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Der EinfluB von korperlicher Leistung auf das Immunsystem bei

Patienten mit variablem Immundefekt (CVID)

I. EINLEITUNG

1.1 Alilgemeines

Das menschliche Immunsystem ist ein hochkomplizierter und anpassungsfahiger
Komplex aus unterschiedlichsten Mechanismen, der sich im Laufe mehrerer
Millionen Jahre entwickelt hat. Es bietet dem menschlichen Organismus sowohl
Schutz gegen Gefahren von auflen, in Form von Pilzen, Bakterien und Viren, als
auch von innen, in Form von entartenden Zellen.

Seit der Entdeckung des HI-Viruses wurden auf dem Gebiet der immunologischen
Diagnostik groRe Fortschritte erzielt. Entwicklungen, wie der Einsatz monoklonaler
Antikorper zur Unterscheidung verschiedener Abwehrzellen durch Koehler und
Milstein, haben Meilensteine in der Immunforschung gesetzt. So liefern neue,
genauere Methoden immer tiefere Einblicke in die Komplexitdt des menschlichen
Abwehrsystems.

Ausgehend von seiner Wirkungsweise lafdt sich das menschliche Immunsystem in
zwei Bereiche unterteilen. Es gibt ein unspezifisches Immunsystem, das einerseits
durch die Haut als erste Schutzbarriere, durch unspezifische zellulare Systeme
(Granulozyten, Monozyten-Makrophagensystem und Naturliche Killerzellen) , I6sliche
Faktoren ( Lysozym , Akute-Phase-Protein, CRP , Interferon) und das
Komplementsystem gebildet wird.

Davon unterscheidet man das spezifische Immunsystem, das sich zusammensetzt
aus den T-Lymphozyten, die die zellulare Komponente darstellen, und B-
Lymphozyten, die fur die Antikdrperproduktion verantwortlich sind.

Beide Teilsysteme bilden eine Einheit, die dafur sorgt dald unser Korper vor
schadlichen Einflissen geschitzt ist. Allerdings ist dieser Schutz nicht
hundertprozentig, und so gelingt es immer wieder Krankheitserregern, diese Barriere
zu durchbrechen. Dies kann dann  z.B. dazu fuhren, dald auch in den

hochentwickelten westlichen Staaten fast jeder Mensch mindestens ein- bis zweimal
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jahrlich Uber einen Infekt der oberen Atmungsorgane zu klagen hat. Desweiteren
zeigt sich auch, dal® zwar die infektidsen Erkrankungen ihren Schrecken als
Todesursache ziemlich verloren haben, jedoch die Tumorerkrankungen mit
steigender Tendenz sich auf Rang 2 der Todesursachen befinden.

Hierbei ist zu beachten, dal® das Immunsystem nur ein System innerhalb des
Gesamtorganismus darstellt und in Wechselwirkung mit anderen Kdrpersystemen
steht, beispielsweise dem Hormonsystem. Der Aussto3 von Stre3hormonen wie
Adrenalin und Cortisol scheint, je nach Ausmal, erhebliche Wirkungen auf die

Kdérperabwehr zu besitzen.

1.2 Der EinfluB von Sport auf das Immunsystem

Die korperliche Belastung beim Sport steht in engem Zusammenhang mit dem
Ausstol von Strelhormonen. Die Einwirkungen auf die korperliche Abwehr zeigen,
je nach Intensitat der praktizierten sportlichen Betatigung, ein sehr unterschiedliches
Bild. Sport, in moderatem Mal} betrieben, scheint einen positiven Einflul auf das
Immunsystem zu haben, extrem betriebener Hochleistungssport dagegen kann zu
einer starken Immunsuppression fuhren. Bei Hochleistungssportlern aufert sich dies
sehr haufig durch rezidivierende Infekte, vor allem der oberen Atemwege. NIEMAN
und NEHLSEN-CANNARELLA (42) zeigen in ihrer Arbeit, dal®l Personen, die
regelmaldig Sport in geringem Ausmal betreiben, Uber weniger Infekte der oberen
Atemwege klagen als Personen, die Uberhaupt keinen Sport ausuben. Andererseits
treten bei intensiv trainierenden Sportlern haufiger Infekte auf.

PEDERSEN und ULLUM (47) verfolgen die Hypothese, da} sowohl moderat als
auch intensiv betriebener Sport initial zu einer Stimulation der Immunfunktion fuhrt,
und dald bei moderater Belastung dieser Zustand sogar noch kurze Zeit Uber den
Stimulus hinaus anhalt. Bei intensiver Belastung fihrt dies zu einer langer
andauernden Suppression des Immunsystems. In dieser Phase ist dann der Athlet
einer erhohten Infektionsanfalligkeit ausgesetzt. Bei Hochleistungssportlern, die
taglich mehrere Trainingseinheiten durchfuhren, besteht die Moglichkeit, dal® das
Immunsystem in den Pausenphasen gar nicht mehr ausreichend in der Lage ist, sich
zu regenerieren und der Athlet sich deshalb in einem immunsupprimierten

Dauerzustand befindet.



SMITH und WEIDEMANN (57) fanden, dal® eine maRige korperliche Belastung zu
einer Freisetzung von immunstimulierenden Hormonen, wie Wachstumshormonen,
Prolaktin und Endorphinen, sowie stimulierenden Zytokinen fuhrt. Wird jedoch eine
kritische Leistungsgrenze Uberschritten, kommt es zur Freisetzung von
StreBhormonen wie Catecholaminen und Cortisol, die eine immunsuppressive

Wirkung ausuben.

Interessant ist die Betrachtung einzelner Immunparameter unter korperlicher
Aktivitat.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dal® sich zwar die
Leukozytengesamtzahl innerhalb einer langeren und intensiveren Trainingsperiode
verringert, diese jedoch immer innerhalb des klinischen Referenzbereiches bleibt
(22,32,38). Ein akutes Belastungsereignis kann jedoch zu erheblichen
Veranderungen in der Anzahl der zirkulierenden Leukozyten und zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes in der Zusammensetzung der verschiedenen
Lymphozytensubpopulationen fuhren. Dabei kann die Anzahl der zirkulierenden
Leukozyten bis auf das Funffache ansteigen und die Erhéhung bis zu 24 Stunden
lang andauern. Dieser Anstieg scheint abhangig von der Dauer und der Intensitat der
Belastung zu sein  (10,38). Weiterhin  kdénnen  Veranderungen im
Aktivierungsvermogen von Lymphozyten auftreten.

Der Anstieg der Zellzahl ist in erster Linie durch eine Zunahme der neutrophilen
Granulozyten und in geringerem Ausmal durch einen Zuwachs an Lymphozyten
bedingt.

Diese kdonnen sogar unter den Ausgangswert abfallen und dort bis zu 24 Stunden
verbleiben (13,44). Hauptsachlich tritt dies bei der Subpopulation der Nattrlichen
Killerzellen auf.

Die Naturlichen Killerzellen scheinen innerhalb der Lymphozyten eine Sonderrolle
einzunehmen. Bei ihnen ist, im Vergleich zu B- und T-Lymphozyten, ein rascher
Anstieg zu beobachten, gefolgt von einem ebenso schnellem Absinken der Zellzahl
unter Belastung (12,13).

Bei den T-Zellen kommt es zu einer Veranderung der CD4-CD8-Ratio. Die
Gesamtzahl der CD3-Zellen steigt an, wobei die Zunahme auf Seiten der CD8 Zellen

Uberwiegt (10). Zusatzlich konnte anhand von Proliferationstests gezeigt werden, daf



die Aktivierbarkeit der T-Zellen von Marathonlaufern bis zu 3 Stunden nach dem
Lauf supprimiert war.

Das weille Blutzellsystem reagiert auf sportliche Belastung mit einer
vorubergehenden Umverteilung der Zellen, zwischen den verschiedenen
lymphatischen Organen und dem Blut.

Studien der B-Zellpopulation ergaben, dal’ es, sowohl nach akuten koérperlichen
Belastungssituationen (61) als auch nach Langzeittrainingsphasen (14,61), zu einem
signifikanten Anstieg der Zellzahl kommen kann.

Messungen der Antikorperkonzentration unter koérperlicher Aktivitat fUhrten zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Eine Studie, die die Immunglobulinproduktion
wahrend einer dreimonatigen intensiven Trainingseinheit beschreibt, fand ein
konstantes Absinken des IgM, des Gesamt-IgG sowie der IgG-Subklassen 1 und 2,
vom Beginn bis zum Ende der Bestimmung, wobei der Abfall der beiden IgG-
Subklassen am starksten war. (14).

Weitere Studien belegen, dall die Serum- Immunglobulinkonzentrationen bei
Athleten innerhalb der klinischen Referenzbereiche liegen (20,44). Beobachtungen
der 1gG,; — Subklassen von Gleeson (16) und Gmunder (17) ergaben jedoch ein
Absinken der Serumkonzentration unterhalb des Referenzbereiches bei Athleten
verschiedener Sportarten.

Nach einer  akuten korperlichen Belastung zeigen die Serum-
Immunglobulinkonzentrationen so gut wie keine Anderung. Sawka et al. (54) konnten
darlegen, dall erhdhte Immunglobulinspiegel bei Laufern allein  durch die
Dehydrierung zu begrinden waren. Weitere Studien sind nétig, um diesen

Sachverhalt eindeutig zu klaren.

Anders scheint der Sachverhalt beim sekretorischen IgA zu sein. Es konnte gezeigt
werden, dal} die Konzentration von sekretorischem IgA wahrend eines Wettkampfes
bei Hochleistungssportlern gegenuber Nichtsportlern erniedrigt war .

Eine Studie (37) Uber eine 5 minutige Extrembelastung ergab ein Absinken des IgA-
Level um bis zu 50%. Andererseits konnte wiederum gezeigt werden, dal3 eine

mafige Belastung (36,39) kaum zu Veranderungen der IgA-Sekretionsrate fuhrt.



1.3 HIV und sportliche Belastung

Verschiedene Studien konnten nachweisen, dal® moderates regelmafiges Training
bei HIV-Infizierten, bzw. AIDS-Kranken in den verschiedenen Krankheitsstadien zu
einer signifikanten Zunahme der CD4+ Helferzellen fuhrt (30,31,51,34). In keinem
Fall hat die sportliche Betatigung zu einer Verschlechterung des Immunzustandes
der Probanden geflhrt. Die starkste Zunahme der Zellzahl wurde bei Patienten in
den friheren Erkrankungsphasen festgestellt.

Im Unterschied zu HIV-Erkrankten scheint bei gesunden Probanden kein signifikanter
Anstieg der CD4-Zellzahl unter einer langeren Trainingsbelastung vorzuliegen
(40,43).

LA PERRIERE et al. (29) konnten in ihrer Studie zeigen, dal es bei gestrel3ten HIV-
positiven Probanden anschlieBend an eine 12 Wochen dauernde aerobe
Trainingsphase ebenfalls zu einer signifikanten CDA4-Zellzahlerhohung kommit.
Eindeutige Klarheit dartber, ob die vermehrte Mobilisierung von Helferzellen bei HIV-
Infizierten Patienten, die fast eine Normalisierung der Zellzahl darstellt, wirklich zu
einer verbesserten Immunabwehr fuhrt, konnte bisher jedoch noch nicht ausreichend
belegt werden, und es bedarf noch weiterfiUhrender funktioneller Studien.

SOLOMON et al. (58) rechnen der korperlichen Aktivitat von einigen Langzeit-
Uberlebenden HIV-Patienten eine groRe Bedeutung fiir deren tberdurchschnittlich

lange Uberlebenszeit zu.

1.4 Common variable Immunodeficiency

Das variable Immundefektsysndrom (CVID) ist eine heterogene Gruppe von
Krankheiten, denen eine inadaquate Produktion von Immunglobulinen gemeinsam
ist. Klinisch manifest wird das Syndrom durch haufig rezidivierende Infektionen des
Respirationstraktes .

CVID wird oftmals erst recht spat als Krankheitsursache erkannt, so daf
rezidivierende bronchopulmonale Infektionen bereits zur Bildung von Bronchiektasien
gefuhrt haben. Auch die Entwicklung eines Cor pulmonale, bedingt durch die
chronischen Lungenerkrankungen, wird in diesem Zusammenhang beschrieben
(15,21).
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Es kommen auch Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes vor, wie z. B. Lambliasis,
Sprue-ahnliche Syndrome mit schwerer Malabsorption (23,24,45,62).

Als weitere  schwerwiegende Komplikation ist die Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten zu sehen. Besonders zu erwdhnen sind hierbei die
autoimmune Thrombozytopenie, autoimmune hamolytische Anamie, rheumatoide
Arthritis, Siccasyndrom und Pernizidése Anamie (5,21).

Desweiteren ist eine erhohte Anfalligkeit fur maligne neoplastische Erkrankungen,
besonders des lymphatischen Systems und des Gastrointestinaltraktes bei CVID-
Patienten beschrieben.

Das klinische Erscheinungsbild ist sehr unterschiedlich und wird deshalb oft erst spat
als primarer Immundeffekt erkannt. Dies fuhrt dazu, dal® haufig die Erstdiagnose erst

im Erwachsenenalter gestellt wird.

Man geht beim CVID von verschiedenen pathogenetischen
Entstehungsmechanismen aus (3) :

1. Defekt der B-Zelldifferenzierung bei normaler B-Zellzahl

2. verminderte B-Zellzahl (relativ selten)

3. Autoantikdrper gegen B-Zellen

4. defekte T-Helfer-Funktion

5. vermehrte Suppressoraktivitat von T-Zellen

6. Defekte von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen

7

. Seruminhibitoren

Bei den meisten CVID-Patienten liegt eine normale, bzw. eher leicht erhohte B-
Zellzahl vor, es zeigen sich jedoch in der Mehrzahl der Falle funktionelle Defekte
(9,52,53).

Die T-Zellenverteilung weist bei einem Teil der CVID-Patienten deutliche
Veranderungen auf (63). Auffallig ist hierbei eine, zum Teil stark verminderte
CD4/CD8-Ratio sowie eine signifikante Vermehrung der NK-Zellen.

Bei den Patienten mit erhdohter CD4/CD8-Ratio scheint eine T-Zellaktivierung
vorzuliegen, es findet sich ein erhdhter Anteil aktivierter CD45RO+ Zellen (Memory-
Zellen) gegenuber ruhenden CD45RA+ Zellen (,naive“ Zellen) (6).

Einige der untersuchten Patienten zeigten eine erhdhte Expression von CD95, was

ebenfalls fur eine erhdhte Aktivierung der Lymphozyten spricht.
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1.5 Aufgabenstellung der Arbeit

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Einflu® von korperlicher Aktivitat auf
die quantitativen Veranderungen der Lymphozytenpopulationen bzw. deren
Aktivierungsgrad bei Patienten mit variablem Immundefektsyndrom zu untersuchen.
Es sollte analysiert werden, ob die sportliche Betatigung eine zusatzliche Belastung
fur das primar angeschlagene Immunsystem darstellt, oder ob vielleicht ein Benefit
fur die Immunsituation der Patienten erzielt werden kann.

Hierfir wurden die Untersuchungsergebnisse denen einer Kontrollgruppe
gegenubergestellt und auf signifikante Unterschiede untersucht.

Um einen Bezug zu alltaglichen Situationen herzustellen, wahlten wir bewul3t eine
mafig schwere Belastung in Form einer 3,5 km langen Laufstrecke, die in einer Zeit

von etwa 20 min absolviert werden mufite.

Als Parameter fur die Lymphozytentypisierung wurden folgende Marker gewahlt: CD3
(T-Lymphozyten), CD4 (Helferzellen), CD8 (Suppressorzellen), CD19 (B-
Lymphozyten), CD56 (NK-Zellen), CD45RA (Naive Zellen), CD45RO (Memory-
Zellen), CD95 (Aktivitatsmarker).

Bei der Untersuchung der CD4- und CD8- Zellen interessierte uns speziell, ob sich
die erniedrigte CD4:CD8-Ratio bei den Patienten bestatigen wirde, bzw. unter
sportlicher Belastung zusatzlich zu einer Erniedrigung fuhrt.

Desweiteren interessierte uns noch der Verlauf der Aktivierungsmarker CD45RO und
CD95.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

Bei der Patientengruppe handelte es sich um sieben Patienten, drei weiblich, vier

mannlich im Alter von 14 bis 21 Jahren ( Mittelwert 17,4 Jahre ), mit der Diagnose :

Variables Immundefektsysndrom CVID.

Alle sieben Patienten wurden

im Zentrum der Kinderheilkunde des Johann-

Wolfgang-Goethe-Universitatsklinikums betreut.

Alle Patienten wurden regelmallig in dreiwochigem Abstand in der immunologischen

Ambulanz mit Immunglobulinen substituiert.

Zum Zeitpunkt des Versuches konnten bei keinem der Patienten Anzeichen eines

Infektes festgestellt werden

Patient |Alter |Geschlecht |Erkrankung [IGIV-Substitutions-
Jahre [m/w bekannt seit [intervall

GO 20 m 1994 3 Wochen
HPe 16 m 1985 3 Wochen
HPa 22 w 1988 3 Wochen
KA 18 w 1996 3 Wochen
RK 17 m 1995 3 Wochen
TS 12 m 1996 3 Wochen
VM 14 w 1994 3 Wochen

Alle Patienten betrieben regelmafig Sport, drei davon (GO, HPe, TS) mit groRerem

Trainingsaufwand.
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2.2 Kontrollen

Die Kontrollgruppe bestand aus sieben Probanden im Alter zwischen 22 und 32
Jahren ( Mittelwert 24 Jahre ).

Es handelte sich hierbei um gesunde Patienten, die auch sonst keine
immunologischen und physischen Erkrankungen aufwiesen.

Am Tag des Versuchs lagen bei den Probanden klinisch keine Anzeichen eines

Infektes vor.

2.3 Reagenzien

Losungen:

- PBS Fa. Gibco BRL Life Technologie
Cat No. 14190-094
PBS Dulbecco ohne Ca und Mg
- Na-Azid Fa. Riedel de Haan
Cat No. 13412
- PBS-Azid 0,1 %

- FACS Lysing Solution Fa. Becton Dickinson
Cat No. 349202
- Paraformaldehyd Merck Cat No. 236 K18323105
Gerate:
- DurchfluRcytometer Fa. Becton Dickinson, FACScan
- FACScan Software Fa. Becton Dickinson
- FACS-Ro6hrchen Fa. Becton Dickinson
- Pipetten, Pipettenhalter Fa. Eppendorf
- Zentrifuge Fa. Hereus
- Zentrifugeneinsatze Fa. Hereus
- Vortex-REAX 2000 Fa. Heidolph
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Monoklonale Antikorper:

- CD3-FITC

- CD4-FITC

- CD4-PE

- CD8-PE

- CD19-PE

- CD45Ra-FITC
- CD45Ro0-PE

- CD56-PE

- CD95-FITC

IMMUNOTECH Cat No. PN IM 1281
Pharmingen Cat No. 30154X
Becton Dickinson Cat No. 347747
IMMUNOTECH PNIM0452
IMMUNOTECH Cat No. PNIM1285
IMMUNOTECH Cat No. 0584
IMMUNOTECH Cat No. 1307
Becton Dickinson Cat No. 347747
Pharmingen Cat No. 33454X

2.4 Monoklonale Antikorper

Folgende monoklonale Antikorper (mAK) wurden fur die Untersuchung der

Zelloberflache am FACScan eingesetzt:

CD- IgG- |Klon Antigenexpression

Nomen- |[Isotyp

klatur

CD3 IgG1  |UCHT-1 |reife T-Zellen, Thymozyten

CD4 IgG1 |RPA-T4 |T-Helferzellen, Monozyten,
Thymozyten

CD8 IgG1  |B9.11 T-Suppressor /

Zytotoxische Zellen
Thymozyten, Nk-Zellen

CD19  |[igG1 |J4.119

Pan B-Zellen, ab Progen-
B-Zellen, pra B-All

CD45Ra [IlgG1 |ALB11

Naive T-Zellen, B-Zellen,
Monozyten

CD45Ro0 [IgG1

Memory T-Zellen, B-Zellen,

Monozyten

15



CD56 1gG1 NK-Zellen

CD95 IgG1 |DX2 Vielzahl von Zelllinien

2.41 CD3

Das CD3 — Antigen ist ein Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes.
Es besteht aus drei in der Membran verankerten Polypeptidketten, die mit dem T-
Zell-Rezeptor (TZR) eng assoziiert sind. Beide Strukturen dienen der

Signaltransduktion nach erfolgter Antigenstimulation.

2.4.2 CD4

Der CD4 - Rezeptor ist fur die MHC - Klasse |l — abhangige Immunerkennung
verantwortlich. Er befindet sich auf ca. 45 % der normalen peripheren
Blutlymphozyten, die man als T-Helferzellen bezeichnet. Ebenso ist er auf 80 % aller

Thymozyten sowie wenigen Monozyten und Makrophagen exprimiert.

2.4.3 CD8

Der CD8 — Rezeptor ist fur die MHC — Klasse | — abhangige Immunerkennung und T
— Zellaktivierung verantwortlich. Monoklonale Antikdrper gegen CD8 markieren eine
Subpopulation der T — Zellen, die aus zytotoxischen und supprimierenden Zellen ( 20

- 35 % aller normalen peripheren Blutlymphozyten) besteht.

2.4.4 CD19

CD 19 ist ein Protein, das alle B-Zellen ab einer frihen Phase ihrer Ontogenese

exprimieren. Es spielt bei der B-Zell-Aktivierung eine entscheidende Rolle. Es
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handelt sich um ein integrales Membranglykoprotein mit einem Molekulargewicht von
35 kDa.

2.4.5 CD45RA

Das CD45RA-Antigen wird auf naiven T-Zellen, B-Zellen und Monozyten exprimiert.
Es handelt sich um eine Isoform von CDA45, einer Tyrosinphosphatase, die die
Signalvermittlung Uber den Antigenrezeptor von B- und T-Zellen steuern. Es wird
durch alternatives Splei3en gebildet. CD45RA enthalt das A - Exon.

2.4.6 CD45RO

CD45RO wird auf aktivierten T-Zellen , B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen exprimiert. Wenn eine CD45RA positive T-Zelle Kontakt mit ihrem
spezifischen Antigen hatte, wird durch alternatives SpleiRen des RNA-Transkripts
des CD45-Gens die Isoform CD45RO exprimiert. Das hat zur Folge, dal die T-Zelle
empfindlicher fur eine Stimulierung durch geringere Konzentrationen von Antigen

wird, weshalb man CD45RO positive Zellen dann auch als Memory-Cells bezeichnet.

2.4.7 CD56

Das CD56-Antigen wird auf etwa 10% bis 25% der peripheren Blutlymphozyten
exprimiert. Es kommt auf allen NK-Zellen vor und wird auf etwa 5% der CD3
positiven Lymphocyten gefunden. Die CD56-Dichte nimmt zu bei Aktivierung der NK-

Zellen.

2.4.8 CD95

Das CD-95 Antigen ist ein 48 kDa schweres Transmembran-Glykoprotein. Es zahlt

zur Superfamilie der Rezeptoren fur neuronale Wachstums-/ Tumornekrosefaktoren
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und ist durch eine zysteinreiche extrazellulare Domane charakterisiert. Dieses auf
der Zelloberflache befindliche Molekull vermittelt die Apoptose, den programmierten
Zelltod.

2.5 Methode

2.5.1 Versuchsablauf

Die Patienten und Kontrollen fanden sich morgens im Klinikum der Universitat
Frankfurt am Main ein. Gegen 10 Uhr wurde der Versuch gestartet.

Den Probanden wurde vor dem Lauf zum Zeitpunkt Null 2 x 2ml EDTA-Blut
entnommen. Nach dem 30 minutigen Lauf wurden erneut 2 x 2ml EDTA-Blut
entnommen, dann nochmals nach weiteren 90 Minuten und 150 Minuten.

Um Absolutwerte der Lymphozytenzahlen zu bekommen, wurde neben der FACS-
Analyse ein Differentialblutbild durchgeflhrt.

Anhand der FACS-Analyse wurden die relativen Werte der B-Zellen, der T-
Helferzellen, der zytotoxischen T-Zellen bzw. T-Suppressorzellen und NK-Cells
ermittelt und zusammen mit der Gesamtlymphozytenzahl auf Absolutwerte
umgerechnet.

Die T-Helferzellpopulation wurde zusatzlich hinsichtlich ihrer Aktivierung mit den
Markern CD45R0O, CD45RA und CD95 untersucht.

2.5.2 Grundlagen

Die verschiedenen Gruppen von Lymphozyten und deren Subklassen sind
lichtmikroskopisch nicht voneinander zu unterscheiden. Um dennoch eine, sowohl
qualitative als auch quantitative Differenzierung zwischen diesen Zellgruppen und
Untergruppen zu unternehmen, hat man sich die Tatsachen zunutze gemacht, dal®
Lymphozyten spezifische membranstandige Proteine exprimieren, die sogenannten
Zelloberflachenantigene, die durch spezifische monoklonale Antikorper markiert

werden kdnnen, an die verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gebunden sind.

18



Die Oberflachenmarker menschlicher Zellen werden einheitlich nach der CD-
Nomenklatur (CD = Cluster of Differentiation ) benannt, die aufgrund der Bindung
monoklonaler Antikorper an ein bestimmtes Antigen definiert werden.

Als Fluorescensfarbstoffe werden Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin
(PE) verwendet.

Die Fluoreszenzen der markierten Zellen werden mit einem DurchfluRzytometer
(FACScan, Fluorescence Activated Cell Sorter; Becton Dickinson, Heidelberg) bei
einer Wellenlange von 520 nm (grine FITC-Fluoreszenz) und 580 nm (rot-orange
PE-Fluoreszenz) gemessen, und die Zellpopulationen mit Hilfe eines Computer-
Analyse-Programmes graphisch dargestellt und differenziert .

Die in Suspension vorliegenden Zellen werden in einer Pufferldosung einzeln an
einem MeRpunkt vorbeigefuhrt, um dann das monochromatische Licht eines
Argonlasers (Exzitationswellenlange: lambda = 480 nm) zu passieren. Dabei wird die
zellulare Grofde im Durchlicht durch Vorwartslichtstreuung ( Forward-Scatter ) und die
Granularitat der Zelle in einer 90°- Ablenkung durch die Seitlichtstreuung ( Side-
Scatter ) bei der Anregungswellenlange detektiert. Die emittierte Fluoreszenz der
spezifisch gefarbten Zellen wird durch Winkelstrahlenteiler spektral getrennt und zur
Erfassung an Hochleistungsvervielfachungsrohren weitergeleitet. Die simultan
detektierten zellularen Parameter werden digital gemessen, gespeichert und

Computergestutzt analysiert.

2.5.3 Durchfuhrung der Markierung

Zur Phanotypisierung peripherer Lymphozyten aus Vollblut wurden verschiedene
Doppelmarkierungen durchgefuhrt. Als Negativ-Kontrolle wurde eine unmarkierte
Probe ohne Zusatz von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern mitgefuhrt und nach dem
gleichen Verfahren wie die markierten Proben behandelt.

Fur die Phanotypisierung wurden je 5 yl mAK in FACS-Rohrchen vorgelegt, nach
Zugabe von je 100 pyl EDTA- Blut grindlich mit dem VORTEX-Mixer gemischt und 15
Minuten bei 4°C unter Lichtausschlul} inkubiert.

Das Lysieren der Erythrozyten erfolgte durch Zugabe von je 2 ml Lysing-Solution /
H>0O bidest. (1:10) , anschlieBRendem Mischen und 10-minttigem Inkubieren bei 4°C

im Kuhlschrank.
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Die Proben wurden dann 5 Minuten bei 1500 Upm zentrifugiert und nach
vorsichtigem Dekantieren des Uberstandes zweimal mit jeweis 2 ml PBS / 0,1%
Natriumazid — Losung gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Fixierung der Zellen in
jeweils 50 yl Paraformaldehydlésung 1,0%

Bis zur Messung wurden die Réhrchen luftdicht bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

2.5.4 Graphische Auswertung

Die Auswertung erfolgt durch Eingrenzen der gewunschten Zellpopulationen, was
auch als Setzen von Fenstern oder ,Gates“ bezeichnet wird. Dadurch kénnen die
Zelloberflachen—Antigene der Populationen, die sich durch Gréf3e und Granularitat
unterscheiden, bestimmt und nicht lymphozytare Zellen, tote Zellen sowie
Zelltrimmer von der Analyse ausgeschlossen werden. Die Zellen sind nach GroRe (
x-Achse ) und Granularitat ( y-Achse ) aufgetrennt und anhand ihrer Fluoreszenz in
einem Dotplot dargestellt.

Durch Setzen von Quadranten anhand von Negativ-Kontrollen kdnnen die einzelnen
Lymphozytenpopulationen getrennt voneinander berechnet werden. Der Anteil der
Oberflachenmarker wird, bezogen auf die Gesamtlymphozytenzahl, in Prozent

angegeben.

2.5.5 Statistische Auswertung

Die  statistische  Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikcomputerprogrammes BIAS.
Als statistische Tests wurden der Friedman-Test und der Wilcoxon-Mann-Whitney-

Test verwendet.

Der Friedman-Test dient zum Vergleich eines Parameterverlaufs innerhalb einer
Gruppe. Dieser Test ermoglichte es  uns, eventuell  signifikante
Lymphozytenzahlveranderungen im zeitlichen Verlauf vor und nach Belastung

innerhalb der Patienten- bzw. Kontrollgruppe zu ermitteln.
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Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test dient zum Vergleich zweier unabhangiger
Gruppen, bezulglich einer mindestens ordinalskalierten ZielgroR3e.

Mit diesem Test verglichen wir die absolute Zellzahl der
Lymphozytensubpopulationen in den beiden Gruppen zu den verschiedenen

Zeitpunkten.
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lll. ERGEBNISSE

3.1 B-Zellen

Die Untersuchung der B-Lymphozyten von Patienten mit CVID und Kontrollen zeigte

keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen, weder hinsichtlich der

Zellzahl zu den einzelnen Zeitpunkten noch in der Zellzahlanderung im Verlauf.

Dieses Ergebnis fand sich sowohl vor als auch zu allen Zeitpunkten nach der

Belastung. Die B-Zellzahl beider Gruppen blieb im Verlauf der Messung weitgehend

konstant.

Abb.3.1.1 B-zellen
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Tab.3.1.1
B-Zellen Patienten
(CD3 /CD19" To| Tao| T120] T1so
Median 152| 207| 183| 197
Minimum 42| 57 59 50
Maximum 278| 343| 319| 326
Wilcoxon-Mann- 0,53 0,90 1 ,00 1 ,00
Whitneytest P=
Kontrollen

To| Tao| Ti20] T1so
Median 166| 142| 168| 188
Minimum 120| 112 111| 145
Maximum 511| 589| 365| 445
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3.2 Zytotoxische T-Zellen

Im Gegensatz zu den B-Zellen fand sich bei den Zytotoxischen T-Zellen zum
Ausgangszeitpunkt To ein deutlicher Unterschied in der Zellzahl zwischen Patienten-
(Median: 714 Zellen / pl; Spannweite 188-903 Zellen/ul) und Kontrollgruppe (Median:
414 Zellen / pl; Spannweite 208-706 Zellen/yl) .

Nach Belastung kam es bei der Patientengruppe zu einem Anstieg (Median: 855
Zellen / pl; Spannweite 449-1560 Zellen/ul), bei der Kontrollgruppe hingegen zu
einem leichten, Abfall der Zellzahl (Median: 384 Zellen / ul; Spannweite 218-706
Zellen/ul), Dies fuhrte zu einem signifikanten Unterschied im Vergleich (p<0,05) der
Zellzahl beider Gruppen zum Zeitpunkt T30.

Im weiteren Verlauf fiel in der Patientengruppe die Zellzahl zum Zeitpunkt Tiz
signifikant ab (Median: 528 Zellen / pl; Spannweite 196-810 Zellen/ul ; p<0,01). Bei
der Kontrollgruppe kam es ebenfalls zu einem weiteren Abfall der Zellzahl, jedoch in
geringerem Ausmal als bei der Patientengruppe. Zum Zeitpunkt Ti2 lag ein
deutlicher Unterschied der Zellzahl in beiden Gruppen vor.

Zum letzten Kontrollzeitpunkt T1gp war die Zellzahl in beiden Gruppen leicht, aber
nicht signifikant angestiegen und im Vergleich zum Ausgangswert immer noch
erhoht. (siehe dazu Tab.3.2.1). Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist die
Heterogenitat innerhalb der Patientengruppe zu bertcksichtigen (Abb. 3.2.2).

Abb.3.2.1 Zytotoxische bzw. Suppressor — T — Zellen
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Tab.3.2.1
T8-Zellen Patienten

(CD3+/CD8+) To| Tso| Ti20] T1so
Median 714 855 528| 599
Minimum 188 449 196| 203
Maximum 903| 1560, 810| 743
Wilcoxon-Mann- 0,25 0,037 0,097 0,097
Whitneytest P=
Kontrollen

To| Tazo| Ti20| Taso
Median 414 384| 302| 349
Minimum 208| 218| 186| 240
Maximum 706 849 607 520

Abb.3.2.2 18- zellen
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Abbildung 3.2.2 verdeutlicht die starke Heterogenitat innerhalb der
Patientengruppe. Bei der Kontrollgruppe ist diese interindividuelle Abweichung nicht

so stark ausgepragt.
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3.3 T,— Helferzellen

Die Untersuchung der T4— Helferzellen zeigte bereits bei der Ausgangszellzahl einen

signifikant niedrigeren Wert in der Patientengruppe (p=0.02). Nach der Belastung

kam es zu einem signifikanten Anstieg

Im weiteren Verlauf fand sich in der Patientengruppe ein signifikanter Abfall der

Zellzahl unter den Ausgangswert. Zum Zeitpunkt Tig0 war die Ausgangszellzahl

wieder erreicht.

Bei der Kontrollgruppe zeigte sich von

Tab.3.3.1).

Abb.3.4.1 T4 - Helferzellen
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Tab.3.3.1

T4-Zellen Patienten
(CD3+ / CD4+) To T30l Ti20l Tiso
Median 616/ 791 585| 601
Minimum 450, 657 514| 518
Maximum 677 963| 772 735
Wilcoxon-Mann- 0,026 0,71 0,80 0,097
Whitneytest P=
Kontrollen
To| Tso| Ti20] T1so
Median 681| 764| 653| 666
Minimum 616| 554| 494| 596
Maximum 1254| 1429 974| 1194
Abb.3.3.2
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Abbildung 3.3.2 zeigt, dal der belastungsabhangige Zellzahlverlauf in der T4 -
Lymphozytensubpopulation bei der Patientengruppe eine hohere interindividuelle
Homogenitat aufweist als der in der Kontrollgruppe.

Bei der Patientengruppe ist auch eine eindeutigere Tendenz im Verlauf zu erkennen

als bei der Kontrollgruppe.

3.4 Natirliche Killerzellen ( NK — Zellen )

Zum Zeitpunkt Ty lag kein Unterschied (p=0.13) in der NK-Zellzahl zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe vor (siehe Tab.3.4.1).
Direkt nach der Belastung, zum Zeitpunkt Tsp, zeigte sich ein leichter
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Anstieg der Zellzahl in beiden Gruppen.

Im weiteren Verlauf kam es in beiden Gruppen innerhalb der folgenden 90 Minuten
zu einem signifikanten