mal 10%/1) (in %) (g/d1)
28 n=6 7,3 2,5 30,9 16,1
(26-42) (6,3-9,6) (1,5-3,6) (25-39,3) (14,9-17,0)

Tab.6: Charakterisierung der Erwachsenen

* Medianwerte (Spannweite)

Anamnestisch bestanden bei keinem der Probanden Hinweise auf eine akute
Infektion. Eine Leuko- oder Lymphozytose lag nicht vor.

5.1.2 Neugeborene

Die Gruppe der Neugeborenen bestand aus 10 gesunden, vaginal entbundenen
Kindern, von denen 7 weiblich und 3 mannlich waren. Die Mutter wiesen keinerlei
Zeichen einer manifesten Infektion auf. Der Median des Gestationsalters war 39+6
Wochen (35+6-41+4).

Statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts bestanden nicht.
Auch hinsichtlich des Allergierisikos — eine Erhdhung desselben wurde angenommen
bei einem Nabelschnur IgE>0,9ku/l und/oder einer positiven Anamnese mindestens
eines Elternteils — erreichte kein Unterschied ein statistisch signifikantes Niveau.
Dasselbe galt fur das Rauchverhalten des Vaters (Mutter alle Nichtraucher) und fur
die Farbe des Fruchtwassers (grunlich tingiert versus Kklar; dick grunliches

Fruchtwasser war ein Ausschlusskriterium).
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Geschlecht Gestationsalter*  Gewicht* GroRe* APGAR pH im Blut*
(mif) (L)) (in cm) 10min
37 39+6 3450 53 10 7,35
(3546 - 41+4) (2770-3890) (47-55) (7,1-7,89)

Alter Mutter Allergierisiko Vater Fruchtwasser IgA IgE*
(Jahre) hoch/niedrig raucht/nicht (klar/griin) (mg/dlI) (kun)
30 37 5/5 6/3 4,2/4,8 0,39
(21-36) 1 unbekannt | n=8 IgA<4,2 (0,14-1,8)
n=4 IgE<0,1

Leukozyten* Lymphozyten* Lymphozyten* Hamoglobin*

(mal 10°/pl) (mal 10°/pl) (in %) (g/dI)
15 54 35,1 14,5
(9,0-23,5) (2,5-8,9) (25,4-39,4) (11,6-17,6)

Tab.7: Charakterisierung der Neugeborenen

*Medianwerte (Spannweite)

Die IgA-Messungen in allen Proben ergaben Werte unterhalb oder knapp oberhalb
der Nachweisgrenze von 4,2 mg/dl. Folglich wurden sie als nicht mit mutterlichem
Blut kontaminiert erachtet und in die Studie eingeschlossen.



Ergebnisse 31

5.2 CD4- und CD8-positive T-Zellen

Wir untersuchten die prozentuale Haufigkeit der CD4- und CD8-positiven T-Zellen im

Vollblut von Erwachsenen und Neugeborenen. Dabei ergaben sich folgende

Befunde:
CD4 CD8 CD4/CD8
33,1 16,1 2,25
cB*
(25,4-50,0) (10,7-27,3) (1,08-3,15)
36,6 21,7 1,81
PBMC*
(25,8-50,9) (12,5-28,9) (1,19-2,92)
p-Wert 0,353 0,165 0,315

Tab.8: CD4-und CD8-positive Zellen
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Weder der Prozentsatz der CD4- oder CD8-positiven Zellen noch die CD4/CD8 ratio

unterschieden sich signifikant im Blut von Erwachsenen und Neugeborenen.

5.3 CD45RO0O-positive T-Zellen

Die Gesamtlymphozytenpopulation wurde auch hinsichtlich des Oberflachenmarkers
CD45RO0, einem Marker fur Gedachtniszellen, untersucht. Folgende Befunde

konnten im Vollblut erhoben worden:

CD45RO+ CD4+/CD45RO+ CD8+/CD45RO+ CD45RO+ CD45RO+

(bez. a. CD4+) (bez. a. CD8+)
CB* 7,12 5,34 0,67 12,3 4,6
(2,38-9,96) (1,34-6,77) (0,07-2,15) (3,6-22,7) | (0,5-13,0)
35,71 23,41 9,7 64,9 40,1
PBMC*
(17,27-97,86) | (11,64-36,21) (1,70-22,99) | (41,50-100) | (9,3-99,9)
p-Wert <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tab.9: CD45RO-positive T-Zellen
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Sowohl die Gesamtheit der CD45R0O-positiven Zellen als auch der Prozentsatz der
CD4+/CD45RO+ respektive CD8+/CD45RO+ Zellen war im Nabelschnurblut im
Vergleich zum Blut gesunder Erwachsener hoch signifikant vermindert (s. Tab.9).
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Um Einflisse unterschiedlicher Konzentrationen von CD4+ und CD8+ Zellen
auszuschalten, wurde auch der Anteil der Gedachtniszellen bezogen auf CD4- und
CD8-positive Zellen ermittelt.

CD4+ Gedachtniszellen CD8 Gedachtniszellen
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Abb.5: CD4- und CD8-positive Gedachtniszellen

Abbildung 5 zeigt, dass der Anteil der Gedachtniszellen sowohl in der Untergruppe
der CD4+ als auch der CD8+ Zellen im Nabelschnurblut hoch signifikant niedriger ist
als bei der Vergleichsgruppe der Erwachsenen (p<0,0001).

5.4 CD19-positive B-Zellen

Hinsichtlich des prozentualen Anteils der B-Zellen, bezogen auf die
Gesamtlymphozytenpopulation, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Nabelschnurblut und  peripherem Blut einer gesunden erwachsenen
Vergleichsgruppe (p=0,315.) Im Nabelschnurblut betrug der Median 11,91% (5,21-
17,86), bei der Kontrollgruppe 12,9% (10,21-19,23).

5.5 Chemokinrezeptoren

Um zu Uberprufen, ob die Chemokinrezeptoren CCR5, CXCR3, CCR4 und CCR3
differente Expressionsmuster in Nabelschnurblut und Vollblut Erwachsener zeigen,
verglichen wir deren Expression auf T-Zellen in diesen zwei Gruppen. Weiterhin
unterschieden wir in den Subsets der CD4+ bzw. der CD8+ Zellen, durch
Gegenfarbung mit Anti-CD45R0O, Gedachtniszellen und naive Zellen.
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5.5.1 CCRS5

Bei der CCRS5 Expression auf T-Zellen ergaben sich im Vollblut folgende Ergebnisse:

CD4+/CCR5+ CCR5+ CD8+/CCR5+ CCR5+
(bez. a. CD4+) (bez. a. CD8+)
CB* 0,1 0,37 0,08 0,37
(0,00-0,40) (0,0-3,27) (0,02-2,27) (0,00-13,98)
3,4 9,43 6,44 26,01
PBMC*
(0,60-6,30) (3,65-20,63) (0,90.12,41) (6,41-43,00)
p-Wert <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tab.10: CCRS auf T-Zellen
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Abbildung 6 stellt den Unterschied in der Expression von CCR5 auf CD4- und CD8-

positiven Zellen in Nabelschnurblut und bei Erwachsenen dar:
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Abb.6: CCR5 auf CD4+ und CD8+ T-Zellen

Sowohl bezogen auf CD4- als auch auf CDS8-positive Zellen zeigt sich im
Nabelschnurblut ein hoch signifikant geringerer Anteil an Zellen, die den
Chemokinrezeptor CCR5 exprimieren (p<0,0001).

Eine weitere Unterteilung hinsichtlich Gedachtniszellen und naiver Zellen war bei den

geringen Mengen von CCR5-positiven Zellen in Nabelschnurblut nicht maglich.
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5.5.2 CXCR3
Bei der CXCR3 Expression auf T-Zellen ergaben sich im Vollblut folgende

Ergebnisse:

CD4+/CXCR3+ CXCR3+ CD8+/CXCR3+ CXCR3+
(bez. a. CD4+) (bez. a. CD8+)

CB* 1,11 3,13 11,73 71,72
(0,59-7,77) (1,88-21,84) (5,21-21,75) (56,15-85,20)

12,55 27,53 13,72 68,02

PBMC*

(9,27-16,93) (23,55-40,14) (9,55-20,49) (51,73-79,66)

p-Wert <0,0001 <0,0001 0,105 0,315

Tab.11: CXCR3 auf T-Zellen
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Abbildung 7 stellt den Unterschied zwischen der Chemokinrezeptorexpression
CXCR3 auf CD4- und CD8-positiven Zellen in Nabelschnurblut und bei Erwachsenen

dar:
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Abb.7: CXCR3 auf CD4+ und CD8+ T-Zellen

CXCR3 wird in Nabelschnurblut auf einem hoch signifikant geringeren Prozentsatz
der CD4+ Zellen exprimiert als in der erwachsenen Vergleichsgruppe (p<0,0001). Im
Gegensatz dazu lassen sich auf CD8+ Zellen keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachweisen.
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Zur genaueren Charakterisierung der CXCR3-positiven Zellen wurde der Anteil der
Gedachtniszellen durch Gegenfarbung mit Anti-CD45RO bestimmt:

CXCR3+ Zellen: Verhaltnis Gedachtnis- zu naiven Zellen

4%

96%
CD4+, PBMC CD8+, PBMC

o CD45R0+
mCD45R0- 92%

67%

CD4+, CB CD8+, CB

Abb.8: Anteil CD45+ an CXCR3+

dargestellt sind Medianwerte

Der Anteil der Gedachtniszellen an den CXCR3-positiven Zellen ist sowohl bei den
CD4- als auch bei den CD8-positiven Zellen im Nabelschnurblut hoch signifikant
geringer als im Blut der Erwachsenen (p<0,0001 fur CD4+ und p=0,0002 fir CD8+).
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5.5.3 CCR4

Die Messung der CCR4 Expression auf T-Zellen — auch hier wurden CD4+ und

CD8+ Zellen getrennt betrachtet — ergab folgende Ergebnisse:

CD4+/CCR4+ CCR4+ CD8+/CCR4+ CCR4+

(bez. a. CD4+) (bez. a. CD8+)

CB* 2,33 6,46 0,5 1,63
(1,57-3,75) (3,24-17,22) (0,1-1,9) (0,23-4,15)

9,06 25,93 1,3 5,23

PBMC*

(7,12-13,21) (17,82-28,57) (0,4-4,8) (1,92-14,56)

p-Wert <0,0001 <0,0001 0,014 0,003

Tab.12: CCR4+ auf T-Zellen
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Abbildung 9 stellt den Unterschied zwischen der Chemokinrezeptorexpression CCR4
auf CD4- und CD8-positiven Zellen in Nabelschnurblut und bei Erwachsenen

graphisch dar:
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Abb.9: CCR4 auf CD4+ und CD8+ T-Zellen

Sowohl bezogen auf CD4+ als auch auf CD8+ Zellen, ist der Prozentsatz der Zellen,
die CCR4 exprimieren, hoch signifikant niedriger als bei der Vergleichsgruppe der
Erwachsenen (s. Abb.9).

Zur genaueren Charakterisierung der CCR4-positiven Zellen wurde der Anteil der

Gedachtniszellen durch Gegenfarbung mit Anti-CD45R0O bestimmt:
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CCRA4+ Zellen: Verhaltnis Gedachtnis- zu naiven Zellen

. 15%

CD4+, PBMC CD8+, PBMC

o CD45R0+
mCD45R0- 95%,
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Abb.10: Anteil CD45RO+ an CCR4+

dargestellt sind Medianwerte

Der Anteil der Gedachtniszellen ist sowohl bei den CD4+ (p=0,0001) als auch bei
den CD8+ (p=0,0001) Zellen im Nabelschnurblut signifikant geringer als im Blut

Erwachsener.

5.54 CCR3

Weder in Nabelschnurblut, noch im Blut der erwachsenen Vergleichsgruppe war die
Expression von CCR3 sicher von der Isotypkontrolle zu unterscheiden. Dies gilt auch
fur die Untergruppen der CD4+ und CD8+ T-Zellen.
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5.6 Zytokin Sekretions Assay (Miltenyi Biotech)
Die Messung der Zytokine IFN-y, IL-4 und IL-10 nach Isolierung der mononuklearen
Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation und anschlieRender Stimulation mit SEB

zeigte folgende Ergebnisse:

5.6.1 Kinetik

Um die ideale Dauer der Stimulation festzulegen, wurde in zwei Blutproben aus
Nabelschnurblut der Prozentsatz der IFNy-positiven Zellen bezogen auf CD4+ Zellen
nach 6, 12 und 24 Stunden bestimmt. Die in Abbildung 11 gezeigten Prozentwerte
entsprechen der Differenz aus mit SEB stimulierter Probe und der unstimulierten

Kontrolle.

Kinetik IFNy in Nabelschnurblut
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Abb.11: IFN-y Kinetik

jede Linie entspricht dem Zeitverlauf der IFN-y

Sekretion in einer Probe

In beiden Proben lag das Maximum der IFN-y Sekretion bei 12h. Aus logistischen

Grunden wurde eine Stimulationszeit von 10h gewahilt.
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5.6.2 Intra Assay Kontrolle

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen, wurde an drei aufeinander
folgenden Tagen die Zytokinsekretion im Blut eines gesunden erwachsenen

Probanden gemessen. Dies erbrachte folgendes Ergebnis:

Messung A IFN-y AlL-4 AIL-10
Tag1 1,36 0,011 0,32
Tag2 1,37 0,012 0,24
Tag3 1,73 0,008 0,20

Tab.13: Intra Assay Kontrolle

Die angegebenen Werte entsprechen der Differenz aus stimulierter Probe und
unstimulierter Kontrolle; Anteil der CD4+/Zytokin+ Zellen bezogen auf alle
CD4+ Zellen (in %); IL-4 und IL-10 Werte nach Anreicherung.

Trotz der Komplexitat der experimentellen Anordnung lieferte der Assay relativ
stabile Ergebnisse — sowohl vor als auch nach Anreicherung mittels ferromagnetisch

markierter Antikorper.

5.6.3

Die Messung der IFN-y-produzierenden Zellen in Prozent der CD4+ Zellen ergab

folgende Ergebnisse:

Interferon Gamma (IFN-y)

IFN-y+ IFN-y+ A IFN-y+ IFN-v+ICD45RO+a
unstimuliert stimuliert
CB* 0,12 0,99 0,77 13,25
(0-0,47) (0,28-1,97) (0,21-1,72) (2,70-57,14)
0,15 3,97 3,65 83,73
PBMC*
(0,32-1,11) (0,83-11,17) (0,68-10,06) (72,9-96,4)
p-Wert 0,393 0,002 0,002 <0,0001

Tab.14: Auswertung IFN-y (Werte in %, bezogen auf CD4+)
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)
2 Anteil der Gedachtniszellen an den IFN-y+/CD4+ Zellen
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Vor Stimulation zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,393)
zwischen der IFN-y Produktion von CD4+ T-Zellen in Nabelschnurblut (Median:
0,12%) und der Kontrollgruppe (Median: 0,15%). Nach Stimulation konnten wir im
Nabelschnurblut jedoch einen hoch signifikant (p=0,002) niedrigeren Anteil an
CD4+/IFN-y+ Zellen (Median: 0,99%) messen als in der Vergleichspopulation
(Median: 3,97%).

Dieser Unterschied war auch baseline bereinigt (A IFN-y=IFN-Ystimuiert — IFN-
Yunstimuliert) N@chzuweisen (p=0,002).

Abbildung 12 stellt die Unterschiede in der IFN-y Produktion der CD4+ Zellen in
Nabelschnurblut und dem Blut der erwachsenen Vergleichsgruppe graphisch dar.
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Abb.12: Auswertung IFN-y

Durch Gegenfarbung mit anti-CD45RO wurde der Anteil der Gedachtniszellen an den
CD4+/IFN-y+ Zellen bestimmt (s. Abb. 13); hierbei zeigte sich, dass der Anteil der
CD45RO+ an den CD4+/IFN-y+ Zellen bei Erwachsenen (Median: 83,73%) hoch
signifikant (p<0,0001) hoher lag als bei Neugeborenen (Median: 13,25%).
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IFNy+ Zellen: Verhaltnis Gedachtnis- zu naiven Zellen

oCD45RO+
16% mCD45R0-

87%

84%
PBMC CB

Abb.13: Anteil CD45RO+ an CD4+/IFN-y+ Zellen

dargestellt sind Medianwerte

5.6.4 Interleukin 4 (IL-4)

Bei der Messung der IL-4-produzierenden Zellen vor Anreicherung stellte sich
heraus, dass deren Frequenz so gering ist, dass sich die stimulierte Probe in
Nabelschnurblut nicht signifikant (p=0,166) von der unstimulierten Kontrolle
unterschied. Tabelle 15 zeigt deshalb nur den Anteil der IL-4+ Zellen an den CD4+

Zellen nach Anreicherung:

IL-4+ IL-4+ AlL-4+ IL-4+/CD45RO+?
unstimuliert stimuliert
CB* 0,0015 0,0058 0,0037 26,33
(0-0,27) (0,0020-0,042) | (0,0020-0,016) (4,55-60,00)
0,00086 0,027 0,026 87,41
PBMC*
(0,00028-0,0012) (0,0034-0,48) | (0,0024-0,047) (66,67-97,98)
p-Wert 0,043 0,005 0,002 <0,0001

Tab.15: Auswertung IL-4 nach Anreicherung (Werte in %, bezogen auf CD4+)

* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)
@ Anteil der Gedachtniszellen an den IL-4+/CD4+ Zellen

Vor Stimulation zeigte sich, dass der Anteil der IL-4+ Zellen an den CD4+ Zellen
(Median: 0,0015%) in Nabelschnurblut signifikant hoher (p=0,043) war als in der
erwachsenen Vergleichsgruppe (Median: 0,00086%). Nach Stimulation kehrte sich
dieses Verhaltnis um: Der Median in Nabelschnurblut betrug 0,0058%, wohingegen
der Median in der Kontrollgruppe 0,27% betrug (p=0,005). Dieser Unterschied war
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auch baseline bereinigt (A IL-4=IL-4stimuiiert — IL-4unstimutiert) NAchzuweisen (p=0,002).
Abbildung 14 stellt die Unterschiede in der IL-4 Produktion der CD4+ Zellen in

Nabelschnurblut und dem Blut der erwachsenen Vergleichsgruppe graphisch dar.
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Abb.14: Auswertung IL-4 (nach Anreicherung)

Durch Gegenfarbung mit anti-CD45RO wurde der Anteil der Gedachtniszellen an den
CD4+/IL-4+ Zellen bestimmt (s. Abb. 15). Hierbei zeigte sich, dass der Anteil der
CD45RO+ an den CDA4+/IL-4+ Zellen bei Erwachsenen (Median: 87,41%) hoch
signifikant (p<0,0001) hoher lag als bei Neugeborenen (Median: 26,23%).
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IL-4+ Zellen: Verhaltnis Gedachtnis- zu naiven Zellen

oCD45RO+
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Abb.15: Anteil CD45RO+ an CD4+/IL4+ Zellen

dargestellt sind Medianwerte

5.6.5 Interleukin 10 (IL-10)

Auch bei der Messung der IL-10 produzierenden Zellen stellte sich heraus, dass
deren Frequenz vor Anreicherung so gering ist, dass sich die stimulierte Probe in
Nabelschnurblut nicht signifikant (p=0,246) von der unstimulierten Kontrolle
unterschied. Tabelle 16 zeigt deshalb nur den Anteil der IL-10+ Zellen an den CD4+
Zellen nach Anreicherung:

IL-10+ IL-10+ AIL-10+ IL-10+/CD45RO+?
unstimuliert stimuliert
CB* 0,0026 0,027 0,025 14,81
(0,00035-0,017) (0,011-0,082) | (0,0051-0,067) (3,76-38,10)
0,0036 0,23 0,23 64,52
PBMC*
(0,0021-0,020) (0,12-0,45) (0,11-0,45) (46,23-86,80)
p-Wert 0,280 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tab.16: Auswertung IL-10 nach Anreicherung (Werte in %, bezogen auf CD4+)
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)
® Anteil der Gedachtniszellen an den IL-10+/CD4+ Zellen

Vor Stimulation zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,280) zwischen dem
Anteil der IL-10+ Zellen in Nabelschnurblut und der erwachsenen Vergleichsgruppe.
Nach Stimulation konnten wir einen statistisch hoch signifikanten Unterschied

(p<0,0001) zwischen den beiden Gruppen nachweisen. Der Median der IL-10+
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Zellen im Nabelschnurblut betrug 0,027%, wohingegen der Median in der
Vergleichsgruppe 0,23% betrug.
Auch baseline bereinigt (A IL-10=IL-10stimutiert — IL-10unstimuiert) War dieser Unterschied
nachzuweisen (p<0,0001). Abbildung 16 stellt die Unterschiede in der IL-10
Produktion der CD4+ Zellen in Nabelschnurblut und dem Blut der erwachsenen
Vergleichsgruppe graphisch dar.
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Abb.16: Auswertung IL-10 (nach Anreicherung)

Durch Gegenfarbung mit anti-CD45RO wurde der Anteil der Gedachtniszellen an den
CD4+/IL-10+ Zellen bestimmt (s. Abb. 17). Hierbei zeigte sich, dass der Anteil der
CD45RO+ an den CD4+/IL10+ Zellen bei Erwachsenen (Median: 64,52%) hoch
signifikant (p<0,0001) hoher lag als bei Neugeborenen (Median: 14,81%).
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IL-10+ Zellen: Verhaltnis Gedachtnis- zu naiven Zellen

oCD45R0+
BCD45RO-

PBMC CB

Abb.17: Anteil CD45RO+ an CD4+/IL-10+ Zellen

dargestellt sind Medianwerte

5.7 Cytometric Bead Array (BD Bioscienes)

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden IFN-y, IL-4 und IL-10 Werte nicht nur auf
Einzelzellebene, sondern auch im Uberstand der Zellkultur bestimmt. Dazu wurde ein
Cytometric Bead Array der Firma BD Biosciences verwendet, der es ermdglicht, in

einem Ansatz mehrere Zytokine quantitativ durchflusszytometrisch zu messen.

5.7.1 Interferon Gamma (IFN-y)

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der Interferon-y Messungen in Nabelschnurblut und
PBMC vor und nach Stimulation:

IFN-y (pg/ml) IFN-y (pg/ml) AIFN-y (pg/ml)
unstimuliert stimuliert
CB* 27,95 2520 2323
(3,30-1990) (113,8-16320) (108,1-14330)
1477 36810 24610
PBMC*
(35,6-42200) (2120-68490) (2084-68170)
p-Wert 0,019 0,001 0,002

Tab.17: Auswertung IFN-y, CBA
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)
Bereits vor Stimulation zeigte sich ein statistisch signifikantes Defizit der IFN-y
Produktion im Nabelschnurblut (p=0,019), das sich nach Stimulation mit SEB noch
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verstarkte und ein hoch signifikantes Niveau erreichte (p= 0,001). Damit im Einklang
stand der statistisch signifikante (p=0,002) Unterschied zwischen Nabelschnurblut

und PBMC in der Differenz aus stimulierter und unstimulierter Probe.

5.7.2 Interleukin 4 (IL-4)

In Tabelle 18 zeigt sich der Unterschied zwischen der IL-4 Produktion von
Nabelschnurblut und PBMC vor und nach Stimulation:

IL-4 (pg/ml) IL-4 (pg/ml) AIL-4 (pg/ml)
unstimuliert stimuliert
CB* 4,3 (n=9) 5,65 (n=10) 1,5 (n=9)
(2,4-5,1) (2,30-10,50) (-1,2-2,6)
PBMC* 4,3 (n=9) 274,4 (n=4) 270,9 (n=4)
(1,9-30,8) (210,0-366,7) (179,2-362,3)
p-Wert 1,0 0,002 0,003

Tab.18: Auswertung IL-4, CBA
* Medianwerte (Spannweite); p-Wert: CB vs. PBMC (MWU-Test)

Vor Stimulation sah man keinerlei Unterschied in der Produktion von IL-4 zwischen
Nabelschnurblut und der erwachsenen Vergleichsgruppe (p=1). Nach Stimulation
zeigte sich im Nabelschnurblut ein statistisch signifikantes Defizit der IL-4 Produktion
(p=0,002). Der Unterschied zwischen der IL-4 Produktion in Nabelschnurblut vor und
nach Stimulation war jedoch so gering, dass eine statistische Signifikanz nicht
erreicht wurde (p=0,09).

5.8 Ty1/Ty2-Quotient

Um eine Verschiebung der Immunitatslage in Richtung Ty1 oder Ty2 zu erkennen,
wurde der Quotient aus Parametern gebildet, die primar mit den entsprechenden
Zellpopulationen verknupft sind.
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5.8.1 Chemokinrezeptoren

CXCR3 wird praferentiell auf Ty1-Zellen exprimiert, wohingegen CCR4 mit Th2-
Zellen assoziiert ist. Abbildung 18 zeigt den Unterschied dieses Ty1/ Th2-Quotienten

zwischen Nabelschnurblut und der erwachsenen Vergleichsgruppe (unstimuliert):

Chemokinrezeptoren: Ty1/Ty2

p=0,0046 a

1.5+
1.0+

0.5 a*

0.0

%CD4+/CXCR3+ zu %CD4+/CCR4+

PBMC CB

Abb.18: Ty1/Ty2-Quotient: CKR

0
Der Tu1/Tu2-Quotient — gebildet aus /0CDA+ CXCRS + war in Nabelschnurblut

%CD4 + CCR4 +

signifikant niedriger als bei der erwachsenen Vergleichsgruppe (p=0,0046).

Hinsichtlich der Chemokinrezeptorexpression zeigte Nabelschnurblut daher einen
Tn2- Bias.

5.8.2 Zytokin Sekretions Assay (Miltenyi Biotech)

Tu1-Zellen sezernieren IFN-y, Ty2-Zellen dagegen IL-4. Der Quotient aus IFN-y und
IL-4 ermdglicht somit eine Aussage darUber, welcher Zelltypus Uberwiegt. Abbildung
19 zeigt diesen Quotienten vor und nach Stimulation, in Nabelschnurblut und in der
Kontrollgruppe.



48 Ergebnisse

Vor Stimulation Nach Stimulation
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Abb.19: Ty1/Th2-Quotient: Zytokine, gemessen auf Einzelzellebene
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statistisch signifikante Verschiebung (p=0,016) in Richtung Ty2 in Nabelschnurblut im

Vor Stimulation zeigte der Quotient Ty1/Ty2 — gebildet aus — eine

Vergleich zu PBMC Erwachsener. Dieser Unterschied verschwand nach Stimulation
(p=0,739). Im Gegensatz zu Nabelschnurblut, dessen Ty1/Ty2 Quotient sich vor und
nach Stimulation signifikant unterschied (p=0,043), fand sich bei Erwachsenen kein
signifikanter Unterschied vor und nach Stimulation (p=0,315).

5.8.3 Cytometric Bead Array (CBA)

IFNx(pg/ml) im

Abbildung 20 zeigt den Ty1/TH2-Quotienten — gebildet aus
IL - 4(pg/ml)

Uberstand der Zellkultur:

Vor Stimulation Nach Stimulation
4000+ 2000-
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Abb.20: Ty1/Ty2-Quotient: Zytokine, gemessen im Uberstand (CBA)
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Vor Stimulation zeigte sich eine signifikante (p=0,014) Verschiebung in Richtung Th2-
Achse in Nabelschnurblut im Vergleich zu PBMC Erwachsener. Diese verschwand
nach Stimulation (p=0,304). Im Gegensatz zu den Proben der erwachsenen
Vergleichsgruppe, in denen sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Tu1/Tu2-Quotienten vor und nach Stimulation zeigte (p=0,94), fand sich im
Nabelschnurblut ein signifikanter Unterschied vor und nach Stimulation (p=0,001).
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6 Diskussion

6.1 Studienpopulation

Alle Zytokine unterliegen physiologischerweise einer hohen individuellen
Spannbreite. Deshalb ist es bei allen funktionellen Messungen von Zytokinspiegeln
von entscheidender Bedeutung, die Studienpopulation hinsichtlich der Faktoren,
welche die Zytokinsekretion beeinflussen, exakt zu definieren, respektive
Storfaktoren a priori zu erkennen und auszuschliel3en.

Bei der erwachsenen Vergleichspopulation wurde ein Kollektiv von jungen
mannlichen Probanden ohne bisherige Atopieanamnese gewahlt; ausschlaggebend
fur die Auswahl ausschlieBlich mannlicher Probanden war dabei, dass sich in
Vorexperimenten erhohte Frequenzen von IL-4 positiven Zellen bei Frauen —
moglicherweise Ausdruck von zyklusabhangigen Hormonschwankungen — gezeigt
hatten.

Eine floride Infektion wurde klinisch und anhand eines Blutbildes ausgeschlossen.
Die in der Literatur beschriebenen hdheren Spiegel von Interleukin 4™ bei Rauchern
konnten in unserer Population wohl aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht
nachvollzogen werden.

Da das Rauchverhalten der Mutter einen entscheidenden Einfluss auf die fetale
Zytokinproduktion zu haben scheint®®, wurden nur Neugeborene von Miittern, die
wahrend der Schwangerschaft nicht rauchten, untersucht (Eigenanamnese der
Matter zum Zeitpunkt der Geburt). Weiterhin wurde bei der Gruppe der
Neugeborenen eine Infektion klinisch sowie mittels eines Blutbildes ausgeschlossen,
da ein Anstieg der zytokinproduzierenden T-Zellen bei manifester Infektion®® in der
Literatur beschrieben ist. Ein vorzeitiger Blasensprung, der sowohl Ursache als auch
Folge einer intrauterinen Infektion sein kann und damit einen nicht unerheblichen
Einfluss auf die Zytokinproduktion hat'®® ~war in dieser Pilotstudie ein
Ausschlusskriterium.  Um  eine  Verzerrung aufgrund der beschrieben
Unterschiede'®***? bej unterschiedlichem Modus der Entbindung (vaginal vs.
Sectio) zu vermeiden, wurden nur vaginal entbundene Neugeborene in unsere
Studie eingeschlossen. Thornton et al. konnten keine Unterschiede hinsichtlich
unterschiedlicher Entbindungsmodi in der IFN-y Produktion nachweisen, berichteten
jedoch iber eine erhdhte Spannbreite bei vaginaler Entbindung!'®®. Damit liegt die
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Vermutung nahe, dass die Dauer der Wehen zu einer Veranderung der
Zytokinspiegel fuhren kann.

Zusammenfassend wurden also zwei gut definierte Studienpopulationen untersucht,
bei denen bekannte Faktoren, die einen Einfluss auf die Zytokinproduktion haben,
weitestgehend ausgeschlossen wurden. Die Tatsache, dass es sich damit um
Untergruppen einer Population handelt, wurde in diesem Setting zugunsten einer

exakten Definition der Gruppen bewusst in Kauf genommen.

6.2 Methodik

6.2.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Quantifizierung zellularer
Oberflachenantigene und hat bereits auf mehreren Gebieten Eingang in die klinische
Routinediagnostik gefunden. Als Beispiele sind hier die quantitative Bestimmung der
CD4+ Zellen zur Verlaufsbeobachtung bei HIV-Infektionen oder die exakte
Immunophanotypisierung maligner Knochenmarkszellen zu nennen.

Die Bestimmung von Chemokinrezeptoren auf mononuklearen Zellen ist in unserem
Labor etabliert®. Intra Assay sowie Inter Observer Varianz wurden Uberpriift und
sprechen fur die Reliabilitat der Messwerte.

6.2.2 Stimulation mit SEB und Zytokin Secretions Assay

Wie in Kapitel 2.5 ausgefuhrt, bestehen bei der Quantifizierung der Zytokinproduktion
von Lymphozyten zwei grundsatzliche Probleme: Zur Detektion der Zytokine auf
Einzelzellebene werden hoch artifizielle Stimulationsmethoden bendtigt, wohingegen
eine Stimulation mit spezifischen Antigenkomplexen/Allergenen eine verlassliche
Messung auf Proteinebene nur im Uberstand einer Zellkultur erméglicht, ohne eine
Immunophanotypisierung der sezernierenden Zelle zu erlauben.

Eine Stimulation mit bakteriellen Superantigenen schien aufgrund der beschriebenen
methodischen Problematik als gangbarer Kompromiss. Bakterielle Superantigene wie
Staphylococcus Enterotoxin B sind potente T-Zell-spezifische Stimulantien, die durch
eine Vernetzung der T-Zell-Rezeptoren mit MHC |l Molekulen zu einer polyklonalen
Aktivierung von T-Zellen filhren®**®_ Damit kommt diese Stimulationsmethode einer
physiologischen antigenspezifischen Aktivierung eines T-Lymphozyten am nachsten;
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dass SEB auch in Nabelschnurblut zu einer Aktivierung fuhrt (gemessen an der
Anderung der Zytokinspiegel), ist belegt®®"). Einzelne Arbeiten deuten jedoch
darauf hin, dass sich die Immunantwort in CB und PBMC nach Stimulation mit SEB
quantitativ und qualitativ unterscheidet®®'°%,

Sowohl im Nabelschnurblut als auch bei der erwachsenen Kontrollpopulation
unterscheiden sich die Zytokinlevel vor und nach Stimulation mit SEB statistisch
signifikant; dies gilt fur die Frequenz der zytokinsezernierenden CD4+ Zellen und die
Zytokinspiegel im Kulturiberstand gleichermalien. Damit konnten wir — wie auch in
der Literatur beschrieben®” — zeigen, dass eine Stimulation mit SEB sowohl im
Nabelschnurblut als auch bei Erwachsenen zu einem Anstieg der Zytokinproduktion
von IFN-y, IL-4 und IL-10 fuhrt. Die Zahl der IL-4-positiven Zellen ist dabei so gering,

dass die Aktivierung durch SEB nur nach Anreicherung nachweisbar ist (s. 5.6.3).

Der Zytokin Sekretions Assay wurde in der Mitte der 90er Jahre entwickelt, um Zellen
hinsichtlich ihrer Zytokinsekretion zu analysieren und mit Hilfe ferromagnetischer
Partikel anzureichern®**). Der Vorteil dieser Methode besteht in der Bestimmung
sezernierter und damit biologisch funktioneller Zytokine auf Einzelzellebene und der
simultanen Moglichkeit der Immunophanotypisierung. Die einzige Methode, mit der
die gleichzeitige Bestimmung von Zytokinen und Oberflachenantigenen bisher
moglich war, ist der durchflusszytometrische Nachweis intrazytoplasmatischer
Zytokine. Neben dem schon angesprochenen Problem des Nachweises fehlerhaft
transkribierter oder fehlgefalteter Proteine besteht bei dieser Technik das Problem,
dass tote Zellen nicht abgegrenzt werden konnen. Daher ist eher von falsch positiv
gemessenen Zytokinwerten auszugehen. Nichtsdestoweniger konnten mehrere
Arbeitsgruppen eine ausgezeichnete Ubereinstimmung zwischen sezerniertem und
intrazytoplasmal detektiertem Zytokin zeigen. Fur IFN-y belegten dies Scheffold et
al.®®) fiir IL-4 Ouyang et al.®.

Trotz der komplexen Versuchsanordnung erhielten wir mit dem ,Cytokine Secretion
Assay“ gut reproduzierbare Ergebnisse, auch nach Magnetanreicherung der Zytokin-
positiven Zellen. Drei Versuche mit Blutproben desselben Spenders an drei
aufeinander folgenden Tagen zeigten die Wiederholbarkeit des Experiments. Fur
IFN-y sind die von uns gefundenen Zahlen hinsichtlich Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse auch in der Literatur belegt'®. Desombere et al. konnten durch

.Recovery Versuche® in derselben Arbeit zeigen, dass der Sekretions Assay nicht nur
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eine ausgezeichnete Inter Assay Variabiltat (Prazision), sondern auch eine hohe
Genauigkeit besitzt: Dazu wurde eine bekannte Menge (artifiziell erzeugter) IFN-y-
positiver Zellen einer Negativfraktion zugesetzt und analysiert und der gewonnene
Wert mit dem zu erwartenden verglichen. Dabei konnte eine ,Wiederfindungsrate®
von beinahe 100% bestimmt werden.

Zusammenfassend steht mit dem ,Cytokine Secretion Assay® somit eine gut
validierte Methode zur Verfugung, die die Bestimmung sezernierter Zytokine auf
Einzelzellebene mit hoher Reproduzierbarkeit und Genauigkeit ermdglicht. Eine
simultane Phanotypisierung der Zellen ist methodisch unproblematisch. Nachteile der
Methode sind jedoch ein hoher Zeitaufwand und eine relativ komplexe

Versuchsanordnung.

6.2.3 Cytometric Bead Array (CBA)

Zur Quantifizierung der Zytokinsekretion mononuklearer Zellen in Nabelschnurblut
und bei einer erwachsenen Vergleichspopulation nach Stimulation mit einem
bakteriellen Superantigen wurde im Uberstand der Zellkultur ein partikelbasierter
Multiplex-Assay durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Methode beruht auf der geringen
Menge des bendtigten Analysats und des relativ geringen labortechnischen
Aufwandes aufgrund der Mdoglichkeit, bis zu sechs Zytokine in einem Versuch zu
quantifizieren. Etwaige Auftau- und Einfrierzyklen und die damit verbundene
Zytokindegradation konnen somit auf ein Minimum reduziert werden.

Sowohl hinsichtlich Sensitivitat als auch Spezifitat scheint die Methode mit

handelsiiblichen ELISA Kits vergleichbar zu sein®"¢?,

6.3 Ergebnisse der Immunophénotypisierung

6.3.1 CD4- und CD8-positive Zellen, sowie CD4/CD8-Ratio

Sowohl beim Prozentsatz der CD4+ als auch der CD8+ Zellen fanden wir keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen Nabelschnurblut und dem Blut einer
gesunden erwachsenen Vergleichsgruppe. Dies zeigt eine gute Ubereinstimmung mit
den in der Literatur genannten Werten. So fanden Zhao et al. in Nabelschnurblut
einen Anteil von 259% CD4+ und 15,7% CD8+ Zellen bezogen auf die
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Lymphozytenpopulation'**). Andere Gruppen berichten vergleichbare Werte®®”), auch

(107)

in Nabelschnurblut von Kindern afrikanischer Abstammung'™"’, ohne statistisch

signifikanten Unterschied zwischen Nabelschnurblut und PBMC hinsichtlich des
Prozentsatzes der CD4+ und CD8+ Subpopulationen'®.

Auch hinsichtlich der CD4/CD8-Ratio fanden wir bei tendenziell hoheren Werten im
Nabelschnurblut keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten
Gruppen. Trotz Daten, die eine Veranderung der CD4/CD8-Ratio mit zunehmendem
Gestationsalter nahelegen’?”, finden sich in der Literatur kontroverse Angaben, ob
dieser Unterschied im Vergleich reifer Neugeborener und einer erwachsenen
Vergleichsgruppe noch statistisch signifikant ist™ ).

Zusammenfassend legen die vorhandenen Daten nahe, dass es zum Zeitpunkt der
Geburt keine signifikanten Unterschiede in der Subpopulation der T-Helfer- und T-

Suppressor-Zellen in Nabelschnurblut und einer erwachsenen Normalpopulation gibt.

6.3.2 CD19-positive B-Zellen

In Ubereinstimmung mit Angaben in der Literatur"®® fanden wir keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen dem Anteil der B-Zellen in Nabelschnurblut und
der erwachsenen Vergleichsgruppe.

6.3.3 CD45RO-positive Memory-Zellen

Das CD45 Oberflachenantigen wird auf allen Zellen hamatopoetischen Ursprungs
exprimiert’®1%)_|n Stimulationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die
Isoform CD45RA und CD45RO, die invers miteinander korrelieren und durch
alternatives Splicing enstehen, auf naiven respektive Memory-Zellen exprimiert
werden. Nach polyklonaler Stimulation mit Mitogenen zeigt sich eine deutlich hohere
Fraktion an CD45RO-positiven Gedachtniszellen bei gleichzeitiger Verminderung der
naiven Subpopulation®>®"),

Wir fanden in Nabelschnurblut einen statistisch hoch signifikant niedrigeren Anteil
Gedachtniszellen im Vergleich zur erwachsenen Vergleichsgruppe, wie in der
Literatur beschrieben®. Untersucht man die Untergruppen der CD4- und CD8-
positiven Zellen, bestatigt sich dieser Unterschied. In Nabelschnurblut zeigten sich in
unserer Pilotstudie 12,3% der CD4-positiven Zellen CD45RO-positiv, in PBMC 64,9%
(p<0,0001); fur die CD8-positive Fraktion fanden sich 4,6% CD45RO-positive Zellen
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in Nabelschnurblut, sowie 40,1% in PBMC (p<0,0001), vergleichbar den Angaben
der Literatur. So fanden D Arena et al. 12,3% CD4+CD45R0O+ in CB und 55,2% in
PBMC!".

Zusammenfassend findet man in Nabelschnurblut einen statistisch signifikant
geringeren Anteil an Gedachtniszellen, auch in den Subpopulationen der CD4- und
CD8-positiven Zellen. Dies legt trotz der vereinfachenden Gleichsetzung naiver
Zellen mit CD45R0O-negativen Zellen die relative Unreife des Immunsystems des
Neugeborenen nahe — respektive den Mangel an stattgehabtem Antigenkontakt, der
die Konversion der Isotypen von CD45RA zu CD45RO initiiert.

6.3.4 Chemokinrezeptor CCR5 und CXCR3

Die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 sind an der entzindungsabhangigen
Rekrutierung von T-Zellen bzw. dem Auswandern der Effektor-Zellen in das
entzandlich veranderte Gewebe beteiligt. Sie werden hauptsachlich auf CD45RO-
positiven Memory-Zellen exprimiert’®. Die Assoziation dieser Rezeptoren mit dem
Th1-Subset ist gut belegt®¥*®). Zahlreiche Arbeiten haben die Assoziation von CCR5
und CXCR3 mit Krankheiten belegt, die von einer Ty1-dominierten Immunantwort
gepragt sind. So lieBen sich CCR5- und CXCR3-positive Zellen sowohl in der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis”™ als auch in
Hirnlasionen von Patienten mit Multipler Sklerose nachweisen; passend dazu zeigen
Patienten erhdhte IFN-y Spiegel vor einem akuten Schub der Multiplen Sklerose®?.
In Ubereinstimmung mit Angaben der Literatur fanden wir in Nabelschnurblut eine
deutlich geringere Expression von CCR5®"®) und CXCR3®® auf CD4-positiven
Zellen im Vergleich zu der erwachsenen Kontrollpopulation. Die praferentielle
Expression von CXCR3 auf Gedachtniszellen konnten wir bestatigen, wobei in
Nabelschnurblut ein groRerer Anteil der CXCR3-positiven Zellen einen naiven
CD45R0O-negativen Phanotyp aufwies (CB 33% vs. PBMC 4%).

Trotz des nachgewiesenen Allergenkontakts an der plazentaren Schranke® ist der
geringere  Prozentsatz an Gedachtniszellen bei weitgehend fehlendem

Antigenkontakt vereinbar mit der Naivitat des Immunsystems der Neugeborenen.

6.3.5 Chemokinrezeptor CCR4

Eine Assoziation des Rezeptors CCR4 mit IL-4-produzierenden Tp2-T-Zellen ist in

der Literatur beschrieben”"). Mehrere Untersuchungen an Kollektiven, die an T2-
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assoziierten Krankheiten — wie z.B. atopischer Dermatitis — leiden, legen eine
Beteiligung des Rezeptors CCR4 an deren Pathogenese nahe. So konnten Okazaki
et al. und Nakatani et al. eine hohere Zahl an CCR4-positiven Zellen im peripheren
Blut von Patienten, die an atopischer Dermatitis leiden, nachweisen®*°").
Vestergaard et al. zeigten eine Anreicherung CCR4-positiver Zellen in atopischen
Hautlasionen"®. Matsumoto et al. zeigten, dass die Expression des CCR4-
kodierenden Gens mit dem Schweregrad der atopischen Dermatitis korreliert®®.
Wakugawa et al. bestétigten dies auf zelluldrer Ebene!®).

Andere Gruppen berichten iiber eine CCR4 Expression auch auf Ty1-Zellen® und
eine Beteiligung an psoriatiformen Lasionen®, so dass trotz gut belegter
Assoziation von CCR4 mit einer Tu2-Antwort die Betrachtungsweise von CCR4-
positiven Zellen als ausschlieRliche Ty2-Marker sicher eine Vereinfachung darstellit.
Wir fanden in Nabelschnurblut auf CD4-positiven Zellen eine deutlich geringere
Expression von CCR4 (CB 6,46 vs. PBMC 25,93%). In der Kontrollgruppe zeigten im
Gegensatz zu Nabelschnurblut die meisten Zellen eine Koexpression von CD45R0O
(CB 26 vs. PBMC 85%). Es findet sich somit in Nabelschnurblut eine geringere Zahl
an CCR4-positiven Zellen, die dartuber hinaus einen weitaus hoheren Anteil an

naiven Zellen zeigen.

6.4 Ergebnisse der Zytokinmessungen

6.4.1 Interferony

IFN-y bewirkt die Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen. Es ist
ein proinflammatorisches Zytokin, das praferentiell in einem Ty1-dominierten
Mikromilieu sezerniert wird. In der Literatur finden sich widerspruchliche Angaben
Uber Unterschiede der IFN-y Spiegel in Nabelschnurblut und einer erwachsenen
Kontrollpopulation. Dies ist moglicherweise in erster Linie auf erhebliche methodische
Unterschiede zuruckzufuhren, insbesondere bei der Art der Stimulation.

So konnten mehrere Arbeitsgruppen, nach Stimulation mit PMA/lonomycin und
folgender intrazytoplasmatischer Zytokinfarbung, ein statistisch signifikantes Defizit

an IFN-y-positiven Zellen in Nabelschnurblut zeigen('%248").

Gasparoni et al.
berichteten ber vergleichbare Befunde®. Diese Befunde konnten auf Ebene der

mRNA nachvollzogen werden®®. Protonotariou et al. konnten diesen Unterschied
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auch fir unstimulierte Zellen bestatigen™. Kotiranta et al. fanden deutliche
Unterschiede bei unterschiedlichen Stimulationen: Bei vergleichbaren IFN-y Spiegeln
fur unstimulierte Zellen berichteten sie Uber eine hohere IFN-y Sekretion in
Nabelschnurblut nach Aktivierung mit LPS, fanden jedoch eine niedrigere Sekretion
nach Stimulation mit ConA“?). Sowohl Protonotariou als auch Kotiranta bestimmten
IFN-y im Vollblut bzw. Uberstand einer Zellkultur, so dass keine differenzierten
Aussagen zum Phanotyp der sezernierenden Zellen moglich waren.

Im Uberstand der Zellkulturen fanden wir sowohl fiir unstimulierte als auch fir
stimulierte Zellen ein signifikantes Defizit der IFN-y Sekretion in Nabelschnurblut.
Hinsichtlich des Prozentsatzes der IFN-y-positiven Zellen der CD4-positiven Zellen
vor Stimulation fanden wir keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
Nabelschnurblut und der Vergleichsgruppe. Nach Stimulation mit SEB zeigte sich
jedoch ein signifikantes Defizit im Nabelschnurblut. Die gewonnenen Werte lagen in
derselben GréRenordnung wie die intrazellular gemessenen Werte von Gasparoni®®.
Weiterhin ergab sich, dass die Zytokin sezernierenden Zellen in Nabelschnurblut, im
Gegensatz zur Vergleichsgruppe, zum Grof3teil naiv sind.

Zusammenfassend zeigte sich, dass im Nabelschnurblut ein geringerer Prozentsatz
der Zellen auf eine Stimulation mit SEB mit der Produktion des Ty1-Zytokins IFN-y

reagiert und dass ein Groldteil der reaktiven Zellen einen naiven Phanotyp hat.

6.4.2 Interleukin 4

Tw2-Zellen sind definiert als IL-4-produzierende CD4-positive Zellen. |IL-4 spielt eine
entscheidende Rolle beim Isotyp-Switch zu IgE in B-Zellen. Sowohl bei einer
erfolgreichen Schwangerschaft''® als auch bei der Entstehung der Typ | Allergie
spielen Ty2-Zellen eine wichtige Rolle. Bisherige Studien bezuglich IL-4 Spiegel in
Nabelschnurblut erbrachten diskrepante Ergebnisse.

Krampera et al. und Chalmers et al. berichteten unter Stimulationsbedingungen mit
PMA/lonomycin und intrazytoplasmatischer Zytokinfarbung uber eine signifikant
geringere Zahl an IL-4-positiven Zellen in Nabelschnurblut'?*". Schatt et al. kamen
zu vergleichbaren Ergebnissen®”). Gasparoni et al. bestatigten dies nach Stimulation
mit ConA®). Im Widerspruch dazu stehen Ergebnisse von Protonotariou et al., die
uber erhohte IL-4-Spiegel in Nabelschnurblut im Vergleich zu einer erwachsenen

Kontrollpopulation berichteten”™. Rizos et al. konnten bei unstimulierten Zellen im
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Uberstand von Nabelschnurblut héhere Konzentrationen von IL-4 nachweisen als bei
einer adulten Kontrollpopulation'’®.

Im Uberstand der Zellkulturen fanden wir bei unstimulierten Zellen keinen
signifikanten Unterschied zwischen Nabelschnurblut und der erwachsenen
Vergleichsgruppe. Nach Stimulation zeigte sich ein Defizit der IL-4 Produktion in
Nabelschnurblut. Einschrankend ist hier festzustellen, dass die IL-4 Werte nach
Stimulation tendenziell hoher lagen, dieser Unterschied aber kein statistisch
signifikantes Niveau erreichte. Betrachtet man den Prozentsatz der IL-4-positiven
Zellen an den T-Helfer-Zellen, zeigte sich vor Stimulation ein hoherer Wert in
Nabelschnurblut. Nach Stimulation kehrte sich dies um, da PBMC eine deutlich
ausgepragtere Reaktion auf Aktivierung mit SEB zeigte. Die IL-4-produzierenden
Zellen waren in PBMC Uberwiegend CD45RO-positive Gedachtniszellen,
wohingegen sich in Nabelschnurblut ein weitgehend naiver Typ fand.
Zusammenfassend zeigte sich bei unstimulierten Zellen eine hohere Basisaktivitat
der Th2-Achse des Immunsystems mit deutlich niedrigerer Fahigkeit zur
Hochregulation nach Stimulation mit SEB. Im Gegensatz zur Vergleichspopulation
wiesen in Nabelschnurblut die meisten Zytokin-positiven Zellen einen naiven

Phanotyp auf.

6.4.3 Interleukin 10

Interleukin 10 gilt als immunmodulatorisches Zytokin mit differenzierter Wirkung
sowohl auf Ty1- als auch auf Ty2-Zellen. Von Mosman et al. ursprunglich als
,cytokine secretion inhibiting factor” bezeichnet, konnte sowohl eine hemmende
Wirkung auf die Zytokinfreisetzung aus Monozyten und Makrophagen gezeigt
werden'® als auch (im Mausmodell) eine hemmende Wirkung auf die allergische
Entziindungsreaktion in Atemwegen™®. |L-10 stellt sich somit als potenter
Immunmodulator in Ty1- und Ty2-dominierten Entzindungsreaktionen dar. Ling et
al.“®) fanden, dass sich IL-10-sezernierende regulatorische T-Zellen von Atopikern
und Nichtatopikern in ihrer Fahigkeit zur Unterdrickung einer Th2-Immunreaktion
unterscheiden. Diese Fahigkeit war bei den von Atopikern isolierten Zellen deutlich
reduziert, was einen Zusammenhang von IL-10-positiven regulatorischen T-Zellen
und einer erhohten Neigung zu Atopie nahelegt.

Die Datenlage zu IL-10 Spiegeln in Nabelschnurblut — gerade im Vergleich zu PBMC
— ist sehr dunn. Gasparoni et al. berichteten Uber eine Reduktion der IL-10+/CD4+
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Zellen mit zunehmendem Gestationsalter® bei gleichzeitiger Zunahme der IL-
10+/CD8+ Zellen. Dies lasst sich als Hinweis auf eine zum Zeitpunkt der Geburt noch
nicht abgeschlossene Reifung des Immunsystems auch hinsichtlich des IL-10
Netzwerks verstehen. Kotiranta et al. berichteten Uber deutlich reduzierte IL-10
Spiegel in Nabelschnurblut im Vergleich zu einer erwachsenen Kontrollpopulation,
gemessen im Uberstand und damit nicht auf Einzelzellniveau?. Eine andere Gruppe
berichtete Uber eine erhdhte Menge von IL10, gemessen mit einem Multiplex-Assay,
und interpretierte dieses Ergebnis als mogliche Erklarung fur eine geringere Graft
versus Host Reaktion nach Stammzelltransplantationen aus Nabelschnurblut!"®.

In unserem Versuchsaufbau zeigte sich, dass bei unstimulierten Zellen kein
signifikanter Unterschied in dem Prozentsatz der CD4+/IL-10+ Zellen zwischen
Nabelschnurblut und der erwachsenen Kontrollpopulation nachzuweisen ist. Nach
Stimulation fand sich jedoch in Nabelschnurblut eine statistisch signifikant geringere
Reaktion auf SEB in Nabelschnurblut. In Nabelschnurblut waren die IL-10-
produzierenden Zellen uberwiegend naiven Phanotyps. Bei der Vergleichspopulation
fand sich ein geringerer Anteil an naiven Zellen.

Zusammenfassend zeigte sich bei vergleichbarer Zytokinsekretion in unstimulierten
Zellen eine deutlich geringere Reaktion von mononukledaren Zellen aus
Nabelschnurblut nach Stimulation mit SEB hinsichtlich der Produktion des IL-10.
Weiterhin war der Anteil an naiven Zellen, die IL-10 sezernieren, in Nabelschnurblut

reduziert im Vergleich zur Population der Erwachsenen.

6.5 Zeigt Nabelschnurblut eine balancierte Inmunantwort
vor und nach Stimulation mit SEB?

Wie oben ausgefuhrt, zeigten PBMC aus Nabelschnurblut trotz vergleichbarer
Zytokinsekretion ohne Stimulation, hinsichtlich der Zytokinsekretion (auf
Einzelzellebene) nach Stimulation mit SEB, einen deutlich geringeren Anstieg. Die
Expressionsmuster von Chemokinrezeptoren unterschieden sich ebenso.

Die Frage jedoch, ob die unstimulierte Zytokinsekretion in Nabelschnurblut
hinsichtlich der Tu1/Tu2-Verteilung mit einer erwachsenen Kontrollgruppe
vergleichbar ist bzw. nach Stimulation mit dieser vergleichbar wird und ob von einer
,balancierten® Chemokinrezeptorexpression gesprochen werden kann, bleibt

unbeantwortet, insbesondere weil die Messung einzelner Zytokine nur ein
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unzureichendes Bild des Gleichgewichts zwischen der Ty1- und der Th2-Antwort des

Immunsystems liefert.

Ein Wert, der diese Balance quantifizierbar macht, zumindest im direkten Vergleich
mit einer Kontrollgruppe, ist auf Rezeptorebene der Quotient aus CXCR3 und CCR4,
jeweils bezogen auf die Gruppe der Gedachtniszellen, und auf Zytokinebene der
Quotient aus IFN-y und IL-4 — ebenso bezogen auf die Subpopulation der

Gedachtniszellen.

6.5.1 Tu1/Ty2-Quotient auf Ebene der Chemokinrezeptoren
Sowohl CXCR3 als auch CCR4 wurden in Nabelschnurblut im Vergleich zur

Kontrollgruppe auf einem geringeren Prozentsatz der CD4-positiven Zellen

0
exprimiert. Betrachtet man den Quotienten /0CDA4+ CXCR3 + , sieht man im
%CD4 + CCR4 +

Nabelschnurblut im Vergleich zur Kontrollgruppe eine statistisch signifikante

Verschiebung in Richtung Ty2-Antwort.
Auf Ebene der Chemokinrezeptoren kann also in unstimulierten Blutproben von

einem Ty2-Bias in Nabelschnurblut gesprochen werden.

6.5.2 Ty1/Ty2-Quotient auf Ebene der Zytokinsekretion

Auf Ebene der Zytokinsekretion ist zu unterscheiden zwischen einer Basissekretion
ohne Stimulation und der Sekretion von Zytokinen nach Stimulation mit SEB. Bei der
Auswertung der Ergebnisse des ,Cytokine Secretion Assay“ wurde der Quotient

%CD4 + IFNy +
%CD4 +IL -4+

Vor Stimulation fand sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

jeweils in unstimulierten und stimulierten Zellfraktionen bestimmt.

Nabelschnurblut und der Kontrollpopulation: Unstimuliertes Nabelschnurblut zeigte
bei vergleichbaren Absolutwerten von IFN-y und IL-4 eine Verschiebung in Richtung
Tw2 (p=0,016). Nach Stimulation mit SEB verschwand dieser Unterschied (p=0,739).
Dies legt den Schluss nahe, dass Nabelschnurblut trotz geringerer absoluter
Zytokinsekretion auf Stimulation mit einer balancierten Immunantwort reagiert. Diese
fiel jedoch schwacher aus als in der Vergleichsgruppe. Betrachtete man obigen
Quotienten vor und nach Stimulation, fand man in Nabelschnurblut — im Gegensatz
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zur Kontrollgruppe — einen statistisch signifikanten Unterschied (CB p<0,05 vs.
CBMB p=0,315). Diese Befunde wurden durch die Ergebnisse des ,Cytometric Bead
Array“ bestatigt: Auch hier zeigte Nabelschnurblut vor Stimulation eine signifikante
Verschiebung in Richtung Th2-Immunantwort, die nach Stimulation verschwand.
Chipeta et al. berichteten Uber quantitativ vergleichbare Zytokinsekretion nach
Restimulation von Zellkulturen aus Nabelschnurblut und einer erwachsenen
Kontrolle™®, bei deutlich abgeschwachter Immunantwort des Nabelschnurblutes vor
Stimulation. Daraus schloss der Autor, dass Nabelschnurblut, obwohl dominiert von
naiven Zellen, zu einer balancierten Immunantwort fahig ist. Unsere Ergebnisse
stehen damit in Einklang.

Zusammenfassend zeigte nicht aktiviertes Nabelschnurblut somit einen Ty2-Bias, der
jedoch nach Stimulation mit SEB verschwand, wobei Nabelschnurblut im Vergleich
zur Kontrollpopulation nur zu einer reduzierten Immunantwort fahig war. Dies Iasst
sich als indirekten Beleg fur die Sinnhaftigkeit der Hygienehypothese verstehen:
Standige Exposition mit bakteriellen Antigenen — mit SEB wurde ein potenter
Vertreter dieser Gattung verwendet — fuhrt zu einer, im Vergleich zur Immunantwort
unstimulierter Zellen, Ty1-dominierten, in unserem Bezugssystem als balancierte
Antwort angesehenen Immunreaktion.

Dafur, dass bakterielle Antigene die immunologische Ruhelage nach wiederholten
Kontakten dauerhaft in Richtung Tn1-Immunantwort verschieben, gibt es starke

Indizien: Die von Roponen et al.®?

gefundene Assoziation zwischen dem Anstieg der
IFN-y Produktion in den ersten drei Lebensmonaten und dem Aufwachsen auf einer
Farm respektive der Endotoxinkonzentration im Hausstaub weist in diese Richtung.
Ebenso konnten Kawamoto et al.®® zeigen, dass die Zahl der Ty1-Zellen mit
zunehmendem Lebensalter der Probanden, und somit wiederholtem Kontakt mit
mikrobiellen Produkten, zunimmt — im Gegensatz zur Zahl der Ty2-Zellen. Rizos et
al., die in unstimuliertem Nabelschnurblut eine deutliche Verschiebung in Richtung
Tw2-Anwort beobachteten, fanden im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gesunder
Erwachsener Hinweise, dass diese Verschiebung transienter Natur ist und sich
bereits nach 5 Tagen kein signifikanter Unterschied zwischen Nabelschnurblut und
der Kontroligruppe nachweisen lasst’®). Diese Verschiebung der Immunitétslage in
Richtung Tn1-Immunantwort scheint somit der ,naturlichen® Entwicklung zu
entsprechen. Welche Faktoren eine Persistenz der Th2-dominierten Reaktion
bedingen, bleibt zu zeigen.
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7 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung:

Die im Mausmodell entwickelte Modellvorstellung zur Unterteilung der T-Helfer-zell-
gebundenen Immunitat in Ty1- und Tu2-Zellen ist fur das Verstandnis
immunologischer Vorgange wesentlich. Sowohl Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis als auch die Schwangerschaft als physiologischer Vorgang sind durch
eine Verschiebung der Immunitatslage in Richtung Tu2-Antwort gepragt. Das Th2-
assoziierte Zytokin IL-4 bewirkt den Isotyp-Switch von IgG zu IgE und fordert damit
die IgE-vermittelte Histaminliberation bei allergischen Erkrankungen. Bei einer
Schwangerschaft bewirkt die Ty2-dominierte Immunitatslage eine gewisse Toleranz
des hemi-allogenen Feten durch die Mutter; dies scheint die physiologische
Erklarung fur die beschriebene Ty2-Dominanz sowohl bei Schwangeren als auch bei
Neugeborenen zu sein.

In dieser Arbeit sollte als Pilotprojekt untersucht werden, ob mit einem
einzelzellbasierten Zytokin Sekretions Assay in der Literatur beschriebene
Unterschiede zwischen der Immunantwort Neugeborener und Erwachsener
nachweisbar sind bzw. ob Nabelschnurblut auf Stimulation mit SEB zu einer
balancierten Immunantwort fahig ist. Das langfristige Ziel ist dabei, Imbalancen der
Twu1/Tu2-Immunantwort bei Neugeborenen mit einer spateren atopischen Erkrankung

zu korrelieren.

Methodik:

In einer Population von 10 reifen vaginal entbundenen Neugeborenen und 10
erwachsenen, gesunden Probanden wurde im Vollblut der Prozentsatz der Ty1-
assoziierten Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 sowie der Ty2-assozierten
Chemokinrezeptoren CCR3 und CCR4 auf Lymphozyten bestimmt. Ferner wurden in
isolierten PBMC vor und nach Stimulation mit SEB mit einem Zytokin Sekretions
Assay auf Einzellzellebene der Anteil der Zytokin sezernierenden (IFN-y, IL-4, IL-10)
T-Helfer-Zellen bestimmt. Eine weitere Phanotypisierung erfolgte mittels
Gegenfarbung mit CD4, CD8 und CD45RO als Marker fur Gedachtniszellen. Zum
Vergleich wurde im Uberstand der Kultur mit Hilfe eines Multiplex-Assays IFN-y und
IL-4 bestimmt.
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Ergebnisse:

Hinsichtlich der Oberflachenexpression der Tpy1- und Tp2-assoziierten
Chemokinrezeptoren zeigen sich prozentuell deutliche Unterschiede zwischen
Nabelschnurblut und der Kontrollpopulation. Sowohl fur CCR3 als auch fur CXCR3
und CCR4 findet sich ein geringerer Prozentsatz chemokinrezeptorexprimierender T-
Helfer-Zellen in Nabelschnurblut. Der Quotient von CXCR3 und CCR4, als Marker fur
eine immunologische Imbalance bezuglich des Tw1/Tu2-Gleichgewichts, ist in
Nabelschnurblut signifikant niedriger, was Ausdruck einer Verschiebung in Richtung
Tr2-Immunantwort ist.

Vor Stimulation mit SEB findet man in Nabelschnurblut einen vergleichbaren
Prozentsatz an IFN-y- und IL-10- positiven T-Helfer-Zellen. Der erhohte Prozentsatz
an IL-4-positiven Zellen in Nabelschnurblut bedingt eine Verschiebung in Richtung
Tru2-Immunantwort. Nach Stimulation mit SEB verschwindet dieser Ty2-Bias — trotz
absolut reduzierter Reaktion der Lymphozyten in Nabelschnurblut. Die
Quantifizierung der Zytokine im Zellkulturiberstand bestatigt diese Ergebnisse.

In der Immunophanotypisierung bestatigen sich die in der Literatur beschriebenen
Ergebnisse. Verglichen mit der Kontrollpopulation zeigt Nabelschnurblut einen
weitgehend naiven Phanotyp (CD45RO negativ). Hinsichtlich des Prozentsatzes an
CD4+, CD8+ T-Zellen finden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur
Erwachsenengruppe; dies gilt ebenso fur die CD4/CD8-Ratio.

Schlussfolgerungen:

* T-Zellen in Nabelschnurblut zeigen weitgehend einen naiven Phanotyp
(CD45RO negativ).

* Quantitativ ist die Expression der Chemokinrezeptoren CCR3, CCR4 und
CXCR3 — ausgedruckt als Prozentsatz der CKR+ Zellen — deutlich erniedrigt.
Funktionell findet sich in Nabelschnurblut ein Th2-Bias auf Ebene der
Rezeptorexpression.

* Vor Stimulation zeigt sich in Nabelschnurblut ein erhohter Prozentsatz an IL-4
sezernierenden Lymphozyten und damit eine Verschiebung des
Zytokingleichgewichts in Richtung Tu2-Immunantwort.

* Nach Stimulation verschiebt sich das immunologische Gleichgewicht im
Nabelschnurblut in Richtung Ty1-Antwort. Damit liefern T-Helfer-Zellen in
Nabelschnurblut nach Stimulation mit SEB eine balancierte Immunantwort, die
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allerdings quantitativ reduziert ist im Vergleich zu einer erwachsenen
Kontrollpopulation.

» Der ,Cytokine Secretion Assay“, der Zytokinnachweis im Uberstand der
Zellkultur mit einem Multiplex-Assay und die Analyse des Prozentsatzes

Twu1/Tu2-assoziierter Chemokinrezeptoren zeigen konkordante Ergebnisse.

Aufgrund des hohen methodischen und finanziellen Aufwandes des ,Cytokine
Secretion Assay“ eignet sich dieser nur sehr bedingt fur grof3e Studien und bleibt
speziellen Fragestellungen vorbehalten. Kann auf einen Zytokin-Nachweis auf
Einzelzellebene verzichtet werden, bietet sich bei konkordanten Ergebnissen der

partikelbasierte Multiplex-Assay als effiziente und 6konomische Alternative an.
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