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1. Einleitung

Die Haufigkeit allergischer Erkrankungen im Kindesalter hat in den vergangenen
Jahrzehnten in den Industrienationen zugenommen (Taylor 1984, Ninan 1992,
Rimpela 1995, Ring 2000). Die Pravalenz des Asthma bronchiale bei Kindern und
Jugendlichen betragt in Deutschland circa 10%, der allergischen Rhinitis 15% und flr
das atopische Ekzem (Atopisches Ekzem Dermatitis Syndrom AEDS) 13% (ISAAC
1998). Atopischen Krankheitsbildern liegt oft eine allergische Sensibilisierung zu
Grunde. Erwachsene in Mitteleuropa reagieren bei der Allergietestung am haufigsten
gegen Graserpollen (12,7%), Hausstaubmilben (8,9%) und Birkenpollen (7,9%)
(Wathrich 1995). In einer Population von 1470 Kindern im Alter von 6-8 Jahren wurde
in Sdddeutschland eine Sensibilisierungs-Pravalenz von 10,3% gegenlber
Hausstaubmilbenallergen (Der p) gefolgt von Graserpollen (9,8%), dem
Hausstaubmilbenallergen D. farinae (7,8%), Katzenepithel (7,1%), Birkepollen

(5,9%), Hundeepithel (3,1%) und Haselpollen (3,0%) beobachtet (Kopp 1995).

1.1. Immunologische Mechanismen der allergischen Sensibilisierung

Die Differenzierung von CD4" T-Helferzellen (TH) in TH2 Zellen und deren
Produktion der Zytokine IL-4 und IL-13 stellen die ersten Schritte fir die spatere IgE-
Bildung dar (Renz 1995). Nach der Sekretion bindet allergenspezifisches IgE an
Rezeptoren, insbesondere an den hochaffinen IgE-Rezeptor (FceRl) auf Mastzellen
und basophilen Granulozyten. Ein erneuter Allergenkontakt flhrt bei sensibilisierten
Patienten zu einer Kreuzvernetzung zweier IgE-Molekile und damit zur Freisetzung
von Mediatoren, die fir die klinische Symptomatik der Typ | — Reaktion verantwortlich
sind. Die zellulare Interaktion in der Entwicklung der IgE-vermittelten Immunantwort

ist in Abbildung 1.1 schematisch zusammengefaBt.



1.2 Immunologische Situation des Neugeborenen

Fir das Verstandnis der frihen Mechanismen bei der Allergieentstehung ist
entscheidend, daB alle Neugeborenen bei Geburt zunachst ein TH2 Zytokinmuster
aufweisen (Prescott 1999, Kopp 2001). Bereits wahrend der Schwangerschaft ist
sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen eine Verschiebung der T-
Helferzellpopulation der Mutter mit einer vermehrten Produktion der TH2-Zytokine
und einer gegenlaufig verminderten Produktion der TH1-Zytokine zu beobachten
(Wegmann 1993, Piccinni1996). Dieser Mechanismus ist sinnvoll, da eine
zytotoxische TH1-Immunantwort Killerzellen (NK-Zellen) aktiviert und damit fir die
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft unginstig ist. Im Tierversuch fihrt die Gabe
von IL-2 und IFN-y zu einer gesteigerten Abortrate. Auch beim Menschen gibt es
Evidenz dafir, daB sich eine TH1-Immunitat unginstig auf den Verlauf der
Schwangerschaft auswirken kann. So wurde bei Frauen mit einer erhdhten
Spontanabortrate im Vergleich zu Frauen mit normalem Schwangerschaftsverlauf
eine erhdhte Konzentration an TH1-Zytokinen gefunden (Makhseed 1999,
Raghupathy 2001).

Die matterliche TH-2-dominierte Zytokinproduktion Ubt wahrscheinlich einen EinfluB
auf die fetale Immunreaktivitat in Richtung TH-2 —Zytokinproduktion aus (Herz 2000).
Offenbar bildet sich das initiale TH-2-Zytokinmuster bei Neonaten, die keine Atopie
entwickeln, wahrend der ersten zwei Lebensjahre zurlick. Im Gegensatz dazu
persistiert in verstarkter Weise bei solchen Neonaten das initiale TH-2 Zytokinmuster
Uber den 18. Lebensmonat hinaus, die in diesem Zeitraum eine atopische

Erkrankung entwickeln (Prescott 1997, Prescott 1999).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der wichtigsten zellularen Interaktionen bei der
Ausbildung der IgE-assoziierten Immunantwort [modifiziert nach Leonard 1999].



Bisher ist es jedoch nicht gelungen, eindeutige Zytokinmuster bei Geburt zu
definieren, die einen Vorhersagewert flr eine spatere Sensibilisierung oder Die
Entwicklung einer atopischen Erkrankung haben. Beschrieben sind Assoziationen
von erniedrigten Konzentrationen des TH-1 Zytokins Interferon-y (Rinas 1993, Tang
1994, Kondo N 1998) sowie erhdhte Konzentrationen des TH-2 Zytokins IL-13 im
Nabelschnurblut mit einem erhéhten Atopie-Risiko (Ohshima 2002, Lange 2003). Die
Auspragung des TH2-Zytokinmusters und dessen Persistenz Uber die ersten
Lebensjahre muB jedoch als Initialgeschehen in der Pathogenese atopischer
Erkrankungen betrachtet werden. Damit stellt sich die Frage, welche Faktoren in

Richtung einer TH1- oder TH2-Antwort polarisieren.

1.3 TH1/TH2-Balance: Antigen-Prasentierende Zellen

In den letzten Jahren ist dabei intensiv die Rolle der Antigen-prasentierenden Zellen,
insbesondere der Dendritischen Zellen (DZ) untersucht worden. DZ als funktionell
potenteste APZ sind entscheidend fir die Induktion der primaren Immunantwort und
die Initiierung der T-Zell-Immunitat in-vivo verantwortlich (Nowak 1999). Fir DZ wird
angenommen, daB in Abhangigkeit spezifischer Vorlauferzellen unterschiedliche
Subtypen existieren, die sich u.a. in der Expression von Oberflachenmarkern (u.a.
Expression des CD11c Integrins) unterscheiden. Dabei induzieren die sogenannten
DZ1-Zellen eine TH1-Immunantwort, wohingegen DZ2 eine TH2-Immunantwort
induzieren (Kapsenberg 1999).

DZ haben eine Schlisselfunktion bei der Aktivierung naiver CD4" T Zellen und CD8*
T-Zellen. Das Erkennen von MHC-Peptid Komplexen auf DZ durch
antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren (TZR) stellt das ,Signal 1 der DZ-T-Zell

Interaktion dar. Im weiteren ist das ,Signal 2“ zur Unterhaltung der T-Zell-Aktivierung



notig, wobei es sich um die Interaktion zwischen kostimulatorischen Molekilen, die
von DZ exprimiert werden und ihren Liganden auf der T-Zell Oberflache handelt.

In Abhangigkeit von der DZ Subpopulation werden verschiedene Zytokine produziert
welche bestimmen, ob anschlieBend eine TH-1- oder die TH-2-Antwort generiert wird
(,Signal 3“). Beim Menschen polarisieren CD11¢"™ DZ (DZ1) naive T-Helfer-Zellen
vornehmlich in Richtung eines TH-1-Profils, wohingegen CD11c” DZ (DZ2) die T-
Zelle vor allem zur Produktion und Freisetzung von TH-2-typischen Zytokinen
stimulieren (Macatonia 1995). Der DZ kommt jedoch nicht nur eine regulative
Funktion bei der Festlegung der TH1 oder TH2-Zellantwort zu, sondern sie sind
mdglicherweise auch fir die Auspragung regulatorischer T-Zellen mit verantwortlich
(Jonuleit 2001b). So konnte kirzlich gezeigt werden, dass eine repetitive Stimulation
von naiven CD4* T-Zellen mit allogenen, immaturen DZ zur Differenzierung von T-
Zellen mit den unten beschriebenen regulatorischen Eigenschaften (Treg) fuhrt

(Jonuleit 2000).

1.4 TH1/TH2-Balance: Zytokine

Die regulatorischen Mechanismen, die flr das Zustandekommen und die Balance
des TH1/TH2-Zytokinmilieus verantwortlich sind, werden jedoch nicht ausschlieBlich
von der Interaktion von T-Zellen mit APZ gesteuert. Zunachst wurde die Regulation
von unterschiedlichen CD4" T-Zellen den verschiedenen T-Zellsubpopulationen
selbst zugeschrieben. Demnach Gben TH1- bzw. TH2-Klonen gegenseitig einen
negativen Regulationseffekt aufeinander aus. Hierfir spricht, daB IFN-y als
klassischer Vertreter eines TH1-Zytokins das Wachstum von TH2-Klonen hemmt
(Gajewski 1988). Umgekehrt wurde das TH-2-Zytokin IL-10 als Inhibitor der TH-1-

Zytokine beschrieben (Fiorentino 1989).
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In den vergangenen Jahren wurden weitere Zytokine identifiziert, die einen
regulativen EinfluB auf die T-Zellantwort auslben. Hierzu zahlt Interleukin-18,
urspringlich als IFN-y induzierender Faktor beschrieben (Okamura 1995). Bereits im
Nabelschnurblut 1aBt sich IL-18 auf Proteinebene nachweisen (Pacora 2000,
Ngoumou 2004). Erhéhte IL-18 Konzentrationen finden sich im Rahmen der
Neugeborenensepsis aber auch jenseits des Neugeborenenalters bei viralen und
bakteriellen Infektionen (Sareneva 1998, Pirhonen 1999, Vankayalapati 2000). IL-18
hat neben der Funktion als IFN-y induzierender Faktor auch das Potential, die
Produktion von IL-13 von NK-Zellen und T-Zellen zu stimulieren (Hoshino 1999).
Tierexperimentelle Daten zeigen, daB IL-18 unabh&ngig von allergenen Stimuli zu
einer erhéhten IgE Produktion fihrt. Bei Erwachsenen mit Asthma bronchiale und
atopischer Dermatitis fand man erhéhte IL-18 Konzentrationen (El-Mezzein 2001,
Tanaka 2001). Diese Daten weisen darauf hin, daB IL-18 eine kritische
immunmodulatorische Rolle im Rahmen der allergischen Sensibilisierung zukommt.
Auch bei Neonaten konnte gezeigt werden, dafB3 in einem in-vitro-Modell IL-18 einen
signifikanten Anstieg der IFN-y Konzentration nach Stimulation mit dem Mitogen
Phytohamagglutinin und dem Kuhmilchprotein BLG bewirkt. Unter identischen
Kulturbedingungen wurde jedoch keine vermehrte IL-13 Freisetzung beobachtet
(Ngoumou 2004). Offenbar ist IL-18 im Nabelschnurblut ein potenter Induktor einer
TH1 Immunantwort. Méglicherweise besteht die Funktion von IL-18 bei
Neugeborenen insbesondere in der Induktion der IFN-y Synthese. Dies wirde
bedeuten, daB IL-18 flur die Ausbildung einer TH1 Antwort wahrend der ersten
Lebensjahre eine zentrale Rolle zukommt (Ngoumou 2004).

Neben IL-18 greifen auch andere Zytokine wie IL-12 und IL-10 regulativ in die
TH1/TH2 Balance ein. Fir die Polarisierung der T-Zellantwort stellt sich die Frage, ob

sich Zellpopulationen charakterisieren lassen, die z.B. durch den EinfluB von
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Zytokinen oder durch direkten T-T-Zell-Kontakt einen regulativen EinfluB auf T-Zellen

ausulben.

1.5 TH1/TH2-Balance: Regulatorische T-Zellen

Vor wenigen Jahren gelang es zunachst Sakaguchi und Mitarbeitern, eine eigene
Subpopulation von CD4* T-Zellen im Mausmodell mit regulatorischen Eigenschaften
zu charakterisieren (Sakaguchi 1995). Diese CD4" Subpopulation weiBt nur eine
geringe Fahigkeit zur Proliferation auf und ist in der Lage, hohe Konzentrationen an
IL-10 aber kaum IL-2 und kein IL-4 zu produzieren. Die als T-regulatory Cells 1
bezeichneten Zellen verhindern darlber hinaus eine antigen-spezifische Proliferation
von CD4" Zellen und verhindern im Mausmodell die Entwicklung einer Colitis
ulcerosa (Groux 1997).

Nachdem zun&chst im Tiermodell eine Subpopulation von CD4'T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften beschrieben wurde, konnten Jonuleit und Enk aus
peripherem Blut beim Menschen eine Population von CD4" T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften (T.g) isolieren (Jonuleit 2001a). Diese T-Zellen
exprimieren die o-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25") sowie CD45RO0,
Histokompatibilitats-Leukozyten-Antigen (HLA-) DR und das intrazellulare
zytotoxische T Lymphozyten-Assoziierte Antigen 4 (CTLA-4). Diese Zellen
expandieren nicht nach Stimulation und unterdriicken die Expansion von
konventionellen T-Zellen. Dartber hinaus produzieren sie offenbar kein IL-2, IL-4
oder TGF- sondern lediglich IL-10.

Die Elimination von T.g im Tiermodell fuhrt zur Induktion von Autoimmun-
erkrankungen, wie u.a. einer Autoimmungastritis oder -thyroiditis (Sakaguchi 1995).
Offenbar ist die Suppression der autoreaktiven T-Zellantwort eine herausragende

Aufgabe von CD4%/CD25" T,sq (Sakaguchi 1996).
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Fir die allergische Entziindungsreaktion ist entscheidend, daB T.eq auch im Asthma-
Mausmodell eine regulative Funktion aufweisen. So sind in Ovalbumin- (OVA)
sensibilisierte Mause transferierte IL-10 produzierende CD4" T-Zellen in-vivo in der
Lage, die Entwicklung einer bronchialen Hyperreaktivitdt zu verhindern. In-vitro
verhindern diese Zellen die Proliferation OVA-spezifischer T-Zellen. Diese
inhibitorischen  Effekte von T,y lassen sich durch Zugabe von anti-IL-10
abschwachen. Die Autoren leiten aus diesen Befunden die Hypothese ab, daB Tieg
maBgeblich an der Toleranzentwicklung gegentber Allergenen in den Atemwegen

beteiligt sind (Akbari 2002).

Die Peripartalzeit ist eine besonders interessante Phase um diese eine CD4"/CD25"
T-Zell-Subpopulation weiter phanotypisch und funktionell zu charakterisieren: Wie
oben beschrieben, lassen sich bereits bei Geburt unterschiedliche TH-Populationen
identifizieren, deren Polarisierung hypothetisch unter dem EinfluB regulatorischer T-
Zellen stehen koénnte. Mdglicherweise kommt dieser neu beschriebenen
Subpopulation von T-Zellen damit nicht nur in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen und in der Transplantations-immunologie eine
entscheidende Rolle zu. T.eg spielen hypothetisch auch bei der Auseinandersetzung
mit einer Reihe von Antigenen, die Uber Inhalation oder Ingestion aufgenommen
werden eine entscheidende Rolle, indem sie eine chronische Aktivierung des

Immunsystems mit entsprechender Entziindungsreaktion regulieren.
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1.6 Fragestellung
Auf dem Hintergrund der oben dargestellten Arbeiten ergeben sich folgende
Fragestellungen flr diese Arbeit:
1) Lassen sich CD4"/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut isolieren?
2) Welche Methode eignet sich hierbei am besten?
3) Welchen Anteil haben CD4%/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut?
4) Proliferieren CD4%/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut nach Stimulation mit
allergenspezifischen bzw. allergenunspezifischen Stimuli? Unterscheiden sich
CD4*/CD25" T-Zellen hierbei von mononuklearen Zellen?

5) Welche Zytokine produzieren CD4*/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut?
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2. Methoden

2.1 Rekrutierung der Probandenpopulation

Die Rekrutierung der Studienpopulation erfolgte tber die geburtshilflichen Kliniken in

Freiburg. Die Eltern wurden Uber die Freiwilligkeit der Teilnahme informiert und um

ihre Bereitschaft zur Teilnahme an der Untersuchung und an den Blutenthahmen

gebeten. Fir die vorliegende Untersuchung lag ein positives Ethikvotum der

Universitatsklinik Freiburg vor.

Zur Aufnahme der Familie in die Untersuchung sollten folgende Kriterien erfillt sein:

e Bereitschaft von Vater und Mutter zur Durchfihrung der Blutentnahmen.

e Vorliegende Einverstédndniserklarung zur Gewinnung und Verarbeitung der
Nabelschnurblutprobe.

e Unkomplizierte Schwangerschaft und unkomplizierte termingerechte Geburt.

Da eine homogene Population von gesunden Neonaten rekrutiert werden sollte,
wurden folgende AusschluBkriterien vor Studienbeginn definiert, die potentiell die T-

Zell-Reaktivitat beeinflussen:

e Frihgeborene vor Vollendung der 37. Gestationswoche, Neugeborene mit
niedrigem Geburtsgewicht (< 25009) (Steinborn 1999)

e Kinder mit Neugeboreneninfektionen, Beatmungspflichtigkeit, Stoffwechsel-
stérungen und schweren Organfehlbildungen (z.B. Herzfehler,
Spaltfehlbildungen), Chromosomenaberrationen (Berner 1998, Coalson 1999,

Steinborn 1999).
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e mitterliche Erkrankung wéahrend der Schwangerschaft (Gestosen, Eklampsie,
Infektionen) (Gratacos 1998)

e Z.n. Sterilitatsbehandlung oder Hormonbehandlung (Piccinni 1996)

e chronische Grunderkrankung der Mutter (Autoimmunerkrankungen wie z.B.
Diabetes mellitus, Vaskulitiden, Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis, M. Crohn, Colitis ulcerosa etc.) (Niessner 1995), Neoplasien
(Economou 1988), chronische Entzindungen (u.a. HIV (Dallalio 1999),
chronische Hepatitis (Bertoletti 1997), etc.)

e Alkoholabusus (Cao 1998)

e Einnahme von Corticoiden wahrend der Schwangerschaft (Kavelaars 1999).

2.2 Gewinnung von Nabelschnurblut

Wir entnehmen das Nabelschnurblut aus der Placenta maximal 30 Minuten nach der
Geburt. Das Abnahme System besteht aus einem Blutbeutel (150 ml Abnahmebeutel
mit 30 ml NaCl), der durch ein Schlauchsystem mit einer Nadel verbunden ist. Zur
Heparinisierung spritzen wir vor der NSB-Entnahme 2 ml Canusal®(steriles Natrium-
Heparin; 100 IE/ml; CP Pharmaceuticals Ltd Wrexham, UK) in Beutel und
Schlauchsystem herein. Die NabelschnurgeféaBe werden steril punktiert. Durch den
Hbéhenunterschied von der in einem Abnahmegestell befindlichen Plazenta und den
Entnahmebeuteln wird ein Gefélle aufgebaut. Es konnten auf diese Weise minimal

30 bis maximal 70 ml Placentarestblut gewonnen werden.

2.3 Isolation von mononuklaren Zellen tUber Dichtezentrifugation
Die Isolierung von Zellen ist der erste Schritt, um Untersuchungen zur Zellfunktion
durchfihren zu kdnnen. Eine effiziente Art zur Separation von Blutzellen ist die

Zelltrennung mittels Dichtezentrifugation. Bei der Dichtezentrifugation werden die
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Zellen wahrend der Zentrifugation in dem Dichtebereich stabilisiert, der ihrer eigenen
Dichte entspricht. Als wassrige Lésungen mit erhdhter Dichte kdnnen
Saccharoselésungen dienen. Die Dichte der in Frage kommenden mononuklearen
Zellen, d.h. vorwiegend von Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten variiert in
Abhangigkeit von der Species, der Organherkunft, dem Differenzierungs- und
Aktivierungsgrad zwischen 1.04 und 1.14 g/ml. Das menschliche Plasma hat eine
Dichte von etwa 1.03 g/ml. Die mononukledren Zellen stabilisieren sich unter
Anwendung eines entsprechenden Gradienten bei etwa folgenden Dichten:

Monozyten und Lymphozyten ~ 1.08 g/ml

Neutrophile ~ 1.12 g/ml

Neutrophile und Eosinophile ~ 1.13 g/ml

Eosinophile ~ 1.14 g/ml
Um diese Zellen sauber voneinander zu trennen, ware die relativ aufwendige
Herstellung eines kontinuierlichen bzw. mehrfach gestuften Gradienten nétig. Um
lediglich Monozyten und Lymphozyten von den Ubrigen Blutzellen zu trennen, kann
ein einfacher, diskontinuierlicher, einstufiger Gradient verwendet werden: Die
Trennlésung wird auf der Basis von Ficoll hergestellt. Dies ist ein neutrales,
hochverzweigtes, hydrophiles Polymer aus
Saccharose mit einem Molekulargewicht von etwa 400 000 Dalton. Die
entsprechende Dichte, Osmolaritdt und der pH werden durch Zugabe von
Natriumdiatrizoat (C11H8I3N204Na) eingestellt. Fir die Isolation von Lymphozyten
aus Blut sind optimierte Trennlésungen mit der Dichte 1.077 g/ml kommerziell
erhéltlich. Diese Trennlésung wird sehr vorsichtig mit verdinntem, heparinisiertem
Blut Gberschichtet. Wé&hrend der Zentrifugation erfolgt die Auftrennung der
Zellpopulationen in diesem Gradienten. Wahrend die leichten Thrombozyten in der

Plasmaphase verbleiben, reichern sich die Lymphozyten und Monozyten in der
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weiBlich erscheinenden Phase zwischen Plasma und Ficoll (Interphase) an. Die
Granulozyten und Erythrozyten sedimentieren durch die Ficollschicht und bilden das
sogenannte Pellet ("Klimpchen" am GeféaBboden). Die Interphase kann mit Hilfe
einer Pipette vorsichtig abgezogen werden. Die Zellpopulation wird anschlieBend
noch 2 Mal mit PBS gewaschen, um Ficollreste abzutrennen.

Damit der Erfolg und die Ausbeute der Separation dokumentiert werden kénnen, wird
anschliessend eine Vitalfarbung mit Hilfe der Trypanblaumethode durchgefiihrt.
Trypanblau dringt durch die geschéadigte Zellmembran toter Zellen und farbt diese
selektiv an, wahrend die lebenden Zellen ungefarbt bleiben. Mit einer Zdhlkammer
nach Neubauer kann der Anteil lebender und toter Zellen ermittelt werden. Die
Zahlkammer weist 4 GroBquadrate mit einer Flache von 1 mm?2 auf, die in 16 kleinere
Quadrate eingeteilt sind. Das Deckglas liegt genau 0.1 mm Gber der Flache auf und
schlieBt so Uber einem GroBquadrat (GQ) ein Volumen von 0.1 mm?3 (= 0.1 pl) ein.
Um die Zellkonzentration pro ml (1000 pl) zu bestimmen, muB die in dem
GroBquadrat ermittelte Zellzahl mit 10* multipliziert werden. Die Verdiinnung durch
die Zugabe von Trypanblau oder andere Vorverdiinnungen missen ebenfalls
bertcksichtigt werden. Wurde die Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau verdiinnt (50 pl
Zellsuspension + 50 pl Trypanblau), wird die Zellkonzentration folgendermaBen

errechnet:

Mittelwert pro GQ x 10* x 2 = Zellen pro ml

Die Separation von mononukledren Zellen mit Hilfe der Gradientenzentrifugation
dient als Vorbereitung fir weitere Schritte, wie die Markierung der Lymphozyten mit
Antikérpern flr die weitere Reinigung der Zellfraktionen (z.B. mit Antikérpern an

magnetic beads).
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2.4 Separation der CD4*/CD25" T-Zellen

Im folgenden werden die unterschiedlichen Methoden beschrieben, die zur
Separation CD4"/CD25" Zellen angewandt wurden. Dabei wurde zunachst die CD4"
Zellpopulation nach den unten beschriebenen Verfahren isoliert, in einem zweiten
Schritt dann die CD25" Zellpopulation. In einigen Vorversuchen wurde diese
Reihenfolge umgekehrt, allerdings wurde hier eine derart schlechte Ausbeute und
Reinheit der CD4"/CD25" Zielpopulation erreicht, daB3 diese Herangehensweise nicht

weiter verfolgt wurde.

Isolierung der CD4"-Zellen mittels AutoMacs

Die gewonnenen mononukledren Zellen werden mit FITC-Anti-CD4-Antikérpern
markiert (fir 1 x 107 Zellen in 100 pl Puffer, 10 pl FITC-AK; Inkubation bei 2 — 8°C fir
20 Min). AnschlieBend erfolgt die Markierung mit Anti-FITC-MACS-Antikérper (10 pl
MACS-Antikdrper fiir 1 x 107 Zellen in 100 ul Puffer; Inkubation fiir 15 Min. bei 6° C).
Nach 2 Waschschritten werden die Zellen im AutoMacs sortiert. Dabei bleiben die
CD4"-Zellen in der Magnetsaule hangen und werden anschlieBend eluiert. Die
Magnete werden anschlieBend durch MACS-Release Reagent und MACS-Stop
Reagent entfernt. Daflr werden die positiv magnetisch markierten Zellen mit 20 pl
MACS MultiSort Release Reagent pro ml Zellsuspension fir 10 Min bei 6-12°C
inkubiert. Nach einem anschlieBenden Waschschritt wird die Reaktion mit 30 pl
MACS MultiSort Stop Reagent fiir 1x10” Zellen gestoppt. Die Zellen kénnen nun dem

zweiten Isolierungsschritt unterzogen werden.

Isolierung der CD25-Zellen mittels AutoMacs
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Die CD4"-Zellpopulation wird mit Anti-CD25-Microbeads (10 ul MACS-Antikdrper flr
1 x 107 Zellen in 100pl Puffer; Inkubation fiir 15 Min. bei 6°C) inkubiert. Nach 2
Waschschritten werden die Zellen im AutoMacs in Magnet-markierte CD25* und nicht

magnetische CD25"-Zellen sortiert.

Isolierung der CD4"-Zellen mittels HandMacs

Das Isolationsprinzip ist das gleiche. Die nicht CD4%-Zellen (B-Zellen, Monocyten,
NK-Zellen, Zytotoxische T-Zellen, dendritische Zellen, Erythrozyten-Vorlauferzellen,
Thrombozyten und basophile Granulozyten) werden durch einen Hapten-
konjugierten Antikérper-Cocktail (CD8, CD11b, CD16, CD19, CD36, und CD56)
markiert. AnschlieBend werden die markierten Zellen an einen Magnet-markierten
monoklonalen Anti-Haptenantikbrper gekoppelt und im magnetischen Feld einer
magnetischen Zell-Isolationssaule (LS MACS-column) zurlickgehalten, wahrend die
nicht magnetmarkierten CD4"-Zellen durchflieBen und fiir weitere Experimente
verwendet werden kénnen.

Im folgenden soll das genaue Protokoll beschrieben werden:

Alle Angaben gelten fiir eine Zellzahl von 1x10” Zellen.

Es werden bendtigt:

20 pl Hapten Antibody-Cocktail (MACS CD4" T Cell Isolation Kit, human, Order

No. 130-053-101, Miltenyi Biotec)

e 20ul Anti-Hapten Microbeads (MACS CD4" T Cell Isolation Kit, human, Order No.
130-053-101, Miltenyi Biotec)

e Puffer (PBS + 0,5%FCS + 5mM EDTA; pH 7,2)

e Magnetic separator MiniMACS, LS Separation Columns (MACS, Miltenyi Biotec)
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Die Uber Dichtezentrifugation isolierten mononuklaren Zellen werden zunachst mit
Puffer gewaschen. Es folgt die Markierung mit dem Hapten Antikérper-Cocktail: das
Zellpellet wird in 80 ul Puffer + 20 ul Hapten AK-Cocktail aufgelést, gut gemischt und
fir 10 Minuten bei 6 bis 12°C inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend zwei Mal mit
Puffer gewaschen und zentrifugiert (Zentrifugeneinstellung: 8 Min, 1300rpm, 4°C).
Nun erfolgt die Markierung mit Anti-Hapten-Microbeads. Die Zellen werden in 80 pl
Puffer und 20 pl Anti-Hapten-Microbeads aufgenommen. Die Inkubationszeit betragt
15 Minuten bei 6 bis 12°C. Es folgt ein Waschschritt mit Zentrifugation. Nachdem der
Uberstand dekantiert wurde werden die Zellen in 500 pl Puffer aufgenommen und
durch die MACS-column gegeben.

Die magnetische Séaule und der Praseparationsfilter missen vorher adaquat
prapariert werden durch Spilen mit 3 ml Puffer.

Die Zellsuspension wird nun Uber die Saule gegeben. AnschlieBend sollte mit 3 x 3
ml Puffer nachgespult werden. Dann wird die Saule aus dem Magnetfeld genommen
und die CD4  Zellen kdnnen elektiv mit 3,5 ml Puffer eluiert werden. Die Zellen
werden zentrifugiert, in Medium aufgenommen und die Zellzahl wird unter dem
Mikroskop, wie oben beschrieben, bestimmt.

Die Reinheit der Zellen kann mittels FACS-Analyse ermittelt und flr weitere

Experimente und Untersuchungen verwendet werden.

Isolierung der CD25"-Zellen mittels HandMACS

Hier werden die CD25%-Zellen mit einem Magnet-gekoppelten CD25-Antikérper
(CD25 Microbeads) markiert und anschlieBend Uber eine magnetische Sé&ule
gegeben. Das ausfuhrliche Protokoll sieht wie folgt aus:

Bendtigte Materialien:

e 20 ul CD25-Microbeads (Order No. 130-090-445, MACS, Miltenyi Biotec)
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e Puffer (PBS + 0,5%FCS + 5mM EDTA; pH 7,2)

e Magnetic separator MiniMACS, MS Separation Columns (MACS, Miltenyi Biotec)
e Diese Angaben sind fiir 1 x 10" CD4*-Zellen giiltig

Die isolierten CD4"-Zellen werden in 80 pl Puffer und 20 ul CD25 Microbeads fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend ein Mal gewaschen und
zentrifugiert und in 500 pl Puffer aufgenommen. Wie oben bereits beschrieben
werden die Zellen Uber die magnetische Saule gegeben. Wahrend die markierten
CD25%-Zellen im Magnetfeld héangen bleiben, flieBen die CD25- Zellen durch die
Saule durch.

Die Zellen werden mikroskopisch gez&hlt und Uber FACS-Analyse wird die Reinheit

bestimmt.

Isolierung der CD4*-Zellen mittels Dynabeads®

Eine weitere Mdoglichkeit der CD4-Zellisolierung besteht in der Depletion oder
negativen Selektion aller nicht CD4*-T-Helferzellen. Diese Zellpopulation, die kein
CD4 exprimiert umfasst zytotoxische T-Zellen, Monozyten, Granulozyten, B-
Lymphozyten, = Thrombozyten, Erythrozyten-Vorlauferzellen und  Natlrliche
Killlerzellen. Dabei werden diese durch einen Antikérper-Cocktail (auch Antibody-Mix
bestehend aus: CD8, CD11b, CD16, CD19, CD36, HLA DR und CD56 oder CD14,
CD56 , CD8 und CD19 mit optionalem CD45RA micro-Antibody), markiert. Diese
Antikérper werden wiederum mit Magneten (Dynabeads®) markiert. Die Zellen
werden anschlieBend in ein magnetisches Feld (Dynal MPC®) gestellt. Die
unmagnetischen Zellen bleiben in Lésung und werden eluiert, wahrend die

magnetmarkierten Zellen an die Magnet-nahe Wand des Réhrchens wandern.

Folgende Beschreibung gilt fiir eine Menge von 1x10” mononukleére Zellen.
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Es werden bendtigt:

100 ul Dynabead® (CD4 Negative Isolation Kit, Prod.No.: 113.17 from Dynal

Biotech ASA, Oslo, Norway)

20 pl Antibodymix® (CD4 Negative Isolation Kit, Prod.No.: 113.17 from Dynal

Biotech ASA, Oslo, Norway)

20 ul FCS

Puffer (PBS + 0,1% FCS); (PBS Dubelcco’s, GIBCO™)

Dynal MPC®- 1 (Dynal®, Oslo, Norway)

Zunachst werden die magnetischen Antikérper (,magnetic beads®) gewaschen, d.h.
das Reagenzrohrchen wird mit Puffer aufgefillt und in einen Magneten gestellt. Die
,beads® wandern zur magnetischen Seite und der Uberstand kann vorsichtig
abgenommen werden. Die magnetischen Antikérper werden anschlieBend in 100 pl
Puffer aufgenommen. 1 x 10’ mononukleére Zellen werden dann ebenfalls in 100 pl
Puffer aufgenommen und mit 20 pul FCS und 20 pl Antibodymix fir 10 Minuten bei 4°
Celsius inkubiert. Nach dem anschlieBenden Waschschritt mit Puffer wird das gut
resuspendierte Zellpellet in 0,9 ml Puffer aufgenommen. Die Hélfte der magnetischen
Antikérper (magnetic beads) (50 ul) wird dazu gegeben (das gesamte Volumen fir 1
x 107 Zellen + magnetic beads soll 1 ml betragen). Nun werden Zellen und
magnetische Antikérper fir 15 Minuten auf einem Rolator bei 20°C inkubiert.
AnschlieBend wird das Reagenzréhrchen in den Magneten gestellt und die mit
magnetischen Antikérper markierten Zellen wandern automatisch zu der
magnetischen Seite des Reagenzréhrchen. Der Uberstand wird vorsichtig abgezogen
und in ein neues steriles Reagenzréhrchen Uberfihrt. Die restlichen magnetischen

Antikdrper werden zugegeben und die Prozedur wird wiederholt.
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Der abgezogene Uberstand enthalt die CD4*-Zellen. Die Reinheit dieser Zellen kann
mittels FACS-Analyse ermittelt werden und die Zellen werden fiir weitere spezifische

Isolationsschritte oder Kulturansatze verwendet.

Isolierung der CD25"-Zellen mittels Dynabeads®

Analog zur negativen Zellisolierung bei der CD4*-Zellisolation mittels Dynabeads®,
werden die Zellen mit CD25-Dynabeads® markiert und in ein starkes Magnetfeld
(Dynal MPC®) gestellt. Die markierten Zellen wandern zur magnetischen Seite
wahrend alle nicht markierten Zellen in Lésung bleiben. Der Uberstand wird
vorsichtig mit einer Pipette entfernt um die mit Magneten markierten Zellen nicht
aufzuwirbeln. Die Zellen werden anschlieBend gewaschen und erneut in den
Magneten gestellt. Zum SchluB werden sie in 100 pl Medium (UCC) pro 1 x 10’
Zellen resuspendiert.

Den resuspendierten Zellen wird nun 10 pl / 1 x 107 eingesetzten CD25-Dynabeads®

DETACHaBEAD® (DETACHaBEAD® CD4/CD8, Prod.No. 125.04, Dynal Biotec,
Oslo, Norway) dazu gegeben. Die Inkubation erfolgt bei leichtem Schitteln und
Drehen fir 45 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur. Die markierten Zellen werden
erneut in ein Magnetfeld gestellt. Erneut wandern die mit magnetischen Antikérpern
markierten Zellen zur Magnetwand. Aber diesmal ohne die CD25"-Zellen, denn diese
wurden durch die DETACHaBEAD von den Magneten gelést. Der Uberstand wird
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und die Zellen werden 2 Mal mit Medium
gewaschen.

Zuletzt erfolgt die Zellzahlung, die FACS-Analyse zur Bestimmung der Reinheit und

anschlieBend werden die Zellen fir funktionelle Tests eingesetzt.
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2.5 Proliferationsassay

Die CD4%/CD25" und CBMC Zellen werden in unterschiedlichen Verhaltnissen zu
einander eingesetzt. Fur die Proliferationsmessung werden die Zellen mit 50 000 und
25 000 Zellen pro Well in einer 96 Wellplatte, in 3-facher Ausfiihrung in Kultur
gesetzt. Die Zellen werden mit 20 U/Well Interleukin 2 (IL-2) stimuliert und reine
Zellsuspension dient als Negativkontrolle. Die optimale Inkubationsdauer betragt 7
Tage bei 37°C und 5% CO, / 95% O, (Kopp 2000).

Nach 7 Tagen Inkubation wird den Zellen 0,4 pCi / Well (entspricht 0,4 pl der
Stockldésung in einer Verdinnung von 1:50) steriles radioaktivmarkiertes Thymidin
(*H-Thymidin) zugegeben und erneut fiir 16 h bei 37°C und 5% CO / 95% O»
inkubiert. Beabsichtigt wird hiermit der Einbau von *H-Thymidin in das Erbmaterial
der sich vermehrenden Zellen. Die anschlieBend gemessene Radioaktivitat ist
proportional zur Zellvermehrung. Nach 16 h Inkubation werden die Zellen entweder
direkt geerntet oder bei —20° C tiefgefroren um den Einbau von radioaktivem Material
in die Zellen zu stoppen. Das Ernten (,harvesten®) der Zellen erfolgte dann nach
Auftauen der Zellen.

Hierzu stand das Cell Harvester System zur Verfligung, bei dem mittels einer
Unterdruck-Saugvorrichtung und destilliertem Wasser der Inhalt der je 96 wells auf
einen ebenfalls 96-well groBen Filter gebracht werden kann. Die Zell-Kultur-Platten
wurden einen Tag vorher zum Auftauen aus dem Gefrierschrank genommen und das
Harvester System zu Beginn grindlich durchgespult. AnschlieBend wurden die

Filterplatten vor der Messung tber Nacht getrocknet.

Um die optimale Strahlungsdetektion zu gewéhrleisten, mussten die Filterplatten mit
der fur den B-Counter vorgesehenen Szintillationsflissigkeit flr getrocknete Filter - in
diesem Fall Mikroszint O - betropft werden. Dazu wurde zunachst der Plattenboden

mit einem daflr vorgesehenem Klebepapier abgedichtet, um ein Versickern der
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Flussigkeit zu verhindern. Nachdem in jedes well 20 pl der Szintillationsfllssigkeit
pipettiert worden waren, wurde schlieBlich auch die Filteroberflache mit einem
durchsichtigem Klebefilm versehen. Nun konnten die Filter durch den B-Counter
geschickt und dessen Ergebnisse ausgedruckt werden. Fir die weitere Datenanalyse
wurden jeweils Mittelwerte der erhaltenen Counts pro Minute (cpm) aus den drei

Stimulationsansétzen errechnet.

Der Stimulationsindex (SI) wird aus der Ratio spezifisch stimulierter und
unstimulierter Zellen errechnet (SI = cpm stimulierter Zellen / cpm unstimulierter
Zellen). Ein Sl > 2 wird allgemein definiert als eine positive Proliferationsantwort auf

einen Stimulus (Kopp 2000).

2.6 Kulturansatze zur Quantifizierung von Zytokinen mittels ELISA

Isolierte CD4"CD25" und CBMC wurden fiir die Stimulationsansatze im Verhaltniss
1:1 und 1:4 eingesetzt. Die Zellsuspensionen werden in einer 96 Wellplatte mit 100
000 Zellen / well in 2-facher Ausfihrung mit Phythamagglutinin (PHA, 4 pg/well) als
unspezifisches Mitogen und Betalactoglobulin (BLG, 5 pg/well) als allergen-

spezifischer Stimulus und Medium alleine als Negativkontrolle stimuliert.

Die Uberstande (120 — 150 ml) werden nach 48 h bei Stimulation mit PHA und nach
5 Tagen bei Stimulation mit BLG abgezogen und zunachst eingefroren. Spater
werden unterschiedliche Zytokine (IL-10, TGF-B, IL-13, IFN-y) mittels ELISA
bestimmt.

Der ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) wird in der Regel angewendet
um einen Stoff (im ng/ml- oder pg/ml-Bereich) quantitativ in einer Lésung (z.B.

Serum, Urin oder Kultur-Uberstande) zu bestimmen. Wir interessierten uns fir die
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Konzentration folgender Zytokine in den Uberstanden der stimulierten Zellen: IL-10,
IL-13, TGF-B und Interferon-gamma (IFN-y).

Bendtigte Materialien:

Eine ELISA 96 well Platte (mit Flachem Boden)

~capture Antibody“ (Anti-humane monoklonale Antikdrper)

,Detection Antibody” (biotinylierte anti-humane monoklonale Antikdrper)

e Enzym Reagent (,Avidine horseradish peroxidase conjugate®)

e Standards (der zu bestimmende Stoff, rekombinant human, in bekannten
Konzentrationen)

e Coating buffer (0,1 M Carbonate, pH 9,5, 8,409 NaHCO3, 3,56 g Na>COs)

e Assay Diluent (PBS mit 10% FCS, pH 7,0)

e Wasch Puffer (PBS mit 0,05% Tween-20)

e Substratlésung (Tetramethylbenzidine = TMB und Hydrogen Peroxide)

Zunéachst werden die Lécher der ELISA-Platte, mit je 100 ul Capture Antibody (in

Coating Buffer verdiinnt) beschichtet. Die Platte wird Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nachdem die unfixierten Antikdrper heraus gewaschen worden sind werden die

freien Bindungsrdume mit Assay Diluent blockiert (Inkubation mit 100 ul Assay

diluent pro well fiir 1 h bei Raumtemperatur). Die Platte wird erneut gewaschen.

Jetzt werden die Standards und Proben zugegeben, 100 ul /well. Bei zu hohen

Konzentrationen sollten die Proben mit Assay diluent verdiinnt werden. Die Platte

wird erneut Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Als nachstes wird die Platte drei mal gewaschen um die nicht gebundenen Anteile

des zu messenden Stoffes heraus zu waschen. Es folgt die Markierung des bereits

gebundenen zumessenden Stoffes mit einem Enzym-gebundenen Antikérper

(Detection Antikérper + Enzym Reagent, 100 pl/well, fir 1 h bei Raumtemperatur).

Nach einem letzten Waschsritt wird 100 pl Substrat pro Well zugegeben, es erfolgt
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eine Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Das Substrat wird
vom Enzym gespalten und &ndert dadurch seine Farbe. Die Substratspaltung wird
nach 30 Minuten durch Zugabe der Stop-Lésung unterbrochen.

Als letzter Schritt wird die Absorption bei 450 nm Wellenlange gemessen. Je gréBer
die Absorption, desto mehr Substrat wurde vom gebundenen Enzym gespalten,
desto mehr zu messenden Stoff befindet sich in der Lésung.

Um die genaue Stoffkonzentration zu bestimmen werden die Absorptionswerte der
bekannten Standardkonzentrationen zu einer Standardkurve zusammengefiigt. Aus
den neu bestimmten Absorptionen wird die korrespondierende Stoffkonzentration

durch Vergleich mit der Standardkurve bestimmt.

2.7 Durchflusszytometrie
In einem Durchflusszytometer wird eine Zellsuspension durch einen Laserstrahl der
Wellenlange 488 nm gefihrt. Die Zellen reflektieren in Abhangigkeit vom Zelltyp, den
ausgesandten Laserstrahl mit unterschiedlicher Deviation und Wellenlange zurtick.
Diese Veranderungen werden von speziellen Detektoren gemessen. Auf diese Weise
kédnnen mehrere Parameter einer Zelle erfasst werden:
- Die GrdBe der Zelle, gemessen entlang der Achse des
einfallenden Lichtes (Vorwartsstreulicht = Kanal FSC)
- Die relative Granularitat oder innere Komplexitat der Zelle;
hier werden Lichtbrechung und Reflexion in einem 90°
Winkel zum einfallenden Licht gemessen (
Seitwartsstreulicht = Kanal SSC)
- Die spezifische Fluoreszenz und die relative

Fluoreszenzintensitat, nachdem die Zelle mit



28

unterschiedlichen Fluorochromen markiert wurde (Kanal
FL1, 2, 3).
Diese optischen Signale werden anschlieBend in elektronische Signale
umgewandelt, digitalisiert und dem Computer zur Analyse Ubermittelt.
Fluorochrome
Zur Fluoreszenzmessung werden die Zellen mit Fluorochromen markiert. Diese
absorbieren die Energie des einfallenden Laserlichtes (= absorbiertes Licht; A0), die
als Schwingungsenergie und Warme wieder frei gelassen wird. Es entsteht ein
Lichtstrahl mit einer geringeren Energie (= emittiertes Licht mit gréBerer Wellenlange;
A > AO).
Jedes Fluorochrom hat sein Absorptionsspekirum (Wellenldngenspektrum des
einfallenden Lichtes, das absorbiert werden kann) und sein Emissionsspektrum
(Wellenlangenspekirum der emittierten Lichtstrahlen). Die gebrauchlichsten
Fluorochrome sind:

e Fluorescein isothiocyanat (FITC): Molekular Gewicht = 389 Daltons;
Absorptionsmaximum bei 495 nm; Einfallendes Licht von einer Wellenlange
von 488 nm fihrt zu einer maximalen Fluoreszenz-Emission um 520 nm.

e Phycoerythrin (PE): Molecular Gewicht = 240 kDa; Absorptionsmaximum bei
564 nm;

e Peridin Chlorophyll Protein (PerCP): Molekular Gewicht = 35 kDa;
Einfallendes Licht von 488 nm Wellenlange fiihrt zu einer maximalen
Fluoreszenz-Emission um 490 nm.

e PerCP-Cy 5.5: Combination von PerCP mit einem Cyanine dye (Cy5.5).
Absorptions-Maximum bei 490 nm; Einfallendes Licht von 488 nm

Wellenlange flihrt zu einer maximalen Fluoreszenz-Emission von 694 nm.
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PerCP transferiert die Fluoreszenz-Energie auf das Cyanine-Molekil, welches
mit einer héheren Wellenlange fluoresziert.
In unseren Untersuchungen wurden die Farbstoffe FITC und PE verwendet. Die
Zellen, die mit 3 Farben gefarbt werden sollten, wurden zunéchst mit einem
spezifischen biotinylierten Antikérper markiert und anschlieBend mit Cy-Chrom-

markiertem Streptavidin inkubiert. (BD Cy-Chrom = PE-Cy5).

Zelltdrbungen

Die zu analysierenden Oberflachenmarker (CD4, CD25, CD3, HLA DR, CD45R0) der
Zellen werden mit den unterschiedlichen Fluorochromen markiert.

Insgesamt werden pro Farbung 100 000 Zellen eingesetzt. Zunachst werden 5 pl
CD4-Biotin und 5 pl Mouse-lgG1-Biotin als Kontrolle zugegeben. Nach sorgféltigem
Mischen werden die Zellen bei 4 bis 6°C im dunkeln fur 15 bis 20 Minuten inkubiert.
Es folgt ein Waschritt mit PBS mit anschlieBender Zentrifugation
(Zentrifugeneinstellung: 1300 rpm, 4°C, 6 Min.). AnschlieBend wird zun&chst 2 pl
Streptavidin (Cy-Chrom) in alle Réhrchen mit Biotin gefarbten Zellen zugegeben.
Dann werden die Zellen mit den restlichen Fluorochromen markiert: 10 ul PE (CDS,
HLA DR, CD45R0); 10 ul CD25-FITC. Erneut werden die Zellen fir 15 bis 20 Min. bei
4 bis 6° C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend erneutes Waschen und Zentrifugation.
Nun kénnen die Zellen im DurchfluBzytometer auf GréBe, Granularitat und
Fluoreszenz durch Fluorochrom-markierte Oberflachenmarker untersucht werden.
Die durchfluBzytometrische Untersuchung wurde mit einem FACSCalibur™-
DurchfluBzytometer (BD) durchgefiihrt. Das Programm BD CellQuest™ Pro wurde

zur Messung und Analyse der Daten verwendet.
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2.8. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des SAS-Programmes vorgenommen.
Statistische Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des Wilcoxon-

Testes berechnet und der p-Wert angegeben.
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3. Ergebnisse

Es wurden insgesamt Nabelschnurblutproben von 42 Neonaten fir die
unterschiedlichen Experimente gewonnen. Dabei galt es zunachst zu zeigen, ob sich
CD4*/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut isolieren lassen und welche Methode sich
hierbei am besten eignen. Nach diesen umfangreichen methodischen Experimenten
sollten darlber hinaus CD4%/CD25" T-Zellen im Nabelschnurblut funktionell und

phanotypisch charakterisiert werden.

3.1 Isolation CD4*/CD25" T-Zellen: Reinheit, Ausbeute

Im ersten Teil der durchgefihrten Experimente wurden unterschiedliche Verfahren
der Zellseparation angewandt, um dabei Ausbeute und Reinheit der regulatorischen
T-Zellen zu vergleichen. Die verschiedenen labortechnischen Herangehensweisen
wurden im Methodenkapitel geschildert.

Die ermittelten Zellzahlen der Uber Ficoll-Separation isolierten mononuklearen Zellen
aus den Nabelschnurblutproben (CBMC), der durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil
der CD4" Zellen und der CD4*/CD25" Zellen sowie die Zellzahlen und Reinheit der
Jregulatorischen* (CD47/CD25") T-Zellen sind in Abbildung 3.1.1. bis 3.1.9
angegeben. Die real isolierte Anzahl der CD4"/CD25" Zellen wurde mit dem
durchflusszytometrisch ermittelten initialen Anteil der CD4/CD25" Zellen in der
CBMC-Probe verglichen. Als ,Ausbeute” wird der Anteil der real isolierten
CD4%/CD25" an der durchflusszytometrisch quantifizierten Gesamtzahl der
CD47/CD25" Zellen, ausgedriickt in Prozent, definiert.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Anteil der CD4*CD25" ,regulatorischen” T-
Zellen im Nabelschnurblut bei gesunden Neugeborenen im Median 4.6 % (Range

1.5 — 9.8%) betragt.
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Es zeigt sich, daB bei der Anreicherung der CD4*/CD25" Zellen insgesamt ein hoher
Zellzahlverlust hinzunehmen war. Die im Median hdchste Ausbeute wurde nach
Isolation der CD4*-T-Zellen Gber AutoMacs und anschlieBender Isolation der CD25"
mittels ,Dynal-System® erreicht, sie lag bei 20,7%. Die zweitbeste Ausbeute wurde
erreicht, wenn beide Anreicherungsschritte mit Hand-Macs durchgefihrt wurden
(Ausbeute: 14,9 %). Es folgen die Isolation mittels Dynabeads (fiir die CD4") und
Hand-Macs (fir die CD25") mit einer Gesamtausbeute von 11 % und die doppelte
Anreicherung mittels AutoMacs in der Reihenfolge CD25/CD4 (Ausbeute: 8,4 %). Die
Ausbeute war nach doppelter Anreicherung mittels AutoMacs in der Reihenfolge
CD4%/CD25" mit 5 % am niedrigsten.

Der Verlust an CD4"CD25" Zellen ist bei allen Isolierungsmethoden beim ersten
Anreicherungsschritt (Isolierung der CD4" Zellen) hoher als beim zweiten
Anreicherungsschritt (Isolierung der CD4*/CD25" Zellen).

Beim ersten Anreicherungsschritt zeigt die Isolierung der CD4"-Zellen mittels
Dynabeads mit im Mittel 69,4 % die héchste Ausbeute gefolgt von der Anreicherung
Uber HandMACS (Ausbeute: 46,4 %). Die niedrigste Ausbeute wird nach Isolierung
der CD4"-Zellen lber AutoMacs erreicht: Ausbeute 14,3 %.

Bei dem zweiten Anreicherungsschritt zeigt die Methode der Isolierung der CD25"
Zellen aus der CD4" Zellpopulation mittels AutoMacs mit im Mittel 44,5 % eine
héhere Ausbeutungsrate als die Anreicherung mittels HandMACS (mitttlere
Ausbeute: 38,2 %). In der Tabelle 3.1. ist die Zellausbeute der unterschiedlichen

Methoden im einzelnen dargestellt.

Neben der Ausbeute der CD47/CD25" T-Zellen stellt die Reinheit der isolierten
Population ein wichtiges Qualitatskriterium fir die weiteren Untersuchungsschritte

dar. Bei der Isolation von CD4" Zellen mittels Dynabeads wurde eine Reinheit von 96
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% erzielt (Abbildung 3.1.1. und 3.1.3). Bei der Isolation von CD4" Zellen mittels
Hand-Macs wurde eine Reinheit von 92.7 % erzielt (Abbildung 3.1.5).

Nach dem zweiten Anreicherungsschritt lag die Reinheit der CD4*/CD25" Zellen im
Median knapp Uber 70%. Die hdéchste Reinheit konnte mit dem AutoMacs erzielt

werden (Median 82%, Range 33 — 96%). Allerdings lag hier die Zellausbeute bei

lediglich 5%.

CD25 Auto/ | CD4 Auto/ | CD4 Dynal/ | CD4 Dynal/ | CD4 Hand/
CD4 Auto CD25 Auto | CD25 Auto | CD25 Hand | CD25 Hand
1. Anreicherungs- 14,3 % 76,6 % 62,3 % 46,4 %
schritt (CD4")
2. Anreicherungs- 34,4 % 53,7 % 41,4 % 34,9 %
schritt (CD25%)
Gesamtausbeute 8.4 % 5,0 % 20,7 % 11,0 % 14,9 %
der CD4*CD25"-
Zellen

Tabelle 3.1: Medianwerte der Ausbeute der einzelnen Isolierungsschritte und

Gesamtausbeute der CD4*/D25" Zellen in den unterschiedlichen

Anreicherungsmethoden.

Bei der Isolierung in der Reihenfolge CD4%/D25" mittels AutoMacs wurden keine

reinen CD4" Zellen isoliert. Daher ist bei dieser Methode die Gesamtausbeute

dargestellt.
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Methode: CD4+-Isolierung mittels Dynal-System / CD25+-Isolierung mittels Automacs

O CBMC
2 " o Zellzahl 9,7 x 107
0 o o) (1,7-10,4 x 10"
O o OO 0
OpoO o|°© o Anteil an CD4+ an 39,6 %
o 0o 00 [° 0¢g Gesamtzellzahl in % | (30,5 —59,0)
000 5 [ O] o ©p25] Absolute Zelizah 3,12x 107
o 0C,loo + CD4+ (0,71 — 6,14 x 107)
0 OlO0 o0
5 0 oo © Anteil CD4+CD25+ an | 4,4 %
0 O O O O Gesamtzellzahl in % (1,5-9,8)
o 0 o O o O
o Absolute Zellzahl 0,55 x 107
© CD4+CD25+ (0,04 - 0,93 x 107)
CD4+
o)
Zellzahl 2,1x10’
5 (1,7-4,0x 107
o .O Cbh4+ O
© 6 o000 Reinheit der CD4+ % | 96,1 %
Oo0 R ® (87,1 —98,7)
0O 0 00 YO 0g
00 Absolute Zellzahl 1,98 x 107
O O] cD25+ |o CD4+ (0,36 — 2,83 x 107)
o © Og5loo ©
O o0 o° ol Anteil CD4+CD25+ an | 8,1 %
0 0 ool—0sp . CD4+in % (2,4 —12,1)
o)
O 0 o © Absolute Zellzahl 1,80 x 10°
CD4+CD25+ (0,34 — 3,57 x 10°)

Ausbeute CD4+ (kalkuliert aus dem Mittels FACS ermittelten anteil der CD4+
Zellen der CBMC): 76,6 %

Abbildung 3.1.1: A) Zellzahlen der mittels Ficoll-Separation isolierten mononukleéren Zellen
aus den Nabelschnurblutproben (CBMC) und der durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil der
CD4+ Zellen sowie der CD4+CD25+ Zellen (oben). B) Im unteren Teil der Abbildung ist die
Zellzahl und Reinheit der isolierten CD4+ Zellen angegeben sowie der im FACS ermittelte
Anteil der CD4+CD25+ Zellen. Die anzahl der Versuche betrug n=6
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e CD4+CD25-
Zellzahl 1,6 x 107
. e 0084““ o © (0.2-23x107)
o 0
0pgo0 90 00 o Anteil an CD4+CD25- | 91,7 %
0O 0 00 © o0g in % (49,8 — 96,7)
000 o ©[ cps- Absolute Zellzahl 152 x 107
o C~sloQ CD4CD25- (0,21 — 2,00 x 10")
O A (8
5 0 6o Anteil CD4+CD25+ 2,3%
O o ©O
O 0
Absolute Zellzahl 0,32 x 10°
CD4+CD25+ (0,05 - 0,57 x 10°)
CD4+ CD4+CD25
O oo Zellzahl 0,98 x 10° 6
0,44 — 2,40 x 10
o o ° 04 ( )
@) 0 Reinheit der 77,4 %
CD25+™ CD4+CD25 in % (45,1 — 87,8)
0 00O
O] g00%50° Absolute Zellzahl 0,8 x 10°
CD4+CD25+ (0,20 — 1,78 x 10°)
0

Ausbeute CD4+CD25+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der
CD4+CD25+ Zellen der CBMC): 20,7 %

Abbildung 3.1.2: A) Zellzahlen und Reinheit der ,Negativfraktion* (CD4+CD25- T-Zellen; oben)

B) Sowie Zellzahlen und Reinheit der ,regulatorischen“ (CD4+CD25+ T-Zellen (unten). Die

Anzahl der Versuche betrug n=6

Automacs
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Methode: CD4+-Isolierung mittels Dynal-System / CD25+-Isolierung mittels Handmacs

o CBMC
o Zellzahl 7x 10’
o CPD4+ o © (1,2—15x 10"
O 0.0 0
0p0 90|90 Anteil an CD4+ an 45,7 %
0 0 00 |00 O Gesamtzellzahlin % | (12,6 —68,1)
090 o[ of o cb25| Absolute Zellzahl 2,74 x 107
oOO 00 + CD4+ (0,73 -7,35x 10)
© o olo o
@) o O Anteil CD4+CD25+ 4,4 %
o O o % 00 o o an Gesamtzellzahlin | (1,5—8,6)
O O O o/
O Absolute Zellzahl 0,26 x 10’
o O CD4+CD25+ (0,09 — 0,76 x 107)
o CD4+
Zellzahl 1,1 x 10" ,
o CPD4+ o O (1,2—-15,0 x 107
O O O O O . . H 0, o,
000 O o O O Reinheit CD4+ in % 96,4 %
0 0 o0 ©o0pP° (82,7 —99,2)
oX©) Absolute Zellzahl 9,66 x 10°
o o) :
00 ()%925+ CD4+ (2,46 — 55,90 x 10°)
© o 0.0 |o .
0070 Anteil CD4+CD25+ 7.8 %
o O poO =7 o an Gesamtzellzahl in | (2,4 —12,1)
O O O O o/
O Absolute Zellzahl 0,69 x 10°

CD4+CD25+

(0,16 — 4,98 x 10°)

Ausbeute CD4+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der CD4+
Zellen der CBMC): 62,3 %

Abbildung 3.1.3: A) Zellzahlen der mittels Ficoll-Separation isolierten CBMC und der
durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil der CD4+ Zellen sowie der CD4+CD25+ Zellen (oben)
B) Im unteren Teil der Abbildung ist die Zellzahl und Reinheit der isolierten CD4+ Zellen
angegeben sowie der im FACS ermittelte Anteil der CD4+CD25+ Zellen. Die Anzahl der

Versuche betrug n=22
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0 CD4+CD25-
Zellzahl 0,7x 10"
o e Cg4+ o © (0,05-6,6 x 107)
06 OO 0, 000 Reinheit CD4+CD25- | 88,3 %
0 0 00 ©Oo0p?© in % (33,3 —95,3)
090 o[ cp2s. Absolute Zellzahl 5,92 x 10° i
0% oo CD4+CD25- (0,50 — 58,8 x 10°)
o0 L0 |o :
O~ o Anteil CD4+CD25+ 4,3 %
0 O o Ob—p— an Gesamtzellzahlin | (0,8 —10,7)
O O O O o/
o Absolute Zellzahl 0,30 x 10°
CD4+CD25+ (0,02 — 4,03 x 10°)
CD4+ CD4+CD25
O o o Zellzahl 0,3 x10° ]
(0,05 —5,4 x 10
o o ° %o
@) o Reinheit der 72,6 %
CD25+ CD4+CD25in % | (43,9 —91,5)
0 00O O
Ol o009, ° Absolute Zellzahl | 0,17 x 10°
CD4+CD25+ (0,02 — 3,53 x 10°)
o)

Ausbeute CD4+CD25+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der
CD4+CD25+ Zellen der CBMC): 11,0 %

Abbildung 3.1.4: A) Zellzahlen und Reinheit der ,Negativfraktion* (CD4+CD25- T-Zellen; oben)
B) sowie Zellzahlen und Reinheit der ,regulatorischen” T-Zellen (unten). Die Anzahl der
Versuche betrug n=22
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Methode: CD4+-Isolierung mittels Handmacs / CD25+-Isolierung mittels Handmacs

N CBMC
o Zellzahl 8,5x 10’
o P o © (5-10x 107)
O 0.0 o
0po0 90|90 Anteil an CD4+ an 43,3 %
0o 0 00 |0 o0 o Gesamtzellzahl in % | (27,5 - 46,4)
000 of of o cb25] Absolute Zellzahl 3,71 x 107
00 oloo + CD4+ (1,38 — 4,33 x 10)
© o Olo o
@) 5 @) Anteil CD4+CD25+ an | 4,9 %
o © 09l oo o Gesamtzellzahl in% | (2,4 —6,1)
o0 ® o ©O
© Absolute Zellzahl 0,39 x 10’
o O CD4+CD25+ (0,12-0,61 x 10"
o CD4+
Zellzahl 1,7 x 10’
CD4+ o O (0,7-2x10)
o) o) o)
0p0 90 ©O © Reinheit CD4+in % | 92,7 %
o O g~ O© (85,1 —93,3)
O 0 o 0
0X@) Absolute Zellzahl 1,62 x 107
o) o) ;
00 O%D25+ CD4+ (0,64 — 1,87 x 107)
© o o o |o ,
0070 Anteil CD4+CD25+ an | 8,1 %
©c O 0O OR®) o Gesamtzellzahlin % | (6,5-9,7)
o O o ©O
O Absolute Zellzahl 1,38 x 10°

CD4+CD25+

(0,61 —2,00 x 10

Ausbeute CD4+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der CD4+
Zellen der CBMC): 46,4 %

Abbildung 3.1.5: A) Zellzahlen der mittels Ficoll-Separation isolierten CBMC und der
durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil der CD4+ Zellen sowie der CD4+CD25+ Zellen (oben)
B) Im unteren Teil der Abbildung ist die Zellzahl und Reinheit der isolierten CD4+ Zellen
angegeben sowie der im FACS ermittelte Anteil der CD4+CD25+ Zellen. Die Anzahl der

Versuche betrug n=4



39

Methode: CD4+-Isolierung mittelsHandmacs / CD25+-Isolierung mittels Handmacs

o CD4+CD25-
Zellzahl 0,8 x 10’ .
o OCD4+ o O (0,1 -1,4x10")
000 Qo 00 Reinheit CD4+CD25- | 91,1 %
0O 0 00 0050 in % (81,1 —90,4)
OX®; Absolute Zellzahl 7,38 x 10°
© O] cb25 SOl ;
00 oo 7 CD4+CD25- (0,99 — 12,9 x 109)
o6 91 %.0 o
00~ o Anteil CD4+CD25+ an | 1,1 %
© O o Ol—g—= o Gesamtzellzahlin % | (0,2-1,7)
o O o ©O
O Absolute Zellzahl 0,04 x 10°
CD4+CD25+ (0,01 — 0,24 x 10°)
CD4+ CD4+CD25
o 0 o Zellzahl 06x10°
(0,3-0,8 x 10°%)
o o © %0
@] 0 Reinheit der 74,4 %
CD25+ CD4+CD25 in % (71,4 — 87,3)
0 00 O
O] 00%,° Absolute Zellzahl 0,50 x 10°
CD4+CD25+ (0,19 - 0,58 x 10°)
o)

Ausbeute CD4+CD25+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der
CD4+CD25+ Zellen der CBMC): 14,9 %

Abbildung 3.1.6: A) Zellzahlen und Reinheit der ,Negativfraktion“ (CD4+CD25- T-Zellen; oben)
B) sowie Zellzahlen und Reinheit der ,regulatorischen” T-Zellen (unten). Die Anzahl der
Versuche betrug n=4
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Methode: CD4+-Isolierung mittels Automacs / CD25+-Isolierung mittels Automacs

N CBMC
o Zellzahl 13,3 x 107
o OCD4+ o O (7-30x 10"
O 0.0 o
0po0 90|90 Anteil an CD4+ an 21,2 %
0o 0 00 |0 o0 O Gesamtzellzahl in % | (6,94 —41,1)
000 of of o cb25] Absolute Zellzahl 2,62 x 107
00 oloo + CD4+ (1,47 — 4,05 x 10)
© o Olo o
@) 5 @) Anteil CD4+CD25+ an | 3,8 %
o © 0 % co _ o Gesamtzellzahl in % | (1,3—-10,4)
0 0 O
© Absolute Zellzahl 5,46 x 10°
o O CD4+CD25+ (0,7 -7,99 x 10%
o CD4+
Zellzahl 0,33 x 10’
CD4+ 5 © (0,14 — 2,27 x 10)
o) o) o)
0o0 0o 00° Reinheit CD4+in% | 91,5%
00 00 ©Oo0g9° (63,9 — 94,0)
0X@) Absolute Zellzahl 2,49 x 10°
o) o) ;
00 O%D25+ CD4+ (0,64 — 1,87 x 10°)
© o o o |o ,
0070 Anteil CD4+CD25+ an | 9,4 %
0O O 0O OR®) o Gesamtzellzahlin % | (8,48 —11,8)
o O o ©O
O Absolute Zellzahl 0,34 x 10°

CD4+CD25+

(0,01 — 1,92 x 10

Ausbeute CD4+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der CD4+
Zellen der CBMC): 14,3 %

Abbildung 3.1.5: A) Zellzahlen der mittels Ficoll-Separation isolierten CBMC und der
durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil der CD4+ Zellen sowie der CD4+CD25+ Zellen (oben)
B) Im unteren Teil der Abbildung ist die Zellzahl und Reinheit der isolierten CD4+ Zellen
angegeben sowie der im FACS ermittelte Anteil der CD4+CD25+ Zellen. Die Anzahl der

Versuche betrug n=5
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CD4+ CD4+CD25

© oo Zellzahl 026x10°

(0,04 — 0,5 x 10°)
o o © %0
0 D25, 0 Reinheit der 82,9 %
75 CD4+CD25 in % (33,3 — 96,0)
0 00
O] 00%,° Absolute Zellzahl 0,13 x 10°
CD4+CD25+ (0,04 — 0,46 x 10°)
0

Ausbeute CD4+CD25+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der
CD4+CD25+ Zellen der CBMC): 5,0 %

Abbildung 3.1.8: B) Zellzahlen und Reinheit der ,regulatorischen® T-Zellen. Die Anzahl der
Versuche betrug n=5
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Methode: CD4+-Isolierung mittels Automacs/ CD25+-Isolierung mittels Automacs

0 CBMC
Zellzahl 7,0 x 10’
o ~CD4+ o © (6,0-8,9x 10"
o) o) o) 0 )
060 O o OO Anteil der CD4+ an 44.3 %
0o 0 00 O o0 Gesamtzellzahl in % | (39,1 —61,0)
OX®; Absolute Zellzahl 3,47 x 10’
© O] cb25 SOl ;
00 oo 7 CD4+ (25,41 — 50,02 x 107)
o6 91 %.0 o
00~0 Anteil CD4+CD25+ an | 4,77 %
0 O o Ob—— o Gesamtzellzahlin % | (3,13 -11,06)
o O o ©O
O Absolute Zellzahl 3,55 x 10°
CD4+CD25+ (2,03 -7,74 x 10°)
CD4+ CD4+CD25
© 0 o Zellzahl 0,3 x 10° 6
o o 0 og (0,08 — 0,8 x 10°)
O 0 Reinheit der 55,9 %
CD25+ CD4+CD25+ in % (38,8 — 92,7)
0 00 O
000%,° Absolute Zellzahl 0,23 x 10°
CD4+CD25+ (0,06 — 0,43 x 10°)
o)

Ausbeute CD4+CD25+ (kalkuliert aus dem mittels FACS ermittelten Anteil der
CD4+CD25+ Zellen der CBMC): 8,4 %

Abbildung 3.1.9: A) Zellzahlen der mittels Ficoll-Separation islierten CBMC und der

durchfluBzytometrisch ermittelte Anteil der CD4+ Zellen sowie der CD4+CD25+ Zellen (oben)
B) Zellzahlen und Reinheit der ,regulatorischen” T-Zellen (unten). Die Anzahl der Versuche

betrug n=5



43

3.2 Proliferationsantwort CD4*/CD25" Zellen

Bei insgesamt n=22 Nabelschnurblutproben wurde die Proliferationsantwort der
CBMC und der CD4"/CD25" Zellen quantifiziert.

Die Zellen wurden fur 7 Tage mit Medium alleine bzw. mit 200 E/ml IL-2 inkubiert und
anschlieBend wurde (wie weiter oben beschrieben) die Proliferation gemessen. Diese
wird anhand des Stimulationsindexes (Sl= eingebaute 3H-Thymidin-Menge nach
Stimulation im Verhaltnis zur Negativkontrolle) bestimmt.

Far die CBMC ergab sich ein signifikant h6herer medianer Stimulationsindex von 5,1
(Range: 1.8 — 19; p < 0.05) im Vergleich zu den CD4*/CD25"-Zellen. Diese zeigten

im Median einen Sl von 2,0 (1.1 — 5.3; Abbildung 3.2.1).
20 -
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14 * *
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*
S 40
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X 4
6 . 3
4 . . 'S . .
2 & M
Hoeooe Gcoqpeccccogpecccsscsscgecsscscssseses 4 (eeeeccccccce Qegeeccccccccccccccccccce
L SRR 2K L
0
CBMC
CD4+CD25+

Abbildung 3.2.1: Darstellung der Verteilung der SI-Werte fur alle auswertbaren
Proliferationsversuche von CBMC und CD4+CD25+-T-Zellen. Ein SI-Wert = 2
bedeutet eine deutliche Proliferation; Bei SI-Werten < 2 zeigen die Zellen

keine Proliferation.

CD4%/CD25"-Zellen zeigten bei der Uberwiegenden Anzahl der Experimente keine
Proliferationsantwort (Sl<2,1; 58%, n= 7/12). In 5 Experimenten war der S| > 2.1.
Dieser Befund ist nicht durch eine Verunreinigung der kultivierten CD4*/CD25" Zellen
zu erklaren: in 3 von 5 Experimenten lag die Reinheit der CD4*/CD25" Zellen Uber
80 %.
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Das Verhaltniss von Reinheit und Proliferationsantwort der CD4*/CD25" Zellen ist in
Abbildung 3.2.2 dargestellt.

Im Gegensatz zu CD4'/CD25*-Zellen zeigten CBMC in 10 von 13 Versuchen eine
deutliche Proliferation (S1>2) nach Stimulation mit IL-2.

| |
| |
i i
| |
5 1 ¢ |
| A |
4 * | 1
. : :
| |
2 . f Te ®
| |
*
1 * 1 * |
| |
0 . I I :
60 70 80 90 100

Reinheit der CD4+CD25+-T-Zellen in %

Abbildung 3.2.2: Darstellung der Reinheit der
CD4*CD25"-Zellen im Verhaltnis zum Stimulationsindex

3.3 Zytokinexpression CD4*/CD25" Zellen

Bei n=7 (4 x MACS/MACS und 3 x Dynal/MACS) Proben wurden CD4*/CD25- und
CD4*/CD25" Zellen im Verhaltniss 1:1 und 1:4 kokultiviert und die einzelnen
Zellpopulationen mit Medium alleine (negativ Kontrolle) und mit PHA (unspezifisches
Mitogen) stimuliert. AnschlieBend wurden in den Uberstdnden mittels ELISA die

Zytokine IL-10, TGF-B, IFN-y und IL-13 bestimmt (s. Tabellen 3.2 bis 3.5).

IFN-y wurde in den Zellliberstanden von reinen CBMC und CD4*/CD25" Zellen (1:1
bzw. mit CD4"/CD25- Zellen) ohne zusatzlichen Stimulus nur in sehr geringen

Konzentrationen detektiert (4.9 bis 7 pg/ml). In den Zelliberstanden von CBMC
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wurden nach Stimulation mit PHA deutlich signifikant Konzentrationen von IFN-y
gemessen (223.8 pg/ml; p < 0.05), nicht jedoch in den Zelliberstdnden der
CD4%/CD25" Zellen (1:1 bzw. mit CD4*/CD25- Zellen).

Sehr &hnlich verhielt es sich mit IL-10. IL-10 wurde in den Zelliberstdnden von
reinen CBMC und CD4%/CD25" Zellen (1:1 bzw. mit CD4*/CD25- Zellen) ohne
zusatzlichen Stimulus nur in sehr geringen Konzentrationen detektiert (1.7 bis 2.5
pg/ml). In den Zelliberstinden von CBMC wurden nach Stimulation mit PHA
signifikant héhere Konzentrationen von IL-10 gemessen (175 pg/ml, p < 0.05) , nicht
jedoch in den Zelliberstanden der CD4*/CD25" Zellen (1:1 bzw. mit CD4*/CD25
Zellen).

Auch IL13 wurde in den Zelliberstanden von reinen CBMC und CD4%/CD25" Zellen
(1:1 bzw. mit CD4*/CD25 Zellen) ohne zusétzlichen Stimulus nur in geringen
Konzentrationen detektiert (1.2 bis 1.4 pg/ml).

Auch IL-13 wurde in den Zelllberstanden von reinen CBMC und CD4*/CD25" Zellen
(1:1 bzw. mit CD4*/CD25 Zellen) ohne zusétzlichen Stimulus nur in geringen
Konzentrationen detektiert (1.2 bis 1.4 pg/ml). Nach Stimulation der Zellen mit PHA
zeigten die CBMC eine deutliche Ausschittung von IL-13 (Median 702 pg/ml; p <
0.05). In den Zelliiberstanden der CD4+/CD25+ Zellen (1:1 bzw. 1:4 mit CD4*/CD25
Zellen) konnten im Median 352 bzw. 66 pg/ml IL-13 detektiert werden.

In allen Kulturansatzen (stimuliert oder nicht stimuliert; CBMC oder CD4%/CD25

Zellen) konnten ahnliche Mengen TGF-B gemessen werden (85 bis 138 pg/ml).
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IFN-y [pg/ml] CBMC CD4%/CD25"1:1 | CD4'/CD25" 1:4
Negativ 4,9 5,9 7,0
4-7 4-7 5-10
PHA 223,8 11,5 15,8
57 — 863 8 — 147 10-185

Tabelle 3.2: IFN-y Konzentration in Uberstanden von CBMC alleine und von CBMC
nach Ko-Kultur von CD4*/CD25" T-Zellen (1:1 und 1:4 Ratio), nach Inkubation mit

Medium alleine bzw. nach Stimulation mit PHA (Median und Range).

IL-10 [pg/ml] CBMC CD4%/CD25" 1:1 | CD4%/CD25" 1:4
Negativ 2,5 1,7 2,1
1-3 1-3 1-3
PHA 175 2,6 2,8
9-217 2-5 2-6

Tabelle 3.3: IL-10 Konzentration in Uberstéanden von CBMC alleine und von CBMC
nach Ko-Kultur von CD4*/CD25" T-Zellen (1:1 und 1:4 Ratio), nach Inkubation mit
Medium alleine bzw. nach Stimulation mit PHA (Median und Range).
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IL-13 [pg/mi] CBMC CD4%/CD25" 1:1 | CD4*/CD25" 1:4
Negativ 1,4 1,4 1,2
0-3 0-2 0-3
PHA 702 352 66
77 —2313 137 -543 22 — 145

Tabelle 3.4: IL-13 Konzentration in Uberstanden von CBMC alleine und von CBMC
nach Ko-Kultur von CD4*/CD25" T-Zellen (1:1 und 1:4 Ratio), nach Inkubation mit

Medium alleine bzw. nach Stimulation mit PHA (Median und Range).

TGF-B [pg/ml] CBMC CD4%/CD25" 1:1 | CD4*/CD25" 1:4
Negativ 85 99 138
70-109 85 — 207 97 - 210
PHA 104 114 99
94 -116 87 - 131 90-118

Tabelle 3.5: TGF-B Konzentration in Uberstanden von CBMC alleine und von CBMC
nach Ko-Kultur von CD4%/CD25" T-Zellen (1:1 und 1:4 Ratio), nach Inkubation mit
Medium alleine bzw. nach Stimulation mit PHA (Median und Range).

3.4 Oberflachenmarker CD4*/CD25" Zellen

In den unterschiedlichen Zellpopulationen wurden durchfluBzytometrisch die
Expression der Oberflachenmarker CD45R0 und HLA DR bestimmt (n= 22). In der
CBMC-Population zeigte sich ein Anteil von CD4*/CD3" Zellen von 42,8 % (Range
12,6 — 68,1 %). Der Anteil an CD4*/CD25": 4,6 % (Range 1,5 — 9,8 %), CD4"/CD45
R0O*: 14,0 % (Range 4,3 — 38,3 %) und HLA DR": 4,4 % (Range 0,7 — 20,2 %). Die
Population der isolierten CD4" Zellen zeigte einen Anteil von 8,1 % CD25" (Range
2,4 — 12,1 %), 33,0 % CD45R0* (Range 12,5 — 49,5 %) und 1,2 % HLA DR" Zellen

(Range 0,1 — 4,1 %). Die isolierten CD4"CD25" Zellen zeigten einen Anteil an
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CD45R0* Zellen von 37,9 % (Range 18,9 — 76,3 %) und an HLA DR" Zellen von 1,3

% (Range 0,2 — 10,7 %). In der Abbildung 3.4.1 ist ein reprasentatives Ergebnis einer

durchfluBzytometrischen Analyse dargestellt.
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Abbildung 3.4.1 : DurchfluBzytometrische Bestimmung des prozentualen Anteils der

Oberflachenmarker CD4, CD3, CD25 und HLA DR in den Subpopulationen CBMC,
CD4+ und CD4+CD25+ Zellen in einem reprasentativen Beispiel.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung sowie die funktionelle und phéanotypische

Charakterisierung von CD4%/CD25" ,regulatorischen” T-Zellen im Nabelschnurblut.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Anteil der CD4*/CD25" ,regulatorischen” T-
Zellen im Nabelschnurblut bei gesunden Neugeborenen im Median 4.6 % (Range
1,5 —-9,8 %) betragt.

Diese CD4%/CD25" T-Zellpopulation proliferiert nach Stimulation mit Interleukin-2
nicht. Dartber hinaus kommt es nach Co-Kultur von CBMC mit CD4*/CD25*

Zellen zu keiner wesentlichen Freisetzung der Zytokine Interferon-Gamma, IL-13 und
IL-10. Im Gegensatz dazu ist die Freisetzung von TGF- im Vergleich zu stimulierten

CBMC nicht verandert.

Vor wenigen Jahren gelang es zunachst im Mausmodell eine Subpopulation von
CD4* T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften zu charakterisieren (Sakaguchi
1995). Diese CD4" Subpopulation weist nur eine geringe Fahigkeit zur Proliferation
auf und ist in der Lage, hohe Konzentrationen an IL-10, jedoch nur wenig IL-2 und
kein IL-4 zu produzieren. Die immunsuppressiven Effekte dieser sogenannten T-
regulatory Cells 1 (Tr1)- Population sind offenbar abhéngig von IL-10 und TGF-B. Tr1
Zellen hemmen die antigen-spezifische Proliferation von CD4" Zellen und verhindern
im Mausmodell die Entwicklung einer Colitis ulcerosa (Sakaguchi 1995, Groux 1997).
Auch beim Menschen wurden T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften
beschrieben, die neben CD4" durch die Expression der a-Kette des IL-2 Rezeptors
(CD25%) charakterisiert sind (Jonuleit 2001a). Diese CD4%/CD25" T-Zellen (Tieg)

exprimieren CD45R0O, Histokompatibilitats-Leukozyten-Antigen (HLA-DR) und das
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intrazellulare zytotoxische T Lymphozyten-Assoziierte Antigen 4 (CTLA-4). Sie
expandieren nicht nach Stimulation und unterdricken die Expansion von
konventionellen T-Zellen. Darlber hinaus produzieren sie keine signifikanten
Mengen an IL-2, IL-4 oder TGF-$3 sondern lediglich IL-10.

Vor einem Jahr konnten Hori und Mitarbeiter zeigen, daB der Transkriptionsfaktor
Foxp3 essentiell fir die Differenzierung dieser regulatorischen T-Zellen ist (Hori
2003). Mutationen im Bereich des Foxp3 Gens flhrten bei Mausen

zu der Entwicklung von Autoimmunkrankheiten, vergleichbar dem Bild von Mausen,
die defizient fur regulatorische T-Zellen waren. Umgekehrt konnten Hori und
Mitarbeiter zeigen, daB die Uberexpression von Foxp3 zu einer normalen
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen flhrte. Diese Ergebnisse wurden von
Anderen Arbeitsgruppen bestatigt (Fontenot 2003, Khattri 2003). Mutationen im
Foxp3 Gen beim Menschen fiihren zu einem Syndrom mit dem Namen IPEX.

Dieses Akronym steht fur ,Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie,
X-linked Syndrom®, das durch eine Autoimmun-Endokrinopathie, Typ I-Diabetes,
inflammatorische Magen-Darmerkrankung und schwere Atopie charakterisiert ist
(Chatila 2000).

Die Funktion regulatorischer T-Zellen besteht nach dem heutigen Verstandnis darin,
daB sie eine Kontrollfunktion im Rahmen chronisch inflammatorischer Prozesse
spielen. Dabei kommt ihnen nicht nur eine Rolle in der Supprimierung von
sogenannten TH1-Krankheiten zu, sondern auch bei der Kontrolle der
inflammatorischen Veranderungen und Zytokinproduktion im Rahmen des Asthma
bronchiale. Bellinghausen und Mitarbeiter konnten zeigen, daB sowohl Atopiker (n=7)
wie auch Nicht-Atopiker (n=6) CD4*/CD25" T-Zellen haben, die in quantitativ wie
auch qualitativ vergleichbarer Weise die TH1- wie auch die TH2- Immunantwort

inhibieren kénnen (Bellinghausen 2003).
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Die potentielle Bedeutung von CD4*/CD25" T-Zellen bei Neonaten liegt in deren
regulativen Potential in der TH1/TH2-Immunbalance (Mosmann 1989) .

Mittlerweile ist gut belegt, daB alle Neonaten mit einem Uberwiegen der TH2-
Immunantwort auf die Welt kommen. Nach der aktuellen Vorstellung verlieren
Neonaten, die spater ,gesund” sind, dieses TH2-Ubergewicht wahrend der ersten 2
Lebensjahre. Anders verhélt es sich bei Neonaten, die spater eine allergische
Sensibilisierung und/oder eine atopische Erkrankung entwickeln: Bei diesen Kindern
persistiert die initiale TH2-Immunantwort (Yabuhara 1997, Prescott 1997, Prescott
1999). Die hierfir verantwortlichen Mechanismen sind bisher nicht bekannt. Die
Auspragung des TH2-Zytokinmusters und dessen Persistenz Uber die ersten
Lebensjahre mufB aber als Initialgeschehen in der Pathogenese atopischer
Erkrankungen betrachtet werden. Damit stellt sich die Frage, welche Faktoren in
Richtung einer TH1- oder TH2-Antwort polarisieren und welchen regulatorischen
Mechanismen fir das Zustandekommen und die Balance des TH1/TH2-
Zytokinmilieus verantwortlich sind. Diesem Phanomen kdnnen hypothetisch

verschiedene Ursachen zu Grunde liegen:

1) Bei spateren ,Allergikern” fehlen in einem sensiblen Zeitfenster spezifische
Trigger, die eine TH1-Immunantwort beglnstigen.
Und/oder:
2) Bei spateren ,Allergikern® Gberwiegen in einem sensiblen Zeitfenster
spezifische Trigger, die eine TH2-Immunantwort beglnstigen.
Und/oder:
3) Bei spateren ,Allergikern® sind regulative Mechanismen, die flr eine

TH1/TH2-Immunbalance essentiell sind, defekt.
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Dieser letzte Punkt zielt dabei direkt auf die phanotypische und funktionelle
Beschreibung von regulatorischen T-Zellen ab.

In diesem Zusammenhang konnten wir zeigen, daB sich die Anzahl von CD4*/CD25"
T-Zellen im Nabelschnurblut nicht von Erwachsenen unterscheiden. Bevor die
Ergebnisse der phéanotypischen und funktionellen Eigenschaften dieser -
Zellpopulation beschrieben wird, sollen jedoch zunachst die methodischen Probleme

bei der anspruchsvollen Zellseparation diskutiert werden.

4.1. Methodische Aspekte bei der Isolation CD4*/CD25" T-Zellen

Die Isolation und funktionelle Charakterisierung der CD4*/CD25" ,regulatorischen” T-
Zellen ist technisch anspruchsvoll. Dies gilt vor allem dann, wenn man eine
ausreichend hohe Zellzahl mit einer entsprechenden Reinheit der Zellpopulationen
erzielen mdéchte. Wahrend sich durchflusszytometrische Analysen auch mit kleineren
Zellzahlen bewerkstelligen lassen, sind insbesondere fur die Kultur-Experimente die
Isolation von gréBeren Zellpopulationen notwendig. Fir eine durchflusszytometrische
Analyse wurden mindestens 40.000 Zellen eingesetzt, fir einen Kulturansatz wurden
hingegen mindestens 100.000 Zellen benétigt.

Bei der Aufarbeitung der T-Zell-Subpopulation sind folgende Schwierigkeiten zu
meistern gewesen:

Die geringe Ausbeute hatte zur Folge, daB wir nicht von jeder Probe alle Analysen
(Proliferation, Zytokinbestimmung und FACS-Analyse) durchfiihren konnten. Die
funktionellen Untersuchungen konnten demzufolge nur bei einer kleinen Anzahl an
Probanden durchgeftihrt werden.

Die Hauptursache scheint in der Isolierung einer kleinen Zellpopulation aus einer
groBen Gesamtzellzahl (circa 5% der Gesamtzellen) zu liegen. Insgesamt wurden

daher mehrere Ansétze in der Isolation der CD4*/CD25" Zellen untersucht. Hier
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konnten wir deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Methoden im Hinblick
auf Ausbeute und Reinheit feststellen. So stellte sich fir den ersten Isolierungsschritt
(Isolation der CD4" Zellen aus CBMC) mittels ,Dynalbead” als das ergiebigste heraus
(negativ-Isolation; ca. 70 % CD4" Zellen-Ausbeute der CD4"-Gesamtzellzahl;
Reinheit > 90%). Die anschlieBende Isolierung der CD25" Zellen (2.
Isolierungsschritt) mittels ,AutoMacs* ergab mit 54 % Ausbeute an CD25" Zellen die
besten Ergebnisse. Wenn im ersten lIsolierungsschritt die AutoMacs-Methode
verwendet wurde, ergab sich eine deutlich niedrigere Ausbeute von nur 34 %
(Medianwert) als bei Anwendung des Dynabead-Systems. Ein ahnliches Ergebnis
konnte beim manuellen Macs-System festgestellt werden (41 % nach 1. Schritt
mittels Dynalsystem und 35 % nach 1. Schritt mittels Handmacssystem). Nach einer
Reihe von Vorversuchen wurden schlieBlich auf Grund der oben genannten Befunde
die CD4%/CD25" Zellen zunachst mittels Dynabeads (negative Selektion CD4"* Zellen)
und in einem zweiten Schritt mittels MACS-System (positive Selektion CD25" Zellen)
isoliert. Insgesamt zeigte sich jedoch bei allen Versuchen ein groBer Zellzahlverlust.

Mit den isolierten Zellen wurden verschiedene funktionelle Untersuchungen
durchgefihrt. Zunachst wurde die Proliferation der Zellen nach Stimulation mit IL-2

gemessen.

4.2. Proliferationsantwort CD4*/CD25" T-Zellen

In der Literatur werden CD4*/CD25" Zellen bei Erwachsenen als nicht proliferierende
Zellen beschrieben. Wir konnten diese Ergebnisse auch bei Neonaten reproduzieren.
CD4*/CD25" Zellen zeigten eine signifikant niedrigere Proliferationsantwort als
CBMC nach Stimulation mit Interleukin-2. Auch nach Einsatz von hohen Dosen
dieses unspezifischen Stimulus proliferierten CD47/CD25" T-Zellen nicht. Auch

Betalactoglobulin, ein Kuhmilchprotein, bei dem sich bei nahezu 100% der CBMC im
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Nabelschnurblut eine Proliferationsantwort zeigt (Upham 1995, Kopp 2000), fihrt in
der Kultur mit CD4*/CD25" Zellen zu keiner Proliferationsantwort. Sicherlich stellt
diese funktionelle Beschreibung CD47/CD25" Zellen im Nabelschnurblut einen
wichtigen Baustein im Verstandnis dieser Zellpopulation bei Neonaten dar. An dieser
Stelle stellen sich allerdings eine Reihe weiterer Fragen, die im Rahmen dieser Arbeit
nicht beantwortet werden konnten. Die wichtigste Frage dabei ist sicherlich die, in wie
weit CD4%/CD25" Zellen die Proliferation von CBMC hemmen kdénnen. Um diese
Frage zu beantworten, kdnnen autologe CBMC mit steigender Anzahl CD4*/CD25"
Zellen kultiviert werden und nach Gabe von IL-2 oder allergenspezifischen Stimuli die
Proliferationsantwort quantifiziert werden. Diese Experimente wurden jedoch auf

Grund der geringen Zellausbeute bisher noch nicht durchgefihrt.

4.3. Zytokinproduktion CD4*/CD25" T-Zellen

Neben der Proliferationsantwort sollte die Zytokinproduktion von CD4*/CD25" Zellen
quantifiziert werden. Auch hierbei stellte die Zellausbeute eine groBe Schwierigkeit
dar. Insgesamt konnten nur bei 7 Experimenten genligend CD4'/CD25" T-Zellen
isoliert werden. Allerdings bewegen sich selbst bei der Untersuchung CD4*/CD25" T-
Zellen bei Erwachsenen die Probandenzahlen in diesem Bereich (Bellinghausen
2003). Dies spiegelt zum einen die Schwierigkeiten bei der Isolation, zum anderen
aber auch den enormen Zeitaufwand der einzelnen Experimente wieder. Flr die
Spanne von der Verarbeitung der Nabelschnurblutproben bis zum Kulturexperiment
mussten etwa 10 Stunden veranschlagt werden.

Bei der Bestimmung der Zytokinkonzentrationen wurde folgendermassen
vorgegangen: CBMC und CD4%/CD25" T-Zellen wurden im Verhaltniss 1:1 sowie 1:4
mit Medium alleine (Negativkontrolle) sowie mit dem unspezifischen Stimulus PHA

und dem allergenspezifischen Stimulus BLG inkubiert. Die Zelliberstdnde wurden
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abgezogen und die Zytokine mittels ELISA im Uberstand quantifiziert. Wir
analysierten dabei die Produktion von IL-10, TGF-B, IFN-y und IL-13.

Die Zytokin-Produktion der regulatorischen T Zellen wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Pontoux et al beschreiben eine entscheidende Rolle von IL-10. So konnte
eine Uberproduktion von proinflammatorischen Zytokinen in CD25-defizienten
Mausen durch die Injektion von natlirlichen CD4*/CD25" T Zellen kontrolliert werden.
Wenn diese Mause jedoch kein IL-10 produzieren konnten (IL-10-knockout-mice)
konnte die Zytokinproduktion durch Zugabe von CD4%/CD25" Zellen nicht
aufgehoben werden (Pontoux 2002).

In anderen Untersuchungen ist die immunsuppressive Wirkung allerdings
unabhéangig von IL-4 oder IL-10. Dabei konnte gezeigt werden, da CD25" Zellen
von IL-4-/- und IL-10-/- Mausen &hnlich effektiv arbeiten wie die von Wildtyp-Mausen
(Thornton 1998).

Chen et al fanden heraus dass die CD47/CD25" Zellen TGF-By und IL-10 zur
Differenzierung bendtigten. Die immunsuppressive Wirkung konnte allerdings durch
neutralisierende Antikérper gegen TGF-B1 und IL-10 nicht aufgehoben werden (Chen
2003). Weitere Arbeiten schlussfolgerten dass die inhibitorische Wirkung der
regulatorischen Zellen nicht durch die Sekretion von TGF-B¢ stattfindet, da 1) der
direkte Kontakt zwischen CD25" Zelle und Zielzelle notwendig ist und 2) Anti-TGF-+-
Antikérper nicht zu einer Aufhebung der suppressiven Wirkung fahrt (Takahashi
1998, Nakamura 2001).

Nakamura et al schlugen ein Model vor in welchem CD4*/CD25" T Zellen latentes
TGF-B1 an der Zelloberflache exprimieren und so Uber Zellkontakt eine Suppression
der Zielzellen stattfindet (Nakamura 2001). In einer weiteren Untersuchung wurden

TGF-B1-unempfindliche und normale Mause bezlglich der suppressiven Wirkung von
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CD4%/CD25" Zellen miteinander verglichen. Hier konnte kein Unterschied festgestellt
werden. Ebenso waren regulatorische T Zellen von TGF-B4-/- Mausen ahnlich

immunsuppressiv wie TGF-B1+/+ Mausen (Piccirillo 2002).

Wie im Ergebnisteil beschrieben zeigte sich die IL-13-Sekretion in allen
Zelluntergruppen nach Stimulation mit PHA erhdht. Das bedeutet, daB alle
Zellpopulationen nach Stimulation mit PHA vermehrt IL-13 freisetzen, unabhangig
von dem Anteil an CD4*/CD25" Zellen (1:1 bzw. 1:4).

In diesem Zusammenhang ist die Arbeit von Wing interessant, die zeigen konnte
dass CD4/CD25" Zellen aus dem Nabelschnurblut keinen suppressiven Effekt auf
selbst-reaktive T-Zellen haben. Im Gegensatz dazu zeigen CD47/CD25" aus
Erwachsenenblut eine deutliche Suppression der autoreaktiven Immunantwort (Wing,
2003). Es wird die SchluBfolgerung gezogen dass die CD4/CD25" Zellen aus dem
Nabelschnurblut méglicherweise nach der Geburt einen Reifungsprozess erfahren
und erst anschlieBend ihre volle suppressive Fahigkeit ausbreiten. Es ware denkbar
dass unsere Ergebnisse durch ein &hnliches Phadnomen zu erklaren sind.
Mdoglicherweise haben die CD4*/CD25" Zellen im Nabelschnurblut im Vergleich zu
Erwachsenen noch keine komplette suppressive Funktion.

In diesem Zusammenhang waére es interessant, Befunde von Neonaten mit und ohne
eine spatere Atopie-Entwicklung vergleichen zu kdénnen. Bislang stehen der
Bearbeitung dieser Fragestellung jedoch der hohe zeitliche und materielle Aufwand
dieser Experimente entgegen. Unklar ist bisher die Rolle des Magneten in der
Stimulationssituation. Die CD4'/CD25" Zellen haben wahrend der gesamten
Experimente einen Anti-CD25-Magnetpartikel anhaften. Dieser spielt méglicherweise
ebenfalls eine Rolle bei der Aktivierung der Zellen und der Produktion und Sekretion

von Zytokinen.
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Wiinschenswert und Ziel weiterer Untersuchungen muss es sein, die Zytokin-
Konzentrationen  Ausschittungsversuche bei  Neonaten und Erwachsenen
vergleichend zu untersuchen wund hierbei die Zytokinexpression in den
Zelliberstanden und auf RNA-Ebene in reinen CD4/CD25" Populationen zu

charakterisieren.

4.4. Oberflachenmarker von CD4*/CD25" T-Zellen

Die durchflusszytometrische Charakterisierung von Oberflachenmarkern ist fur die
Bestimmung der Reinheitsgrade der isolierten T-Zell-Subpopulation essentiell. Die
hier untersuchte T-Zellpopulation exprimiert neben CD4 die a-Kette des IL-2
Rezeptors.

Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil der CD4*/CD25" ,regulatorischen” T-
Zellen im Nabelschnurblut bei gesunden Neugeborenen im Median 4.6 % (Range

1,5 —-9,8 %) betragt.

Damit lassen sich die CD4*/CD25" ,regulatorischen” T-Zellen phanotypisch

eindeutig von anderen T-Zellpopulationen mit regulatorischen Eigenschaften
abgrenzen. Hierzu zahlen 1) sogenannte TH3-Zellen, die den Oberflachenmarker
CD4" aber nicht CD25 exprimieren und durch die Produktion von TGF-$
charakterisiert sind (Chen 1994), 2) sogenannte T.g-Zellen, die ebenfalls den
Oberflachenmarker CD4" aber nicht CD25" exprimieren und durch die Produktion
von IL-10 charakterisiert sind (Groux 1997) und 3) CD4%/CD25" T-Zellen,
charakterisiert durch die Produktion von IL-10 und IL-13 (Sakaguchi 1995) sowie 4)
NK (natural killer)-Zellen, die negativ fiir CD4" oder doppelt negativ fir CD4" und
CD8" sind und durch die Produktion eines breiten Spektrums von Zytokinen (IL-4, IL-
13 und IFN-y) charakterisiert sind. NK-Zellen haben regulative Eigenschaften fur

zahlreiche Autoimmunerkrankungen und verstdrken im Tierexperiment die
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Entwicklung von Asthma und induzieren die Entwicklung einer bronchialen
Hyperreagibilitat bei Mausen (Wilson 1998).

An dieser Stelle stellt sich natirlich die Frage, welche Gruppe der beschriebenen T-
Zellen die Entwicklung von Asthma und Allergien kontrollieren: TH3-Zellen, Teg,
CD4%/CD25" T-Zellen oder NK-Zellen? Letztendlich ist diese Frage zum jetzigen
Zeitpunkt nicht abschlieBend zu beantworten. Méglicherweise sind TH3-Zellen primar
involviert in Prozesse der Toleranzinduktion des Gastrointestinaltraktes, wahrend Teq
im Respirationstrakt eine besondere Rolle spielen kénnte (Weiner 2001). Diese
Hypothesen basieren auf in-vitro Befunden, die zeigen, daB dendritische Zellen aus
dem Respirationstrakt IL-10 (notwendig fiir Teq) produzieren, wéhrend dendritische
Zellen aus dem Gastrointestinaltrakt IL-10 und TGF-f produzieren, das fir die
Entwicklung von TH3-Zellen notwendig ist (Akbari 2001). Nach den derzeit
vorliegenden Befunden supprimieren T.eq sowohl die TH1- als auch die TH2- Antwort
und haben eine regulative Funktion in der Entwicklung der bronchialen
Hyperreagibilitat beim Asthma bronchiale (Cottrez 2000, Akbari 2002). CD4*/CD25"
T-Zellen haben eine regulative Funktion in der Entwicklung der eosinophilen
Atemwegsentzindung aber beeinflussen die Entwicklung der bronchialen
Hyperreagibilitat nicht (Suto 2001, Hadeiba 2003).

Die Bedeutung von NK-Zellen bei der Entwicklung einer bronchialen Hyperreagibilitat

beim Menschen ist bislang noch weitgehend unklar.

Die Rolle von regulatorischen T-Zellen in der Entwicklung von Asthma und Allergien
ist auch auf dem Hintergrund der so genannten ,Hygiene-Hypothese*® plausibel.
Diese von Strachan formulierte ,Hygiene-Hypothese® hat aus verschiedenen

epidemiologischen Arbeiten abgeleitet, daB die verminderte Exposition gegeniber
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Mikroorganismen im Sauglingsalter zu einer Zunahme der allergischen
Sensibilisierung in den Industrienationen gefiihrt hat (Strachan 1989).

Auf dem Hintergrund des TH1/TH2-Konzeptes bedeutet dies: Allergische
Erkrankungen sind mit einer Verschiebung des TH2/TH1 Gleichgewichtes in
Richtung einer TH2-Immunantwort assoziiert. Zytokine, die diese TH2-Immunantwort
charakterisieren, wie beispielsweise IL-4, IL-13 und IL-5, sind fur die IgE-Produktion
der B-Zellen bzw. die eosinophile Inflammation von herausragender Bedeutung.
Fehlen spezifische Stimuli z.B. durch Mikroorganismen in der friihen Kindheit, die per
se oder durch Aktivierung ,regulatorischer” Mechanismen die Produktion von TH1-
Zytokinen bewirken, so bleibt das bei Geburt bestehende TH2-Zytokinmuster
dominierend. Sind hingegen ,immunmodulatorische Stimuli“ wahrend einer sensiblen
Episode vorhanden, kommt es zu einer Verschiebung in Richtung einer TH1-
Immunantwort bei Kindern, die dann auch keine Atopie entwickeln. Wahrend des
Sauglingsalters gibt es mindestens zwei kritische Ereignisse, die eine Verschiebung
der TH2 in Richtung TH1 — Immunantwort bewirken kdnnten. Hierzu z&hlt neben
Episoden mit viralen oder bakteriellen Infekten vor allem die physiologische
Besiedlung des Magen-Darm Traktes mit Bifidobakterien und Laktobazillen. In
welchem MaB eine adaquate Besiedelung des Magen-Darm-Traktes flr eine
.,normale“ Entwicklung des Immunsystems notwendig ist, zeigen Experimente mit
Mausen, die in einer keimfreien Umgebung aufgewachsen sind: Diese Tiere zeigten

keinerlei Toleranzentwicklung.

Bislang gibt es eine prospektive Untersuchung, die den allergiepraventiven Effekt
von Probiotika untersucht hat (Kalliomaki 2001). Dabei rekrutierte die finnische
Arbeitsgruppe um Erika lIsolauri ein Risikokollektiv, d.h. es wurden Familien

eingeschlossen, in denen entweder die angehende Mutter, der Vater oder ein
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Geschwisterkind eine atopische Erkrankung hatten. Die angehende Mutter bekam
vier Wochen vor Geburt entweder Laktobazillus GG oder ein Plazebopraparat. In den
ersten sechs Monaten nach Geburt nahm entweder die stillende Mutter oder das
neugeborene die Lactobazillen bzw. das Plazebopréparat weiter ein. Nach zwei
Jahren wurden die Kinder im Hinblick auf die Manifestation einer atopischen
Dermatitis untersucht. Zu diesem Untersuchungszeitpunkt hatten signifikant weniger
Kinder (15 von 64; 23%) in der LGG-Gruppe Symptome einer atopischen Dermatitis,
in der Plazebogruppe waren es hingegen 46% (31 von 68 Kinder). Aus dieser
Population liegen allerdings keine immunologischen Daten vor, die den

beschriebenen Effekt pathophysiologisch klaren kénnten.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werden, daf3 die Isolation von CD4*/CD25"-
Zellen im Nabelschnurblut prinzipiell méglich ist und daB diese Zellen offenbar
ahnliche funktionelle Eigenschaften wie bei Erwachsenen haben. Ziel fur weitere
Untersuchungen sollte es sein, die funktionellen und phanotypischen

Eigenschaften regulatorischer T-Zellen im Nabelschnurblut weiter zu
charakterisieren. Dabei ist insbesondere die Rolle von IL-13 zu untersuchen, um zu
klaren, in wie weit sich CD4"/CD25" T-Zellen von Neonaten von Erwachsenen
unterscheiden.

Eine Klarung der Bedeutung und Funktion von ,regulatorischen” T-Zellen ist
insbesondere auch auf dem Hintergrund von neuen Praventionsstudien
vielversprechend. Dies kdnnte dazu beitragen, die Mechanismen der allergischen
Sensibilisierung im frihen Kindesalter in den nachsten Jahren besser zu verstehen

und gezielte Strategien zu entwickeln, um damit langfristig der Zunahme allergischer
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Sensibilisierungen und atopischer Erkrankungen in den westlichen Industrienationen

entgegen wirken zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Allergische Erkrankungen sind immunologisch definiert durch die Produktion
allergen-spezifischer IgE-Antikérper von B-Zellen, deren Bildung durch sogenannte
TH-2 Zytokine, insbesondere IL-4 und IL-13 induziert werden. Bereits bei Geburt ist
die Situation des Neonaten durch eine Polarisierung naiver T-Zellen in Richtung einer
TH-2-Immunantort charakterisiert. Dieses TH-2-Muster persistiert bei spéateren
Allergikern, wahrend sich bei Kindern ohne Allergie-Entwicklung in den ersten
Lebensjahren eine TH-1/TH-2 Immunbalance entwickelt. Damit stellt sich die Frage,
welche Faktoren in Richtung einer TH1- oder TH2-Antwort polarisieren und welchen
regulatorischen Mechanismen fir das Zustandekommen und die Balance des
TH1/TH2-Zytokinmilieus  verantwortlich  sind.  Tierexperimentell sowie bei
Erwachsenen konnte unlangst eine CD4*/CD25" T-Zellpopulation mit regulatorischen
Eigenschaften beschrieben werden.

Ziel dieser Arbeit war daher die Isolierung sowie die funktionelle und phanotypische
Charakterisierung von CD4*/CD25" ,regulatorischen“ T-Zellen im Nabelschnurblut.
Hierfir wurden aus Nabelschnurblutproben mononukleédre Zellen mittels Ficoll-
Dichtezentrifugation isoliert und anschlieBend Gber zwei Aufreinigungsschritte
CD47CD25" T-Zellen mittels magnetischer Antikdrper (Dynal, MACS) isoliert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass der Anteil der CD4*CD25" ,regulatorischen” T-Zellen im
Nabelschnurblut bei gesunden Neugeborenen im Median 4.6 % (Range 1,5—-9,8 %)
betragt. Diese CD4"CD25" T-Zellen proliferiteren nach Stimulation mit Interleukin-2
nicht. Dartber hinaus kommt es nach Co-Kultur von CBMC mit CD4*CD25" Zellen in
den Zelliberstdnden zu keiner wesentlichen Freisetzung der Zytokine Interferon-
Gamma und IL-10 (ELISA). Im Gegensatz dazu ist die Freisetzung von TGF-B im
Vergleich zu stimulierten CBMC nicht verandert. Nach Co-Kultur mit CD4*CD25"

Zellen war auch IL-13 in den Uberstanden (iber der Negativkontrolle erhéht. Mit
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dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB CD4"/CD25" T-Zellen nicht nur quantitativ
sondern auch funktionell und phanotypisch &ahnliche Charakteristika wie bei
Erwachsenen aufweisen. Die Arbeit hat insbesondere methodische Voraussetzungen
fir weiterfhrende Untersuchungen gelegt. Zu klaren ist nun, in wie weit sich
CD4%/CD25" T-Zellen zum Zeitpunkt der Geburt bei Kindern mit spaterer Atopie-
Entwicklung von spater gesunden Kindern unterscheiden. Hierbei ist die
Untersuchung des Transkriptionsfaktor Foxp3, der die Differenzierung

sregulatorischer” T-Zellen determiniert, ein vielversprechender Ansatzpunkt.
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Stammdatenbogen

Familie

0 Vorliegende Einverstindniserkldrung
0  Ausgefiillter Fragebogen
0  Ausschlusskriterien wihrend der Schwangerschaft erfragt:
e Erkrankung wihrend der Schwangerschaft: Gestosen, Eklampsie, Infektionen
e Zustand nach Sterilitdtsbehandlung oder Hormonbehandlung
e Autoimmunerkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus, Vaskulitiden, Erkrankungen aus
dem rheumatischen Formenkreis, M. Crohn, Colitis ulcerosa
e Neoplasien
e chronische Entziindungen (u.a. HIV, chronische Hepatitis, Parasitosen, Sarkoidose,
Tuberkulose
e Alkoholabusus, Drogenabhéngigkeit

Planung der Geburt:
0  errechneter Termin
0  Geburt vorraussichtlich im Krankenhaus
Anmerkungen:
Zeitpunkt Geburt:
Kind: PN: Mutter: PN:

0  Ausschlusskriterien erfragt:
e Friihgeborene (< 37. SSW), Neugeborene mit niedrigem Geburtsgewicht (< 2500g)
e Kinder mit Neugeboreneninfektionen, Beatmungspflichtigkeit, Stoffwechselstérung und
schweren Organfehlbildungen
e 7.B. Herzfehler, Spaltfehlbildungen, Chromosomenaberationen
Blutentnahme bei der Mutter erfolgt am = Schwangerschaftswoche
Nabelschnurblutprobe verarbeitet am
Geschlecht des Kindes
Geburtsgewicht
Geburtsmodus
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Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin
Universititsklinikum der Albert-Ludwigs-Universitit
Arztlicher Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. M. Brandis
Projektleiter: Dr. Matthias Kopp

e-mail: kopp @kikli.ukl.uni-freiburg.de
Mathildenstrasse 1

79106 Freiburg

Freiburg, im November 2001
Liebe Eltern,

Seit Jahren nehmen allergische Erkrankungen wie Asthma, Heuschnupfen oder Neurodermitis in
westlichen Industrienationen zu. Offenbar wird recht frith festgelegt, wer spiter eine allergische
Erkrankung entwickelt oder nicht. Um die Zusammenhinge der Allergie-Entstehung besser verstehen
zu konnen, untersuchen wir seit einigen Jahren Nabelschnurblutproben von neugeborenen Kindern.

Wir wissen mittlerweile, da3 die Blutzellen des Neugeborenen bereits Allergene erkennen kénnen
und darauf auch mit einer Immunantwort reagieren konnen. In den letzten Jahren wird dabei
besonders die Bedeutung von Zytokinen (Botenstoffen, die eine allergische Entziindungsreaktion
auslosen konnen) und Zellen, die diese Botenstoffe freisetzen (sogenannte T-Zellen*) untersucht.
Uber die Bedeutung dieser Zytokine und der T-Zellen im Nabelschnurblut fiir die spitere Allergie-
Entstehung ist bislang allerdings nur sehr wenig bekannt.

Wir planen nun eine Untersuchung iiber die Rolle von Zytokinen und T-Zellen bei Neugeborenen und

mochten Sie hiermit fragen, ob Sie Interesse an der Teilnahme haben.

¢ Dazu mochten wir Thnen zunichst einen Fragebogen aushindigen und Sie bitten, diesen
auszufiillen.

e Nach der Geburt ihres Kindes mochten wir aus dem Mutterkuchen eine Nabelschnurblutprobe
(,,Plazentarestblut®) von ihrem Kind gewinnen. Davon spiiren aber weder die Mutter noch ihr
Kind etwas.

Diese Untersuchung wird im Rahmen einer wissenschaftliche Studie durchgefiihrt. Ein direkter
Nutzen fiir Thr Kind besteht lediglich darin, da wir moglicherweise durch die Bestimmung der
Zytokin-Konzentrationen eine Zusatzinformation erhalten. Diese konnte uns in Einzelféllen bei der
Planung eventuell notwendiger Therapien weiterhelfen, zum Beispiel dann, wenn sich bei Threm Kind
allergische Erkrankungen entwickeln sollten. Selbstverstindlich ist diese Untersuchung freiwillig, es
entstehen dadurch keine Behandlungskosten fiir Sie. Die Daten werden in anonymisierter Form und
nur zu Studienzwecken erfasst, sie werden entsprechend den Vorschriften der
Datenschutzbestimmung nach Abschluss der Untersuchung anonymisiert. Es steht Thnen jederzeit
frei, die weitere Teilnahme an dieser Studie ohne Nennung von Griinden zu widerrufen. Wir wiirden
uns jedoch sehr freuen, wenn Sie uns bei unserem Anliegen unterstiitzen konnten. Uber die
Ergebnisse unserer Untersuchung werden wir Sie gerne informieren.

Mit freundlichen Griilen

s dip

Dr. Matthias Kopp
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Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin der
Universitétsklinik Freiburg
Dr. Matthias Kopp, Gonza Ngoumou
Matthildenstrasse 1 in 79106 Freiburg, Tel. 0761 270 4427

FRAGEBOGEN
Wir m6chten Thnen heute zunichst einige Fragen
stellen:

1. Sind bei Thnen wihrend der Schwangerschaft gesundheitliche Probleme aufgetreten? Falls
ja, welche?

2. Haben Sie wihrend der Schwangerschaft Medikamente eingenommen? Falls ja, welche?

3. Sind bei Ihnen Krankheiten bekannt wie Diabestes, Rheuma, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen (z.B. Morbus Crohn), chronische Infektionen (z.B. Hepatitis)? Falls ja,
welche?

Besten Dank fiir das Ausfiillen dieses Fragebogens!

Einverstindniserklirung

Ja, wir sind/ich bin mit der in beiliegender Aufklirung beschriebenen Untersuchung
einverstanden und willige fiir mich und unser Kind in die Teilnahme ein.

Wir haben die gegebenen Erlduterungen gelesen und verstanden. Wir wissen insbesondere,
dass wir und unser Kind freiwillig teilnehmen und jederzeit aus der Untersuchung
ausscheiden konnen, ohne dass uns irgendwelche Nachteile entstehen.

Name der Mutter: Name des Vaters:
Strasse

Wohnort

Telephonnummer

e-mail

Unterschrift der Unterschrift des
Mutter: Vaters:




1980 — 1985

1985 — 1992:

1992 — 1994

04/1994

03/1996
03/1997
09/2000
10/00 — 09/01
Ende 10/2001
04/02 — 09/03

01/04 — 09/04

Seit 10/04
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Grundschule: ,Ecole du centre administratif* in Yaoundé,
Kamerun

Gymnasium: ,Centre d’enseignement secondaire de Ngoa-
Ekellé” und “Lycée général Leclerc” in Yaoundé, Kamerun.
Abschluss: Baccalauréat 1992 (=Allgemeine Hochschulreife)
Berufsfachschule fiur Kramkenpflege im Krankenhaus lll. Orden
in Manchen.

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der Justus-Liebig-
Universitat in Giessen.

Arztliche Vorpriifung in Giessen

1. Abschnitt der arztlichen Prifung in Giessen

2. Abschnitt der arztlichen Prifung in Giessen

Praktisches Jahr in Giessen

3. Abschnitt der arztlichen Prifung in Giessen

Arztin im Praktikum im Zentrum fiir Kinderheilkunde und
Jugendmedizin der Albert-Ludwigs-Universitat in Freiburg
Wissenschaftliche Mitarbeiterin in der Arbeitsgruppe flr
Allergologie, Leiter: PD Dr. M. Kopp, Zentrum fir
Kinderheilkunde und Jugendmedizin der Albert-Ludwigs-
Universitat in Freiburg

Assistenzarztin im Zentrum far Kinder und Jugendmedizin des
Kreiskrankenhauses Lérrach

Freiburg, im Oktober 2004



