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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

    

Abb.    Abbildung 

APC    Allophycocyanin 

CCR, CXCR   Chemokinrezeptor 

CD    Cluster of differentiation 

CD4+    CD4 positiv 

CD8+    CD8 positiv 

CDR2, 3   Complementarity determining region 2, 3 

ELC Epstein-Barr virus induced molecule-1 ligand 
chemokine 

FACS    Fluorescence activated cell sorter 

FITC    Fluorescein-isothiocyanate 

FSC    Forward light scatter 

GCP     Granulocyte chemotactic protein 

Ig    Immunglobulin 

IL     Interleukin   

INF-γ    Interferon-γ 

IP-10      γ-interferon-inducible protein-10 

I-TAC     Interferon inducible T-cell chemoattractant 

KO    Kontrollgruppe der Erwachsenen 

MCP     Monocyte chemoattractant protein 

MDC     Macrophage-derived chemokine 

MHC    Major histocompatibility complex 

MIG      Monokine induced by γ-interferon 

Min    Minute(n)  

MIP     Macrophage inflammatory protein 

ml    Milliliter 

MPIF     Myeloid progenitor inhibitory factor 

µl    Mikroliter  

NK    Natürliche Killerzelle 

NKT    Natürliche Killer T-Zelle 
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NSB    Nabelschnurblut 

PBS    Phosphate buffered saline 

PC5    Phycoerythrin-Cyanin 5.1 

PE    Phycoerythrin 

RANTES  Regulated on activation normal T-cell 
expressed and secreted 

SLC Secondary lymphoid organ chemokine 

SSC    Sidescatter 

SSW    Schwangerschaftswoche 

TCM    Central-memory-T-cell 

TEM    Effector-memory-T-cell 

TARC     Thymus-and activation-regulated chemokine 

TECK     Thymus expressed chemokine 

TZR    T-Zell-Rezeptor 

VB    Vollblut
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���� $QJHERUHQH�XQG�HUZRUEHQH�,PPXQLWlW�
Das humane Immunsystem wird einerseits unterteilt in ein zelluläres und ein 

humorales Abwehrsystem und zum anderen in eine "spezifische" (adaptive) und 

"unspezifische" (angeborene) Komponente. Zu dem zellulären System zählt 

man die dem angeborenen Teil zugehörigen Granulozyten, Makrophagen, 

Dendritischen Zellen und Natürlichen Killer-Zellen, sowie die 

antigenspezifischen B- und T-Lymphozyten der adaptiven Abwehr. Zytokine 

und das Komplementsystem sowie spezifische Antikörper, die von aktivierten B-

Zellen nach Kontakt ausgeschüttet werden, rechnet man zum humoralen Teil.  

Das Prinzip einer effektiven Immunabwehr beruht auf dem Erkennen von 

körperfremden Antigenen im Organismus. Beim spezifischen Abwehrsystem 

erfolgt dies über Rezeptoren, welche sich aus einem konstanten und einem 

variablen Teil zusammensetzen. In Gruppen angeordnete Gensegmente 

codieren die variable Region eines Rezeptors. Durch zufällige Kombination 

verschiedener Genabschnitte während der Lymphozytenentwicklung entsteht 

ein Rezeptor mit einmaliger Spezifität. Die folgende klonale Expansion bringt 

Lymphozyten mit identischer Antigenspezifität hervor (46). Die Rezeptoren des 

adaptiven Immunsystems zeichnen sich daher durch eine hohe Spezifität und 

enorme Rezeptorvielfalt aus.  

Das angeborene Immunsystem setzt sich aus einem physiko-chemischen Teil 

in Form von Haut- und Schleimhautbarrieren, löslichen Faktoren wie dem 

Komplementsystem und einem zellulären Anteil wie Granulozyten, Natürlichen 

Killerzellen, Dendritischen Zellen und T-Zellen zusammen. Die angeborene 

Immunität basiert auf keimbahncodierten Rezeptoren, die eine beschränkte 

Anzahl von konservierten, pathogen-assoziierten Molekülen erkennen. Die 

breite Spezifität dieser Rezeptoren wird folglich vererbt und es erfolgt, im 

Gegensatz zur adaptiven Immunität, keine Rekombination mehrerer 

Gensegmente (46).  
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���� 'LH�1DW�UOLFKH�.LOOHU�7�=HOOH�
Natürliche Killer T (NKT)-Zellen sind eine besondere Population der T-

Lymphozyten. Ihre Häufigkeit im Blut liegt bei 0,01 bis 0,2% der Lymphozyten. 

Erstmals wurden sie 1987 von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen im 

Mausmodell beschrieben (16;32). NKT-Zellen sind CD3 positiv und können 

phänotypisch in drei Untergruppen eingeteilt werden: CD4+, CD4- CD8- (DN) 

und CD8+ (21;22). Letztere bilden die quantitativ kleinste Gruppierung. Neben 

dem T-Zellrezeptor (TZR) exprimieren die meisten NKT-Zellen CD161 bzw. das 

homologe NK 1.1 in der Maus, welches sonst ausschließlich auf Natürlichen 

Killerzellen vorkommt. Aufgrund dieser strukturellen Gemeinsamkeiten mit T-

Zellen und NK-Zellen erfolgte die Namensgebung der NKT-Zellen. 

Zusätzlich werden unregelmäßig weitere NK-Oberflächenmarker exprimiert 

(CD69 und CD122) (81), die ebenfalls am Genlocus der NK-Zellen kodiert sind. 

Andere klassische NK-Oberflächenmarker wie CD16, CD57 und CD94 sind 

dagegen nicht auf NKT-Zellen zu finden (2).  

NKT-Zellen nehmen offenbar eine Intermediärstellung zwischen angeborener 

und adaptiver Immunität ein, da sie Eigenschaften beider Systeme vereinen: 

Ähnlich NK-Zellen werden NKT-Zellen in der Anfangsphase einer 

Immunreaktion aktiviert und regulieren die Abwehrreaktion durch 

Zytokinausschüttung und Zytotoxität. Dies spricht für ihre Zugehörigkeit zur 

angeborenen Immunität. Jedoch besitzen NKT-Zellen einen TZR, der zur 

spezifischen Erkennung von Glykolipid-Antigenen dient (94;98). Des Weiteren 

exprimieren NKT-Zellen Oberflächenmarker aktivierter Gedächtnis-T-Zellen wie 

CD45ROhigh, CD45RBlow, CD62Llow und CD25high und besitzen die Fähigkeit, bei 

Aktivierung sofort Effektorfunktionen zu leisten (21). Deshalb werden sie auch 

als spezielle Memory-T-Zell-Population angesehen (81). 

Das leukozytenspezifische CD45 wird von einem einzigen Genkomplex auf 

Chromosom 1 kodiert und besitzt katalytische Funktion als Tyrosin-

phosphatase. Durch alternatives Spleißen entstehen verschiedene Isoformen, 

welche als phänotypische Marker Aufschluss über den funktionellen Zustand 

von T-Zellen geben können. Naive T-Zellen exprimieren in der Regel CD45RA 
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und weisen erst nach Antigenkontakt und Aktivierung CD45RO – die Isoform 

aktivierter Gedächtniszellen – auf (46). Erstaunlicherweise tragen selbst NKT-

Zellen aus dem Nabelschnurblut bereits CD45RO (20;99), was die Frage 

aufwirft, ob schon im Mutterleib Antigenkontakt stattgefunden hat oder ein 

endogener Ligand existiert.  

Auf molekularer Ebene sind NKT-Zellen durch ihr stark eingeschränktes TZR-

Repertoire gekennzeichnet. Der TZR ist ein Heterodimer, zusammengesetzt 

aus einer -� XQG� HLQHU� -Kette. Die einzelnen Ketten bestehen jeweils aus 

einem variablen und einem konstanteQ�$EVFKQLWW��'LH� -Kette weist im variablen 

Teil die Segmenten V und J auf��GLH� -Kette besitzt zwischen V und J noch ein 

D-Segment. Durch die zufällige Zusammenlagerung von V-, D- und J-Genen 

bei konventionellen T-Zellen entsteht eine hohe Rezeptorvielfalt und stellt das 

Erkennen verschiedenster Antigene sicher. Die Variabilität wird durch zufälligen 

Einschub von drei bis sieben Nukleotiden zwischen die beiden Gensegmente V 

und J weiter erhöht. Diese sogenannte N-Region bildet auf Proteinebene die so 

genannte „third complementary-determining“ (CDR3)-Region, und tritt als Teil 

des TZR mit dem Antigen in Kontakt (46).  

Bei humanen NKT-=HOOHQ�UHDUUDQJLHUW�GLH�7=5� -Kette ausschließlich AV24 mit 

AJ18 (Abb. 1) und hat im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen keine N-

Nukleotide zwischen den V- und J- Segmenten (22;76). Die molekulare 

Identifizierung von NKT-Zellen wird durch diese strenge Monoklonalität der -

Kette ermöglicht. Weiterhin paart sich diese� -Kette mit einer polyklonalen -

Kette. Beim Menschen ist diese ausschließlich BV11. 
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NKT-Zellen weisen aber nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell 

Unterschiede zu konventionellen T-Zellen auf: Während T-Zellrezeptoren ihr 

jeweiliges MHC-Molekül via CDR1 und CDR2 und das darin gebundene Peptid 

mit CDR3 erkennen, interagieren NKT-Zellen ausschließlich mit CD1d-

präsentierten Antigenen (13;91). CD1a-d sind, im Gegensatz zu den 

hochpolymorphen MHC-Molekülen, nicht-polymorphe Moleküle mit ähnlicher 

Zellverteilung wie MHC II. CD1d, welches unter anderem auf intestinalem 

Epithel und Antigenpräsentierenden Zellen exprimiert wird, stellt eine 

Ausnahme dar (77).  Vor allem Lipide, Glykolipide und stark hydrophobe 

Peptide werden durch CD1d präsentiert (51;69). Die Frage nach dem 

natürlichen Ligand von NKT-Zellen ist weiterhin noch nicht ganz geklärt, jedoch 

wurde kürzlich ein endogenes lysosomales Glykospingolipid, 

Isoglobotrihexosylceramid (iGb3), als Bindungspartner identifiziert (106). 

Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass auch bakterielle Bestandteile 

wie Zellwand-Glykospingolipide (GSL-4A und -GlcUCer) von Sphingomonas 

paucimobilis (95), ein aus Mycobakterien gewonnenes Phosphatidylinositol 
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Mannosid (31) und ein Diacylglycerol aus Borrelia burgdorferi (BbGL-II) (54) 

NKT-Zellen aktivieren können (Abb. 2). In den meisten Studien wird jedoch -

Galactosyl-Ceramid ( -GalCer), gewonnen aus einem Meeresschwamm 

(agelas mauritanius), als Modellantigen verwendet.  

 

 

 

�
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Eine weitere Besonderheit von NKT-Zellen ist ihre Fähigkeit, in kurzer Zeit 

große Mengen an Interferon (IFN)-γ und Interleukin (IL)-4 zu produzieren (105). 

Dies lässt vermuten, dass NKT-Zellen an der Regulation sekundärer 

Immunantworten maßgeblich beteiligt sind. So konnte in H[� YLYR Studien bei 

Menschen eine Verminderung von NKT-Zellen bei verschiedenen 

Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I (101;102), rheumatoider 

Arthritis (61) und systemischem Lupus erythematodes (96) gezeigt werden, 

wohingegen bei Myasthenia gravis und Lepra ein Anstieg beschrieben wurde 

(63;82).  

Eine Vielzahl von Untersuchungen, meist im Mausmodell, konnte die Rolle der 

NKT-Zellen bei Tumorrepression (19;92), Immuntoleranz nach Transplantation 



     EINLEITUNG   

 

� 

(42;75;93) und Bekämpfung von bakteriellen, viralen und parasitären 

Infektionen weiter aufklären (11;47). So verhindert der adoptive Transfer von 

NKT-Zellen im Nonobese diabetic (NOD-) Mausmodell die Entstehung von 

Diabetes mellitus Typ I in diesen Tieren (3;58). Die Behandlung von Mäusen mit 

-GalCer zeigte, dass NKT-Zellen Methylcholanthren-induziertes 

Tumorwachstum mittels IFN-γ und wahrscheinlich auch direkter Zytotoxität 

hemmen können (19;43;50;92). Auch humane NKT-Zellen weisen nach LQ�YLWUR 

Stimulation hohe zytotoxische Aktivität gegen verschiedene Tumorlinien auf 

(50;64;68;97). In zahlreichen Transplantationsmodellen stellte sich heraus, dass 

NKT-Zellen bei der Toleranzentwicklung gegenüber Allo- bzw. Xenograft-

Transplantaten eine wichtige Rolle spielen (45;89;93). Erst kürzlich legten 

Studien dar, dass selbst im Bereich der allergischen Erkrankungen NKT-Zellen 

eine Schlüsselfunktion besitzen (1;72). Im Mausmodell gelang es durch 

intravenöse und ebenso durch nasale Applikation von -GalCer und somit 

Stimulation der NKT-Zellen, die Symptome beim allergischen Asthma drastisch 

einzudämmen (39;59). Allerdings konnten andere Arbeitsgruppen diesen 

Zusammenhang nicht bestätigen (79) und daher werden diese Ergebnisse in 

der Literatur kontrovers diskutiert. 

 

���� &KHPRNLQH��
Das humane Chemokinsystem umfasst mehr als 50 verschiedene Chemokine 

und 18 Chemokinrezeptoren (65). Chemokine sind eine Gruppe von Zytokinen 

mit chemotaktischer Wirkung, bestehend aus 70-125 Aminosäuren mit einem 

Molekulargewicht von 6-14 kDa. Sie lassen sich strukturell in vier Gruppen 

unterteilen - je nach der Anzahl der Aminosäuren (dargestellt mit X) zwischen 

den ersten beiden Cysteinen (83):  

• C-  

• CC-  

• CXC- 

• CX3C-Chemokine 
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In der ersten und letzten Gruppe gibt es jeweils nur einen Vertreter: 

Lymphotactin als C-Chemokin und Fraktalkin als CX3C-Chemokin. Die primäre 

Funktion dieser Botenstoffe besteht darin, die gerichtete Zellwanderung entlang 

eines Konzentrationsgrades zu ermöglichen (sog. Chemotaxis), wie z.B. bei der 

Angiogenese und Metastasierung. Eine weitere wichtige Rolle spielen die 

Chemokine bei der Zellaktivierung und –reifung (Abb. 3). 

Die CXC-Chemokine wirken hauptsächlich auf Neutrophile und aktivierte T-

Lymphozyten chemotaktisch. Hingegen treten die CC-Chemokine vor allem mit 

Lymphozyten in Kontakt, jedoch nicht mit Neutrophilen. 

 

 

�
$EE�����%LRORJLVFKH��)XQNWLRQHQ�GHU�&KHPRNLQH�XQG�GHUHQ�5H]HSWRUHQ��5RVVL�'��DQG�=ORWQLN�

$���ÄWKH�ELRORJ\�RI�FKHPRNLQHV�DQG�WKHLU�UHFHSWRUV³��$QQX��5HY��,PPXQRO��������
������������

 

 

���� &KHPRNLQUH]HSWRUHQ�
Chemokinrezeptoren sind G-Protein gekoppelt, haben sieben transmembrane 

Domänen und sind 340-370 Aminosäuren lang. Sie werden nach den 

zugehörigen Chemokinen benannt, z.B. bindet der CCR1-Rezeptor CC-

Chemokine. Die meisten Chemokine treten mit mehr als einem Rezeptor in 

Kontakt, wodurch ein komplexes Netzwerk entsteht.  
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Nach ihrer physiologischen Funktion werden sie in inflammatorische und 

homöostatische Rezeptoren gegliedert (Abb. 4).  
�

&KHPRNLQH� 5H]HSWRUHQ� )XQNWLRQ�

I-TAC, MIG, IP10 CXCR3 Effektor T-Zellen 

CXCL16 CXCR6 Effektor T-Zellen 

RANTES, MIP-1 , MCP-2, MCP-3 CCR1 Effektor T-Zellen 

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

Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin-3, 
RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MEC CCR3 Effektor T-Zellen (Th2) 

RANTES, MIP-1 , MIP-1 , MCP-2 CCR5 Effektor T-Zellen (Th1) 

I309 CCR8 Effektor T-Zellen (Th2) 

,QI
ODP

PD
WRU

LVF
K� 

Fractalkine CX3CR1 Effektor T-Zellen 

MDC, TARC CCR4 
Effektor T-Zellen (Th1, Th2), 
Memory T-Zellen (CLA), 
Thymozyten 

 

LARC CCR6 Effektor T-Zellen, B-Zellen, 
Memory T-=HOOHQ��&/$�� 4 7) 

CTACK, MEC CCR10 Memory T-Zellen (CLA) 

SDF-1 CXCR4 Naive, Memory T-Zellen, B-
Zellen, Thymozyten 

BCA-1 CXCR5 Follikuläre B-Helfer-T-Zellen, 
B-Zellen 

SLC, ELC CCR7 
Naive, Central Memory T-
Zellen (TCM), B-Zellen, reife 
medulläre Thymozyten 

TECK CCR9 Memory-T-=HOOHQ�� 4 7), B-
Zellen, unreife Thymozyten 

+R
P|

VWD
WLV

FK
 

DC-CK1 unbekannt Naive T-Zellen 

�
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T-Lymphozyten besitzen nahezu alle Rezeptoren, deren Expression sich dem 

funktionellen Zustand der Zelle anpasst. Deshalb werden einzelne Rezeptoren 

als Marker für Aktivität, Reife und Differenzierungsgrad verwendet (65). Alle 

naiven T-Zellen exprimieren zum Beispiel den Rezeptor CCR7, ein Grossteil 

weiterhin die Rezeptoren CXCR4 und CCR9. Der Chemokinrezeptor CCR7 

ermöglicht es T-Zellen, als Antwort auf die Chemokine SLC und ELC, aus den 

Gefäßen zu wandern und in T-Zell-Zonen der Lymphknoten und Peyer'schen 

Plaques einzudringen (52). In diesen sekundär lymphatischen Organen findet 

der Kontakt mit Antigenpräsentierenden Zellen statt, und ist somit bedeutsam 

für die Differenzierung und Aktivierung naiver T-Zellen zu Memory- und 

Effektor-Zellen. 

Memory-T-Zellen können zudem anhand ihrer CCR7-Expression in zwei 

funktionell unterschiedliche Untergruppen eingeteilt werden: Central-Memory 

(TCM) und Effektor-Memory-Zellen (TEM) (57). Effektor-Memory-Zellen sind 

CCR7-negativ und exprimieren Chemokinrezeptoren, die für die Migration in 

entzündetes Gewebe notwendig sind (CCR1, CCR3 und CCR5). Durch 

Chemokinausschüttung von IL-4, IFN-γ und Perforin führen TEM-Zellen sofortige 

Effektorfunktion aus (57;85). Central-Memory-Zellen sind dagegen CCR7+ und 

haben dadurch die Fähigkeit in lymphatisches Gewebe einzudringen. Dort 

weisen sie keine unmittelbare Effektorfunktion auf, sondern stimulieren 

Dendritische Zellen zur IL-12 Ausschüttung. Nach weiterer Aktivierung können 

TCM-Zellen jedoch auch zu Effektor-Memory-Zellen differenzieren und direkte 

Abwehrfunktionen ausführen (57;85). 

Anhand ihrer Chemokinrezeptorexpression und Zytokinausschüttung lassen 

sich T-Zellen weiter in Th1 und Th2-Zellen unterteilen (66). Die Rezeptoren 

CXCR3 und CCR5 finden sich auf Th1-Zellen, welche die Zytokine IFN-γ und 

IL-2 ausschütten (siehe Abb. 5). Diese Zytokine aktivieren hauptsächlich 

Makrophagen und Neutrophile, was zu einer direkten zellvermittelten 

Immunantwort mit Eradikation intrazellulärer Pathogene führt (66). Ein relatives 

Überwiegen der Th1-Immunantwort konnte bei Erkrankungen wie Diabetes 

mellitus, Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis und Atheroslerose 

festgestellt werden (4;78). 
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Th2-polarisierte Zellen exprimieren hingegen überwiegend CCR3, CCR4, CCR8 

und produzieren IL-4, IL-5 und IL-13, welche Mastzellen und Eosinophile 

stimulieren (siehe Abb. 5) (66). Die Interleukine 4 und 13 sind gemeinsam mit 

weiteren Faktoren in der Lage, in B-Zellen einen Isotypklassenwechsel zu IgE 

zu induzieren. Deshalb wird ein Überwiegen der Th2-Immunantwort unter 

anderem mit allergischen Entzündungsprozessen wie Asthma bronchiale oder 

allergischer Rhinitis in Verbindung gebracht (52;70). 
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Im Gegensatz zu humanen Neugeborenen findet man in der Maus kurz nach 

der Geburt keine NKT-Zellen. Diese lassen sich erst ab der vierten bis sechsten 

Lebenswoche nachweisen (5;71). Da es folglich nicht möglich ist, im 

Mausmodell fetale NKT-Zellen ohne externen Antigenkontakt zu untersuchen, 

existieren nur vereinzelte Experimente über humane NKT-Zellen aus 

Nabelschnurblut. Bei NKT-Zellen des Erwachsenen lassen sich die 

Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR3 und CXCR6 

nachweisen (53). Diese Rezeptoren finden sich auch auf konventionellen T-

Zellen, welche im nicht-lymphatischen Gewebe zirkulieren und mit 

Entzündungsprozessen assoziiert sind (73). Der Marker CXCR4 ist häufig auf 

naiven T-Zellen, B-Zellen und Monozyten zu finden und spielt beim „homing“ in 

das Knochenmark eine bedeutende Rolle. Dieser Chemokinrezeptor wird in 

einem hohen Prozentsatz auch auf NKT-Zellen im peripheren Blut Erwachsener 

exprimiert (53). 

 

�� =,(/6(7=81*�
Fetale NKT-Zellen sind eine besondere Zellpopulation, da im Gegensatz zu 

klassischen T-Zellen Aktivierungs- und Gedächtnismarker bereits LQ� XWHUR 

exprimiert sind.  Darüber hinaus ist über den Phänotyp und die Funktion 

humaner, fetaler NKT-Zellen bisher jedoch wenig bekannt. Analogieschlüsse 

zum murinen System sind nicht möglich, da NKT-Zellen in der Maus erst nach 

dem ersten Lebensmonat nachweisbar sind.  

Da humane NKT-Zellen im Uterus einer völlig anderen Umgebung als bei 

Erwachsenen ausgesetzt sind und vermutlich andere Aufgaben zu erfüllen 

haben, erwarteten wir ein abweichendes Chemokinrezeptorexpressionsmuster 

im Vergleich zu NKT-Zellen im peripheren Blut Erwachsener zu finden. Die 

Chemokinrezeptoren wurden als Surrogatmarker für das Migrationsverhalten 

bestimmt und können Hinweise auf weitere funktionelle Aufgaben der fetalen 

NKT-Zellen geben. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, das Chemokinrezeptor-
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expressionsmuster von NKT-Zellen des Nabelschnurblutes zu untersuchen, um 

so Rückschlüsse auf das Migrationsverhalten ziehen zu können. Wir stellten die 

Hypothese auf, dass fetale und NKT-Zellen des Erwachsenen unterschiedliche 

Effektorfunktionen besitzen und daher ein unterschiedliches Chemokinrezeptor-

expressionsmuster aufweisen. Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt: 

♦ Unterscheidet sich das Verhältnis CD4+ und CD8+ NKT-Zellen im 

Nabelschnurblut im Vergleich zu peripherem Blut Erwachsener? 

♦ Welche Chemokinrezeptoren lassen sich auf fetalen NKT-Zellen 

nachweisen? 

♦ Gibt es Unterschiede im Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren  

innerhalb der CD4+ und CD8+ NKT-Zellen im Nabelschnurblut? 

♦ Unterscheiden sich fetale NKT-Zellen im Chemokinrezeptorexpressions- 

muster von NKT-Zellen Erwachsener? 

 

 

�� 0$7(5,$/�81'�0(7+2'(1�
���� 3UREDQGHQ�
Es wurde plazentares, venöses Nabelschnurblut von klinisch gesunden 

Neugeborenen aus der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universität 

München untersucht.  Als reif galten alle Säuglinge, die ab der vollendeten 37. 

Schwangerschaftswoche geboren wurden. Frühgeborene wurden primär nicht 

ausgeschlossen. Ausschlusskriterien waren alle Faktoren mit einem potentiellen 

Einfluss auf das fetale Chemokinexpressionsmuster. Im Einzelnen waren dies 

folgende Punkte: 

•      Hinweise auf Asphyxie währen der Geburt (10-Minuten APGAR-
Wert ��7, NSpH< 7,1)  

•       large-for-gestational age und small-for-gestational age  

•      Infektionszeichen der Mutter sub partu (Fieber >38,5°C, 
Leukozyten >15.000/µl, CRP >20mg/l)  
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•      Infektionszeichen des Neugeborenen (Rekapillarisierungszeit 
>2“, CRP > 40 mg/l, klinischer Eindruck)  

Weiterhin wurden retrospektiv alle Probanden ausgeschlossen, deren Blut mit 

mütterlichem IgA kontaminiert war. Dies wurde mittels ELISA im Routinelabor 

des Dr. von Haunerschen Kinderspitals der Ludwig-Maximilians-Universität 

München bestimmt. 

Für die Kontrollgruppe wurde periphervenöses Blut von gesunden, freiwilligen 

Erwachsenen verwendet. Eine Allergie oder andere Erkrankungen wurden 

anamnestisch ausgeschlossen. Um eine Anämie (Hb<13,5g/dl für männliche 

Probanden, Hb<11,5g/dl für weibliche Probanden) oder Leukozytose 

(Leukozyzen>1,24� l) zu erkennen, wurde ein maschinelles Differenzialblutbild 

im Routinelabor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals erstellt. Sowohl Anämie 

als auch Leukozytose stellten in der beschriebenen Kontrollpopulation ein 

Ausschlusskriterium dar. 

 

���� 0HWKRGHQ�
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Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte 

durch die Dichtezentrifugation nach der 

Beschreibung von Boyum et al. (1968). 

Hierfür wurden 8-10 ml Nabelschnurblut 

(NSB) aus der plazentaren Nabelvene bzw. 

80 ml periphervenöses Blut (PVB) bei 

Erwachsenen mittels einer Spritze mit 

Natrium-Heparinzusatz entnommen. Das 

Blut wurde im Verhältnis 1:5 (NSB) bzw. 1:3 

(PVB) mit PBS verdünnt und vorsichtig auf 

eine Ficoll-Schicht im Verhältnis 2:3 

geschichtet. Ficoll ist ein ungeladenes 

Polysaccharid, dessen Dichte so eingestellt ist, dass bei Zentrifugation 

Erythrozyten und Zelltrümmer die Ficoll-Phase passieren. Während sich 

$EE�����$XIWUHQQXQJ�YRQ�9ROOEOXW��QDFK�
=HQWULIXJDWLRQ�
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Lymphozyten, Thrombozyten und Monozyten in der Interphase zwischen 

Plasma und Ficoll ansammeln, dringen Granulozyten in die Ficoll-Schicht ein. 

Erythrozyten befinden sich unterhalb der Ficollphase (Abb. 6). Nach 20-

minütiger Zentrifugation bei 1300 x g wurde dann die Interphase mit den darin 

enthaltenen Lymphozyten abpipettiert und in ein neues 50 ml Röhrchen 

überführt. Anschließend folgten zwei Waschschritte: Die Lymphozytenfraktion 

wurde auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und bei 400 x g  für zehn Minuten 

zentrifugiert. So entstand ein aus Lymphozyten bestehendes Zellpellet. Der 

Überstand wurde abgekippt, das Gefäß mit dem Pellet erneut auf 50 ml mit 

PBS aufgefüllt, resuspendiert, wie oben beschrieben zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Die nun isolierten Zellen wurden in 1,5 ml PBS 

resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung bei 4° C gelagert. 

�
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Um die NKT-Zellen von den restlichen Lymphozyten unterscheiden zu können, 

wurden sie mit direkt und indirekt fluorochromkonjugierten Antikörpern markiert 

(Färbeprotokoll siehe Tabelle 1). Bei den direkt konjugierten Antikörpern ist das 

Farbmolekül unmittelbar an den Antikörper gebunden, wohingegen bei den 

indirekt markierten Antikörpern zuerst ein mit Biotin konjugierter Antikörper 

ohne Farbstoff zu den Zellen gegeben wird. In einem Folgeschritt wird ein 

fluorochromkonjugiertes Protein (Streptavidin) zugegeben, welches daraufhin 

an den biotinylierten ersten Antikörper bindet. Das ideale Verhältnis von 

Zellzahl zu Antikörpervolumen wurde vorher durch Titration im Vollblut 

bestimmt. Zur Untersuchung der Proben stand ein FACS-Gerät mit vier 

Farbkanälen zur Verfügung. Aufgrund dieser Limitierung mussten zur 

Bestimmung der Chemokinrezeptorexpression CD4 und CD8 positiver NKT-

Zellen zwei Parallelansätze, einer mit dem Marker CD4 und ein zweiter mit CD8 

untersucht werden. 

Färbeprotokoll 

• Verteilung von je 50 µl Zellsuspension auf 30 1ml Reaktionsgefäße  
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• 10 µl des biotinylierten V 11 Antikörpers wurden in die Gefäße pipettiert, 

gemischt und danach 20 min bei Raumtemperatur (nach Herstellerangaben) 

inkubiert 

• Es folgte ein Waschschritt (1ml PBS, 2000 x g, 5 min) 

• Anschließend wurden je 10 µl der vorverdünnten Antikörper bzw. 

Streptavidin-APC in die jeweiligen Gefäße pipettiert, gemischt und unter 

Lichtabschluss bei 4° C weitere 35 min inkubiert 

• Im Anschluss folgte ein zweiter Waschschritt  (1ml PBS, 2000 x g, 5 min) 

• Die Zellen wurden dann zur Erythrozytenlyse in 350 µl Ammoniumchlorid-

Puffer resuspendiert und sofort durchflusszytometrisch aufgenommen. 

 

Tube  FITC PE PC5 APC 

1 V 24 CCR1 CD4 V 11bio-SAV 

2 V 24 CCR1 CD8 V 11bio-SAV 

3 V 24 CCR2 CD4 V 11bio-SAV 

4 V 24 CCR2 CD8 V 11bio-SAV 

5 V 24 CCR4 CD4 V 11bio-SAV 

6 V 24 CCR4 CD8 V 11bio-SAV 

7 V 24 CCR5 CD4 V 11bio-SAV 

8 V 24 CCR5 CD8 V 11bio-SAV 

9 V 24 CCR6 CD4 V 11bio-SAV 

10 V 24 CCR6 CD8 V 11bio-SAV 

11 V 24 CCR7 CD4 V 11bio-SAV 

12 V 24 CCR7 CD8 V 11bio-SAV 

13 V 24 CCR8 CD4 V 11bio-SAV 

14 V 24 CCR8 CD8 V 11bio-SAV 

15 V 24 CCR9 CD4 V 11bio-SAV 

16 V 24 CCR9 CD8 V 11bio-SAV 
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17 V 24 CXCR3 CD4 V 11bio-SAV 

18 V 24 CXCR3 CD8 V 11bio-SAV 

19 V 24 CXCR4 CD4 V 11bio-SAV 

20 V 24 CXCR4 CD8 V 11bio-SAV 

21 V 24 CXCR5 CD4 V 11bio-SAV 

22 V 24 CXCR5 CD8 V 11bio-SAV 

23 V 24 CXCR6 CD4 V 11bio-SAV 

24 V 24 CXCR6 CD8 V 11bio-SAV 

25 V 24 CD45RO CD4 V 11bio-SAV 

26 V 24 CD45RO CD8 V 11bio-SAV 

27 IgG1 IgG2 CD4 SAV 

28 IgG1 IgG2 CD8  

29 IgG1 IgG1� CD4  

30 IgG1 IgG1� CD8  

7DE�����)lUEHSURWRNROO��$3& �$OORSK\FRF\DQLQ��),7& �)OXRUHVFHLQ�LVRWKLRF\DQDWH��
3( 3K\FRHU\WKULQ��3&� 3K\FRHU\WKULQ�&\DQLQ������6$9 6WUHSWDYLGLQ�
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Das Durchflusszytometer, ein sogenanntes FACS (fluorescence activated cell 

sorter), arbeitet mit einem optischen Messsystem, das Streulicht- und 

Fluoreszenzsignale einzelner Partikel in einem Flüssigkeitsstrom analysiert. 

Das Gerät lässt sich in zwei Einheiten gliedern: 

• Flüssigkeitssystem 

• Optisches Detektionssystem 

)O�VVLJNHLWVV\VWHP�
Die zu messenden Zellen werden durch einen Überdruck von einer 

Trägerflüssigkeit erfasst und derart beschleunigt ("hydrodynamische 

Fokussierung"), dass sie einzeln hintereinander aufgereiht werden. Am 

Analysepunkt trifft dann ein Argonlaserstrahl mit 488 nm auf jede einzelne Zelle. 
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Der Detektionsteil besteht aus einem Bereich zur Messung der 

Streulichtemissionen und einem weiteren Teil zur Erfassung der für jeden 

einzelnen Farbstoff spezifischen Fluoreszenz. Abhängig von verschiedenen 

Zellparametern wie Querschnittsfläche, Membranstruktur und Granulationsgrad 

wird das Licht unterschiedlich stark abgelenkt. Das Streulicht lässt sich 

untergliedern in Vorwärtsstreulicht, sog. "Forward light scatter" (FSC, 0°-10°), 

und Seitwärtsstreulicht, sog. "Sidescatter" (SSC, 90°), wobei Ersteres mit der 

Zellgröße korreliert. Hingegen liefert das Seitwärtsstreulicht Informationen über 

die Granularität und Rauhigkeit der Zelle. Mittels dieser beiden Parameter 

lassen sich die wichtigsten Leukozytengruppen wie Lymphozyten, Monozyten 

und Granulozyten unterscheiden (Abb. 7 und 8). Sind die Zellen mit 

fluorochromkonjugierten Antikörpern gefärbt, können weitere Daten über die 

Oberflächenantigene der Zellpopulation erhoben werden. Die hier verwendeten 

Fluorochrome sind in Tabelle 2 aufgeführt. Sie werden durch den Argonlaser 

angeregt und weisen ein detektierbares Emissionsspektrum auf. Es wurde ein 

vier-Farben-FACS, welches die simultane Messung von vier Farben in einer 

Probe ermöglicht, verwendet. 
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Fluorochrom Max. Anregung Emission Farbe 

FITC 488 nm 519 nm Grün 

PE 488 nm 578 nm Gelb 

APC 595/ 633 nm 660 nm Rot 

PC5 488 nm 667 nm  Dunkel-rot 

7DE�����9HUZHQGHWH�)OXRURFKURPH�XQG�LKUH�(LJHQVFKDIWHQ��$3& �$OORSK\FRF\DQLQ��),7& �
)OXRUHVFHLQ�LVRWKLRF\DQDWH��3( �3K\FRHU\WKULQ��3&� 3K\FRHU\WKULQ�&\DQLQ�����

 

Mittels Photomultiplier und Photodioden werden dann die optischen in 

elektrische Signale umgewandelt und mittels der entsprechenden Software als 

Graphik dargestellt. Um die Auswertung zu optimieren wurde eine spezielle 

Geräteeinstellung ("instrument setting") gesetzt, mit welcher der Grad der 

Fluoreszenzverstärkung ("amplification)" sowie die Kompensationseinstellung 

("compensation") geregelt wird. Die Kompensation ist nötig, um spektrale 

Überlagerungen der Fluoreszenzen zu korrigieren, indem der jeweils in das 

fremde Spektrum ragende Farbanteil von der primären subtrahiert wird.          
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Für die hier gezeigten Aufnahmen und Auswertungen der Daten kam das 

Programm Cell Quest TM Pro, Version 4.0.2, von Becton & Dickinson zur 

Anwendung.  

Im ficollierten Blut lässt sich die Lymphozytenpopulation im FCS/SCC-Plot des 

Punktehistogramms sehr deutlich von Zelltrümmern und Monozyten abgrenzen. 

Zunächst wurde ein elektronisches Fenster ("gate") auf die Lymphozytenwolke 

gelegt (Abb. 9). Da NKT-Zellen weniger als 1% der Lymphozyten ausmachen, 

wurden mindestens 130.000 Lymphozyten pro Probe aufgenommen um eine 

aussagekräftige Zellpopulation zu erhalten. Anschließend übertrug man die 

Lymphozytenwolke in ein neues Analysenfenster und bestimmte den 

Prozentsatz der Vα24+Vβ11+ doppeltpositiven NKT-Zellen innerhalb der 

Lymphozyten (Abb. 10). In einem weiteren gate wurde dann die Expression der 

einzelnen Chemokinrezeptoren innerhalb der Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen 

dargestellt. Durch Legen von Abgrenzlinien zwischen den einzelnen 

Zellgruppen konnte der prozentuale Anteil in Bezug auf die Gesamtpopulation 

Vα24+Vβ11+ Zellen errechnet werden. Graphisch ist dies nochmals am Beispiel 

CCR4+CD4+ NKT-Zellen verdeutlicht (Abb. 11 und 12). Um mögliche 

unspezifische Bindungen der Antikörper zu berücksichtigen, wurde für jeden 

Marker eine Isotypkontrolle durchgeführt. 
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Bei den vorliegenden Patientenzahlen und der Seltenheit von NKT-Zellen kann 

von keiner Normalverteilung ausgegangen werden. Deshalb wurden 

Medianwerte und Spannweiten angegeben. Eine Ausnahme stellte die 

Berechnung der Prozentsätze CD4+ und CD8+ NKT-Zellen dar. Da hier mehrere 

Parallelansätze vorhanden waren, und somit eine größere Anzahl an 

Einzelwerten, wurden abweichend von den restlichen Ergebnissen Mittelwerte 

angegeben. Zur Berechnung der Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven 

kam bei unverbundenen Stichproben der nicht-parametrische Mann-Whitney-8-

Test zur Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde bei p≤ 0,05  festgelegt. Das  

Programm SPSS 12.0 (SPSS Inc.) diente der elektronischen Berechnung. 

Anhand der Programme Prism 3.0 (Graph Pad Software) und Excel 2000 

(Microsoft) wurden die Diagramme erstellt. 
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• Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS   Heraeus Sepatech 

• Tischzentrifuge 5415C     Eppendorff 

• Kühlschrank +4°C      Bosch 

• Schüttler: Vortex-Genie 2    Scientific Industries 

• Mikropipetten     Eppendorff 

(0,5-10µl; 10-100µl; 100-1000µl) 

• EasyPet-Pipettierhilfe    Eppendorff 

• Durchflusszytometer (FACS)   Becton&Dickinson 

FACSCalibur 

• FACS–Auswertestation    Apple 

Power Macintosh G4   

• FACS–Auswertesoftware    Becton&Dickinson 

CellQuestTM Pro, Vers. 4.0.2 

• PC       Siemens Fujitsu 

Windows 2000 

• SPSS 12.0      SPSS Inc. �

• Waage  1265 MP    Sartorius AG�
�

������ *ODV��XQG�3ODVWLNPDWHULDO�
 

• Reaktionsgefäße (1,5ml)    Eppendorff 

• Plastikspitzen für Mikropipetten   Eppendorff 

• Serologische Pipetten (10 ml)   Roth 
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• Plastikröhrchen (50ml)    Greiner bio-one 

• Rundbodenröhrchen „Falcon“   Becton&Dickinson 

(5ml)  

• Plastikspritze "Discardit II" (10 ml)    Becton&Dickinson 

mit Natrium-Heparin   

 

������ &KHPLNDOLHQ�XQG�3XIIHU�
 

• Phosphate-buffered saline (PBS) 

10 x stock solution, 1 Liter 

80g NaCl      Merck 

2g KCl      Merck 

13.06g Na2HPO4 .2H2O    Merck 

2g KH2PO4      Merck 

pH 7.3 

 

• Ammoniumchlorid-Puffer 

500 ml  

4,15g NH4Cl      Merck 

500mg KHCO3     Merck 

18mg EDTA (Titriplex III)    Merck   

ad 500 ml aqua destillata 

• Ficoll-Paque PLUS     Amersham Pharmacia 

        Biotech 
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������ $QWLN|USHU�
�
$QWLN|USHU� )OXRURFKURP� +HUVWHOOHU� 6SH]LHV��

,VRW\S�
9HUG�QQXQJ�

CCR1 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2b 1:2 

CCR2 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2b 1:4 

CCR4 PE BD, Heidelberg Maus IgG1κ 1:2 

CCR5 PE BD, Heidelberg Maus IgG2a 1:2 

CCR6 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2b 1:2 

CCR7 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2a 1:4 

CCR8 PE R&D, Wiesbaden Rat IgG2b pur 

CCR9 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2a pur 

CXCR3 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG1 1:2 

CXCR4 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2a 1:2 

CXCR5 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2b 1:2 

CXCR6 PE R&D, Wiesbaden Maus IgG2b 1:2 

CD4 PC5 IQ, Groningen Maus IgG1 1:40 

CD8 PC5 IQ, Groningen Maus IgG1 1:250 

CD45RO PE BD, Heidelberg Maus IgG2aκ 1:2 

V 24 FITC Immunotech, 

Krefeld 

Maus IgG1 pur 

V 11bio  Immunotech, 

Krefeld 

Maus IgG2a pur 

Streptavidin APC BD, Heidelberg  1:2,5 

Isotyp-
Kontrolle 

FITC  

PE 

Immunotech, 

Krefeld 

IgG1 

IgG1 

pur 

Isotyp-
Kontrolle 

FITC  

PE 

Immunotech, 

Krefeld 

IgG1 

IgG2 

pur 

7DE�����YHUZHQGHWH�$QWLN|USHU�PLW�$QJDEH�YRQ�+HUVWHOOHU��,VRW\S�XQG�YHUZHQGHWHU�
9HUG�QQXQJ��$3& �$OORSK\FRF\DQLQ��),7& �)OXRUHVFHLQ�LVRWKLRF\DQDWH��3( �
3K\FRHU\WKULQ��3&� 3K\FRHU\WKULQ�&\DQLQ������6$9 6WUHSWDYLGLQ�
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���� 3UREDQGHQ�
Es wurde Nabelschnurblut von zehn gesunden, vaginal entbundenen 

Neugeborenen untersucht. Darunter waren neun reife Säuglinge in der 37+0 bis 

41+6 Schwangerschaftswoche und ein klinisch unauffälliges Frühgeborenes in 

der 33+6 SSW. Die Mütter wiesen keinerlei klinische Zeichen einer Infektion 

auf. Der Median des Gestationsalters betrug 39+4 Wochen (33+6 bis 40+3). 

Um sicherzustellen, dass die Expression der Chemokinrezeptoren nicht durch 

eine Infektion oder Anämie beeinflusst wurde, erstellten wir von jeder Probe ein 

automatisiertes Blutbild und bestimmten IgE im Serum. Mittels IgA Nachweis 

wurde eine Kontamination mit mütterlichem Blut ausgeschlossen. Alle Proben 

mit IgA-Werten < 5mg/dl galten als kontaminationsfrei (Tab. 4). 

 

Gestationsalter* 
(Wochen) 

Geschlecht
(m/w) 

Größe*   
(cm) 

Gewicht*      
(g) 

APGAR      
(10 min) 

Blut pH* 

39+4         
(33+6-40+3) 

8/2 51         
(47-55) 

3110     
(2232-3950) 

10 7,27    
(7,16-7,39) 

�
�
 

Leukozyten* 
(x103/ l) 

Lymphozyten*   
(%) 

Hämoglobin*  
(g/dl) 

IgA         
(mg/dl) 

IgE*           
(kU/l) 

15,8            
(6,5-20,4) 

33,2         
(21,3-51,6) 

14,4           
(12,7 -17,7) 

4,6 (n=1)             
IgA<4,2 (n=9) 

0,67          
(0,14-6,2)    
IgE<0,1 (n=4) 

7DE�����&KDUDNWHULVLHUXQJ�GHU�1HXJHERUHQHQ��
Medianwerte (Spannweite); P PlQQOLFK��
Z ZHLEOLFK�����������������������������������

 

In allen Proben ergab die IgA-Messung Werte unterhalb bzw. einer knapp 

oberhalb der Nachweisgrenze von 4,2 mg/dl. Folglich wurden alle Proben als 

nicht mit mütterlichem Blut kontaminiert gewertet und in die Auswertung 

eingeschlossen. Eine Erhöhung des Allergierisikos wurde bei einem IgE Wert 

>0,9 kU/l angenommen. In einer Probe wurde ein IgE Wert oberhalb des 
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Grenzwertes von 0,9 kU/l gemessen. Alle untersuchten Prozentsätze der 

Chemokinrezeptorexpression lagen jedoch in der Nähe des Medians.  

In die Kontrollgruppe der Erwachsenen wurden zehn gesunde Probanden 

einbezogen. Eine Allergie oder akute Infektion wurde anamnestisch 

ausgeschlossen. Zusätzlich wurde ein maschinelles Blutbild erstellt, um eine 

Leuko- oder Lymphozytose zu erkennen (Normalbereich 4,0x103-12x103/ l). 

Der Altersmedian lag bei 28,5 (25-43) Jahren (Tab. 5). 

 

Alter*       
(Jahre) 

Geschlecht* 
(m/w) 

Leukozyten* 
(x103/ l) 

Lymphozyten*   
(%) 

Hämoglobin*  
(g/dl) 

28,5             
(25-43) 

5/5 7,3            
(4,3-11,4) 

29,8          
(21,8-51,2) 

14,2         
(11,9-15,8) 

7DE�����&KDUDNWHULVLHUXQJ�GHU�.RQWUROOJUXSSH��
0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH���P PlQQOLFK��
Z ZHLEOLFK�

 

 

���� &'� � �XQG�&'� � �1.7�=HOOHQ�
Bei allen untersuchten Proben konnten wir V ��+9 ��+ NKT-Zellen 

nachweisen. Die Häufigkeit lag in Nabelschnurblut zwischen 0,02 und 0,12% 

aller Lymphozyten (Median 0,05), in der Kontrollgruppe der Erwachsenen mit 

0,01-0,23% der Lymphozyten (Median 0,07) tendenziell, jedoch nicht signifikant 

höher. 

Auch die klassischen T-Zell-Marker CD4 und CD8 waren auf den NKT-Zellen 

exprimiert. Der prozentuale Anteil CD4+ NKT-Zellen war mit 89,14% (Mittelwert) 

im Nabelschnurblut signifikant höher (p<0,0001) als bei der Kontrollgruppe mit 

nur 20,19% (Mittelwert,  8,9). Bei den CD8+ NKT-Zellen konnte mit 6,19% 

(Mittelwert,  4,3) bei Erwachsenen und 5,31% (Mittelwert) der fetalen NKT-

Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.  
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���� &KHPRNLQUH]HSWRUH[SUHVVLRQ�YRQ�1.7�=HOOHQ��
������ &KHPRNLQUH]HSWRUHQ�DXI�9 �� � 9 �� � 1.7�=HOOHQ�LQ�1DEHOVFKQXUEOXW�

XQG�LQ�SHULSKHUHP�%OXW�(UZDFKVHQHU�
 

&&5��
Der CC-Chemokinrezeptor CCR1 bindet die Chemokine MIP-1α (CCL3), MCP-

2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), HCC-1 (CCL14), HCC-2 (CCL15), MPIF-1 (CCL23) 

und RANTES (CCL5). Auf Memory-T-Zellen lässt sich der  CCR1-Rezeptor 

nachweisen.  

Der Prozentsatz CCR1 exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut und im 

peripheren Blut  Erwachsener unterschied sich nicht signifikant voneinander.  

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 6 und Abbildung 13 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� � 1.7�=HOOHQ� 57,08 (38,78-72,73) 54,58 (37,36-61,97) 

S�:HUW� 0,481 

7DE�����3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH����������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LQ�%H]XJ�DXI�DOOH�1.7�=HOOHQ��LP�
1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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&&5��
Der CCR2-Rezeptor bindet die CC-Chemokine MCP-1, 2, 3, 4 (CCL2, 7, 8, 13) 

und wird von Monozyten, Dendritischen Zellen, NK-Zellen, Basophilen, T-Zellen 

und Granulozyten exprimiert. 

Die Untersuchung der Frequenz CCR2+ NKT-Zellen innerhalb der 

Kontrollgruppe und des Nabelschnurblutes ergab  keinen signifikanten 

Unterschied.  

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 7 und Abbildung 14 dargestellt. 

 16%� .2�

&&5� � 1.7�=HOOHQ� 51,38 (32,30-58,73) 48,75 (28,57-63,69) 

S�:HUW� 0,971 

7DE�����3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH�����������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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&&5��
TARC (CCL17), MDC (CCL22), und RANTES werden von dem 

Chemokinrezeptor CCR4 gebunden. Dieser wird selektiv von aktivierten Th2-

Zellen exprimiert, kommt aber auch auf NK-Zellen und Monozyten vor.  

Der Prozentsatz CCR4+NKT-Zellen innerhalb aller NKT-Zellen war im 

Nabelschnurblut höher als im peripheren Erwachsener. Dieser Unterschied war 

hochsignifikant.�
Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 8 und Abbildung 15 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� � 1.7�=HOOHQ� 83,31 (71,79-90,37) 17,57 (7,27-37,64) 

S�:HUW� <0,000 

7DE�����3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH�����������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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Die CC-Chemokine MIP-1α, MIP-1β und RANTES zeigen hohe Affinität zu dem 

CCR5-Rezeptor, welcher auf Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen 

und T-Zellen mit Selektivität für Th1-Zellen zu finden ist. 

Die prozentuale Expression des CCR5-Rezeptors war bei NKT-Zellen im 

Nabelschnurblut signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 9 und Abbildung 16 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� + 1.7�=HOOHQ� 47,28 (27,87-56,80) 79,78 (73,53-91,42) 

S�:HUW� <0,000 

7DE�����3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH�����������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�

GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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&&5��
Der CC-Chemokinrezeptor CCR6 wird von Memory-T-Zellen und Dendritischen 

Zellen exprimiert. Nur der Ligand LARC ist bisher für diesen Chemokinrezeptor 

bekannt. 

Der Prozentsatz CCR6 exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut und im 

Blut Erwachsener unterschied sich nicht signifikant voneinander. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 10 und Abbildung 17 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� + 1.7�=HOOHQ� 44,96 (41,36-63,21) 43,50 (9,23-55,00) 

S�:HUW� 0,481 

Tab. 10: Prozentsatz CCR6-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)                                
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2�����Æ�)U�KJHERUHQHV��
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Für das Chemokin MIP-3β (CCL19) ist der Rezeptor CCR7 spezifisch und wird 

von naiven T-Zellen, Central-Memory-Zellen, B-Zellen und Dendritischen Zellen 

exprimiert.  

Auf fetalen NKT-Zellen war der Prozentsatz CCR7+Zellen signifikant höher als  

in der Erwachsenengruppe. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 11 und Abbildung 18 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� + 1.7�=HOOHQ� 90,50 (66,67-97-78) 43,67 (31,35-57,63) 

S�:HUW� <0,000 

7DE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH���������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������

�
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2�������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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Der Rezeptor CCR8 hat als einzigen bekannten Liganden I-309 (CCL1) und 

befindet sich auf Th2-Zellen. 

Der Prozentsatz der Expression des CCR8-Rezeptors auf NKT-Zellen war im 

Nabelschnurblut signifikant höher als im Blut Erwachsener. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 12 und Abbildung 19 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� + 1.7�=HOOHQ� 54,05 (32,00-77,78) 35,95 (11,02-55,05) 

S�:HUW� 0,029 

7DE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH����������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������

�
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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Als Bindungspartner ist für den CC-Chemokinrezeptor CCR9 nur TECK 

(CCL25) entdeckt. Exprimiert wird er auf Dendritischen Zellen, Makrophagen 

und T-Zellen. 

NKT-Zellen exprimierten signifikant häufiger den CCR9-Rezeptor im 

Nabelschnurblut als in der Kontrollgruppe. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 13 und Abbildung 20 dargestellt. 

 16%� .2��

&&5� + 1.7�=HOOHQ� 10,68 (4,35-17,19) 4,98 (0,48-12,06) 

S�:HUW� 0,015 

7DE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH���������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������
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$EE������3UR]HQWVDW]�&&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2�����Æ�)U�KJHERUHQHV���%HDFKWH��JHlQGHUWH�6NDOLHUXQJ�GHU�\�
$FKVH��
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MIG (CXCL9), IP-10 (CXCL10) und I-TAC (CXCL11) werden von dem Rezeptor 

CXCR3 gebunden. Neben aktivierten T-Zellen (Th1>Th2) besitzen auch B-

Zellen und NK-Zellen diesen Rezeptor. 

Der Prozentsatz der CXCR3 exprimiernden NKT-Zellen ergab keinen 

signifikanten Unterschied bei der fetalen Zellpopulation und der im 

periphervenösen Blut Erwachsener. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 14 und Abbildung 21 dargestellt. 

 16%� .2��

&;&5� + 1.7�=HOOHQ� 83,09 (69,28-99,17) 94,09 (81,12-96,94) 

S�:HUW� 0,133 

7DE������3UR]HQWVDW]�&;&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ��0HGLDQZHUWH��6SDQQZHLWH�������������������������������
S�:HUW��1DEHOVFKQXUEOXW��16%��YV�.RQWUROOJUXSSH�GHU�(UZDFKVHQHQ��.2���0:8�
7HVW���6LJQLILNDQ]QLYHDX�S������

�
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$EE������3UR]HQWVDW]�&;&5��H[SULPLHUHQGHU�1.7�=HOOHQ�LP�1DEHOVFKQXUEOXW��16%��XQG�LQ�
GHU�.RQWUROOJUXSSH��.2������Æ�)U�KJHERUHQHV��
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Der Rezeptor CXCR4 kommt auf T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Monozyten, 

Granulozyten und Dendritischen Zellen vor und hat als Bindungspartner das 

Chemokin SDF-1 (CXCL12). 

Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant in der CXCR4-

Expression auf NKT-Zellen. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 15 und Abbildung 22 dargestellt. 
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&;&5� + 1.7�=HOOHQ� 86,27 (69,77-99,17) 84,30 (56,00-100,00) 

S�:HUW� 0,604 
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Das CXC-Chemokin BLC (CXCL13) zeigt hohe Affinität zu dem CXCR5-

Rezeptor, der auf B-Zellen und Memory-T-Zellen zu finden ist. 

Der Prozentsatz der Expression des CXCR5-Rezeptors auf NKT-Zellen war im 

NSB signifikant höher als im Blut Erwachsener. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 16 und Abbildung 23 dargestellt. 
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Der Rezeptor CXCR6 wird von Memory-T-Zellen exprimiert und bindet 

CXCL16.  

Der CXCR6-Rezeptor kam auf fetalen NKT-Zellen signifikant häufiger vor als 

auf reifen NKT-Zellen. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 17 und Abbildung 24 dargestellt. 
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&;&5� + 1.7�=HOOHQ� 54,29 (50,00-66,13) 48,28 (34,47-54,55) 

S�:HUW� 0,002 

Tab. 17: Prozentsatz CXCR6-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)                              
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Der Rezeptor CD45RO ist eine Isoform des Leukozyten-Antigens CD45 und 

findet sich charakteristischerweise auf peripheren Memory-T-Zellen. Die 

Tyrosinphosphataseaktivität von CD45 ist an der Signaltransduktion von T-

Zellen nach Antigenkontakt maßgeblich beteiligt. 

Die Untersuchung des Rezeptors CD45RO ergab eine signifikant höhere 

Expression auf NKT-Zellen Erwachsener gegenüber fetalen NKT-Zellen. 

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 18 und Abbildung 25 dargestellt. 
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Zusammengefasst war die Frequenz der CCR4+, CCR7+, CCR8+, CCR9+, 

CXCR5+ und CXCR6+ NKT-Zellen im Nabelschnurblut signifikant höher als in 

der Kontrollgruppe. Der Prozentsatz CCR5+ NKT-Zellen war dagegen im Blut 

Erwachsener höher. 

Da im Nabelschnurblut die überwiegende Mehrheit (>89%) der NKT-Zellen 

CD4+ ist, ist die prozentuale Verteilung der Chemokinrezeptorexpression mit der 

aller NKT-Zellen im NSB analog zu setzen. Eine weitere Auswertung der 

Chemokinrezeptorexpression innerhalb der CD4- und CD8+ NKT-Zellen war 

aufgrund der geringen Zellzahlen nicht möglich.  

 

�
�� ',6.866,21�
 

���� 3UREDQGHQ�
NKT-Zellen nehmen eine Sonderstellung unter den T-Lymphozyten ein, da sie 

in der Lage sind, in kürzester Zeit sowohl IFN-γ als auch IL-4 zu synthetisieren. 

Dadurch haben sie immunregulatorische Fähigkeiten und können ein 

Entzündungsgeschehen in Richtung Th1- oder Th2-Immunantwort verschieben. 

Das Immunsystem des ungeborenen Kindes ist völlig anderen Bedingungen 

ausgesetzt als das eines Erwachsenen. Zum Beispiel ist das größte 

Immunorgan, der Darm, LQ�XWHUR noch steril, und die Lunge hat wenig Kontakt 

zu Fremdantigenen. 

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war deshalb, ob sich NKT-Zellen aus 

Nabelschnurblut und periphervenösem Blut Erwachsener phänotypisch 

unterscheiden und dadurch Rückschlüsse auf funktionelle Eigenschaften 

gezogen werden können. Da NKT-Zellen in der Maus erst sechs bis acht 

Wochen nach der Geburt nachweisbar sind, ist es nicht möglich, murine fetale 

NKT-Zellen zu untersuchen. In der Literatur gibt es nur wenige Angaben zu 

humanen NKT-Zellen des Nabelschnurblutes, meist ohne genaue 
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Charakterisierung des Untersuchungskollektivs. Hinzu kommt, dass die 

Definition von NKT-Zellen uneinheitlich ist und somit die Ergebnisse  in der 

Literatur nur schwer vergleichbar sind. So definieren Sandberg et al. alle 

Vα24+CD161+ Zellen als NKT-Zellen, während D`Andrea et al. und Kim et al. 

NKT-Zellen als Vα24+Vβ11+ Zellen identifizieren. Für die vorliegende Arbeit 

wurde in Vorversuchen die Darstellung Vα24+CD161+ Zellen mit Vα24+Vβ11+ 

Zellen am Durchflusszytometer miteinander verglichen. Im Nabelschnurblut 

zeigte sich eine deutlich bessere Abgrenzbarkeit der Vα24+Vβ11+ Zellpopulation 

von den restlichen Lymphozyten im Vergleich zur Vα24+CD161+ Gruppe. 

Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit alle Vα24+Vβ11+ Zellen als NKT-

Zellen bezeichnet. Da diese beiden Populationen nicht deckungsgleich sind 

(53), könnten Folgeuntersuchungen an Vα24+CD161+ Zellen mögliche 

phänotypische oder funktionelle Unterschiede zu Vα24+Vβ11+ Zellen aufzeigen. 

Der Begriff „gesunde“ Probanden wird in keiner publizierten Studie näher 

definiert.  Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Immundefekte oder eine 

atopische Prädisposition die Chemokinausschüttung oder -rezeptorexpression 

der NKT-Zellen beeinflusst haben. Bei allen unseren Probanden wurden durch 

eine Anamnese und objektive Laborparameter wie Blutbild und IgE-

Bestimmung mögliche immunmodulierende Faktoren ausgeschlossen. Des 

Weiteren basieren unsere Ergebnisse auf der Messung einer großen Anzahl 

vom mehr als 1x105 Lymphozyten pro Probe. Die Anzahl der aufgenommenen 

Zellen pro Probe ist aufgrund der Seltenheit von NKT-Zellen ein besonders 

kritischer Punkt, auf den nur selten in Publikationen eingegangen wird. Da bei 

geringen Fallzahlen von keiner Normalverteilung ausgegangen werden kann, 

wandten wir nicht-parametrische Tests für unsere Auswertungen an und 

berechneten Medianwerte. 

�
���� 'XUFKIOXVV]\WRPHWULH�
Die Durchflusszytometrie wird als etabliertes Analyseverfahren in 

verschiedensten Bereichen der klinischen Zelldiagnostik eingesetzt (88). 
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NKT-Zellen sind eine kleine Subpopulation der T-Zellen und machen nur ca. 

0,01-0,2% der Lymphozyten aus. Um eine ausreichende Anzahl an NKT-Zellen 

auf ihre Chemokinrezeptorexpression zu untersuchen, musste eine sehr große 

Anzahl an Zellen (>1x105 Lymphozyten) im FACS aufgenommen werden. Trotz 

maximaler Ausschöpfung der Zellaufnahmekapazität des FACS-Gerätes, war 

dies, aufgrund des nur in begrenzter Menge zur Verfügung stehenden 

Nabelschnurblutes, nicht bei allen Proben möglich. Dies führte dazu, dass zwar 

in allen Proben Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen nachweisbar waren, aber bei acht von 

zehn Nabelschnurblutproben keine valide Messung der Chemokinrezeptor-

expression innerhalb der CD8+ NKT-Zellpopulation möglich war. Des Weiteren 

stieß die Dauer der Aufnahme einer Probe an zeitliche Grenzen, da das 

Messen aller Einzelröhrchen einer Probe mehr als neun Stunden in Anspruch 

nahm. Somit ist nicht auszuschließen, dass in den letzten Probenröhrchen 

bereits Zellen abstarben. Ebenso war die Kapazität der FACS-Software zum 

Laden einer Probe für die Auswertung begrenzt.  

 

���� 1.7�=HOOHQ�LQ�16%�XQG�LQ�SHULSKHUHP�%OXW�(UZDFKVHQHU�
Bei der Untersuchung des Nabelschnurblutes waren 0,05% (Median) der 

Lymphozyten Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen, in der Kontrollgruppe der Erwachsenen 

0,07% (Median). Diese Ergebnisse korrelieren gut mit den Angaben aus der 

Literatur. D'Andrea et al. (20) fanden bei Lymphozyten im Nabelschnurblut 

0,06% Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen und im venösen Blut Erwachsener 0,07%. 

Ähnliche Häufigkeiten berichten Kadowaki et al. (48) mit 0,03% Vα24+Vβ11+ 

NKT-Zellen im NSB und 0,09% bei Erwachsenen. In der Publikation von Kim et 

al. (53) konnten 0,089% der Lymphozyten im Blut Erwachsener als Vβ11+ NKT-

Zellen identifiziert werden. Sandberg et al. (87) definierten NKT-Zellen als 

Vα24+CD161+ Zellen und fanden bei Erwachsenen 0,05%. Vergleichbar mit 

obigen Literaturangaben fanden auch wir tendenziell mehr NKT-Zellen im Blut 

der Kontrollgruppe als im NSB. Jedoch ist diese Aussage aufgrund der 

geringen Fallzahlen nur eingeschränkt zu werten. 

Die überwiegende Teil (89,14%) fetaler Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen war CD4+ und 
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im Vergleich zu 20,19% in der Kontrollgruppe signifikant größer. Einen ähnlich 

hohen Prozentsatz (>90%) CD4+ Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen im Nabelschnurblut 

berichten auch Eger et al. (27). Die Ergebnisse in unserer Kontrollgruppe 

korrelieren ebenfalls gut mit Berichten aus der Literatur: Kim et al. (53) fanden 

bei 30% der Vα24+Vβ11+ NKT-Zellen den Rezeptor CD4 und wiesen zugleich 

auf eine hohe interindividuelle Variabilität hin (5-65%). Somit konnte auch 

mittels unserer Untersuchungen dargelegt werden, dass ein großer Anteil der 

NKT-Zellen im Nabelschnurblut CD4+ sind und sich, im Gegensatz zu NKT-

Zellen des Erwachsenen, nicht zu vergleichbaren Prozentsätzen in CD4+ und 

CD4---Zellen separieren lassen. Diese Abnahme CD4+ NKT-Zellen im 

periphervenösen Blut Erwachsener könnte ein Hinweis darauf sein, dass sich 

CD4+ NKT-Zellen im Laufe des Reifungsprozesses des Immunsystems nach 

der Geburt zu CD4--Zellen (DN oder CD8+) entwickeln.  

 

���� &KHPRNLQUH]HSWRUHQ�DXI�9 �� + 9 �� + 1.7�=HOOHQ�LQ�1DEHOVFKQXUEOXW�
XQG�%OXW�(UZDFKVHQHU�

Chemokinrezeptoren spielen eine bedeutende Rolle in der Steuerung der 

Zellwanderung und werden je nach Differenzierungs- und Aktivierungsgrad der 

Zelle unterschiedlich exprimiert. Besonders bei der Rekrutierung von T-Zellen 

aus dem Blutsystem zum Entzündungsort, bei Migration in Lymphknoten oder 

Haut sind Chemokinrezeptoren richtungsweisend (73).  

Das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren auf NKT-Zellen des 

Nabelschnurblutes und periphervenösen Blutes Erwachsener unterschied sich 

deutlich. Besonders auffallend waren die Diskrepanzen bei den Rezeptoren 

CCR4, CCR7, CCR8, CCR9, CXCR5 und CXCR6, welche auf NKT-Zellen im 

Nabelschnurblut signifikant höher exprimiert waren. Der Rezeptor CCR5 war im 

Gegensatz dazu auf fetalen NKT-Zellen in einem niedrigeren Prozentsatz 

nachweisbar als in der Kontrollgruppe.  

Der Chemokinrezeptor CXCR4 ist gemeinsam mit CCR7 und CD45RO auf 

Memory-T-Zellen zu finden. Diese drei Marker waren in einem hohen 

Prozentsatz auf fetalen NKT-Zellen nachzuweisen. D`Andrea et al. konnten in 
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ihrer Studie mit fetalen NKT-Zellen darlegen, dass diese bereits im 

Nabelschnurblut den Phänotyp von aktivierten Memory-T-Zellen besitzen.  

79,7% der fetalen NKT-Zellen waren CD45RO+CD45RA- und exprimierten den 

Aktivierungsmarker CD25. Bei unseren Untersuchungen zeigten 92,8% 

(Median) den Memorymarker CD45RO. Der prozentuale Unterschied lässt sich 

mit der geringen Fallzahl (sieben Proben bei D`Andrea et al.) der untersuchten 

Nabelschnurblutproben erklären. Weiterhin gibt es dort keine Angaben zu 

Geschlecht und möglichen Erkrankungen der Probanden. Übereinstimmend ist 

jedoch, dass die überwiegende Mehrheit der NKT-Zellen bereits bei Geburt  

CD45RO+ ist und� deshalb eine Aktivierung - wahrscheinlich durch endogene 

Liganden - bereits LQ�XWHUR�stattgefunden hat. 

Weiterhin sind die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4, welche auf fetalen 

NKT-Zellen stark exprimiert waren, charakteristisch für naive T-Zellen und 

bestimmte Memory-T-Zellen (52). Der Marker CXCR4 spielt beim „homing“ in 

das Knochenmark eine bedeutende Rolle und ist ein wichtiges Element in der 

T-Zell-Differenzierung. Der Rezeptor CCR7 ist Voraussetzung für das 

Eindringen in sekundär lymphatisches Gewebe und in die T-Zell-Zone der 

Lymphknoten (52). In diesen sekundär lymphatischen Organen findet der 

Kontakt mit Antigenpräsentierenden Zellen statt und ist somit bedeutsam für die 

Differenzierung und Aktivierung der naiven T-Zellen zu Memory- und Effektor-

Zellen. Memory-T-Zellen lassen sich anhand ihrer CCR7-Expression in zwei 

funktionell unterschiedliche Untergruppen einteilen: Central-Memory (TCM) und 

Effektor-Memory-Zellen (TEM) (57). Effektor-Memory-Zellen sind CCR7- und 

exprimieren Chemokinrezeptoren, die für die Migration in entzündetes Gewebe 

notwendig sind (CCR1, CCR3 und CCR5). Durch Chemokinausschüttung von 

IL-4, IFN-γ und Perforin führen TEM-Zellen sofortige Effektorfunktion aus. 

Central-Memory-Zellen sind dagegen CCR7+ und haben dadurch die Fähigkeit 

in lymphatisches Gewebe einzudringen. Dort weisen sie keine unmittelbare 

Effektorfunktion auf, sondern stimulieren Dendritische Zellen zur IL-12 

Ausschüttung (85). Nach weiterer Aktivierung können TCM-Zellen jedoch auch 

zu Effektor-Memory-Zellen differenzieren und direkte Abwehrfunktion ausführen 

(57;85). 
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Bei unseren Untersuchungen exprimierten nur ca. 43% der NKT-Zellen in der 

Kontrollgruppe, aber etwa 90% der neonatalen NKT-Zellen den Rezeptor 

CCR7. Nimmt man an, dass es für NKT-Zellen ein analoges System zu TCM und 

TEM gibt, wäre die Mehrheit der fetalen NKT-Zellen phänotypisch zu den 

Central-Memory-Zellen zu rechnen. Dies könnte darauf hinweisen, dass ein Teil 

der NKT-Zellen im Laufe der Differenzierung die Fähigkeit verliert, in sekundär 

lymphatische Organe einzudringen und nach weiterer Aktivierung zu TEM-Zellen 

differenzieren. Um diese Unterteilung in TCM und TEM weiter zu klären, und 

dadurch neue funktionelle Aspekte von NKT-Zellen aufzudecken, könnten 

weitere Untersuchungen zur Chemokinausschüttung von CCR7+ und CCR7--

NKT-Zellen Aufschluss geben.  

Die an der Immunantwort beteiligten T-Zellen lassen sich, aufgrund des von 

ihnen synthetisierten Zytokinmusters, in Th1-, Th2- und Th0-Zellen einteilen. 

Th1-Lympozythen produzieren IFN-γ und IL-2 und exprimieren vorwiegend die 

Rezeptoren CCR5, CXCR3 und CXCR6. Th1-Zellen induzieren vorwiegend 

eine zellulär vermittelte Immunantwort. Dagegen exprimieren Th2-Zellen die 

Rezeptoren CCR3, CCR4 und CCR8 und produzieren hauptsächlich IL-4, IL-5 

und IL-13 (52;81;86). 

Durch diese Interleukine werden Mastzellen aktiviert, eosinophile sowie 

basophile Granulozyten reifen aus. Gemeinsam mit weiteren kostimulatorischen 

Faktoren bewirkt IL-4 einen Isotypenwechsel zu IgE in B-Zellen (66). Dieser 

Eigenschaft wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese allergischer 

Erkrankungen zugeteilt (49). Th0-Zellen nehmen eine Zwischenstellung ein und 

produzieren sowohl Th1 als auch Th2 Zytokine. Bousquet et al. (8) wiesen im 

Neugeborenen ein physiologisches Ungleichgewicht zwischen Th1- und Th2-

Zellen zugunsten von Th2-Zellen nach. Dies wird zum einen auf eine fehlende 

Ausreifung von Antigenpräsentierenden Zellen und zum anderen als Schutz des 

mütterlichen Organismus vor plazenta-toxischem IFN-γ interpretiert (8;80). Bei 

unseren Untersuchungen fetaler NKT-Zellen war der Prozentsatz CCR4+ und 

CCR8+NKT-Zellen hoch, wohingegen CCR5 nur von einem geringen 

Prozentsatz exprimiert wurde. Dies deutet phänotypisch auf ein Überwiegen 

einer Th2-Immunantwort von NKT-Zellen im Nabelschnurblut hin, wie in der 
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Literatur bereits für konventionelle fetale T-Zellen beschrieben. Allerdings 

konnten wir auch bei einem hohen Prozentsatz der fetalen NKT-Zellen den 

Marker CXCR3 nachweisen, welcher vorwiegend auf Th1-Zellen vorkommt. Kim 

et al. (52) fanden diesen Marker aber auch in der frühen Differenzierungsphase 

von Memory-Zellen. Dies könnte die Expression auf fetalen NKT-Zellen, welche 

erst am Anfang ihrer Differenzierung stehen, erklären. Ob fetale CCR4+ NKT-

Zellen jedoch auch Th2-Funktionen aufweisen, wie z.B. IL-4 Synthese, kann 

erst durch weiterführende Untersuchungen erörtert werden. 

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei NKT-Zellen im Nabelschnurblut, 

analog zu konventionellen T-Zellen, phänotypisch eine Th2-Polarisierung 

überwiegt. Das breite Chemokinexpressionsmuster auf NKT-Zellen des 

Nabelschnurblutes könnte ein Hinweis darauf sein, dass fetale NKT-Zellen im 

Laufe ihrer weiteren Differenzierung die Möglichkeit zur Migration in 

verschiedenste Gewebe haben. Anfangs finden sich bei fetalen NKT-Zellen 

Chemokinrezeptoren, die für ein Eindringen in lymphatische Gewebe (CCR7) 

und auch der B-Zell-Zone (CXCR5) bedeutend sind. Bei Erwachsenen spricht 

das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren auf NKT-Zellen für eine 

stärkere Assoziation mit Entzündungsprozessen (CCR5) und eine 

Ortsansässigkeit eher im extralymphatischen Gewebe.  

Da sich so deutliche Unterschiede bei der Expression der Chemokinrezeptoren 

auf NKT-Zellen in Nabelschnurblut und periphervenösem Blut Erwachsener 

gezeigt haben, wäre es in weiteren Studien wichtig auch funktionelle 

Bedeutungen dieser phänotypischen Unterschiede zu untersuchen. Durch 

Messung der Zytokinexpression fetaler NKT-Zellen könnten zusätzlich wichtige 

Erkenntnisse zur Bedeutung der NKT-Zellen als Immunregulatoren bereits im 

frühen Säuglingsalter gewonnen werden. Ein anderer Aspekt könnte der 

Transfer bzw. die Stimulation von NKT-Zellen bei der Therapie von 

Autoimmunerkrankungen oder Malignomen sein. 
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NKT-Zellen stellen eine besondere Population der T-Zellen dar. Ihre Häufigkeit 

liegt bei 0,01-0,2% der Lymphozyten. NKT-Zellen einen phänotypische Marker 

Natürlicher Killerzellen und konventioneller T-Zellen. Das Besondere der NKT-

Zellpopulation ist ihre Fähigkeit schnell und in hoher Menge sowohl IL-4 als 

auch IFN-γ zu sezernieren. Dies verleiht ihnen ein großes regulatorisches 

Potenzial bei der Immunantwort, was sich besonders bei Erkrankungen aus 

dem allergologischen und rheumatoiden Formenkreis, aber auch bei der 

Immuntoleranz nach Transplantation nachweisen lässt. 

Über humane fetale NKT-Zellen ist bisher jedoch wenig bekannt, und daher war 

es Ziel dieser Arbeit anhand der Chemokinrezeptorexpressionsmuster fetaler 

NKT-Zellen mögliche Unterschiede zu NKT-Zellen des Erwachsenen 

aufzuzeigen. Die Chemokinrezeptoren wurden als Surrogatmarker für das 

Migrationsverhalten bestimmt und können Hinweise auf weitere funktionelle 

Aufgaben der NKT-Zellen LQ�XWHUR geben. 

In der vorliegenden Arbeit wurden NKT-Zellen aus Nabelschnurblut von neun 

reifen, gesunden Neugeborenen, einem Frühgeborenen und zehn gesunden 

Erwachsenen durchflusszytometrisch auf die Chemokinrezeptorexpression 

(CCR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 und CXCR3, 4, 5, 6) und die Marker CD45RO, CD4 

und CD8 untersucht. Um eine Kontamination des Nabelschnurblutes mit 

mütterlichem Blut auszuschließen wurde IgA mittels ELISA gemessen und nur 

Proben ohne Verunreinigung verwendet. In der Kontrollgruppe der 

Erwachsenen wurde weiterhin ein Blutbild erstellt, IgE im Blut gemessen und 

anamnestisch Allergien oder andere Erkrankungen ausgeschlossen.  

Der Prozentsatz CD4+ NKT-Zellen im NSB war signifikant höher als in der 

Kontrollgruppe der Erwachsenen. Im Nabelschnurblut ließ sich der Memory-

Marker CD45RO auf fast allen NKT-Zellen nachweisen. Der prozentuale Anteil 

war jedoch signifikant niedriger als bei NKT-Zellen im Blut Erwachsener.  

Bei der Expression der Chemokinrezeptoren konnte zusammengefasst 

festgestellt werden, dass die Frequenz der CCR4+, CCR7+, CCR8+, CCR9+, 
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CXCR5+ und CXCR6+ NKT-Zellen im Nabelschnurblut signifikant höher war als 

in der Kontrollgruppe. Der Prozentsatz CCR5+ NKT-Zellen war dagegen im Blut 

Erwachsener höher. Die Expression von CCR7 ermöglicht die Zuordnung von 

Memory-T-Zellen zu Central-Memory- (CCR7+) und Effektor-Memory-Zellen 

(CCR7-). Bei unseren Untersuchungen zeigte sich ein sehr hoher Prozentsatz 

CCR7+ NKT-Zellen im Nabelschnurblut, was phänotypisch für eine Zuordnung 

zu Central-Memory-Zellen spricht. Der Anteil CCR7+ NKT-Zellen im peripheren 

Blut Erwachsener war dagegen signifikant niedriger und könnte darauf 

hinweisen, dass ein Teil der NKT-Zellen im Laufe ihrer Reifung zu CCR7--Zellen 

differenzieren.  

Weiterhin exprimierte ein hoher Anteil fetaler NKT-Zellen die Th2-Rezeptoren 

CCR4 und CCR8, was das bekannte Überwiegen der Th2-Immunantwort LQ�
XWHUR widerspiegelt.  

Durch Messung der Chemokinsekretion könnten in weiteren Untersuchungen 

auch funktionellen Eigenschaften fetaler NKT-Zellen näher betrachtet und 

weitere Erkenntnisse zur regulatorischen Funktion im fetalen Immunsystem 

gewonnen werden.  
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