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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

11  Angeborene und erworbene Immunitat

Das humane Immunsystem wird einerseits unterteilt in ein zellulares und ein
humorales Abwehrsystem und zum anderen in eine "spezifische" (adaptive) und
"unspezifische" (angeborene) Komponente. Zu dem zellularen System zahlt
man die dem angeborenen Teil zugehdrigen Granulozyten, Makrophagen,
Dendritischen  Zellen und Natdrlichen Killer-Zellen,  sowie  die
antigenspezifischen B- und T-Lymphozyten der adaptiven Abwehr. Zytokine
und das Komplementsystem sowie spezifische Antikdrper, die von aktivierten B-

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

Das Prinzip einer effektiven Immunabwehr beruht auf dem Erkennen von
kérperfremden Antigenen im Organismus. Beim spezifischen Abwehrsystem
erfolgt dies Uber Rezeptoren, welche sich aus einem konstanten und einem
variablen Teil zusammensetzen. In Gruppen angeordnete Gensegmente
codieren die variable Region eines Rezeptors. Durch zuféllige Kombination
verschiedener Genabschnitte wahrend der Lymphozytenentwicklung entsteht
ein Rezeptor mit einmaliger Spezifitdt. Die folgende klonale Expansion bringt
Lymphozyten mit identischer Antigenspezifitédt hervor (46). Die Rezeptoren des
adaptiven Immunsystems zeichnen sich daher durch eine hohe Spezifitat und
enorme Rezeptorvielfalt aus.

Das angeborene Immunsystem setzt sich aus einem physiko-chemischen Teil
in Form von Haut- und Schleimhautbarrieren, léslichen Faktoren wie dem
Komplementsystem und einem zellularen Anteil wie Granulozyten, Nattrlichen
Killerzellen, Dendritischen Zellen und T-Zellen zusammen. Die angeborene
Immunitat basiert auf keimbahncodierten Rezeptoren, die eine beschrankte
Anzahl von konservierten, pathogen-assoziierten Molekllen erkennen. Die
breite Spezifitdt dieser Rezeptoren wird folglich vererbt und es erfolgt, im
Gegensatz zur adaptiven Immunitdt, keine Rekombination mehrerer

Gensegmente (46).
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1.2 Die Natiirliche Killer T-Zelle

Natlrliche Killer T (NKT)-Zellen sind eine besondere Population der T-
Lymphozyten. |hre Haufigkeit 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 kénnen
phanotypisch 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 ausschlieBlich auf Natlrlichen
Killerzellen vorkommt. Aufgrund dieser strukturellen Gemeinsamkeiten mit T-
Zellen und NK-Zellen erfolgte die Namensgebung der NKT-Zellen.

Zusatzlich werden unregelmaBig weitere NK-Oberflachenmarker exprimiert
(CD69 und CD122) (81), die ebenfalls am Genlocus der NK-Zellen kodiert sind.
Andere klassische NK-Oberflachenmarker wie CD16, CD57 und CD94 sind
dagegen nicht auf NKT-Zellen zu finden (2).

NKT-Zellen nehmen offenbar eine Intermediarstellung zwischen angeborener
und adaptiver Immunitéat ein, da sie Eigenschaften beider Systeme vereinen:
Ahnlich NK-Zellen werden NKT-Zellen in der Anfangsphase einer
Immunreaktion  aktiviert und regulieren die Abwehrreaktion durch
Zytokinausschittung und Zytotoxitat. Dies spricht flr ihre Zugehérigkeit zur
angeborenen Immunitat. Jedoch besitzen NKT-Zellen einen TZR, der zur
spezifischen Erkennung von Glykolipid-Antigenen dient (94;98). Des Weiteren
exprimieren NKT-Zellen Oberflachenmarker aktivierter Gedachtnis-T-Zellen wie
CD45RO"" CD45RB"™", CD62L"" und CD25"9" und besitzen die Fahigkeit, 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 SpleiBen entstehen verschiedene Isoformen,
welche als phanotypische Marker Aufschluss Uber den funktionellen Zustand
von T-Zellen geben kénnen. Naive T-Zellen exprimieren in der Regel CD45RA
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und weisen erst nach Antigenkontakt und Aktivierung CD45RO — die Isoform
aktivierter Gedachtniszellen — 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 eingeschréanktes TZR-
Repertoire gekennzeichnet. Der TZR ist ein Heterodimer, zusammengesetzt
aus einer a- und einer B-Kette. Die einzelnen Ketten bestehen jeweils aus
einem variablen und einem konstanten Abschnitt. Die a-Kette weist im variablen
Teil die Segmenten V und J auf, die B-Kette besitzt zwischen V und J noch ein
D-Segment. Durch die zufallige Zusammenlagerung von V-, D- und J-Genen
bei konventionellen T-Zellen entsteht eine hohe Rezeptorvielfalt und stellt das
Erkennen verschiedenster Antigene sicher. Die Variabilitat wird durch zufalligen
Einschub von drei bis sieben Nukleotiden zwischen die beiden Gensegmente V
und J weiter erhdht. 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-Zellen rearrangiert die TZR a-Kette ausschlieBlich 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 Monoklonalitat der a-
Kette ermdéglicht. Weiterhin paart sich diese a-Kette mit einer polyklonalen [3-
Kette. Beim Menschen ist diese ausschlieBlich BV11.
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AV1 AV2 AVn AJ1-n CA

cambamons [,/

a-Kette

rearrangierte DNA
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Keine N-Nucleotide

O RNA avza-asie [  monokiona

Abb. 1: Rearrangement der monoklonalen a-Kette AV24-AJ18 bei NKT-Zellen. Im
Gegensatz zu konventionellen T-Zellen erfolgt kein Einschub von N-Nukleotiden
zwischen den Segmenten V und J.

NKT-Zellen weisen aber nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell
Unterschiede zu konventionellen T-Zellen auf: Wahrend T-Zellrezeptoren ihr
jeweiliges MHC-Molekudl via CDR1 und CDR2 und das darin gebundene Peptid
mit CDR3 erkennen, interagieren NKT-Zellen ausschlieBlich mit CD1d-
prasentierten Antigenen (13;91). CD1a-d sind, im Gegensatz zu den
hochpolymorphen MHC-Molekilen, nicht-polymorphe Molekile mit ahnlicher
Zellverteilung wie MHC 1I. CD1d, welches unter anderem auf intestinalem
Epithel und Antigenprasentierenden Zellen exprimiert wird, stellt eine
Ausnahme dar (77). Vor allem Lipide, Glykolipide und stark hydrophobe
Peptide werden durch CD1d préasentiert (51;69). Die Frage nach dem
natdrlichen Ligand von NKT-Zellen ist weiterhin noch nicht ganz geklart, jedoch
wurde kdrzlich ein endogenes lysosomales Glykospingolipid,
Isoglobotrihexosylceramid (iGb3), als Bindungspartner identifiziert (106).
Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass auch bakterielle Bestandteile
wie Zellwand-Glykospingolipide (GSL-4A und a-GlcUCer) von Sphingomonas
paucimobilis (95), ein aus Mycobakterien gewonnenes Phosphatidylinositol

7
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Mannosid (31) und ein Diacylglycerol aus Borrelia burgdorferi (BbGL-II) (54)
NKT-Zellen aktivieren kénnen (Abb. 2). In den meisten Studien wird jedoch a-
Galactosyl-Ceramid (a-GalCer), gewonnen aus einem Meeresschwamm
(agelas mauritanius), als Modellantigen verwendet.
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Abb. 2: Strukturformeln der Molekiile Isoglobotrihexosylceramid (iGb3), a-Galactosylceramid
(a-GalCer), a-Glucuronosylceramid (a-GlcUCer) und Diacyl-a-Galactosylglycerol
(BbGL-Il)

Eine weitere Besonderheit von NKT-Zellen ist ihre Fahigkeit, in kurzer Zeit
groBe Mengen an Interferon (IFN)-y und Interleukin (IL)-4 zu produzieren (105).
Dies lasst vermuten, dass NKT-Zellen an der Regulation sekundarer
Immunantworten maBgeblich beteiligt sind. So konnte in ex vivo Studien bei
Menschen eine Verminderung von NKT-Zellen bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ | (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
8
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(42;75;93) und Bekdmpfung von bakteriellen, viralen und parasitaren
Infektionen weiter aufklaren (11;47). So verhindert der adoptive Transfer von
NKT-Zellen im Nonobese diabetic (NOD-) Mausmodell die Entstehung von
Diabetes mellitus Typ | in diesen Tieren (3;58). Die Behandlung von Mausen mit
a-GalCer zeigte, dass NKT-Zellen Methylcholanthren-induziertes
Tumorwachstum mittels IFN-y und wahrscheinlich auch direkter Zytotoxitat
hemmen kénnen (19;43;50;92). Auch humane NKT-Zellen weisen nach in vitro
Stimulation hohe zytotoxische Aktivitdt gegen verschiedene Tumorlinien auf
(50;64;68;97). In zahlreichen Transplantationsmodellen stellte sich heraus, dass
NKT-Zellen bei der Toleranzentwicklung gegentber Allo- bzw. Xenograft-
Transplantaten eine wichtige Rolle spielen (45;89;93). Erst kirzlich legten
Studien dar, dass selbst im Bereich der allergischen Erkrankungen NKT-Zellen
eine SchlUsselfunktion besitzen (1;72). Im Mausmodell gelang es durch
intravendse und ebenso durch nasale Applikation von a-GalCer und somit
Stimulation der NKT-Zellen, die Symptome beim allergischen Asthma drastisch
einzudammen (39;59). Allerdings konnten andere Arbeitsgruppen diesen
Zusammenhang nicht bestétigen (79) und daher werden diese Ergebnisse in
der Literatur kontrovers diskutiert.

1.3 Chemokine

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 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 6-14 kDa. Sie lassen sich strukturell in vier Gruppen
unterteilen - je nach der Anzahl der Aminosduren (dargestellt mit X) zwischen
den ersten beiden Cysteinen (83):

. C-
« CC-
o« CXC-

e (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 priméare
Funktion dieser Botenstoffe besteht darin, die gerichtete Zellwanderung entlang
eines Konzentrationsgrades zu ermdglichen (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 hauptsachlich auf Neutrophile und aktivierte T-
Lymphozyten chemotaktisch. Hingegen treten die CC-Chemokine vor allem mit
Lymphozyten in Kontakt, jedoch nicht mit Neutrophilen.

wound healing Th1/Th2 development

i f

lymphoid trafficking ! /

\ / angiogenesis/angiostasis
\ / /

e e

/,-'" s
-K‘.%FHEMDKINES_J)

N

! ! melaslasis
Iymphoid argan I,-' §
development /
L§

inflammation ceall recruitment

Abb. 3: Biologische Funktionen der Chemokine und deren Rezeptoren (Rossi D. and Zlotnik
A., ,the biology of chemokines and their receptors®, Annu. Rev. Immunol. 2000,
18:217-242)

1.4 Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptoren sind G-Protein gekoppelt, haben sieben transmembrane
Doménen und sind 340-370 Aminosauren lang. Sie werden nach den
zugehdrigen 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.
10



EINLEITUNG

Nach ihrer physiologischen Funktion werden sie in inflammatorische und

homdostatische Rezeptoren gegliedert (Abb. 4).

Chemokine Rezeptoren  Funktion
I-TAC, MIG, IP10 CXCR3 Effektor T-Zellen
CXCL16 CXCR6 Effektor T-Zellen
= RANTES, MIP-1a, MCP-2, MCP-3 CCR1 Effektor T-Zellen
(5]
(/2]
5 MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 CCR2 Effektor T-Zellen
T
£ ; . ,
g Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin-3, .
S RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MEC CCRS3 Effektor T-Zellen (Th2)
[=
RANTES, MIP-1a, MIP-183, MCP-2 CCR5 Effektor T-Zellen (Th1)
1309 CCR8 Effektor T-Zellen (Th2)
Fractalkine CX3CR1 Effektor T-Zellen
Effektor T-Zellen (Th1, Th2),
MDC, TARC CCR4 Memory T-Zellen (CLA),
Thymozyten
Effektor T-Zellen, B-Zellen,
LARC CCRe Memory T-Zellen (CLA, a,487)
CTACK, MEC CCR10 Memory T-Zellen (CLA)
Naive, Memory T-Zellen, B-
SIPI SACRE Zellen, Thymozyten
= Follikulare B-Helfer-T-Zellen,
z BCA-1 CXCR5 B-Zellen
&
3 Naive, Central Memory T-
§ SLC, ELC CCR7 Zellen (Tgy), B-Zellen, reife
I medullare Thymozyten
Memory-T-Zellen (a487), B-
UEEX iR Zellen, unreife Thymozyten
DC-CK1 unbekannt Naive T-Zellen

Abb. 4: Einteilung der Chemokinrezeptoren und Chemokine in eine inflammatorische und
homdéostatische Klasse. Die Rezeptoren CCR4 und CCR6 lassen sich in keine der
beiden Gruppen einteilen und sind deshalb weil’ hinterlegt (modifiziert nach Moser
B. et al., 2001, ,lymphocyte traffic control by chemokines”, Nature Immunology,

2:123-128)
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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 far Aktivitat, 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
ermdglicht es T-Zellen, als Antwort auf die Chemokine SLC und ELC, aus den
GefaBen zu wandern und in T-Zell-Zonen der Lymphknoten und Peyer'schen
Plaques einzudringen (52). In diesen sekundéar lymphatischen Organen findet
der Kontakt mit Antigenpréasentierenden Zellen statt, und ist somit bedeutsam
fir die Differenzierung und Aktivierung naiver T-Zellen zu Memory- und
Effektor-Zellen.

Memory-T-Zellen kénnen zudem anhand ihrer CCR7-Expression in zwei
funktionell unterschiedliche Untergruppen eingeteilt werden: Central-Memory
(Tem) und Effektor-Memory-Zellen (Tem) (57). Effektor-Memory-Zellen sind
CCR7-negativ und exprimieren Chemokinrezeptoren, die fir die Migration in
entziindetes Gewebe notwendig sind (CCR1, CCR3 und CCRS5). Durch
Chemokinausschittung von IL-4, IFN-y und Perforin fihren Teu-Zellen sofortige
Effektorfunktion aus (57;85). Central-Memory-Zellen sind dagegen CCR7* und
haben dadurch die Fahigkeit in lymphatisches Gewebe einzudringen. Dort
weisen sie keine unmittelbare Effektorfunktion auf, sondern stimulieren
Dendritische Zellen zur IL-12 Ausschittung. Nach weiterer Aktivierung kénnen
Towm-Zellen jedoch auch zu Effektor-Memory-Zellen differenzieren und direkte
Abwehrfunktionen ausfihren (57;85).

Anhand ihrer Chemokinrezeptorexpression und Zytokinausschittung lassen
sich T-Zellen weiter in Th1 und Th2-Zellen unterteilen (66). Die Rezeptoren
CXCRS8 und CCRS5 finden sich auf Th1-Zellen, welche die Zytokine IFN-y und
IL-2 ausschitten (siehe Abb. 5). Diese Zytokine aktivieren hauptsachlich
Makrophagen und Neutrophile, was zu einer direkten zellvermittelten
Immunantwort mit Eradikation intrazellularer Pathogene flhrt (66). Ein relatives
Uberwiegen der Thi-Immunantwort konnte bei Erkrankungen wie Diabetes
mellitus, Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis und Atheroslerose
festgestellt werden (4;78).

12



EINLEITUNG

Th2-polarisierte Zellen exprimieren hingegen tUberwiegend 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 Uberwiegen der Th2-Immunantwort unter
anderem mit allergischen Entziindungsprozessen wie Asthma bronchiale oder
allergischer Rhinitis in Verbindung gebracht (52;70).

4 Entzlindetes Gewebe }

CXCR3, CCR5, CCR2

4{ Lymphknoten ’7

CCR7 CCR7
CD62L CD62L IFN-y
' CCR3, CCR4, CCR2
IL-2 IL-2

Unpolarisierte
Central-Memory-Zelle IL-4
IL-5
IL-13

Polarisierte
Effektor-Memory-Zelle

Abb. 5: Aktivierung und Differenzierung der T-Zellen in Central-Memory-Zellen, Th1 und
Th2-Zellen. Die Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 dienen als Marker ftir Th1
polarisierte T-Zellen, die Rezeptoren CCR3 und CCR4 charakterisieren Th2
polarisierte T-Zellen. DC=Dendritische Zelle, Tcy=Central-Memory-Zelle (Grafik
modifiziert nach Sallusto F. und Lanzavecchia A., in ,understanding dendritic cell
and T-lymphocyte traffic through the analysis of the chemokine receptor expression®,
Immunological Reviews, 2000).
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1.5 Chemokinrezeptoren auf NKT-Zellen

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 mdglich ist, im
Mausmodell fetale NKT-Zellen ohne externen Antigenkontakt zu untersuchen,
existieren nur vereinzelte Experimente Uber 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
Entziindungsprozessen assoziiert sind (73). Der Marker CXCR4 ist haufig 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).

2 ZIELSETZUNG

Fetale NKT-Zellen sind eine besondere Zellpopulation, da im Gegensatz zu
klassischen T-Zellen Aktivierungs- und Gedachtnismarker bereits in utero
exprimiert sind. Darlber hinaus ist Uber den Phanotyp und die Funktion
humaner, fetaler NKT-Zellen bisher jedoch wenig bekannt. Analogieschlisse
zum murinen System sind nicht mdglich, da NKT-Zellen in der Maus erst nach
dem ersten Lebensmonat nachweisbar sind.

Da humane NKT-Zellen im Uterus einer vollig anderen Umgebung als bei
Erwachsenen ausgesetzt sind und vermutlich andere Aufgaben zu erflllen
haben, erwarteten wir ein abweichendes Chemokinrezeptorexpressionsmuster
im Vergleich zu NKT-Zellen im peripheren Blut Erwachsener zu finden. Die
Chemokinrezeptoren wurden als Surrogatmarker flr das Migrationsverhalten
bestimmt und kénnen 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 Rulckschlisse auf das Migrationsverhalten ziehen zu kénnen. 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 Verhaltnis 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?

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probanden

Es wurde plazentares, vendses Nabelschnurblut von klinisch gesunden
Neugeborenen aus der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen untersucht. Als reif galten alle Sauglinge, die ab der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche geboren wurden. Friihgeborene wurden primér nicht
ausgeschlossen. Ausschlusskriterien waren alle Faktoren mit einem potentiellen
Einfluss auf das fetale Chemokinexpressionsmuster. Im Einzelnen waren dies

folgende Punkte:

o Hinweise auf Asphyxie wahren der Geburt (10-Minuten APGAR-
Wert =7, NSpH< 7,1)

o large-for-gestational age und small-for-gestational age

o Infektionszeichen der Mutter sub partu (Fieber >38,5°C,

Leukozyten >15.000/ul, CRP >20mg/l)
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o Infektionszeichen des Neugeborenen (Rekapillarisierungszeit
>2“, CRP > 40 mg/I, klinischer Eindruck)

Weiterhin wurden retrospektiv alle Probanden ausgeschlossen, deren Blut mit
mutterlichem IgA kontaminiert war. Dies wurde mittels ELISA im Routinelabor
des Dr. von Haunerschen Kinderspitals der Ludwig-Maximilians-Universitat

Minchen bestimmt.

Fir die Kontrollgruppe wurde periphervendses Blut von gesunden, freiwilligen
Erwachsenen verwendet. Eine Allergie oder andere Erkrankungen wurden
anamnestisch ausgeschlossen. Um eine Anamie (Hb<13,5g/dl fir mannliche
Probanden, Hb<11,5g/dl fir weibliche Probanden) oder Leukozytose
(Leukozyzen>1,2%ul) zu erkennen, wurde ein maschinelles Differenzialblutbild
im Routinelabor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals erstellt. Sowohl Anamie
als auch Leukozytose stellten in der beschriebenen Kontrollpopulation ein
Ausschlusskriterium dar.

3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung der Lymphozyten aus Vollblut (VB)

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte

durch die Dichtezentrifugation nach der

Beschreibung von Boyum et al. (1968). T Flasma
HierfGr wurden 8-10 ml Nabelschnurblut et RaEHil

Lymph M
(NSB) aus der plazentaren Nabelvene bzw. -—um%h?ﬁg;wegmmen

80 ml periphervendses Blut (PVB) bei

—— Ficoll mit Granulozyten

Erwachsenen mittels einer Spritze mit

Natrium-Heparinzusatz entnommen. Das '— Erythrozyten und Zelltrimmer
Blut wurde im Verhaltnis 1:5 (NSB) bzw. 1:3

(PVB) mit PBS verdlnnt und vorsichtig auf Abb. 6: Auftrennung von Vollblut nach
eine Ficoll-Schicht im Verhélinis 2:3 Zentrifugation
geschichtet. Ficoll ist ein ungeladenes

Polysaccharid, dessen Dichte so eingestellt ist, dass bei Zentrifugation
Erythrozyten und Zelltrimmer die Ficoll-Phase passieren. Wahrend sich
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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-
minttiger Zentrifugation bei 1300 x g wurde dann die Interphase mit den darin
enthaltenen Lymphozyten abpipettiert und in ein neues 50 ml Rd&hrchen
dberfihrt. AnschlieBend folgten zwei Waschschritte: Die Lymphozytenfraktion
wurde auf 50 ml mit PBS aufgeflllt und bei 400 x g fir zehn Minuten
zentrifugiert. So entstand ein aus Lymphozyten bestehendes Zellpellet. Der
Uberstand wurde abgekippt, das GefaB mit dem Pellet erneut auf 50 ml mit
PBS aufgefillt, resuspendiert, wie oben beschrieben zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die nun isolierten Zellen wurden in 1,5 ml PBS
resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung bei 4° C gelagert.

3.2.2 Antikérperfarbung

Um die NKT-Zellen von den restlichen Lymphozyten unterscheiden zu kénnen,
wurden sie mit direkt und indirekt fluorochromkonjugierten Antikérpern markiert
(Farbeprotokoll siehe Tabelle 1). Bei den direkt konjugierten Antikérpern ist das
Farbmolekll unmittelbar an den Antikérper gebunden, wohingegen bei den
indirekt markierten Antikdrpern zuerst ein mit Biotin konjugierter Antikdrper
ohne Farbstoff zu den Zellen gegeben wird. In einem Folgeschritt wird ein
fluorochromkonjugiertes Protein (Streptavidin) zugegeben, welches daraufhin
an den biotinylierten ersten Antikérper bindet. Das ideale Verhaltnis von
Zellzahl zu Antikdrpervolumen wurde vorher durch Titration im Vollblut
bestimmt. Zur Untersuchung der Proben stand ein FACS-Gerat mit vier
Farbkanadlen zur Verflgung. Aufgrund dieser Limitierung mussten zur
Bestimmung der Chemokinrezeptorexpression CD4 und CD8 positiver NKT-
Zellen zwei Parallelansatze, einer mit dem Marker CD4 und ein zweiter mit CD8
untersucht werden.

Farbeprotokoll

e Verteilung von je 50 ul Zellsuspension auf 30 1ml ReaktionsgefaBe
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10 ul des biotinylierten VB11 Antikdrpers wurden in die GeféaBe pipettiert,

gemischt und danach 20 min bei Raumtemperatur (nach Herstellerangaben)
inkubiert

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

AnschlieBend wurden je 10 ul der vorverdinnten Antikérper bzw.

Streptavidin-APC in die jeweiligen GefaBe 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 ul Ammoniumchlorid-

Puffer resuspendiert und sofort durchflusszytometrisch aufgenommen.

Tube |FITC PE PC5 | APC

1 Va24 CCR1 CD4 | VB11bio-SAV
2 Va24 CCR1 CD8 |VB11bio-SAV
3 Va24 CCR2 CD4 |VB11bio-SAV
4 Va24 CCR2 CD8 |VB11bio-SAV
5 Va24 CCR4 CD4 |VB11bio-SAV
6 Va24 CCR4 CD8 |VB11bio-SAV
7 Va24 CCR5 CD4 | VB11bio-SAV
8 Va24 CCR5 CD8 | VB11bio-SAV
9 Va24 CCR6 CD4 | VB11bio-SAV
10 Va24 CCR6 CD8 | VB11bio-SAV
11 Va24 CCR7 CD4 | VB11bio-SAV
12 Va24 CCR7 CD8 | VB11bio-SAV
13 Va24 CCR8 CD4 |VB11bio-SAV
14 Va24 CCR8 CD8 |VB11bio-SAV
15 Va24 CCR9 CD4 |VB11bio-SAV
16 Va24 CCR9 CD8 |VB11bio-SAV
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17 Va24 CXCRS3 CD4 | VB11bio-SAV
18 Va24 CXCRS3 CD8 | VB11bio-SAV
19 Va24 CXCR4 CD4 | VB11bio-SAV
20 Va24 CXCR4 CD8 | VB11bio-SAV
21 Va24 CXCR5 CD4 | VB11bio-SAV
22 Va24 CXCR5 CD8 | VB11bio-SAV
23 Va24 CXCR®6 CD4 | VB11bio-SAV
24 Va24 CXCR®6 CD8 | VB11bio-SAV
25 Va24 CD45RO CD4 | VB11bio-SAV
26 Va24 CD45RO CD8 | VB11bio-SAV
27 lgG1 lgG2 CD4 |SAV

28 lgG1 lgG2 CD8

29 lgG1 lgG1 CD4

30 lgG1 lgG1 CD8

Tab. 1: Farbeprotokoll; APC= Allophycocyanin, FITC= Fluorescein-isothiocyanate,
PE=Phycoerythrin, PC5=Phycoerythrin-Cyanin 5.1, SAV=Streptavidin

3.2.3 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer, ein sogenanntes FACS (fluorescence activated cell
sorter), arbeitet mit einem optischen Messsystem, das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner Partikel in einem Flissigkeitsstrom analysiert.

Das Gerat lasst sich in zwei Einheiten gliedern:
e FlUssigkeitssystem

e Optisches Detektionssystem
Fliissigkeitssystem

Die zu messenden Zellen werden durch einen Uberdruck von einer
Tragerflussigkeit 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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Optisches Detektionssystem

Der Detektionsteil bestent aus einem Bereich zur Messung der
Streulichtemissionen und einem weiteren Teil zur Erfassung der fir jeden
einzelnen Farbstoff spezifischen Fluoreszenz. Abhangig von verschiedenen
Zellparametern wie Querschnittsflache, Membranstruktur und Granulationsgrad
wird das Licht unterschiedlich stark abgelenkt. Das Streulicht lasst sich
untergliedern in Vorwartsstreulicht, sog. "Forward light scatter" (FSC, 0°-10°),
und Seitwartsstreulicht, sog. "Sidescatter" (SSC, 90°), wobei Ersteres mit der
Zellgr6Be korreliert. Hingegen liefert das Seitwartsstreulicht Informationen Gber
die Granularitdt 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 Antikérpern geférbt, kénnen weitere Daten Uber die
Oberflachenantigene der Zellpopulation erhoben werden. Die hier verwendeten
Fluorochrome sind in Tabelle 2 aufgeflihrt. Sie werden durch den Argonlaser
angeregt und weisen ein detektierbares Emissionsspekirum auf. Es wurde ein
vier-Farben-FACS, welches die simultane Messung von vier Farben in einer

Probe ermdglicht, verwendet.

o
8_ rew
— Granulozyten
o L
C)_
0
£ o
.% =
e
@ 3! Zeltrammer-
= |
o
al
O ; : ; :
0 200 400 600 800 1000
FSC-Height

Abb. 7: Darstellung der Leukozytengruppen im Vollblut als Punktdiagramm
(Dot Plot) mit dem FACS 20
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Abb. 8: Darstellung der Leukozytengruppen im ficollierten Blut als Punktdiagramm (Dot Plot)
mit dem FACS

Fluorochrom Max. Anregung Emission Farbe
FITC 488 nm 519 nm Grin

PE 488 nm 578 nm Gelb

APC 595/ 633 nm 660 nm Rot

PC5 488 nm 667 nm Dunkel-rot

Tab. 2: Verwendete Fluorochrome und ihre Eigenschaften; APC= Allophycocyanin, FITC=
Fluorescein-isothiocyanate, PE= Phycoerythrin, PC5=Phycoerythrin-Cyanin 5.1

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
Gerateeinstellung ("instrument setting") gesetzt, mit welcher der Grad der
Fluoreszenzverstarkung ("amplification)" sowie die Kompensationseinstellung
("compensation") geregelt wird. Die Kompensation ist ndtig, um spekirale
Uberlagerungen der Fluoreszenzen zu korrigieren, indem der jeweils in das

fremde Spektrum ragende Farbanteil von der primaren subtrahiert wird.
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3.2.4 Auswertung

FUr die hier gezeigten Aufnahmen und Auswertungen der Daten kam das
Programm Cell Quest ™ Pro, Version 4.0.2, von Becton & Dickinson zur

Anwendung.

Im ficollierten Blut lasst sich die Lymphozytenpopulation im FCS/SCC-Plot des
Punktehistogramms sehr deutlich von Zelltrimmern und Monozyten abgrenzen.
Zunachst 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
aussagekraftige Zellpopulation zu erhalten. AnschlieBend Ubertrug man die
Lymphozytenwolke in ein neues Analysenfenster und bestimmte den
Prozentsatz der Va24'VB11* doppeltpositiven NKT-Zellen innerhalb der
Lymphozyten (Abb. 10). In einem weiteren gate wurde dann die Expression der
einzelnen Chemokinrezeptoren innerhalb der Vo24*'VB11" NKT-Zellen
dargestellt. Durch Legen von Abgrenzlinien zwischen den einzelnen
Zellgruppen konnte der prozentuale Anteil in Bezug auf die Gesamtpopulation
Vo24*VB11* Zellen errechnet werden. Graphisch ist dies nochmals am Beispiel
CCR4"CD4" NKT-Zellen verdeutlicht (Abb. 11 und 12). Um mdgliche
unspezifische Bindungen der Antikérper zu beriicksichtigen, wurde fir jeden
Marker eine Isotypkontrolle durchgefihrt.
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Abb. 9: Lymphozyteneingrenzung (R1) Abb. 10: Darstellung der Va24* V311" NKT-Zellen
im ficollierten Nabelschnurblut (R2) innerhalb der Lymphozyten (R1)
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Abb. 11: Abgrenzung der CCR4"™ NKT- Abb. 12: Abgrenzung der CCR4*CCR4"
Zellen innerhalb R2 (Vo24'VB11* NKT-Zellen innerhalb R2
NKT-Zellen) (Va24* V11" NKT-Zellen)

3.2.5 Statistische Methoden

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 Prozentsatze CD4" und CD8" NKT-Zellen dar. Da hier mehrere
Parallelansatze vorhanden waren, und somit eine gr6Bere 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-U-
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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3.3

Material

3.3.1 Geriéte

Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS
Tischzentrifuge 5415C
Kihlschrank +4°C

Schdttler: Vortex-Genie 2
Mikropipetten

(0,5-10pl; 10-100pl; 100-1000pl)
EasyPet-Pipettierhilfe

Durchflusszytometer (FACS)
FACSCalibur

FACS—Auswertestation
Power Macintosh G4

FACS—Auswertesoftware
CellQuest™ Pro, Vers. 4.0.2

PC
Windows 2000

SPSS 12.0

Waage 1265 MP

3.3.2 Glas- und Plastikmaterial

ReaktionsgefaBe  (1,5ml)
Plastikspitzen far Mikropipetten

Serologische Pipetten (10 ml)

Heraeus Sepatech
Eppendorff

Bosch

Scientific Industries

Eppendorff

Eppendorff

Becton&Dickinson

Apple

Becton&Dickinson

Siemens Fuijitsu

SPSS Inc.

Sartorius AG

Eppendorff
Eppendorff

Roth
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Plastikréhrchen (50ml)

Rundbodenréhrchen ,Falcon®
(5ml)

Plastikspritze "Discardit II" (10 ml)

mit Natrium-Heparin

3.3.3 Chemikalien und Puffer

Phosphate-buffered saline (PBS)
10 x stock solution, 1 Liter

80g NaCl

2g KClI

13.06g Na2HPO4 .2H20

2g KH2PO4

pH 7.3

Ammoniumchlorid-Puffer
500 ml

4,159 NH4Cl

500mg KHCO3

18mg EDTA (Titriplex IlI)
ad 500 ml aqua destillata

Ficoll-Paque PLUS

Greiner bio-one

Becton&Dickinson

Becton&Dickinson

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck
Merck

Amersham Pharmacia

Biotech
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3.3.4 Antikérper

Antikorper |Fluorochrom |Hersteller Spezies/ Verdiinnung
Isotyp
CCRH1 PE R&D, Wiesbaden | Maus IgG2b |1:2
CCR2 PE R&D, Wiesbaden | Maus IgG2b |1:4
CCR4 PE BD, Heidelberg |Maus IgG1x |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 1Q, Groningen Maus IgG1 1:40
CD8 PC5 1Q, Groningen Maus IgG1 1:250
CD45RO |PE BD, Heidelberg |Maus IgG2ax |1:2
Va24 FITC Immunotech, Maus IgG1 pur
Krefeld
VB11bio Immunotech, Maus IgG2a | pur
Krefeld
Streptavidin | APC BD, Heidelberg 1:2,5
Isotyp- FITC Immunotech, lgG1 pur
Kontrolle | 5 Krefeld IgG1
Isotyp- FITC Immunotech, lgG1 pur
Kontrolle /o Krefeld IgG2

Tab. 3: verwendete Antikérper mit Angabe von Hersteller, Isotyp und verwendeter
Verdinnung. APC= Allophycocyanin, FITC= Fluorescein-isothiocyanate, PE=

Phycoerythrin, PC5=Phycoerythrin-Cyanin 5.1, SAV=Streptavidin
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4 ERGEBNISSE

4.1 Probanden

Es wurde Nabelschnurblut von zehn gesunden, vaginal entbundenen
Neugeborenen untersucht. Darunter waren neun reife Sauglinge in der 37+0 bis
41+6 Schwangerschaftswoche und ein klinisch unauffalliges Frihgeborenes in
der 33+6 SSW. Die Mutter 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 Andmie beeinflusst wurde, erstellten wir von jeder Probe ein
automatisiertes Blutbild und bestimmten IgE im Serum. Mittels IgA Nachweis
wurde eine Kontamination mit mutterlichem Blut ausgeschlossen. Alle Proben
mit lgA-Werten < 5mg/dl galten als kontaminationsfrei (Tab. 4).

Gestationsalter* |Geschlecht|GroBe* Gewicht* |APGAR  |Blut pH*

(Wochen) (m/w) (cm) (9) (10 min)

39+4 8/2 51 3110 10 7,27

(33+6-40+3) (47-55) (2232-3950) (7,16-7,39)

Leukozyten®*  |Lymphozyten* |[H&moglobin* |IgA IgE*

(x10%/ul) (%) (g/dI) (mg/dl) (kU/M)

15,8 33,2 14,4 4,6 (n=1) 0,67

(6,5-20,4) (21,3-51,6) (12,7 -17,7) |IgA<4,2 (n=9) |((0,14-6,2)
IgE<0,1 (n=4)

Tab. 4: Charakterisierung der Neugeborenen, *Medianwerte (Spannweite); m=ménnlich,
w=weiblich

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 matterlichem Blut kontaminiert gewertet und in die Auswertung
eingeschlossen. Eine Erhéhung des Allergierisikos wurde bei einem IgE Wert
>0,9 kU/I angenommen. In einer Probe wurde ein IgE Wert oberhalb des
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Grenzwertes von 0,9 kU/I gemessen. Alle untersuchten Prozentsatze der
Chemokinrezeptorexpression lagen jedoch in der Nahe des Medians.

In die Kontrollgruppe der Erwachsenen wurden zehn gesunde Probanden

einbezogen. Eine Allergie oder akute Infektion wurde anamnestisch
ausgeschlossen. Zusatzlich wurde ein maschinelles Blutbild erstellt, um eine
Leuko- oder Lymphozytose zu erkennen (Normalbereich 4,0x103-12x10%ul).

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

Alter* Geschlecht*  |Leukozyten* |Lymphozyten* |Hamoglobin*
(Jahre) (m/w) (x10%/pl) (%) (g/dl)

28,5 5/5 7,3 29,8 14,2

(25-43) (4,3-11,4) (21,8-51,2) (11,9-15,8)

Tab. 5: Charakterisierung der Kontrollgruppe; *Medianwerte (Spannweite); m=ménnlich,
w=weiblich

4.2 CD4" und CD8" NKT-Zellen

Bei allen untersuchten Proben konnten wir Va24"VB11" NKT-Zellen
nachweisen. Die Haufigkeit 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

hoher.

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 héher (p<0,0001) als bei der Kontrollgruppe mit
nur 20,19% (Mittelwert, o 8,9). Bei den CD8" NKT-Zellen konnte mit 6,19%
(Mittelwert, o 4,3) bei Erwachsenen und 5,31% (Mittelwert) der fetalen NKT-
Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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4.3 Chemokinrezeptorexpression von NKT-Zellen

4.3.1 Chemokinrezeptoren auf Va24*VB11* NKT-Zellen in Nabelschnurblut
und in peripherem Blut Erwachsener

CCR1

Der CC-Chemokinrezeptor CCR1 bindet die Chemokine MIP-1a (CCL3), MCP-
2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), HCC-1 (CCL14), HCC-2 (CCL15), MPIF-1 (CCL23)
und RANTES (CCL5). Auf Memory-T-Zellen lasst 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.

NSB KO

CCR1*NKT-Zellen |57,08 (38,78-72,73) |54,58 (37,36-61,97)

p-Wert 0,481

Tab. 6: Prozentsatz CCR1-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 13: Prozentsatz CCR1-exprimierender NKT-Zellen in Bezug auf alle NKT-Zellen im
Nabelschnurblut (NSB) und in der Kontrollgruppe (KO); (- Friihgeborenes)
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CCR2

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.

NSB KO

CCR2'NKT-Zellen |51,38 (32,30-58,73) |48,75 (28,57-63,69)

p-Wert 0,971

Tab. 7: Prozentsatz CCR2-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 14: Prozentsatz CCR2-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frilhgeborenes)

30



ERGEBNISSE

CCR4

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 héher als im peripheren Erwachsener. Dieser Unterschied war

hochsignifikant.

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

NSB KO

CCR4'NKT-Zellen |83,31(71,79-90,37) |17,57 (7,27-37,64)

p-Wert <0,000

Tab. 8: Prozentsatz CCR4-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 15: Prozentsatz CCR4-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frilhgeborenes)
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CCR5

Die CC-Chemokine MIP-1a, MIP-13 und RANTES zeigen hohe Affinitat zu dem
CCR5-Rezeptor, welcher auf Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen

und T-Zellen mit Selektivitat fiir 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.

NSB KO

CCR5'NKT-Zellen 47,28 (27,87-56,80) |79,78 (73,53-91,42)

p-Wert <0,000

Tab. 9: Prozentsatz CCR5-exprimierender NKT-Zellen;, Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 16: Prozentsatz CCR5-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Friilhgeborenes)
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CCR6

Der CC-Chemokinrezeptor CCR6 wird von Memory-T-Zellen und Dendritischen
Zellen exprimiert. Nur der Ligand LARC ist bisher flr 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.

NSB KO

CCR6*NKT-Zellen | 44,96 (41,36-63,21) | 43,50 (9,23-55,00)

p-Wert 0,481

Tab. 10: Prozentsatz CCR6-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 17: Prozentsatz CCR6-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KQ): (= Friihgeborenes)
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CCR?7

Fir das Chemokin MIP-3 (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 héher als

in der Erwachsenengruppe.

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

NSB KO

CCR7'NKT-Zellen 90,50 (66,67-97-78) |43,67 (31,35-57,63)

p-Wert <0,000

Tab. 11: Prozentsatz CCR7-exprimierender NKT-Zellen;, Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 18: Prozentsatz CCR7-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frilhgeborenes)
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CCRS

Der Rezeptor CCR8 hat als einzigen bekannten Liganden [-309 (CCL1) und
befindet sich auf Th2-Zellen.

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

Nabelschnurblut signifikant héher als im Blut Erwachsener.

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

NSB KO

CCR8'NKT-Zellen |54,05 (32,00-77,78) |35,95 (11,02-55,05)

p-Wert 0,029

Tab. 12: Prozentsatz CCR8-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 19: Prozentsatz CCR8-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frilhgeborenes)
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CCR9

Als Bindungspartner ist fir den CC-Chemokinrezeptor CCR9 nur TECK
(CCL25) entdeckt. Exprimiert wird er auf Dendritischen Zellen, Makrophagen
und T-Zellen.

NKT-Zellen exprimierten signifikant haufiger den CCR9-Rezeptor im

Nabelschnurblut als in der Kontrollgruppe.

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

NSB KO

CCR9'NKT-Zellen | 10,68 (4,35-17,19) |4,98 (0,48-12,06)

p-Wert 0,015

Tab. 13: Prozentsatz CCR9-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 20: Prozentsatz CCR9-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (= Friihgeborenes). Beachte: geédnderte Skalierung der y-
Achse.
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CXCR3

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

periphervendsen Blut Erwachsener.

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

NSB KO

CXCR3*NKT-Zellen |83,09 (69,28-99,17) | 94,09 (81,12-96,94)

p-Wert 0,133

Tab. 14: Prozentsatz CXCR3-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 21: Prozentsatz CXCR3-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Friilhgeborenes)
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CXCR4

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.

NSB KO

CXCR4'NKT-Zellen |86,27 (69,77-99,17) | 84,30 (56,00-100,00)

p-Wert 0,604

Tab. 15: Prozentsatz CXCR4-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05

CXCR4
100 . i
1 Ny 4

c 90 : aA
Q AN —_—
E‘J 80' L]

) A
§ 704 ] A,
b
o 807 A
>
= 504
0
8 404
*

E 304
S 20
(@)

10+
0 T T
NSB KO

Abb. 22: Prozentsatz CXCR4-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KQ), (= Friihgeborenes)
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CXCR5

Das CXC-Chemokin BLC (CXCL13) zeigt hohe Affinitdt 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 héher als im Blut Erwachsener.

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 16 und Abbildung 23 dargestellt.

NSB KO

CXCR5*NKT-Zellen |40,00 (26,22-43,88) | 31,48 (23,66-38,87)

p-Wert 0,028

Tab. 16: Prozentsatz CXCR5-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 23: Prozentsatz CXCR5-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frilhgeborenes)
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CXCR6

Der Rezeptor CXCR6 wird von Memory-T-Zellen exprimiert und bindet
CXCL16.

Der CXCR6-Rezeptor kam auf fetalen NKT-Zellen signifikant haufiger vor als
auf reifen NKT-Zellen.

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 17 und Abbildung 24 dargestellt.

NSB KO

CXCR6*NKT-Zellen |54,29 (50,00-66,13) | 48,28 (34,47-54,55)

p-Wert 0,002

Tab. 17: Prozentsatz CXCR6-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 24: Prozentsatz CXCR6-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KQ); (=2 Friihgeborenes)
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CD45RO

Der Rezeptor CD45RO ist eine Isoform des Leukozyten-Antigens CD45 und
findet sich charakteristischerweise auf peripheren Memory-T-Zellen. Die
Tyrosinphosphataseaktivitdt von CD45 ist an der Signaltransduktion von T-

Zellen nach Antigenkontakt maBgeblich beteiligt.

Die Untersuchung des Rezeptors CD45RO ergab eine signifikant hdhere
Expression auf NKT-Zellen Erwachsener gegenlber fetalen NKT-Zellen.

Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 18 und Abbildung 25 dargestellt.

NSB KO

CD45RO’NKT-Zellen | 92,86 (88,75-97,20) | 98,00 (94,83-100,00)

p-Wert <0,0001

Tab. 18: Prozentsatz CD45R0O-exprimierender NKT-Zellen; Medianwerte (Spannweite)
p-Wert: Nabelschnurblut (NSB) vs Kontrollgruppe der Erwachsenen (KO) (MWU-
Test); Signifikanzniveau p<0,05
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Abb. 25: Prozentsatz CD45R0O-exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut (NSB) und in
der Kontrollgruppe (KO), (- Frithgeborenes) Beachte: geédnderte Skalierung der y-
Achse.
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Zusammengefasst war die Frequenz der CCR4%, CCR7*, CCR8", CCR9",
CXCR5" und CXCR6" NKT-Zellen im Nabelschnurblut signifikant héher als in
der Kontrollgruppe. Der Prozentsatz CCR5" NKT-Zellen war dagegen im Blut
Erwachsener hoher.

Da im Nabelschnurblut die Uberwiegende 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 mdglich.

5 DISKUSSION

51 Probanden

NKT-Zellen nehmen eine Sonderstellung unter den T-Lymphozyten ein, da sie
in der Lage sind, in kirzester Zeit sowohl IFN-y als auch IL-4 zu synthetisieren.
Dadurch haben sie immunregulatorische Fahigkeiten und kdnnen ein
Entzindungsgeschehen in Richtung Th1- oder Th2-Immunantwort verschieben.
Das Immunsystem des ungeborenen Kindes ist véllig anderen Bedingungen
ausgesetzt als das eines Erwachsenen. Zum Beispiel ist das gréBte
Immunorgan, der Darm, in utero noch steril, und die Lunge hat wenig Kontakt

zu Fremdantigenen.

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war deshalb, ob sich NKT-Zellen aus
Nabelschnurblut und periphervenésem Blut Erwachsener phanotypisch
unterscheiden und dadurch Rickschlisse auf funktionelle Eigenschaften
gezogen werden kénnen. Da NKT-Zellen in der Maus erst sechs bis acht
Wochen nach der Geburt nachweisbar sind, ist es nicht mdéglich, 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
Va24*CD161" Zellen als NKT-Zellen, wahrend D"Andrea et al. und Kim et al.
NKT-Zellen als Va24*VB11* Zellen identifizieren. Fir die vorliegende Arbeit
wurde in Vorversuchen die Darstellung Va24*CD161" Zellen mit Va24"VR11*
Zellen am Durchflusszytometer miteinander verglichen. Im Nabelschnurblut
zeigte sich eine deutlich bessere Abgrenzbarkeit der Vai24*VB11* Zellpopulation
von den restlichen Lymphozyten im Vergleich zur Va24*CD161" Gruppe.
Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit alle Vo24'VB11" Zellen als NKT-
Zellen bezeichnet. Da diese beiden Populationen nicht deckungsgleich sind
(53), koénnten Folgeuntersuchungen an Va24'CD161% Zellen mdogliche

phanotypische oder funktionelle Unterschiede zu Va24*Vp11* Zellen aufzeigen.

Der Begriff ,gesunde” Probanden wird in keiner publizierten Studie naher
definiert. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Immundefekte oder eine
atopische Pradisposition die Chemokinausschittung oder -rezeptorexpression
der NKT-Zellen beeinflusst haben. Bei allen unseren Probanden wurden durch
eine Anamnese und objektive Laborparameter wie Blutbild und IgE-
Bestimmung mdégliche immunmodulierende Faktoren ausgeschlossen. Des
Weiteren basieren unsere Ergebnisse auf der Messung einer groBen Anzahl
vom mehr als 1x10°> 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 fur unsere Auswertungen an und

berechneten Medianwerte.

5.2 Durchflusszytometrie

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 groBBe
Anzahl an Zellen (>1x10° Lymphozyten) im FACS aufgenommen werden. Trotz
maximaler Ausschépfung der Zellaufnahmekapazitat des FACS-Gerates, war
dies, aufgrund des nur in begrenzter Menge zur Verfligung stehenden
Nabelschnurblutes, nicht bei allen Proben mdglich. Dies flhrte dazu, dass zwar
in allen Proben Va24*VB11* NKT-Zellen nachweisbar waren, aber bei acht von
zehn Nabelschnurblutproben keine valide Messung der Chemokinrezeptor-
expression innerhalb der CD8" NKT-Zellpopulation méglich war. Des Weiteren
stieB die Dauer der Aufnahme einer Probe an zeitliche Grenzen, da das
Messen aller Einzelréhrchen einer Probe mehr als neun Stunden in Anspruch
nahm. Somit ist nicht auszuschlieBen, dass in den letzten Probenréhrchen
bereits Zellen abstarben. Ebenso war die Kapazitat der FACS-Software zum
Laden einer Probe fiir die Auswertung begrenzt.

5.3 NKT-Zellen in NSB und in peripherem Blut Erwachsener

Bei der Untersuchung des Nabelschnurblutes waren 0,05% (Median) der
Lymphozyten Va24*VB11* 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% Va24*VB11* NKT-Zellen und im venésen Blut Erwachsener 0,07%.
Ahnliche Haufigkeiten berichten Kadowaki et al. (48) mit 0,03% Vo24*Vp11*
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 V11" NKT-
Zellen identifiziert werden. Sandberg et al. (87) definierten NKT-Zellen als
Vo24"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 eingeschrankt zu werten.

Die Uberwiegende Teil (89,14%) fetaler Va24"VpB11* NKT-Zellen war CD4" und
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im Vergleich zu 20,19% in der Kontrollgruppe signifikant gréBer. Einen &hnlich
hohen Prozentsatz (>90%) CD4" Va24"Vp11* 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 Va24*VB11* NKT-Zellen den Rezeptor CD4 und wiesen zugleich
auf eine hohe interindividuelle Variabilitat hin (5-65%). Somit konnte auch
mittels unserer Untersuchungen dargelegt werden, dass ein groBer Anteil der
NKT-Zellen im Nabelschnurblut CD4" sind und sich, im Gegensatz zu NKT-
Zellen des Erwachsenen, nicht zu vergleichbaren Prozentsatzen in CD4" und
CD47-Zellen separieren lassen. Diese Abnahme CD4" NKT-Zellen im
periphervendsen Blut Erwachsener kénnte 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.

5.4 Chemokinrezeptoren auf Va24'VB11* NKT-Zellen in Nabelschnurblut

und Blut Erwachsener

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 Entziindungsort, bei Migration in Lymphknoten oder

Haut sind Chemokinrezeptoren richtungsweisend (73).

Das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren auf NKT-Zellen des
Nabelschnurblutes und periphervendsen 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 hdher 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 Phanotyp 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 I&sst sich
mit der geringen Fallzahl (sieben Proben bei D°Andrea et al.) der untersuchten
Nabelschnurblutproben erklaren. Weiterhin gibt es dort keine Angaben zu
Geschlecht und méglichen Erkrankungen der Probanden. Ubereinstimmend ist
jedoch, dass die Uberwiegende Mehrheit der NKT-Zellen bereits bei Geburt
CD45RO" ist und deshalb eine Aktivierung - wahrscheinlich durch endogene

Liganden - bereits in utero stattgefunden hat.

Weiterhin sind die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4, welche auf fetalen
NKT-Zellen stark exprimiert waren, charakteristisch fir 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 flur das
Eindringen in sekundar lymphatisches Gewebe und in die T-Zell-Zone der
Lymphknoten (52). In diesen sekundar lymphatischen Organen findet der
Kontakt mit Antigenprasentierenden Zellen statt und ist somit bedeutsam fir 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 (Tcyv) und
Effektor-Memory-Zellen (Tey) (57). Effektor-Memory-Zellen sind CCR7" und
exprimieren Chemokinrezeptoren, die fur die Migration in entziindetes Gewebe
notwendig sind (CCR1, CCR3 und CCR5). Durch Chemokinausschittung von
IL-4, IFN-y und Perforin fihren Tgy-Zellen sofortige Effektorfunktion aus.
Central-Memory-Zellen sind dagegen CCR7* und haben dadurch die Fahigkeit
in lymphatisches Gewebe einzudringen. Dort weisen sie keine unmittelbare
Effektorfunktion auf, sondern stimulieren Dendritische Zellen zur IL-12
Ausschittung (85). Nach weiterer Aktivierung kénnen Tou-Zellen jedoch auch
zu Effektor-Memory-Zellen differenzieren und direkte Abwehrfunktion ausfihren
(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
CCRY7. Nimmt man an, dass es fiir NKT-Zellen ein analoges System zu T¢yw und
Tem gibt, ware die Mehrheit der fetalen NKT-Zellen phanotypisch zu den
Central-Memory-Zellen zu rechnen. Dies kénnte darauf hinweisen, dass ein Tell
der NKT-Zellen im Laufe der Differenzierung die Fahigkeit verliert, in sekundar
lymphatische Organe einzudringen und nach weiterer Aktivierung zu Tgy-Zellen
differenzieren. Um diese Unterteilung in Tom und Tem weiter zu klaren, und
dadurch neue funktionelle Aspekte von NKT-Zellen aufzudecken, kdnnten
weitere Untersuchungen zur Chemokinausschittung 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 ThO-Zellen einteilen.
Th1-Lympozythen produzieren IFN-y und IL-2 und exprimieren vorwiegend die
Rezeptoren CCR5, CXCR3 und CXCR6. Th1-Zellen induzieren vorwiegend
eine zellular vermittelte Immunantwort. Dagegen exprimieren Th2-Zellen die
Rezeptoren CCR3, CCR4 und CCR8 und produzieren hauptsachlich 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). ThO-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 Antigenprasentierenden Zellen und zum anderen als Schutz des
mutterlichen Organismus vor plazenta-toxischem IFN-y 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 phénotypisch auf ein Uberwiegen

einer Th2-Immunantwort von NKT-Zellen im Nabelschnurblut hin, wie in der
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Literatur bereits flr 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 frihen Differenzierungsphase
von Memory-Zellen. Dies kénnte die Expression auf fetalen NKT-Zellen, welche
erst am Anfang ihrer Differenzierung stehen, erklaren. Ob fetale CCR4" NKT-
Zellen jedoch auch Th2-Funktionen aufweisen, wie z.B. IL-4 Synthese, kann
erst durch weiterfihrende Untersuchungen erdértert werden.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei NKT-Zellen im Nabelschnurblut,
analog zu konventionellen T-Zellen, phéanotypisch eine Th2-Polarisierung
Uberwiegt. Das breite Chemokinexpressionsmuster auf NKT-Zellen des
Nabelschnurblutes kénnte ein Hinweis darauf sein, dass fetale NKT-Zellen im
Laufe ihrer weiteren Differenzierung die Mdoglichkeit zur Migration in
verschiedenste Gewebe haben. Anfangs finden sich bei fetalen NKT-Zellen
Chemokinrezeptoren, die fir 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 fir eine
starkere  Assoziation mit Entzindungsprozessen (CCR5) und eine
Ortsanséssigkeit eher im extralymphatischen Gewebe.

Da sich so deutliche Unterschiede bei der Expression der Chemokinrezeptoren
auf NKT-Zellen in Nabelschnurblut und periphervendsem Blut Erwachsener
gezeigt haben, wéare es in weiteren Studien wichtig auch funktionelle
Bedeutungen dieser phanotypischen Unterschiede zu untersuchen. Durch
Messung der Zytokinexpression fetaler NKT-Zellen kénnten zusétzlich wichtige
Erkenntnisse zur Bedeutung der NKT-Zellen als Immunregulatoren bereits im
frihen S&auglingsalter gewonnen werden. Ein anderer Aspekt kdnnte der
Transfer bzw. die Stimulation von NKT-Zellen bei der Therapie von

Autoimmunerkrankungen oder Malignomen sein.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

NKT-Zellen stellen eine besondere Population der T-Zellen dar. Ihre Haufigkeit
liegt bei 0,01-0,2% der Lymphozyten. NKT-Zellen einen phanotypische Marker
NatUrlicher Killerzellen und konventioneller T-Zellen. Das Besondere der NKT-
Zellpopulation ist ihre Fahigkeit schnell und in hoher Menge sowohl IL-4 als
auch IFN-y zu sezernieren. Dies verleiht ihnen ein groBes regulatorisches
Potenzial bei der Immunantwort, was sich besonders bei Erkrankungen aus
dem allergologischen und rheumatoiden Formenkreis, aber auch bei der

Immuntoleranz nach Transplantation nachweisen |asst.

Uber humane fetale NKT-Zellen ist bisher jedoch wenig bekannt, und daher war
es Ziel dieser Arbeit anhand der Chemokinrezeptorexpressionsmuster fetaler
NKT-Zellen mdogliche Unterschiede zu NKT-Zellen des Erwachsenen
aufzuzeigen. Die Chemokinrezeptoren wurden als Surrogatmarker flr das
Migrationsverhalten bestimmt und kénnen Hinweise auf weitere funktionelle
Aufgaben der NKT-Zellen in utero geben.

In der vorliegenden Arbeit wurden NKT-Zellen aus Nabelschnurblut von neun
reifen, gesunden Neugeborenen, einem Frihgeborenen und zehn gesunden
Erwachsenen durchflusszytometrisch auf die Chemokinrezeptorexpression
(CCR1, 2, 4,5, 6, 7, 8,9 und CXCRS, 4, 5, 6) und die Marker CD45RO, CD4
und CD8 untersucht. Um eine Kontamination des Nabelschnurblutes mit
matterlichem Blut auszuschlieBen 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 héher als in der
Kontrollgruppe der Erwachsenen. Im Nabelschnurblut lieB 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 héher war als
in der Kontrollgruppe. Der Prozentsatz CCR5" NKT-Zellen war dagegen im Blut
Erwachsener héher. Die Expression von CCR7 ermdglicht 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 phanotypisch fir eine Zuordnung
zu Central-Memory-Zellen spricht. Der Anteil CCR7* NKT-Zellen im peripheren
Blut Erwachsener war dagegen signifikant niedriger und koénnte 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 CCRS8, was das bekannte Uberwiegen der Th2-Immunantwort in

utero widerspiegelt.

Durch Messung der Chemokinsekretion kénnten in weiteren Untersuchungen
auch funktionellen Eigenschaften fetaler NKT-Zellen naher betrachtet und
weitere Erkenntnisse zur regulatorischen Funktion im fetalen Immunsystem

gewonnen werden.

7 ANHANG
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