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Geschrieben steht: „Im Anfang war das Wort!“ 
Hier stock ich schon! Wer hilft mir fort? 
Ich kann das Wort so hoch unmöglich schätzen, 
ich muß es anders übersetzen. 

 
Wenn ich vom Geiste recht erleuchtet bin, 
geschrieben steht: Im Anfang war der Sinn. 
Bedenke wohl die erste Zeile, 
daß Deine Feder sich nicht übereile! 
Ist es der Sinn, der alles wirkt und schafft? 
Es sollte stehn: Im Anfang war die Kraft. 

 
Doch, auch indem ich dieses niederschreibe, 
schon warnt mich was, daß ich nicht dabei bleibe. 
Mir hilft der Geist! Auf einmal seh´ ich Rat 
Und schreib getrost: Im Anfang war die Tat! 

 
J. W. von Goethe, Faust  

 
 
 
 
 
 
 

FÜR MEINE ELTERN, 

ANNE UND CHRISTOPH 
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1. Einleitung 

 

Ausgehend von den Besonderheiten des neonatalen Immunsystems wird die 

zytokinabhängige Differenzierung von Makrophagen und T-Zellen mit ihren 

Auswirkungen auf Immunreaktionen beschrieben. Neben der rezeptorvermittel-

ten Zellaktivierung spielen humorale Botenstoffe im komplexen Netzwerk der 

Signalübermittlung eine wesentliche Rolle. 

Zytokine sind Signalproteine, die von Immun- und Nichtimmunzellen sezerniert 

werden und das Verhalten anderer Zellen beeinflussen. Sie binden an spezifi-

sche Rezeptoren der Zielzellen und können mittels Genaktivierung ein dynami-

sches Netzwerk aufbauen, das den Zellkontakt, die Rezeptoraffinität und die 

Funktion steuert. Interferon-γ (IFN-γ) ist ein Schlüsselzytokin für eine 

proinflammatorische Immunantwort (Boehm et al. 1997). Es wird im Neugebo-

renenalter im Vergleich zum Erwachsenen weniger gebildet und seine Wirkung 

auf kostimulatorische Rezeptoren ist ebenfalls geringer als beim Erwachsenen 

(Wakasugi & Virelizier 1985, Maródi 2002). Darauf aufbauend wird die Hypo-

these vorgestellt, dass die verringerte IFN-γ-Produktion und -Wirkung beim 

Neugeborenen durch eine geringere Produktion bzw. Wirkung seiner Hauptin-

duktoren IL-12 und IL-18 bedingt ist (La Pine et al. 2003). 

 

 

1.1 Das Immunsystem des Neugeborenen und des Erwachsenen 

 

Das Immunsystem des Neu- und insbesondere des Frühgeborenen ist im Ver-

gleich zum Erwachsenen auf humoraler und zellulärer Ebene hinsichtlich seiner 

einzelnen Komponenten sowie deren Zusammenwirken beeinträchtigt  (Tab. 1). 

Aus diesem Grund wird die Neugeborenenzeit auch als Zeit der „physiologi-

schen  Immundefizienz“ bezeichnet (Burgio et al. 1987). Die  herabgesetzte 

Immunität während der Schwangerschaft, sowohl der Mutter als auch des Fe-

ten, wird als ein zentraler Mechanismus zur Wahrung der immunologischen To-

leranz und Verhinderung von Abstoßungsreaktionen des semiallogenen Feten 

verstanden (Gaunt & Ramin 2001).  
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Tab. 1:  Immunologische Besonderheiten des Neugeborenen 

 

 

Aus der eingeschränkten Immunkompetenz und der Tatsache, dass Neugebo-

rene besonders auf Abwehrmechanismen der angeborenen Immunität ange-

wiesen sind, resultiert eine stark erhöhte Infektanfälligkeit. Dabei stehen vor 

allem Infektionen im Vordergrund, die eine intakte T-Zellimmunität und T-

Zellaktivierung voraussetzen, wie beispielsweise Infektionen durch Cytomega-

lieviren oder Toxoplasma gondii (Wilson 1986, Adkins 1999).  

 

 

1.2 T-Lymphozyten 

 

T-Zellen können fremde Antigene nur in Zusammenhang mit körpereigenen 

Gewebsmolekülen, so genannten MHC-Molekülen (major histocompatibility 

complex) erkennen (Zinkernagel & Doherty 1974 und 1975). Diese Prägung auf 

körpereigene Strukturen, MHC-Klasse-I oder MHC-Klasse-II erlangen sie wäh-

rend der Embryonalentwicklung im Thymus (Boehmer 1992). 

 
Immunologische Besonderheiten des Neugeborenen 

 
• Die Aktivität des Komplementsystems ist beim Neugeborenen im 

Vergleich zum Erwachsenen um 20-50% vermindert (Fleer et al. 
1988).  

 
• Die Bildung funktionstüchtiger Granulozyten im Knochenmark des 

Neugeborenen ist verlangsamt (Cairo 1989, Schelonka & Infante 
1998). 

 
• B-Lymphozyten des Neugeborenen erlangen die Fähigkeit zur 

Antikörperbildung erst in den ersten Lebenswochen (Quie 1990). 
 
• Neonatale T-Zellen proliferieren weniger stark nach Antigenstimu-

lation und sind bezüglich ihrer Produktion von Zytokinen wie IFN-
γ oder IL-2 eingeschränkt (Adkins 1999, Harris et al. 1992, Wilson 
& Lewis 1990).  
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Reife T-Zellen, die noch mit keinem Antigen konfrontiert wurden, bezeichnet 

man als naiv. Wird diesen durch eine professionelle Antigen-präsentierende 

Zelle (APC, Janeway et al. 2002) ein Antigen präsentiert, resultieren drei Reak-

tionsmöglichkeiten: Anergie, d. h. Lähmung der Zelle, Zelltod oder Aktivierung 

(Schwarz et al. 1989, Wang et al. 1998). 

Die T-Zellaktivierung beinhaltet sowohl eine klonale Expansion der T-Zellen als 

auch die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine, deren Balance 

den Verlauf einer Infektion wesentlich mitbestimmt (Volk et al. 1991).  

 

T-Lymphozyten, die den Oberflächenrezeptor CD4 tragen (cluster of differentia-

tion), so genannte T-Helferzellen oder CD4+ T-Zellen, differenzieren sich in 

proinflammatorische TH1-Zellen oder in antiinflammatorische TH2-Zellen (Abb. 

1). Sie unterscheiden sich nicht phänotypisch, sondern aufgrund ihrer sezer-

nierten Zytokine (Typ-1- oder Typ-2-Zytokine; Mosmann et al. 1986, Seder & 

Paul 1994, Abbas et al. 1996).  

 

 

� TH1-Zellen 

 

Sie sezernieren Typ-1-Zytokine (Tab. 2), zu denen IFN-γ, IL-12 und IL-18 

gehören, die mit einer Steigerung der zellulären Immunantwort assoziiert 

sind (Cher & Mosmann 1987). IFN-γ ist ein Schlüsselzytokin für eine 

proinflammatorische Immunantwort (Boehm et al. 1997). 

 

 

� TH2-Zellen 

 

TH2-Zellen sezernieren Typ-2-Zytokine wie zum Beispiel IL-4, IL-5 und 

IL-10 was vorzugsweise eine humorale, B-Zellvermittelte Immunantwort 

induziert (Mosmann et al. 1986, Abbas et al. 1996, Romagnani 1996).  
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Ob sich eine T-Helferzelle in eine TH1- oder eine TH2-Zelle differenziert, wird 

durch das Zytokinmilieu (Maggi et al. 1992) und durch die Expression von 

kostimulatorischen Rezeptoren der B7-Familie (z. B. CD80/CD86) auf APC re-

guliert (Salomon & Bluestone 2001, Kuchroo et al. 1995).  

Den vereinfachten Ablauf einer zytokinabhängigen T-Zelldifferenzierung zeigt 

Abb. 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1:  Zytokinabhängige T-Zelldifferenzierung 

 

 

IL-12 induziert die Entwicklung einer TH1-Antwort, IL-4 die einer TH2-Antwort 

(Liew 2002). Die daraufhin produzierten Zytokine IFN-γ (TH1) bzw. IL-10 (TH2) 

nehmen Einfluss auf die Balance der T-Zelldichotomie (Maggi et al. 1992) in 
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Form von autokriner Stimulation und Hemmung der anderen Differenzierungs-

seite und unterstützen die Ausbildung einer humoralen bzw.  zellulären Immun-

antwort.   

Beim Neugeborenen überwiegt eine Sekretion von TH2-Zytokinen (Zhao et al. 

2002, Langrish et al. 2002). TH1-Zytokine wie IFN-γ verlieren ihre Wirkung bei 

einer Dominanz von TH2-Zytokinen (Ding & Shevach 1992, Ding et al. 1993). 

 

 

1.3 Makrophagen: Professionelle Antigenpräsentierende Zellen  

 

Antigenpräsentierende Zellen, welche kostimulatorische Rezeptoren exprimie-

ren, werden als professionelle antigenpräsentierende Zellen bezeichnet. Dar-

über hinaus können auch nicht-immunkompetente Zellen, Epithelien, Keratino-

zyten bis hin zu neoplastischen Zellen kostimulatorische Rezeptoren exprimie-

ren (Bluestone 1998). Als professionelle APC sind besonders dendritische Zel-

len (DC), Monozyten/ Makrophagen und B-Zellen von Bedeutung. 

Makrophagen (MΦ) stammen vom Blutmonozyten ab und werden in verschie-

denen Geweben gefunden. Sie lassen sich in unterschiedliche Subtypen unter-

teilen, die sich in der Expression von kostimulatorischen Rezeptoren und ihrer 

Funktion als Helfer-Makrophagen bzw. zytotoxische Makrophagen unterschei-

den (Kummerle-Deschner et al. 1998; Abb. 2).  
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Abb. 2:  Zytokinabhängige Makrophagendifferenzierung 

 

IFN-γ differenziert die Makrophagen in Richtung eines kostimulatorischen T-

Zellaktivierenden Helfertyps (MH), während IL-10 die Ausprägung eines zytoto-

xischen Makrophagen (MZ) fördert, welcher T-Zellen bei Kontakt eliminiert (Orli-

kowsky et al. 1997, Wang et al. 1998). Je nach Dominanz des Subtypes wird 

die T-Zellantwort in Richtung Aktivierung oder Deletion gelenkt (Dudhane et al. 

1996). 

Makrophagen produzieren eine Vielzahl von Zytokinen (Trinchieri 1997) von 

denen IL-10 und IL-12 antagonistische Funktionen bezüglich der T-

Zelldifferenzierung und der IFN-γ-Produktion besitzen. IL-10 unterdrückt die 

IFN-γ-Produktion von TH1-Zellen (Fiorentino et al. 1989) und IFN-γ inhibiert re-

ziprok die monozytenabhängige IL-10-Produktion (Chomarat et al. 1993). IL-12 

hingegen spielt eine wichtige Rolle bei der Generierung einer TH1-Antwort und 

damit dem Schutz vor intrazellulären Pathogenen (Kalinski et al. 1997).  
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Neben dem Lipopolysaccharid-(LPS)-Bindungsrezeptor CD14, dem Toll-like 

Rezeptor-4 (TLR-4) und dem Mannose Rezeptor exprimieren Makrophagen 

weitere Rezeptoren, die bei der Erkennung bakterieller Oberflächenkomponen-

ten eine wichtige Rolle spielen. LPS als Bestandteil der bakteriellen Zellwand 

beeinflusst die Steuerung der Immunantwort (Janeway & Medzhitov 2002, Akira 

et al. 2001). Makrophagen werden aktiviert und produzieren daraufhin 

proinflammatorische Zytokine, die sich für die angeborene Immunantwort als 

entscheidend erwiesen haben (Ulevitch & Tobias 1995).  

Ruhende Makrophagen tragen weniger MHC-Klasse-II-Rezeptoren auf ihrer 

Oberfläche als aktivierte Zellen. Die Fähigkeit von neonatalen Makrophagen zur 

Antigenpräsentation (Lu et al. 1979) und MHC-II-Expression (Inaba et al. 1986, 

Kitaura et al. 1988) ist gegenüber Makrophagen aus Erwachsenenblut herab-

gesetzt.  

Makrophagen exprimieren kostimulatorische Rezeptoren der B7-Familie, wobei 

CD86 (B7-2) konstitutiv exprimiert wird, während CD80 (B7-1) nur nach Stimu-

lation auf der Zelloberfläche erscheint (Freeman et al. 1993, Linsley et al. 

1994). Durch die Phagozytose von Mikroorganismen und Fremdantigenen wird 

die Expression von MHC-II- und B7-Molekülen induziert (Nabavi et al. 1992). 

 

 

1.4 T-Zellaktivierung durch APC  

 

Ein wesentliches Prinzip der T-Zellaktivierung ist ihre Abhängigkeit von zwei 

Signalen. 

Das erste, spezifische Signal, wird durch die Bindung zwischen T-Zellrezeptor 

(TCR) und peptidbeladenem MHC-Komplex (Abb. 3 und 4, blaue Rezeptoren) 

ausgelöst. Wird der T-Zelle nur dieses Signal präsentiert, wird sie entweder  

anergisch, d.h. sie bleibt gegenüber T-Zellaktivierung refraktär, bzw. paraly-

tisch, oder apoptotisch, d.h. sie wird durch eine Kaskade von zellauflösenden 

Substanzen über einen programmierten Zelltod eliminiert (Schwartz 1992, Ja-

neway & Bottomly 1994; Abb. 3). 
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Abb. 3:  T-Zellaktivierung ohne zweites Signal 

 

 

Das zweite, unspezifische, ist ein kostimulatorisches Signal (Abb. 4). Wird der 

T-Zelle neben dem Antigen auch ein solches Signal angeboten, führt dies zur 

erfolgreichen Aktivierung (Inaba & Steinman 1984). 

 

 

 

Abb. 4:  T-Zellaktivierung mit zweitem Signal 
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Die T-Zellaktivierung unterliegt keinem „Alles-oder-Nichts“-Prinzip, sondern fin-

det zwischen der APC und der T-Zelle in Form eines Dialoges über kostimulato-

rische Moleküle statt, wobei eine höhere Dichte dieser Moleküle eine bessere 

Aktivierung zur Folge hat (Hathcock et al. 1994). 

Dieser Mechanismus wird als immunologischer Selbstschutz gedeutet, da wäh-

rend der T-Zellselektion im Thymus nicht alle potentiell selbstreaktiven T-Zellen 

aussortiert werden. Die Notwendigkeit zweier Signale zur Aktivierung verhindert 

so selbst zerstörerische Immunantworten. Bei Autoimmunerkrankungen, in wel-

chen eine T-Zellhyperreaktivität gefunden wird, lassen sich Auffälligkeiten im 

System der Kostimulation finden (Salomon & Bluestone 2001). 

Als „in vitro Modell“ der makrophagenabhängigen T-Zellaktivierung kann die 

Stimulation mit dem gegen den CD3-Rezeptor des T-Zellrezeptorkomplexes 

gerichteten monoklonalen Antikörper (anti-CD3) dienen (Dudhane et al. 1996). 

 

 

1.5 Rezeptoren der B7-Familie 

 

In Bezug auf die Kostimulation von T-Zellen haben sich auf Makrophagen Re-

zeptoren der B7-Familie als entscheidend erwiesen (Carreno & Collins 2002). 

Die am besten charakterisierten Rezeptoren sind die beiden Glykoproteine B7-1 

(CD80) und B7-2 (CD86), die erstmals als B-Zellaktivierendes Antigen be-

schrieben wurden (Freeman et al. 1987, Freeman et al. 1989). Sie binden mit 

unterschiedlicher Affinität an entsprechenden Liganden, CD28 und CD152 auf 

der T-Zelloberfläche (Carreno & Collins 2002), wobei CD80 etwa zwei bis drei-

mal stärker bindet als CD86 (Freeman et al. 1993). CD86 wird im Gegensatz zu 

CD80 konstitutiv auf Makrophagen exprimiert (Linsley et al. 1994). Die Bindung 

der Rezeptoren an der T-Zelle kann sowohl stimulierende als auch inhibierende 

und damit die Aktivierung terminierende Signale vermitteln (Appleman & Bous-

siotis 2003). 

 

 



1. Einleitung 
____________________________________________________________ 

  10 

1.6 Zytokine 

 

Die nachfolgende Beschreibung einzelner Zytokine beschränkt sich auf die in 

der Arbeit verwendeten (Tab. 2). 

 

 

Tab. 2:  Untersuchte Zytokine 

 

 

1.6.1 IFN-γ 

 

IFN-γ wurde 1965 aufgrund seiner antiviralen Aktivität entdeckt (Wheelock 

1965). Seine Hauptinduktoren in vivo sind IL-12 und IL-18 (Gately et al. 1998, 

Ushio et al. 1996). Tabelle 3 stellt einige Charakteristika von IFN-γ vor. 

 

 

Tab. 3:  Charakteristika von IFN-γ 

 
TH2-Zytokine 
 
• Interleukin-10  

   
 
 

 
TH1-Zytokine 
 
• Interferon-γ    
• Interleukin-12 
• Interleukin-18 
 

 
IFN-γ 

 
• Nichtkovalentes 34kDa großes homodimeres Molekül (Greenlund 

et al. 1992, Fountoulakis et al. 1992).  
 
• Produktion durch: aktivierte TH1-Zellen (Mosmann & Coffman 

1989), Monozyten und CD8+ T-Zellen (Sad et al. 1995, Perussia 
1991)  

 
• IL-12 induziert in Antigen-stimulierten CD4+ T-Zellen die IFN-γ 

Gen-Transkription (Trinchieri 1995) und Sekretion (Lederer et al. 
1996)  

 
• Erhöhung der Expression von MHC-Oberflächenmolekülen (Revel 

& Chebath 1986, Rosa et al. 1986). 
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1.6.2 IL-12 

 

IL-12 wurde als Produkt einer mit dem Epstein-Barr-Virus transformierten hu-

manen B-Zelllinie identifiziert, das Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) aktiviert 

und die IFN-γ-Produktion und T-Zellproliferation induziert (Gately et al. 1986, 

Wong et al. 1988, Kobayashi et al. 1989, Stern et al. 1990; Tab. 4). 

 

 

Tab. 4:  Charakteristika von IL-12 

 

 

1.6.3 IL-18 

 

IL-18 gehört zur IL-1 Familie (Okamura et al. 1995a und 1995b, Dinarello et al. 

1998, Tsutsui et al. 2000, Akira 2000, Nakanishi et al. 2001a). Die beiden Zyto-

kine ähneln sich in struktureller Hinsicht, bezüglich des Rezeptorkomplexes, im 

Signaltransduktionsweg und in ihren proinflammatorischen Fähigkeiten (Dina-

rello 1999, Lebel-Binay et al. 2000). Ursprünglich wurde es aufgrund seiner Fä-

higkeit entdeckt, die IFN-γ-Produktion von TH1-Zellen in Gegenwart von IL-12 

zu induzieren. Tabelle 5 beschreibt weitere Charakteristika von IL-18. 

 
IL-12 

 
• 75kDa großes Zytokin, bestehend aus zwei Untereinheiten: 35kDa 

(p35) und 40kDa (p40) (Kobayashi et al. 1989).  
 
• IL-12(p35) wird nur zusammen mit IL-12(p40) aus der Zelle aus-

geschleust, wohingegen IL-12(p40) auch alleine außerhalb der 
Zelle vorkommen kann (Carra et al. 2000). 

 
• Hauptproduzenten: Antigen-stimulierte Makrophagen, Dendritische 

Zellen (DC), Neutrophile Granulozyten und B-Zellen (Zeh et al. 
1994). 

 
• Induziert: die IFN-γ-Produktion, die Zelldifferenzierung in TH1-

Zytokin-produzierende Zellen und die Aktivierung und Produktion 
TH1-assoziierter Immunglobulin-Klassen (IgG2a) durch B-Zellen 
(Trinchieri 2003). 
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Tab. 5:  Charakteristika von IL-18 

 

 

1.6.4 IL-10 

 

IL-10 wurde erstmals aufgrund seiner Wirkung auf APC (Fiorentino et al. 1989) 

als Inhibitor der Zytokinproduktion von TH1-Zellen charakterisiert (Fiorentino et 

al. 1991a). IL-10 ist das bisher am stärksten wirkende antiinflammatorische Zy-

tokin der TH2-Familie (Tab. 6). 

 
IL-18 

 
• Wird als 24kDa großes biologisch inaktives Vorläuferprotein pro-

duziert und durch Caspasen in ein aktives Zytokin gespalten (Fan-
tuzzi & Dinarello 1999, Gu et al. 1997, Ghayur et al. 1997, Tsutsui 
et al. 1999). 

  
• Produktion durch: Makrophagen und DC (Fantuzzi et al. 1998, 

Bohn et al. 1998, Shibata et al. 1998, Sanchez-Bueno et al. 1996, 
Stoll et al. 1998), sowie Nicht-Immunzellen wie z. B. Keratinozyten 
(Stoll et al. 1997) oder Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes 
(Takeuchi et al. 1997) und der Luftwege (Cameron et al. 1999).  

 
• Wirkt zusammen mit IL-12 synergistisch auf die IFN-γ-Produktion 

von nichtpolarisierten T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen  und DC      
(Okamura et al. 1995a und 1995b, Okamura et al. 1998, Tsutsui et 
al. 2000, Yoshimoto et al. 1997, Yoshimoto et al. 1998, Fukao et 
al. 2000). 

 
• Ohne IL-12 kann es die Produktion der TH2-Zytokine IL-4 und IL-

13 von T-Zellen, NK Zellen, Mastzellen und basophilen Granulozy-
ten induzieren (Hoshino et al. 1999, Yoshimoto et al. 1999, Yos-
himoto et al. 2000). 

 
• IL-18 beeinflusst sowohl die TH1- als auch die TH2-Antwort in 

Abhängigkeit vom umgebenden Zytokinmilieu (Okamura et al. 
1998,  Xu et al. 2000). 
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Tab. 6:  Charakteristika von IL-10 

 

 

 

1.7 Hypothesen und Vorgehen 

 

1. Die im Vergleich zum Blut von Erwachsenen erniedrigte IFN-γ-

Produktion im Nabelschnurblut ist auf eine reduzierte Produktion 

und/oder verminderte Wirkung von IL-12 und IL-18 zurückzuführen. 

 

Da die Produktion von IFN-γ und seine Wirkungen auf die kostimulatori-

schen Rezeptoren von Makrophagen beim Neugeborenen reduziert sind 

(Taylor & Bryson 1985, Orlikowsky et al. 2003), untersuchten wir in der 

vorliegenden Arbeit, ob die erniedrigte IFN-γ-Produktion auf eine redu-

zierte Produktion der IFN-γ-Induktoren IL-12 oder IL-18 zurückzuführen 

ist und ob eine Hemmung bereits auf Transkriptionsebene vorliegt. Des-

 
IL-10 

 
• Es wird unter anderem von T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen 

produziert (Howard & O´Garra 1992, Yssel et al. 1992).  
 
• IL-10 wirkt als Mastzell- (Thompson-Snipes et al. 1991) und T-Zell-    

(MacNeil et al. 1990) Wachstumsfaktor, erhöht die Expression von 
MHC-Klasse-II-Molekülen auf ruhenden B-Zellen (Go et al. 1990) 
und verstärkt die B-Zelldifferenzierung und Proliferation in Gegen-
wart von anti-CD40 und IL-4 (Rousset et al. 1992). 

 
• IL-10 behindert einige Makrophagenfunktionen, wie die Produktion 

von IL-1, IL-6, TNF-alpha, GM-CSF, G-CSF und die Bildung reak-
tiver Sauerstoffmetabolite, die eine Rolle bei der Elimination intra- 
und extrazellulärer Parasiten spielen (Fiorentino et al. 1991b, 
Bogdan et al. 1991, Gazzinelli et al. 1992). 

 
• IL-10 erhöht die Zytotoxizität von Makrophagen in der antikörper-

vermittelten zellulären Zytotoxizität (Orlikowsky et al. 1997, Dud-
hane  et al. 1996). 
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halb wurden im Zellkulturüberstand Zytokinkonzentrationen basal und 

nach Stimulation gemessen, sowie mRNA-Kopien detektiert. 

 

 

2. Die TH2-Lastigkeit des Neugeborenen könnte bei erhöhter IL-10-

Produktion im Nabelschnurblut die IFN-γ-, IL-12- und IL-18-Produktionen 

und Wirkungen hemmen. 

 

Da beim Neugeborenen eine Sekretion von TH2-Zytokinen überwiegt 

(Zhao et al. 2002, Langrish et al. 2002) und TH1-Zytokine wie IFN-γ ihre 

Wirkung bei einer Dominanz von TH2-Zytokinen verlieren (Ding et al. 

1993), wurde die Hypothese getestet, ob eine Reduktion der Wirksamkeit 

von IFN-γ, IL-12, IL-18 im Nabelschnurblut durch eine erhöhte IL-10-

Produktion bedingt ist.   

 

 

3. Die Zytokinwirkung von IL-12, IL-18 und IFN-γ auf die CD80-/CD86-

Expression und die damit verbundene T-Zellaktivierung ist im Nabel-

schnurblut geringer als im Blut Erwachsener. 

 

Eine weitere mögliche Erklärung für die im Vergleich zum Erwachsenen 

reduzierte IFN-γ-Wirkung auf die T-Zellaktivierung stellt eine herabge-

setzte Wirkung von IL-12 und/oder IL-18 auf kostimulatorische Moleküle 

des Makrophagen bzw. auf T-Zellen dar. Deshalb wurde durchflusszyto-

metrisch die Expression und Kinetik von Rezeptoren der B7-Familie auf 

der Zelloberfläche von Makrophagen bestimmt sowie quantitativ die T-

Zellentwicklung und Blastenbildung verfolgt. 
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2. Material 

 

 

2.1 Zellen 

 

Die mononukleären Zellen (MNC) wurden aus peripherem Venenblut (PB) ge-

sunder Erwachsener (n=52) und dem Nabelschnurblut (NSB) reifer Neugebore-

ner (n=54) gewonnen. Die Nabelschnurblutentnahme erfolgte bei reifen Neuge-

borenen, ohne Anhalt für pränatal erworbene Infektionen, durch sterile Punkti-

on. Zuvor wurde die schriftliche Einwilligung der Mutter und die Zustimmung der 

Ethikkommission (290/99) eingeholt. Gesunde erwachsene Spender dienten als 

Vergleichsgruppe. 

 

 

2.2 Materialien biologischen Ursprungs 

 

Bovines Serum Albumin (BSA), lyophilisiert Fa. Boehringer Mannheim 

GmbH, Mannheim 

Fötales Kälberserum (FCS), (inaktiviert im Fa. Biochrom, Berlin  

 56°C Wasserbad für 30 Minuten) 

Lipopolysaccharid (LPS), E.coli. (5mg)   Fa. Sigma, Taufkirchen  

anti-CD3 (5mg)   Fa. CRAG GmbH, 

   Orthoclone  

Polyglobin (10%)  Fa. Bayer, Leverkusen 

Rekombinantes Humanes IL-10 (5µg)  Fa. R&D Systems, Minne-

apolis (USA)  

Rekombinantes Humanes IL-12 (5µg)  Fa. R&D Systems, Minne-

apolis (USA)  

Rekombinantes Humanes IL-18 (5µg)   Fa. R&D Systems, Minne-

apolis (USA)  

Rekombinantes Humanes IFN-γ (100µg)   Fa. R&D Systems, Minne-

apolis (USA)  
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Sample Diluent No. 1 Fa. Bender MedSystems 

  GmbH, San Bruno, USA 

 

 

2.3 Materialien nichtbiologischen Ursprungs 

 

Ampuwa  Fa. Fresenius, Bad  

   Homburg  

Biocoll Separating Solution, Dichte 1,077  Fa. Biochrom, Berlin 

Carbonat-Puffer (pH 9,5; 8,4g/l Natriumhydrogen- Universitätsapotheke, 

 carbonat; 3,56g/l Natriumcarbonat) Tübingen  

FACS Flow Fa. Becton Dickinson, 

 Heidelberg 

FACS Lysing Solution Fa. Becton Dickinson, 

 Heidelberg 

Heparin-Natrium (5000 I. E./0,5ml)  Fa. B. Braun, Melsungen 

H2SO4 (2N, 4N)  Fa. Merck, Darmstadt 

L-Glutamin Fa. Biochrom, Berlin 

NaCl (0,9%) Fa. Fresenius, Bad 

   Homburg 

PBS-Dulbecco (Phosphat-gepufferte Salzlösung)  Fa. Biochrom, Berlin 

Propidiumiodid Fa. Sigma, Taufkirchen 

3, 3´,5,5´Tetramethylbenzidin (TMB)  Fa. BD Biosciences 

 PharMingen, Heidelberg  

Trypanblau  Fa. Biochrom, Berlin  

Tween20  Fa. Sigma, Taufkirchen 

VLE RPMI (Very Low Endotoxin, Roswell  Fa. Biochrom, Berlin  

 Park Memorial Inst.)1640 Medium 
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2.4 Enzymimmunoassay 

 

Human IFN- γ OptEIATM Set Fa. BD Biosciences 

 PharMingen, Heidelberg 

Human IL-10 OptEIATM Set Fa. BD Biosciences 

 PharMingen, Heidelberg  

Human IL-12 OptEIATM Set Fa. BD Bioscience 

 PharMingen, Heidelberg 

Human IL-18 Fa. Bender MedSystems 

 GmbH, San Bruno, USA 

 

 

2.5 Antikörper für die Durchflußzytometrie 

 

Sie wurden von Becton Dickinson in Heidelberg bezogen. 

 

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert:    

CD4 (RPA-T4; IgG1)  

CD86 (2331 (FUN-1); IgG1κ) 

CD14 (MΦP9; IgG1) 

 

Phycoerythrin (PE) markiert: 

CD8 (RPA-T8; IgG1) 

CD80 (L307.4; IgG1) 

 

Simultest Control y1/y2 (IgG1/IgG1, MOPC-21)   

 

 

2.6 mRNA-Messung 

 

RNeasy Mini Kit Fa. Qiagen, Hilden 

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT PCR Fa. Roche, Mannheim 



2. Material 
____________________________________________________________ 

  18 

Primer und Sonden für IL-10, IL-12(p40), Fa. TIB Molbiol, Berlin 

IL-18 und IFN-γ 

FastStart DNA Master Hybridization Probes Kit Fa. Roche, Mannheim 

 

 

2.7 Glas- und Plastikmaterial 

 

Butterfly-21 Venisystems  Fa. Abbott, Sligo (Irland) 

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Fa. Greiner, Frickenhausen 

Einmalspritzen, Plastipack (30 ml, 50 ml) Fa. Becton Dickinson, 

  Heidelberg 

24-Loch-Kulturplatten Fa. Costar, Bodenheim  

96-Loch-Microtiterplatten Immuno-Plate MaxiSorp Fa. Nunc, Wiesbaden  

Neubauer Zählkammer Hecht Assistent, Sondheim 

Pipetten Fa. Abimed, Langenfeld  

Pipettenspitzen Fa. Greiner, Frickenhausen 

8-Kanalpipette (Transferpette) Fa. Brand, Wertheim  

Reaktionsgefäße Safe-Lock Fa. Eppendorf, Hamburg  

Zentrifugenröhrchen (2,5 ml,15 ml, 50 ml)  Fa. Greiner, Frickenhausen  

 

 

2.8 Geräte 

 

Brutschrank (5% CO2) Fa. Heraeus Instruments, 

 Stuttgart  

CellQuest-Software Fa. Becton Dickinson, 

 Heidelberg 

FACSScan (Fluorescence-activated cell sorter) Fa. Becton Dickinson 

 Heidelberg 

Kühlschrank Fa. Bosch, Stuttgart 

Lichtmikroskop  Fa. Olympus, Hamburg 

LightCycler Fa. Roche, Mannheim 
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Mikrotiterplattenwaschgerät Fa. Tecan, Crailsheim  

Photometer Fa. Tecan, Crailsheim  

Pipettierhilfe Fa. Brand, Wertheim 

Schüttelmixer Fa. Schütt, Göttingen  

Sterilbank Fa. Heraeus Instruments, 

 Stuttgart 

Zentrifuge Rotanta 46 RS Fa. Hettich, Tuttlingen  
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3. Methoden  

 

Aus NSB und PB wurden mononukleäre Zellen (MNC) gewonnen, die als Aus-

gangsmaterial für Zellkulturen dienten und mit verschiedenen Substanzen inku-

biert wurden. Ein Enzymimmunoassay (EIA) diente der Quantifizierung von Zy-

tokinen im Zellkulturüberstand. Die Phänotypisierung der Zellen wurde mittels 

Durchflußzytometrie durchgeführt. Analog der Methode von Löffler et al. (2003) 

wurde die Zytokin-mRNA mittels RT-PCR gemessen. 

 

 

3.1 Gewinnung von MNC aus Vollblut 

 

Die Isolierung von MNC aus Vollblut erfolgte nach einer von Böyum (Böyum 

1968 und 1977) entwickelten Methode mittels Dichtegradientenzentrifugation. 

15 ml Nabelschnurblut, das direkt nach der Abnabelung unter sterilen Bedin-

gungen der Nabelschnur entnommen wurde, sowie 50 ml des Erwachsenenblu-

tes wurden zur Antikoagulation mit 2 I.E. Heparin je Milliliter versetzt. Das 1:1 

mit PBS verdünnte Blut wurde jeweils in 50 ml Zentrifugenröhrchen auf 15 ml 

Lymphoprep®  unter Vermeidung einer Durchmischung geschichtet und an-

schließend bei 400 g für 20 Minuten zentrifugiert. Der bei der Zentrifugation 

entstandene Zellring von MNC wurde mit einer 10 ml Pipette vorsichtig und se-

lektiv abgesaugt, in ein leeres Zentrifugenröhrchen überführt und mit kaltem 

PBS + 5 % fötalem Kälber Serum (FCS) auf 50 ml aufgefüllt. Es schloss sich 

ein Zentrifugationsschritt bei 500 g für 10 Minuten an. Der Überstand des am 

Boden befindlichen Zellpellets wurde verworfen, die Zellen mit 50 ml 4°C kaltem 

PBS + 5 % FCS resuspendiert, bei 400 g für 10 Minuten zentrifugiert und mit 20 

ml kaltem RPMI + 10 % FCS resuspendiert. 50 µl dieser Suspension wurden 

1:1 mit Trypanblau versetzt und in einer Neubauer Zählkammer gezählt. Auf-

grund des Zählergebnisses wurde durch entsprechende Zugabe von RPMI + 10 

% FCS, eine Zellzahl von 4 x 106 Zellen/ml eingestellt. 
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3.2 Suspensionszellkulturen von MNC 

 

Die MNC wurden in eine 24-Loch Zellkulturplatte ausgesät, so dass sich in je-

dem Loch 1 ml Zellsuspension befand, entsprechend 4 x 106 Zellen. Dem Ver-

suchsplan folgend wurde den Zellen die zu untersuchende Substanz in einer 

Verdünnung von 1:101 zugesetzt. Die einzelnen Substanzen waren zuvor frisch 

aliquotiert worden, so dass sich die eingesetzte Konzentration in 10 µl  PBS 

oder Ampuwa befand. 

 

• LPS:  Zellwandbestandteil von gramnegativen Bakterien, der an den 

Makrophagenrezeptor CD14 bindet und eine Aktivierung und Zytokin-

kaskade induziert.  

5 µg lyophilisiertes Pulver wurden in 500 µl PBS aufgenommen und 1: 

100 mit PBS weiter verdünnt, Endkonzentration: 1,0 µg/ml (falls im Text 

nicht anders beschrieben). 

• anti-CD3: monoklonaler, gegen den CD3-Rezeptor der T-Zelle gerichte-

ter Antikörper, der eine makrophagenabhängige, polyklonale T-Zell-

stimulation induziert.  

 Konzentration der Stammlösung 1 mg/ml, 100 µl Stammlösung wurden 

mit 100 µl PBS verdünnt, Endkonzentration: 5,0 µg/ml (falls im Text nicht 

anders beschrieben). 

• IFN-γ: humanes rekombinantes IFN-γ ist ein starker Induktor der CD80 

und CD86 Rezeptoren auf Makrophagen.  

 100 µg lyophilisiertes IFN-γ, entsprechend 680.000 I.E., wurden in 680 µl 

PBS gelöst und 1:20 weiter verdünnt, Endkonzentration: 500 I.E./ml (falls 

im Text nicht anders beschrieben). 

• IL-10: 5 µg IL-10 wurden in 1000 µl PBS gelöst, Endkonzentration: 50 

ng/ml (falls im Text nicht anders beschrieben). 

• IL-12: 5 µg IL-12 wurden in 50 µl Ampuwa gelöst und 1:10 weiter ver-

dünnt, Endkonzentration: 100 ng/ml. 

• IL-18: 5 µg IL-18 wurden in 50 µl Ampuwa gelöst und 1:10 weiter ver-

dünnt, Endkonzentration: 100 ng/ml. 
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Analog zu der von Ding et al. (1993) verwendeten Methode erfolgte bei Kombi-

nation von anti-CD3 mit IFN-γ oder IL-10 eine Zugabe von anti-CD3 eine Stun-

de nach Zytokinzusatz. 

Die Zellkulturplatten wurden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 bis zu 48h 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden aus jedem Loch 500 µl Zellkultur-

überstand abgesaugt und bei -75°C eingefroren. 

 

 

3.3 Enzymimmunoassay (EIA) 

 

3.3.1 Prinzip des EIA am Beispiel von IL-12 

 

Ein EIA dient der Quantifizierung eines Analyten über die Aktivitätsbestimmung 

eines Markerenzyms. Hierbei findet sowohl eine immunologische als auch eine 

enzymatische Reaktion statt.  

Eine Mikrotiterplatte wird mit IL-12 AKs beschichtet (1) und anschließend mit 

der Lösung inkubiert, in der IL-12 quantifiziert werden soll. IL-12 bindet spezi-

fisch an die AKs (2). Ein weiterer für IL-12 spezifischer aber an ein anderes Epi-

top bindender AK wird hinzugegeben. An diesem ist ein Enzym gebunden (3). 

Wird nun ein Substrat hinzugegeben, entsteht bei dessen Umsetzung ein Farb-

stoff (4). Eine Säure stoppt die enzymatische Reaktion, was an einem erneuten 

Farbumschlag zu erkennen ist (5). Die Konzentration des gebildeten Farbstoffs 

ist direkt proportional zur IL-12-Konzentration der Lösung und kann mit einer 

Extinktionsmessung im Photometer bestimmt werden. 

 

 

 

 

 (1)  (2)  (3)  (4)  (5)  

 

Abb. 5:  Prinzip eines EIA 
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Durch die Mitführung eines bezüglich seiner Konzentration bekannten Stan-

dards wird die Probenkonzentration anhand der erstellten Standardkurve durch 

Interpolation bestimmt. 

Diese Analyseform hat seit ihrer unabhängigen Einführung durch Engvall & 

Perlmann (1971) sowie Avrameas & Guilbert (1971) weltweit Verbreitung ge-

funden. 

 

 

3.3.2 Bestimmung von IFN-γ, IL-12 oder IL-10 

 

Die Bestimmung von IFN-γ, IL-12 und IL-10 erfolgte nach gleichem Versuchs-

plan, wobei sich lediglich die Standards und die spezifischen Antikörper unter-

schieden. 

Alle Reagenzien wurden bei Raumtemperatur verwendet. Zuerst mussten die 

96-Loch-Mikrotiterplatten mit Antikörpern beschichtet werden. Dazu wurden je 

Platte 48 µl des jeweils spezifischen Antikörperkonzentrats mit 11,95 ml Carbo-

nat-Puffer verdünnt. 100 µl dieses Gemisches wurde in jedes Loch pipettiert, 

woran sich eine etwa 10-stündige Über-Nacht-Inkubation im Kühlschrank bei 

4°C anschloss. 

Am nächsten Morgen wurde die Mikrotiterplatte 3x mit einem Waschpuffer, be-

stehend aus 500 ml PBS-Dulbecco + 0,05 % Tween20, mit dem Mikrotiterplat-

tenwaschgerät gewaschen und nach dem letzten Waschvorgang bei -20°C ein-

gefroren. 

Das IL-10 Standardkonzentrat wurde in 1 ml Ampuwa gelöst und in 20 µl Ali-

quots bei -75°C eingefroren. Die Behandlung des IL-12 und IFN-γ Standard-

konzentrates erfolgte analog. 

 

Durchführung: 

 

Die Proben wurden 1:1 mit Assay Diluent, der aus 500 ml PBS-Dulbecco + 10 

% FCS bestand, verdünnt. Um eine Standardkurve erstellen zu können, bedien-

te man sich einer aus einem Standardaliquot hergestellten Verdünnungsreihe. 
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IL-10 Verdünnungsreihe: 500 – 250 – 125 – 62,5 – 31,3 – 15,6 – 7,8 pg/ml 

IL-12 Verdünnungsreihe: 2000 – 1000 – 500 – 250 – 125 – 67,6 – 31,3 pg/ml 

IFN-γ Verdünnungsreihe: 300 – 150 – 75 – 37,5 – 18,8 – 9,4 – 4,7 pg/ml 

 

Folgende Volumina wurden pro Loch auf eine mit Antikörpern beschichtete 96-

Loch-Mikrotiterplatte pipettiert: 

 

• 200 µl Assay Diluent 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) 

• 3x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl Standard bzw. Proben in Doppelbestimmung 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 2 Stunden bei RT 

• 5x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl Streptavidin-Peroxidase verbundener Nachweisantikörper 

• Inkubation der Platte über 1 Stunden bei RT 

• 7x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl TMB-Substratreagenz 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 30 Minuten bei RT, in Dunkelheit 

• 50 µl Stopp-Lösung, H2SO4 

 

Daran schloss sich eine Extinktionsmessung bei einer Wellenlänge von 450 nm 

mit einer Korrekturwellenlänge von 570 nm mit dem Photometer an. Die Sensi-

tivität des IL-12(p40) EIA lag bei 31,2 pg/ml, des IL-10 EIA bei 7,8 pg/ml und 

des IFN-γ EIA bei 4,7 pg/ml. Die Erstellung der Standardkurve und Berechnung 

der Probenkonzentrationen erfolgte mit dem Computerprogramm Mathcad Pro-

fessional 2000. Zur Darstellung der Daten wurden die Mittelwerte der Doppel-

bestimmungen verwendet. 
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3.3.3 Bestimmung von IL-18 

 

Alle Reagenzien waren vom Hersteller gebrauchsfertig geliefert und wurden bei 

Raumtemperatur verwendet. Am Vorabend wurde die Mikrotiterplatte mit Anti-

körpern beschichtet, wozu 500 µl des Antikörperkonzentrats in 9,5 ml PBS ge-

löst und in jedes Loch 100 µl des Gemisches pipettiert wurden. Nachdem die 

Platte über Nacht im Kühlschrank bei 4°C inkubiert worden war, wurde sie am 

nächsten Morgen mit einem Waschpuffer, bestehend aus 500 ml PBS-Dulbecco 

+ 0,05 % Tween20, mit dem Mikrotiterplattenwaschgerät gewaschen.  

Der Sample Diluent wurde 1:2 mit Assay Buffer verdünnt. Das lyophilisierte IL-

18 Standardkonzentrat wurde in 250 µl Assay Buffer gelöst, 1:10 verdünnt und 

in 250 µl Aliquots bei -75°C eingefroren. 

Um eine Standardkurve zu erstellen, bediente man sich einer aus einem Stan-

dardaliquot hergestellten Verdünnungsreihe. Dazu wurde das eingefrorene 

Konzentrat 1:1 mit dem Sample Diluent verdünnt, so dass eine Höchstkonzent-

ration von 5000 pg/ml entstand. Diese Konzentration wurde 1:1 weiter verdünnt, 

bis zum Erreichen einer Konzentration von 78 pg/ml. 

 

Folgende Volumina wurden pro Loch auf eine beschichtete 96-Loch-

Mikrotiterplatte, pipettiert: 

 

•    250 µl Assay Buffer (500 ml PBS-Dulbecco + 0,05 % Tween20 + 2,5 g 

BSA) 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 2 Stunde bei RT 

• 2x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl Standard bzw. Proben in Doppelbestimmung 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 2 Stunden bei RT 

• 3x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl des biotinylierten Nachweisantikörpers 

• Inkubation der Platte über 1 Stunden bei RT 

• 3x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl des Streptavidinreagenzes 
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• 3x Waschen der Platte mit Waschpuffer 

• 100 µl TMB-Substratreagenz 

• Inkubation der Mikrotiterplatte über 10 Minuten bei RT, in Dunkelheit 

• 100 µl Stopp-Lösung, H2SO4 

 

Daran schloss sich eine Extinktionsmessung bei einer Wellenlänge von 450 nm 

und einer Korrekturwellenlänge von 620 nm mit dem Photometer an. Die Sensi-

tivität des IL-18 EIA lag bei 55 pg/ml. Die Erstellung der Standardkurve und Be-

rechnung der Probenkonzentrationen erfolgte mit dem Computerprogramm 

Mathcad Professional 2000. Zur Darstellung der Daten wurden die Mittelwerte 

der Doppelbestimmungen verwendet. 

 

 

3.4 Immunphänotypisierung mittes Durchflußzytometrie 

 

3.4.1 Prinzip der Durchflußzytometrie 

 

Diese Methode dient der Quantifizierung und Identifizierung von Zellen auf-

grund ihrer Oberflächenantigene durch Lichtstreuung eines Laserstrahls, wobei 

die Streuung mittels Photodetektoren gemessen wird. 

Dabei wird ein Strom einzelner Zellen nach dem Prinzip der hydrodynamischen 

Fokussierung mittels Überdruck in einer Kapillare erzeugt, so dass die Zellen 

einzeln einen Argonlaser der Wellenlänge 488 nm durchlaufen können. 

Das Vorwärtsstreulicht (Forward Light Scatter, FSC) ist ein Maß für die Zell-

größe. Je größer die Zelle, desto stärker ist die Streuung des Laserlichtes. Das 

Seitwärtsstreulicht (Side Scatter, SSC), das orthogonal zum einfallenden Laser-

strahl streut, ist ein Maß für die Granularität der Zellen. 

Die Immunphänotypisierung der Zelloberfläche erfolgte durch Färbung der Zel-

len mit spezifischen fluoreszierenden monoklonalen Antikörpern, die an be-

stimmten Zelloberflächenstrukturen binden. 

Als  Fluoreszenzfarbstoffe  wurden  Fluorescein-isothiocyanat  (FITC) und   

Phycoerythrin (PE) eingesetzt, die durch das Laserlicht angeregt werden und 
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Licht einer spezifischen Wellenlänge emittieren. Die Intensität der Fluoreszenz 

ist ein Maß für die Anzahl der gebundenen Antikörper und damit  der exprimier-

ten  Oberflächenmoleküle auf einer Zelle. 

 

 

3.4.2 Färbung, Messung und Auswertung der Immunfluoreszenz 

 

Die MNC wurden mit PBS vom Boden des Lochs gewaschen, in Teströhrchen 

überführt, so dass sich in jedem Röhrchen 105 Zellen befanden, und bei 330 g 

für 6 Minuten zentrifugiert. Jedem Teströhrchen wurden 15 µl Polyglobin 10% 

zugesetzt, vermischt und auf Eis für 20 Minuten inkubiert. 20 µl von jedem Anti-

körper wurden anschließend zu den Zellen pipettiert und nochmals für 20 Minu-

ten auf Eis inkubiert. Unspezifische Immunglobuline gleichen Isotyps dienten 

als Isotypkontrolle zur Detektion des Hintergrundes. Nach zweimaligem Wa-

schen mit je 2 ml FACS Flow und Abzentrifugieren bei 330 g für 6 Minuten wur-

den die Zellen am FACScan analysiert. Makrophagen und Lymphozyten wur-

den durch FSC und SSC,  wie in Abbildung 6 dargestellt, bestimmt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6:  Beispiel für ein Scattergramm 

Es zeigt den Zusammenhang von Größe (x-Achse, forward scatter) 

und Granularität (y-Achse, side scatter). R1: Lymphozyten; R2: Mo-

nozyten/Makrophagen 
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3.4.3 Bestimmung der T-Zell- und Blastenzahl 

 

Die inkubierten MNC wurden geerntet und in der Neubauer Zählkammer ge-

zählt. Die Zahl der T-Zellen wurde mittels CD4 und CD8 Färbung im FACS er-

fasst, die der Makrophagen durch CD14 Färbung.  

Als T-Zellen wurde die Summe von CD4 hochpositiven Zellen und CD8 hoch-

positiven T-Zellen bestimmt, welche sich in unstimulierten Kontrollen in R1 be-

fanden. 

Als Blasten wurden CD4- oder CD8 hochpositive Zellen detektiert, welche 

CD14 negativ waren und in ihrer Größe und Granularität in die oben dargestell-

te Region 2 (R2) hineinreichten. 

 

 

3.5 Messung der Zytokin-mRNA 

 

Analog der Methode von Löffler et al. (2003) wurde die Zytokin-mRNA mittels 

RT-PCR quantifiziert. Dazu wurde die RNA extrahiert, in cDNA überführt und im 

LightCycler gemessen. 

 

 

3.5.1 RNA-Extraktion 

 

Nachdem die MNC von der Zellkulturplatte mit einer Pipette abgesaugt worden 

waren, wurden sie 1:1 mit Trypanblau versetzt und in einer Neubauer Zähl-

kammer gezählt.  

Die Gesamt RNA der MNC wurde mit dem RNeasy Mini Kit nach der Anleitung 

des Herstellers isoliert. 

 

• zentrifugieren  bei 2200 rpm für 5 min  

• den Überstand verwerfen und das Pellet mit 350 µl RLT-Puffer re-

suspendieren 
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• Zelllysates auf eine QIAshredder-Säule pipettieren und bei 14000 rpm für 

2 min zentrifugieren 

• 350 µl 70%iges Ethanol hinzufügen, das gesamte Lysat auf eine RNeasy 

mini-Säule geben und bei 14000 rpm für 15 sec zentrifugieren 

• 700 µl RW1 Puffer hinzupipettieren bei 14000 rpm für 15 sec zentrifugie-

ren, Durchfluss verwerfen 

• 500 µl RPE Puffer hinzupipettieren bei 14000 rpm für 5 min zentrifugie-

ren, Durchfluss verwerfen 

• Säule in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß versetzen, 30 µl Wasser auf die 

Membran pipettieren und bei 14000 rpm für 1 min zentrifugieren und auf 

Eis lagern. 

 

 

3.5.2 Umschreibung der RNA in cDNA 

 

Die Reverse Transkription wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit for 

RT-PCR den Anweisungen des Herstellers folgend durchgeführt. 

 

• 8,0 µl der extrahierten RNA Probe und 2 µl des Oligo-p(dT)15-Primers 

wurden in ein Reaktionsgefäß pipettiert, für 10 min bei 65°C im Wasser-

bad inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. 

• Ansatz des Mastermixes mit folgenden Volumina je Probe 

 

 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

10x Reaktions Puffer 2,0 µl 1x 

25 mM MgCl2 4,0 µl 5 mM 

dNTP-Mix 2,0 µl 1 mM 

RNase Inhibitor 1,0 µl 50 U 

AMV Reverse Transkriptase 1,0 µl >20 U 

Gesamtvolumen 10,0 µl  
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• 10,0 µl Mastermix wurden der RNA mit dem Primer hinzupipettiert und 

bei 42°C für 60 min inkubiert 

• Stopp der Reaktion durch Inkubation bei 96°C für 5 min 

• 20 µl Probe enthielten einzelsträngige cDNA, die bei -20°C gelagert wur-

de 

 

 

3.5.3 LightCycler PCR 

 

a) Primer und Sonden 
 

F=  Vorwärts-(forward-)primer R=  Rückwärts-(reverse-)primer 

FL=  Fluorescein markierte Sonde LC=  LC red 640 markierte Sonde 

B=  Sonden in 3´→ 5´ Richtung Bp=  Basenpaar 

 

IL-10   336 bp 

 

 

IL-12(p40)  202 bp 

 

F321: AGCTGAGAACCAAGACCCAGA 64,0 °C 

R657: GGGCTGGGTCAGCTATCC 60,0°C 

FL400: CGGCGCTGTCATCGATTTCTTCCCT-fluorescein 78,0°C 

LC426: LCred 640-TGAAAACAAGAGCAAGGCCGTGGAGC-p 80,0°C 

F64: CTCGTGGCCATATGGGAAC 60,0 °C 

R266: TGGCCAGCATCTCCAAACT 58,0°C 

FL144: GGTCCTCACCTGTGACACCCCTGA-fluorescein 78,0°C 

LC170: LCred 640-AAGATGGTATCACCTGGACCTTGGACC-p 82,0°C 
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IL-18  178 bp 

 

 

IFN-y  254 bp 

 

 

Für die PCR im LightCycler wurde das FastStart DNA Master Hybridization 

Probes Kit verwendet. 

 

Mastermix 

 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

H2O 2,6 µl  

MgCl2 2,4 µl 3 mM 

Primer 1 0,5 µl 0,125 µM 

Primer 2 0,5 µl 0,125 µM 

Sonde 1 1,0 µl 0,15 µM 

Sonde 2 1,0 µl 0,15 µM 

FastStartTaq  

Polymerase+PCR-Puffer+dNTP-Mix 

(10x) 

2,0 µl 1x 

 

F354: GTATGTATAAAGATAGCCGGCCTA 68,0 °C 

R532: ATGTCCTGGGACACTTCTCTG 64,0°C 

FL439b: GTTCTCACAGGAGAGAGTTGAAATTTTCTC-fluorescein 84,0°C 

LC408b: LCred640-CACTTCACAGAGATAGTTACAGCCATAACCT-p 86,0°C 

F371: GCATCCAAAAGAGTGTGGAG 60,0 °C 

R625: GCAGGCAGGACAACCATTAC 62,0°C 

FL491: TCCAACGCAAAGCAATACATGAACTC-fluorescein 74,0°C 

LC518: LCred 640-TCCAAGTGATGGCTGAACTGTCG-p 70,0°C 
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Folgende Reaktionsvolumina wurden pipettiert: 

 

• 2,0 µl cDNA Probe 

• 8,0 µl H2O 

• 10,0 µl Mastermix 

 

Die Negativkontrolle bestand aus 10,0 µl H2O. 

Externe Standards dienten zur absoluten Quantifizierung von Zytokin-mRNA im 

LightCycler (Löffler et al. 2003). 

 
 
b) LightCycler PCR Protokoll 
 

Initialdenaturierung: 10 min bei 95°C (20°C/s) 

Amplifikation:  

 

• Denaturieung: 3 s bei 95°C (20°C/s) 

• Annealing: 15 s bei 54°C (20°C/s) 

• Extension: 25 s bei 72°C (20°C/s) 

 

Cooling: 3 min bei 40°C (20°C/s) 

Es wurden 45 Zyklen durchgeführt. 

 

 

c) Berechnung der Kopienzahl 
 

Anhand der mitgeführten Zytokin-mRNA Standards berechnete das Computer-

programm Light Cycler 2 die absolute Anzahl mRNA-Kopien der Proben. 

Unter Berücksichtigung der eingesetzten Zellzahl, der verwendeten RNA- und 

cDNA-Mengen und der Verdünnungen wurde die Kopienzahl wie folgt auf 1x106 

Zellen berechnet: 
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        Z=                      K x 10 x 3,75 

Gezählte Zellzahl 

 

Z = Zahl der mRNA Kopien je 1 x 106 MNC 

K = Kopienzahl nach den LightCycler-Zyklen 

 

 

3.6 Datenaufarbeitung und Statistik  

 

Zur statistischen Analyse bezüglich Differenzen in der Fluoreszenzintensität 

und der T-Zellproliferation zwischen den Probanden wurde der t-Test verwen-

det. Die Werte wurden mit der Sigmaplot 2000 Software für Windows berech-

net, wobei ein p-Wert kleiner als 0,05 als signifikant erachtet wurde. Die im Text 

genannten Konzentrationen bezeichnen die Mittelwerte, Standardabweichun-

gen werden in Klammern angegeben. 
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4. Ergebnisse 

 

 

4.1 Zytokinproduktion im Vergleich zwischen PB und NSB 

 

4.1.1 IFN-γ-Produktion 

 

MNC wurden mit anti-CD3, IL-10, der Kombination aus anti-CD3 und IL-10 oder 

LPS inkubiert und die IFN-γ-Produktion nach 24h gemessen.  Nicht stimulierte 

Zellen dienten als Kontrolle. Basal lag die IFN-γ-Produktion unterhalb der 

Nachweisgrenze. Nach Stimulation mit anti-CD3 zeigte sich ein deutlicher Kon-

zentrationsanstieg im PB und im NSB, der  im PB mit 2160 pg/ml (SD 487) grö-

ßer war als im NSB mit 137 pg/ml (SD 237; p<0,05). IL-10 induzierte keine IFN-

γ-Produktion und hemmte die durch anti-CD3 vermittelte Produktion (p<0,05). 

Die LPS induzierte IFN-γ-Produktion war im NSB mit 32 pg/ml (SD 28) unwe-

sentlich höher als im PB mit 15 pg/ml (SD 18). 
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Abb. 7:  IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit anti-CD3, IL-10, anti-CD3 

+ IL-10 und LPS nach 24h im Vergleich zwischen PB und NSB 

(n=5) 



4. Ergebnisse 
____________________________________________________________ 

  35 

4.1.2 IL-12(p40)-Produktion nach T-Zellstimulation 

 

Die Messung von IL-12(p40) erfolgte über einen Zeitraum von 48h. Die basale  

IL-12(p40)-Produktion lag unterhalb der Nachweisgrenze. Nach Stimulation mit 

IFN-γ wurden nach 12h und 24h im PB (2289 pg/ml SD 1200 und 3327 pg/ml 

SD 1500) höhere Konzentrationen gemessen als im NSB (1032 pg/ml SD 939 

und 1374 pg/ml SD 1299). Anti-CD3 induzierte im PB und NSB etwa gleich viel 

IL-12(p40) und hemmte die durch IFN-γ induzierte Produktion. Nach Zugabe 

von IL-10 und anti-CD3 lag die IL-12(p40)-Konzentration unterhalb der Nach-

weisgrenze. 
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Abb. 8:  IL-12(p40)-Produktion nach Stimulation mit anti-CD3,  IFN-γ, anti-

CD3 + IFN-γ und anti-CD3 + IL-10 im Vergleich zwischen PB (A.) 

und NSB (B.; n=4) 
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4.1.3 IL-18-Produktion nach T-Zellstimulation 

 

Sowohl die basale als auch die IL-18-Konzentration im NSB lagen unterhalb der 

Nachweisgrenze. Die IL-18-Produktion im PB begann nach 12h anzusteigen. 

Nach Stimulation mit anti-CD3 wurden nach 48h 87 pg/ml (SD 17) gemessen. 

IFN-γ induzierte kein IL-18 und reduzierte die durch anti-CD3 nach 48h  indu-

zierte Produktion auf 62 pg/ml (SD 57). 
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Abb. 9:   IL-18-Produktion nach Stimulation mit anti-CD3, IFN-γ, anti-CD3 

+ IFN-γ im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=4) 
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4.1.4 IL-12(p40)- und IL-18-Produktion nach LPS-Stimulation 

 

Unstimulierte MNC zeigten keine basale IL-12(p40)- oder IL-18-Produktion. Die 

Produktion von IL-12(p40) lag nach 48h im PB bei 634 pg/ml (SD 183) und im 

NSB bei 894 pg/ml (SD 300). Der Konzentrationsanstieg von IL-12(p40) begann 

im PB bereits nach 6h, im NSB erst nach 12h. 

Im NSB war keine IL-18-Produktion messbar. Nach 48h wurden im PB  81 

pg/ml (SD 18) IL-18 gemessen. 
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Abb. 10:  IL-12(p40)- und IL-18-Produktion nach Stimulation mit LPS im 

Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=4) 
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4.1.5 Interaktion zwischen IL-12 und IL-18 

 

Die MNC wurden mit  IL-18 und/oder anti-CD3 inkubiert und nach 48h wurde 

die IL-12(p40)-Konzentration gemessen. 

In unstimulierten Kulturen wurde kein IL-12(p40) gemessen. IL-18 induzierte im 

PB und im NSB eine konzentrationsabhängige IL-12(p40)-Produktion. Nach 

Stimulation mit anti-CD3 wurde im PB (141 pg/ml, SD 31) mehr IL-12(p40) ge-

messen als im NSB (104 pg/ml, SD 2). Die Kombination von IL-18 und anti-CD3 

induzierte im PB 203 pg/ml (SD 87) IL-12(p40) und im NSB 109 pg/ml (SD 50; 

p<0,05). 
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Abb. 11:  IL-12(p40)-Produktion nach Stimulation mit IL-18 (10 ng/ml, 100 

ng/ml), anti-CD3 und IL-18 + anti-CD3 nach 48h im Vergleich zwi-

schen PB und NSB (n=3) 
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Die MNC wurden mit  IL-12 und/oder anti-CD3 inkubiert und nach 48h die IL-18-

Produktion gemessen. 

In den unstimulierten Kulturen und im NSB lag die IL-18-Konzentration unter-

halb der Nachweisgrenze. Nach Zugabe von  IL-12 wurde im PB kein IL-18 ge-

messen. Anti-CD3 induzierte 87 pg/ml (SD 17) IL-18 und in Kombination mit IL-

12 142 pg/ml (SD 111; p<0,05). 
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Abb. 12:  IL-18-Produktion nach Stimulation mit IL-12 (10 ng/ml, 100 

ng/ml), anti-CD3 und IL-12 + anti-CD3 nach 48h im Vergleich zwi-

schen PB und NSB (n=3) 
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Zusammenfassung der Ergebnisse  unter 4.1 

 

� Im NSB wurde weniger IFN-γ nach T-Zell-Stimulation produziert als im 

PB (p<0,05; Abb. 7). 

 

� Die IL-12(p40)-Produktion nach IFN-γ-Stimulation war im NSB geringer 

als im PB (p<0,05; Abb. 8). 

 

� Im NSB wurde kein IL-18 gemessen (Abb. 9 und 12). 

 

� Nach Stimulation der Makrophagen mit LPS unterschieden sich die IFN-

γ- und IL-12(p40)-Produktionen im NSB und PB nicht signifikant (Abb. 7 

und 10). 

 

� IL-18 induzierte eine IL-12(p40)-Produktion im PB und NSB, wobei die 

Kombination mit anti-CD3 einen additiven Effekt hatte (p<0,05; Abb. 11). 

 

� IL-12 induzierte nur in Kombination mit anti-CD3 eine IL-18-Produktion 

im PB (Abb. 12). Im NSB wurde kein IL-18 gemessen. 
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4.2 Induzierbarkeit der IFN-γ-Produktion durch IL-12 und IL-18 

 

 

4.2.1 IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit IL-12 und IL-18  

 

Die IFN-γ-Produktion wurde über einen Zeitraum von 48h gemessen, wobei 

unstimulierte MNC als Kontrollen dienten. 
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Abb. 13:  IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 nach 24h 

und 48h im Vergleich zwischen PB und NSB (n=3) 

 

IL-12 und IL-18 induzierten nur eine sehr geringe IFN-γ-Produktion. Die Kombi-

nation beider Zytokine resultierte in einem Konzentrationsanstieg, der im PB mit 

21533 pg/ml (SD 11272) nach 24h bzw. 29516 pg/ml (SD 13775) nach 48h hö-

her war als im NSB mit 5616 pg/ml (SD 5166) nach 24h bzw. 5166 pg/ml (SD 

6578) nach 48h (p<0,05). Dabei stieg die IFN-γ-Konzentration im PB nach 24h 

weiter an, blieb im NSB jedoch nahezu konstant.  
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In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob sich ein Dosiseffekt bezüglich 

der IFN-γ-Produktion zeigt, wenn die MNC mit unterschiedlichen Konzentratio-

nen von IL-12 und IL-18 stimuliert werden. 
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Abb. 14:  IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 unter-

schiedlicher Konzentrationen nach 24h im Vergleich zwischen 

PB und NSB (n=3) 

 

In der unstimulierten, als Kontrolle dienenden Kultur war keine Zytokinprodukti-

on messbar. IL-12 und IL-18 induzierten nur eine geringe Menge IFN-γ. Die 

Kombination beider Zytokine zeigte eine Konzentrationsabhängigkeit, die bei IL-

12 weniger stark war, wobei die IFN-γ-Produktion mit zunehmender IL-12- und 

IL-18-Dosis im PB stärker anstieg als im NSB (p<0,05). Dieser Effekt war am 

ausgeprägtesten bei gleich bleibender IL-12-Konzentration von 10 ng und Er-

höhung der IL-18-Dosis von 10 ng auf 100 ng. Die IFN-γ-Produktion stieg da-
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nach im PB von 12216 pg/ml (SD 4277) auf 54633 pg/ml (SD 15258) und im 

NSB von 1133 pg/ml (SD 757) auf 4773 pg/ml (SD 3234). 

 

 

4.2.2 IFN-γ-Produktion nach Stimulation von IL12, IL-18 und anti-CD3 
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Abb. 15:  IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit IL-12, IL-18 und anti-CD3 

nach 24h im Vergleich zwischen PB und NSB (n=3) 

 

IL-12, IL-18 und anti-CD3 induzierten nur eine sehr geringe IFN-γ-Produktion.  

Nach Kombination von anti-CD3 mit IL-12 oder IL-18 war im PB eine höhere 

IFN-γ-Konzentration messbar als im NSB (p<0,05). Wurde die IL-18-Dosis in 

Kombination mit anti-CD3 von 10 ng/ml auf 100 ng/ml erhöht, stieg die IFN-γ-

Produktion von 2408 pg/ml (SD 1521) auf 28225 pg/ml (SD 12798) an. Die IL-

12-Stimulation zeigte im Bereich zwischen 10 ng und 100 ng keinen dosisab-

hängigen Effekt. Nach Kombination von IL-12, IL-18 und anti-CD3 war die IFN-

γ-Produktion im PB mit 35637 pg/ml (SD 13492) höher als im NSB mit 490 
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pg/ml (SD 147; p<0,05). Anti-CD3 hatte in Kombination mit IL-12 und IL-18 kei-

nen additiven Effekt bezüglich der IFN-γ-Produktion (vgl. Abb. 14). 

 

 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse unter 4.2 

 

� Die IFN-γ-Produktion war durch eine Kombination von IL-12 und IL-18 im 

PB stärker induzierbar als im NSB (p<0,05; Abb. 13). 

 

� IL-18 zeigte eine dosisabhängige Steigerung der IFN-γ-Produktion, die 

im PB besonders ausgeprägt war (p<0,05; Abb. 14). 

 

� Anti-CD3 in Kombination mit IL-12 und IL-18 hatte keinen additiven Ef-

fekt auf die IFN-γ-Produktion (Abb. 15). 

 

 

 

4.3 Untersuchungen zur IL-10-Produktion 

 

4.3.1 IL-10-Produktion nach T-Zellstimulation 

 

Basal war im PB keine IL-10-Produktion messbar. Anti-CD3 induzierte im PB 

nach 48h 948 pg/ml (SD 491) IL-10, wohingegen im NSB kein IL-10 messbar 

war. Nach Stimulation mit IFN-γ war im PB und im NSB kein IL-10 messbar. 

IFN-γ hatte im PB in Kombination mit anti-CD3 keinen Einfluss auf die durch 

anti-CD3 induzierte IL-10-Produktion. Im NSB wurden durch diese Kombination 

170 pg/ml (SD 76) IL-10 produziert. 
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Abb. 16:  IL-10-Produktion nach Stimulation mit anti-CD3,  IFN-γ und anti-

CD3 + IFN-γ im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=5) 

 

 

 

4.3.2 IL-10-Produktion nach LPS-Stimulation  

 

In der unstimulierten Kontrolle wurde kein IL-10 produziert. Nach Stimulation mit 

LPS wurden nach 48h im PB 614 pg/ml (SD 48) IL-10 gemessen und im NSB 

202 pg/ml (SD 0; p<0,05). Dabei stieg die IL-10-Produktion im PB nach 6h an, 

im NSB erst nach 12h. 
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Abb. 17:  IL-10-Produktion nach Stimulation mit LPS im Vergleich zwi-

schen PB (A.) und NSB (B.; n=4) 

 

 

Zusammenfassung der  Ergebnisse unter 4.3 

 

� Die IL-10-Produktion war nach T-Zell- und Makrophagen-Stimulation im 

NSB geringer als im PB (p<0,05; Abb. 16 und 17). 

 

� Nach Stimulation mit LPS erfolgt der Konzentrationsanstieg im NSB 6h 

später als im PB (Abb. 17). 
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4.4 Zytokineffekte bezüglich der CD80-/CD86-Expression und Modu- 

 lation, des T-Zellüberlebens und der Blastenbildung  

 

 

4.4.1 CD80/CD86-Modulation auf Makrophagen  

 

Im Folgenden wurde die Expression der kostimulatorischen Rezeptoren CD80 

und CD86 auf Makrophagen über einen Zeitraum von 2 Tagen untersucht. Un-

stimulierte Makrophagen dienten dabei als Kontrolle.  

 

a) nach Stimulation mit anti-CD3 und IFN-y 
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Abb. 18:  CD80+ Makrophagen nach Stimulation mit IFN-γ, anti-CD3 und 

anti-CD3 + IFN-γ  im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; 

n=3) 
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IFN-γ und anti-CD3 induzierten eine Zunahme der Anzahl CD80+ Makrophagen, 

die im PB größer war als im NSB. Dabei steigerte die Kombination von IFN-γ 

und anti-CD3 die Anzahl am deutlichsten nach einem Tag. 
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Abb. 19:  CD86 Rezeptoren nach Stimulation mit IFN-γ, anti-CD3 und anti-

CD3 + IFN-γ im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=3) 

 

 

Die CD86 Rezeptordichte stieg nach Stimulation im PB stärker an als im NSB. 

Die Kombination von IFN-γ und anti-CD3 hatte den größten Effekt. Im PB stieg  

die Rezeptordichte im Gegensatz zum NSB über den Zeitraum von 2 Tagen an. 
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b) nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-12  

 

IL-12 induzierte konzentrationsabhängig eine Zunahme CD80+ neonataler und 

adulter Makrophagen. Die Anzahl CD80+ Makrophagen war im PB höher als im 

NSB. 
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Abb. 20: CD80
+
 Makrophagen nach Stimulation mit IL-12 

 

Abb. 20:  CD80+ Makrophagen nach Stimulation mit IL-12 (1 ng/ml – 100 

ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=3) 
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Die CD86 Rezeptordichte war auf Makrophagen von Erwachsenen größer als 

auf neonatalen Makrophagen. Dabei zeigte sich nur im PB eine Konzentrati-

onsabhängigkeit von IL-12.  
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Abb. 21: CD86 Rezeptoren nach Stimulation mit IL-12 (1 ng/ml – 100 

ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=3) 

 

 

c) nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-18 

 

Die Zahl CD80+ Makrophagen nach IL-18-Stimulation unterschied sich nach 

einem Tag zwischen PB und NSB nicht. Am zweiten Tag wurden mehr neona-

tale CD80+ Makrophagen gemessen. Mit steigender IL-18-Konzentration nahm 

die Zahl CD80+ Makrophagen zu.  
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Abb. 22:  CD80+ Makrophagen nach Stimulation mit IL-18 (1 ng/ml – 100 

ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=3) 

 

 

 

Die Anzahl  von CD86 Rezeptoren auf unstimulierten Makrophagen war im PB 

größer als im NSB. Neonatale Makrophagen zeigten eine deutliche IL-18-

dosisabhängige Zunahme der Rezeptordichte.  

 



4. Ergebnisse 
____________________________________________________________ 

  52 

Zeit (d)

0 1 2

 C
D

86
 R

ez
ep

to
rd

ic
ht

e 
(m

ea
n)

0

50

100

150

200

250

300

Kontrolle
IL-18 (1 ng/ml)
IL-18 (10 ng/ml)
IL-18 (100 ng/ml)

0 1 2

0

50

100

150

200

250

300A. B.

 

Abb. 23:  CD86  Rezeptoren nach Stimulation mit IL-18 (1 ng/ml – 100 

ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; n=3) 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse unter 4.4.1 

 

� Die Zunahme der CD80+ Makrophagen und der CD86 Rezeptordichte 

war nach Stimulation mit IFN-γ, anti-CD3 und deren Kombination im PB 

größer als im NSB (Abb. 18 und 19). 

 

� Die Zahl CD80+ Makrophagen und der CD86 Rezeptordichte zeigte eine 

Dosisabhängigkeit von IL-12, wobei mit steigender IL-12 Dosis die Zahl 

CD80+ Makrophagen und der CD86 Rezeptordichte zunahm. Diese Ef-

fekte waren im PB deutlicher war als im NSB (Abb. 20 und 21). 

 

� Analog zu IL-12 zeigte sich auch eine Dosisabhängigkeit von IL-18. Da-

bei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen PB und NSB 

(Abb. 22 und 23). 



4. Ergebnisse 
____________________________________________________________ 

  53 

4.4.2 T-Zellüberleben und Blastenbildung  

 

Die Entwicklung der T-Zellzahl und der Blastenbildung wurde über einen Ver-

lauf von drei Tagen verfolgt. Dabei diente die T-Zellzahl und Blastenbildung in 

unstimulierten Kulturen als Kontrolle. 

 

a) nach Stimulation mit anti-CD3 und IFN-γ 
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Abb. 24:  T-Zellzahl und Blastenbildung nach Stimulation mit anti-CD3 und 

anti-CD3 + IFN-γ im Vergleich zwischen PB (A.) und NSB (B.; 

n=3) 

 

Nach Zugabe von anti-CD3 fiel die Zahl der T-Zellen sowohl im PB als auch im 

NSB bis zum zweiten Tag stark ab und begann danach wieder anzusteigen. 

Wurde IFN-γ in Kombination mit anti-CD3 zugegeben sank im PB die T-Zellzahl 
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zu Beginn weniger stark als mit anti-CD3-Zugabe. Dieser Effekt von IFN-γ zeig-

te sich nicht im NSB. Die Blasten proliferierten im PB stärker als im NSB, wobei 

IFN-γ im NSB nicht zu einer Steigerung führte. 

 

 

b) nach Stimulation mit IL-12 und anti-CD3 
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Abb. 25: T-Zell Zahl und Blastenbildung nach Stimulation mit
 

Abb. 25:  T-Zellzahl und Blastenbildung nach Stimulation mit anti-CD3 und 

anti-CD3 + IL-12 (10 ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und 

NSB (B.; n=3) 

 

Die T-Zellzahl sank nach Kombination von anti-CD3 mit IL-12 weniger stark ab 

als nach anti-CD3-Zugabe. Dieser Effekt zeigte sich nicht im NSB.  

Die Blastenzahl stieg im PB stärker als im NSB an; vor allem nach Stimulation 

mit anti-CD3 und IL-12 in Kombination.  
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c) nach Stimulation mit IL-18 und anti-CD3 
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Abb. 26:  T-Zellzahl und Blastenbildung nach Stimulation mit anti-CD3 und 

anti-CD3 + IL-18 (10 ng/ml)  im Vergleich zwischen PB (A.) und 

NSB (B.; n=3) 

 

 

Nach Stimulation mit anti-CD3 und IL-18 in Kombination war die Zahl initial de-

letierter T-Zellen geringer als ohne IL-18. Auch die Blastenbildung wurde durch 

die Kombination von anti-CD3 mit IL-18 verstärkt. Die Effekte waren im PB und 

im NSB gleich. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse unter 4.4.2 

 

� IFN-γ reduzierte die anti-CD3-vermittelte T-Zellzerstörung und verstärkte 

die Blastenbildung im PB deutlicher als im NSB (Abb. 24). 

 

� IL-12 reduzierte die anti-CD3-vermittelte T-Zellzerstörung und verstärkte 

die Blastenbildung im PB deutlicher als im NSB (Abb. 25). 

 

� IL-18 reduzierte die anti-CD3-vermittelte T-Zellzerstörung und verstärkte 

die Blastenbildung. Die Effekte waren im PB und NSB gleich (Abb. 26). 

 

 

 

4.5 Zytokin-mRNA-Synthese 

 

Die MNC wurden mit LPS, anti-CD3, IL-12 oder IL-18 inkubiert und nach 24h 

wurde die IFN-γ-mRNA-Kopienzahl gemessen. Nicht stimulierte Zellen dienten 

als Kontrolle. Die folgenden Abbildungen (Abb. 27-30) zeigen einen repräsenta-

tiven Versuch von dreien. 

 

 

4.5.1 IFN-γ-mRNA  

 

Basal und nach Stimulation mit LPS war im PB und im NSB nur wenig IFN-γ-

mRNA messbar. Anti-CD3 induzierte einen Anstieg der Kopienzahl, der im PB 

(14815476 Kopien/106Zellen) deutlich größer war als im NSB (80991 Ko-

pien/106Zellen). IL-18 induzierte im PB nur wenig IFN-γ-mRNA. Nach Zugabe 

von IL-12 wurde im PB (1891234 Kopien/106Zellen) mehr IFN-γ-mRNA gemes-

sen als im NSB (67252 Kopien/106Zellen). 
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Abb. 27:  IFN-γ-mRNA-Kopienzahl/106 Zellen nach Stimulation mit LPS, 

anti-CD3, IL-12 und IL-18 nach 24h  im Vergleich zwischen PB  

und NSB  

 

 

4.5.2 IL-12(p40)-mRNA  

 

Unstimulierte MNC im PB und NSB synthetisierten nur eine geringe Menge IL-

12(p40)-mRNA. Nach Stimulation mit LPS unterschied sich die mRNA-

Kopienzahl im PB und NSB nicht von der durch unstimulierte Zellen produzier-

ten. Anti-CD3 und IFN-γ induzierten im PB 141324 Kopien/106Zellen bzw. 

85957 Kopien/106Zellen, im NSB wurden durch anti-CD3 16317 Ko-

pien/106Zellen und durch IFN-γ 16158 Kopien/106Zellen induziert. 
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Nach Stimulation mit IL-18 wurde im PB und NSB gleich viel IL-12(p40)-mRNA 

produziert. 
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Abb. 28:  IL-12(p40)-mRNA-Kopienzahl/106 Zellen nach Stimulation mit 

LPS, anti-CD3, IFN-γ und IL-18 nach 24h  im Vergleich zwischen 

PB  und NSB  

 

4.5.3 IL-18-mRNA  

 

Die MNC des Erwachsenenblutes (PMNC) produzierten unstimuliert 1445 Ko-

pien/106Zellen. Die Stimulation mit LPS und anti-CD3 erhöhte die IL-18-mRNA-

Produktion auf 2214 Kopien/106Zellen bzw. 2298 Kopien/106Zellen. Im NSB war 

keine IL-18-mRNA messbar. IFN-γ induzierte im PB (2784 Kopien/106Zellen) 

deutlich mehr mRNA als im NSB (493 Kopien/106Zellen). Die auf die IL-12-

Zugabe produzierte Kopienzahl war im PB niedriger als in der Kontrolle, war 

aber im Vergleich zum NSB höher.  
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Abb. 29:  IL-18-mRNA-Kopienzahl/106 Zellen nach Stimulation mit LPS, 

anti-CD3, IFN-γ und IL-12 nach 24h  im Vergleich zwischen PB  

und NSB  

 

 

4.5.4 IL-10-mRNA  

 

Basal wurde im PB IL-10-mRNA gemessen, die nach Stimulation mit LPS nur 

gering anstieg. Nach Stimulation mit IFN-γ, IL-18 und IL-12 wurde weniger 

mRNA produziert als basal. Nach Zugabe von anti-CD3  stieg die Kopienzahl 

auf 12740 Kopien/106Zellen an und war deutlich höher als im NSB mit 519 Ko-

pien/106Zellen. Im NSB wurde basal und nach Stimulation mit LPS keine IL-10 

mRNA gemessen. IL-18 induzierte im NSB mehr IL-10-mRNA als im PB. 
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Abb. 30:  IL-10-mRNA-Kopienzahl/106 Zellen nach Stimulation mit LPS, 

anti-CD3, IFN-γ, IL-18 und IL-12 nach 24h  im Vergleich zwischen 

PB  und NSB  

 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse unter 4.5 

 

� Die mRNA-Expression von IFN-γ, IL-12, IL-18 und IL-10 war nach LPS 

und anti-CD3 Stimulation im NSB geringer als im PB (p<0,05, Abb. 27-

30). 

 

� Im PB unterschied sich die Menge der IL-18-mRNA unstimulierter MNC  

nur gering von der stimulierter MNC (Abb. 29).  
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5. Diskussion 

 

 

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Die vorgelegte Arbeit hatte das Ziel, folgende Hypothesen zu untersuchen: 
 

1. Die im Vergleich zum Blut Erwachsener erniedrigte IFN-γ-Produktion  im  

Nabelschnurblut ist auf eine reduzierte  Produktion und/ oder verminder-

te Wirkung von IL-12 und IL-18 zurückzuführen. 

 

Bisheriges Ergebnis:  

Die IFN-γ-Produktion im Nabelschnurblut war basal und nach Stimulation 

mit einem T-Zellmitogen (anti-CD3) im Vergleich zum  Blut gesunder er-

wachsener Spender reduziert (p<0,05; Abb. 7), was sich bereits auf 

Transkriptionsebene zeigte (Abb. 27). Auch die Induzierbarkeit der IFN-γ-

Produktion durch IL-12 und IL-18 war im NSB schlechter (p<0,05; Abb. 

13 -15). Die Transkription der Hauptinduktoren IL-12 (Abb. 28) und IL-18 

(Abb. 29) war im NSB ebenfalls deutlich reduziert. Die anti-CD3-

induzierte IL-18-Sekretion und die IFN-γ-induzierte IL-12(p40)-Sekretion 

waren im NSB geringer (Abb. 8 und 9). Diese Ergebnisse weisen darauf 

hin, dass beim Neugeborenen nicht nur eine seit längerem bekannte 

IFN-γ-Minderproduktion besteht (Bryson et al. 1980, Wilson et al. 1986), 

sondern ebenfalls Defizite bei der IL-12- und IL-18-Sekretion bzw. ihren 

feedback-Mechanismen gefunden werden. 

 

 

2. Die TH2-Lastigkeit des Neugeborenen könnte bei erhöhter IL-10-

Produktion im Nabelschnurblut die IFN-γ-, IL-12- und IL-18-Produktionen 

und -Wirkungen hemmen.  
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Bisheriges Ergebnis:  

Parallel zur verringerten Produktion von IL-12, IL-18 und IFN-γ fand sich 

im NSB basal und nach Stimulation eine verringerte Produktion von IL-10 

(Abb. 16 und 17), was sich auch auf Transkriptionsebene andeutete 

(Abb. 30). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die verringerte Wir-

kung der oben genannten Zytokine nicht auf einer Mehrproduktion des 

TH2-Zytokins IL-10 beruht. 

 

 

3. Die Zytokinwirkung von IL-12, IL-18 und IFN-γ auf die CD80-/CD86-

Expression und die damit verbundene T-Zellaktivierung ist im Nabel-

schnurblut geringer als im Blut Erwachsener. 

 

Bisheriges Ergebnis:  

Durch IL-12 und IFN-γ wurden CD80 und CD86 auf neonatalen 

Makrophagen deutlich weniger hochreguliert als beim Erwachsenen 

(Abb. 18-21); bei IL-18 zeigte sich hingegen kein Unterschied (Abb. 22 

und 23). Damit wurde die Fähigkeit zur makrophagenabhängigen T-

Zellstimulation durch anti-CD3 beim Neugeborenen durch Zugabe von 

IFN-γ und IL-12 nicht deutlich verbessert und erreichte nicht die Werte 

von Erwachsenen.  

 

 

5.2 Zytokinproduktion im Vergleich zwischen PB und NSB 

 

 

5.2.1 IFN-γ 

 

Bereits zu Beginn der 1980iger Jahre wurde gezeigt, dass die IFN-γ-Produktion 

von T-Zellen in der Neugeborenenperiode verringert ist (Bryson et al. 1980, 

Taylor & Bryson 1985, Wilson et al. 1986, Frenkel & Bryson 1987, Harris et al. 

1992). Unsere Versuchsergebnisse stimmten mit diesen Beobachtungen über-
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ein (Abb. 7 und 27). Obwohl die IFN-γ-Rezeptordichte und -konformation neo-

nataler und adulter Makrophagen ähnlich sind (Wakasugi & Virelizier 1985), 

wurden Defekte in der intrazellulären Signalübermittlung der STAT-Kinasen ge-

funden (Maródi 2002), welche die verringerte Wirkung von IFN-γ mit erklären 

könnten.  

 

 

5.2.2 IL-12 

 

IFN-γ ist beim Erwachsenen ein wirksamer Induktor von IL-12 (Yoshida et al. 

1994, Trinchieri 1995). Die Sekretion des biologisch aktiven IL-12(p70) im NSB 

ist gegenüber der im PB herabgesetzt (Lee et al. 1996, Joyner et al. 2000), was 

unter anderem auf eine geringere Stabilität der p40-mRNA zurückgeführt wird 

(Lee et al. 1996). Unsere Ergebnisse zeigten nach Stimulation mit IFN-γ eine 

verminderte IL-12(p40)-Produktion im NSB gegenüber dem PB (Abb. 8).  

Die verringerte IL-12-Produktion im NSB scheint kein auf die Neonatologie be-

schränktes Phänomen zu sein. Upham et al. (2002) untersuchten bei gesunden 

Probanden, wie sich die Fähigkeit der T-Zellen zur Produktion des bioaktiven 

IL-12 während der Kindheit entwickelt. Sie fanden eine gegenüber Erwachse-

nen geringere IL-12(p70)-Produktion nach Stimulation mit der Kombination aus 

IFN-γ und LPS im NSB wie auch bei gesunden 5- und 12jährigen Kindern. 

Unsere Ergebnisse deuteten an, dass die IL-12(p40)-Produktion nicht generell 

im NSB herabgesetzt ist. Wie Abb. 10 zu entnehmen ist, ließ sie sich durch eine 

Makrophagen-Stimulation mit LPS im NSB wie im PB gleich gut induzieren. 

Dieses Ergebnis stimmte mit dem von Karlsson et al. (2002) überein, welche 

nach Stimulation mit gram+ und gram- Bakterien der Standortflora (S. mitis, E. 

coli u.a.) eine ähnliche IL-12(p70)-Produktion im NSB und PB nachwiesen. 

Auch Scott et al. (1997) zeigten, dass die IL-12(p40)- und IL-12(p70)-Produktion 

von MNC nach Stimulation mit S. aureus, einem gram+ Bakterium, im NSB ver-

gleichbar oder höher war als im PB.  

Damit scheint die verringerte IL-12-Produktion nach IFN-γ im NSB ein spezifi-

scher Prozess zu sein, welcher unter anderem nach Stimulation mit TH1-
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Zytokinen auftritt, und könnte einen Schutzmechanismus gegen Hyperinflam-

mationsreaktionen und autoimmune Vorgänge darstellen. 

 

 

5.2.3 IL-18 

 

Im Gegensatz zum PB war im unstimulierten und stimulierten NSB kein IL-18 

messbar (Abb. 9 und 10). Nach 48h Stunden war die IL-18-Produktion im PB 

am höchsten nach Stimulation mit anti-CD3. IFN-γ hatte im PB einen hemmen-

den Effekt auf die durch anti-CD3 induzierte IL-18-Produktion, was möglicher-

weise auf einen negativen feedback-Mechanismus hindeutet (s. u.).  

Nakanishi et al. (2001a und 2001b) berichteten, dass IL-18 ohne IL-12 eine 

TH2-Immunantwort verstärkt und keine Produktion des TH1-Zytokins IFN-γ re-

sultiert. Dies deutet darauf hin, dass dem Zytokin IL-18 eine wichtige Rolle in 

der Steuerung der T-Zellvermittelten Immunantwort zukommt. 

Pro-IL-18 wird spontan von MNC in Erwachsenenblut produziert (Puren et al. 

1999, Marshall et al. 1999, Manigold et al. 2000), wobei man davon ausgeht, 

dass pro-IL-18 extrazellulär durch die Caspase-1 in biologisch aktives IL-18 ge-

spaltet wird (Fantuzzi & Dinarello 1999).  

Makrophagen produzieren IL-18 nur, nachdem sie zuvor stimuliert wurden (Fan-

tuzzi et al. 1998, Bohn et al. 1998, Shibata et al. 1998, Sanchez-Bueno et al. 

1996). LPS induziert die Aktivierung der Caspase-1, die vom pro-IL-18 das bio-

logisch aktive IL-18 abspaltet, was zu einer Sekretion von IL-18 im Erwachse-

nenblut führt (Gu et al. 1997, Ghayur et al. 1997). Unsere Ergebnisse zeigten 

eine IL-18-Produktion nach LPS-Stimulation im PB, jedoch nicht im NSB (Abb. 

10). Da die LPS vermittelte IL-18-Sekretion abhängig vom CD14 Rezeptor ist 

(Manigold et al. 2000), der auf der Oberfläche von Makrophagen beim Neuge-

borenen weniger dicht exprimiert wird als auf Makrophagen des Erwachsenen 

(Berner et al. 2002), könnte dies ein Erklärungsansatz für die im NSB vermin-

derte LPS-induzierte IL-18-Sekretion sein.  
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Mögliche weitere Erklärungen wären eine Verminderung der Caspase-1-

Produktion, -Aktivität oder biologischen Halbwertszeit beim Neugeborenen. 

Diese Punkte sind momentan Gegenstand weiterer Experimente. 

 

 

5.2.4 Induzierbarkeit der IFN-γ-Produktion durch IL-12 und IL-18 

 

Obwohl einige Studien darauf hinweisen, dass IL-12 die IFN-γ-Produktion von 

T-Zellen reguliert (Kobayashi et al. 1989, Chan et al. 1992, Trinchieri 1993) 

zeigten unserer Ergebnisse nur eine geringe IL-12 induzierte IFN-γ-Produktion 

(Abb. 13 -15).  

IL-18 konnte weder im PB noch im NSB eine signifikante IFN-γ-Produktion her-

vorrufen (Abb. 13 -15). Diese Ergebnisse bestätigen die Hypothese, dass für 

eine optimale IL-18 induzierte IFN-γ-Produktion erst eine Aufregulation von IL-

18-Rezeptoren durch IL-12 erfolgen muss (Dinarello 1999, Yoshimoto et al. 

1998). Unter Berücksichtigung, dass IL-18 ohne vorherige Hochregulation sei-

ner Rezeptoren durch IL-12 eine TH2-Antwort induziert (Nakanishi et al. 2001a 

und 2001b), könnte IL-18 eine Schlüsselrolle in der T-Zelldichotomie zukom-

men. 

Sowohl IL-12 als auch IL-18 sind isoliert nicht in der Lage eine optimale IFN-γ-

Produktion zu induzieren, sondern nur die Kombination von IL-12 und IL-18 

(Abb. 13-15; Barbulescu et al. 1998, Tominaga et al. 2000). Dieser Synergis-

mus scheint spezifisch auf TH1-Zellen zu wirken und TH2-Zellen unbeeinflusst 

zu lassen (Kohno et al. 1997).  

 

Bei näherer Betrachtung des Signaltransduktionsweges lässt sich der Syner-

gismus von IL-12 und IL-18 bezüglich der IFN-γ-Induktion erklären.  

Indem IL-12 an seinen Rezeptor auf der T-Zelloberfläche bindet, induziert es 

die Phosphorylierung der Tyrosinkinase STAT-3 und STAT-4, die daraufhin im 

Zellkern an Promotorregionen binden, unter anderem auch die für IFN-γ (Ja-

cobson et al. 1995, Thierfelder et al. 1996). Hierbei scheint vor allem STAT-4 

eine entscheidende Rolle zu spielen, da T-Zellen, denen die STAT-4 Kinase 
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fehlt, kein IFN-γ produzieren und der Phänotyp IL-12(p40)-defizienter Mäuse 

dem von STAT-4-defizienten Mäusen ähnelt (Thierfelder et al. 1996, Kaplan et 

al. 1996, Magram et al. 1996). 

IL-18 hingegen scheint keinen Einfluss auf die STAT-4-Kinase zu haben, son-

dern eine Signalkaskade über die IL-1R-assoziierte-Kinase (IRAK), die den 

Transkriptionsfaktor NF-κB im Zellkern aktiviert, in Gang zu setzten (Robinson 

et al. 1997). Die Aktivierung der IFN-γ Genexpression resultiert aus einer sy-

nergistischen Interaktion der Signaltransduktionswege von IL-12 und IL-18 über 

STAT-4 und NF-κB  (Robinson et al. 1997, Yoshimoto et al. 1998, Barbulescu 

et al. 1998, Yang et al. 1999), da die IFN-γ  Promotorregien sowohl Bindungs-

stellen besitzt, die durch die IL-12-Signaltransduktionskaskade (Xu et al. 1996), 

als auch solche, die durch die IL-18 Kaskade aktiviert werden (Adachi et al. 

1998, Okamura et al. 1998, Akira 2000, Kanakaraj et al. 1999, Thomas et al. 

1999,  Kojima et al. 1999). Barbulescu et al. (1998) zeigten, dass Mutationen 

oder Deletionen an Bindungsstrukturen der Signaltransduktionswege dazu füh-

ren, dass CD4+ Zellen kein IFN-γ mehr produzieren können.  

Im NSB war die IFN-γ-Produktion nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 signifi-

kant niedriger als im PB (Abb. 13-15). Diese Ergebnisse stimmten mit denen 

von Nomura et al. (2001) überein.  

 

Wurden die Zellen zusätzlich mit anti-CD3 stimuliert, war die resultierende IFN-

γ-Produktion nicht höher als bei Stimulation mit IL-12 und IL-18 (Abb. 15). Diese 

Beobachtung stimmt mit Versuchsergebnissen anderer Arbeitsgruppen überein, 

welche zeigten, dass eine Kombination von IL-12 und IL-18 die IFN-γ-

Produktion von T-Zellen synergistisch steigert, ohne dass dazu eine Aktivierung 

des T-Zellrezeptors erforderlich ist (Yoshimoto et al. 1997,  Ahn et al. 1997,  

Yang et al. 1999, Tominaga et al. 2000) und eine zusätzliche anti-CD3-Zugabe 

sogar einen hemmenden Effekt auf die IFN-γ-Produktion hat (Yoshimoto et al. 

1998).  
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5.2.5 IL-10 

 

IL-10 ist ein Zytokin, das eine TH2-Antwort triggert und die Produktion von TH1-

Zytokinen und damit von IFN-γ inhibiert (Abb. 1 und 7). Ein möglicher Grund der 

verringerten IFN-γ-Produktion und -Wirkung im NSB könnte ein Überwiegen 

von TH2-Zytokinen sein. Obwohl die TH2-Lastigkeit in vielen in vitro-

Bedingungen nachgewiesen wurde (Zhao et al. 2002, Langrish et al. 2002), 

wird ihre funktionelle Bedeutung kontrovers diskutiert (Matzinger 2001). Unsere 

Ergebnisse sprechen gegen eine generelle TH2-Lastigkeit im Nabelschnurblut, 

gemessen an der IL-10-Produktion. 

Wie der Abbildung 16 zu entnehmen ist, war die IL-10-Produktion nach Stimula-

tion mit anti-CD3 im NSB niedriger als im PB. Nach Zugabe von IFN-γ war we-

der im PB noch im NSB IL-10 messbar, was den hemmenden Effekt von IFN-γ 

auf die IL-10-Produktion zeigte (Abb. 1).  

Splawski et al. (1998) zeigten, dass CD4+ T-Zellen aus dem NSB weniger IL-10 

produzieren als solche von Erwachsenen. Auch die Untersuchungen von Chhe-

da et al. (1996) unterstützen unsere Ergebnisse einer verringerten IL-10-

Produktion im NSB nach T-Zellstimulation. 

Hingegen zeigte sich bei den Versuchen von Rainsford & Reen (2002), die die 

IL-10-Produktion naiver T-Zellen im Vergleich zwischen NSB und PB untersuch-

ten, dass selbige im NSB größer war. Allerdings gab es im Vergleich zu der von 

uns verwendeten Methode einige, für die verschiedenen Ergebnisse mögli-

cherweise ursächliche, Unterschiede. Die Arbeitsgruppe um Rainsford verwen-

dete aufgereinigte naive T-Zellen in einer Konzentration von 2 x 104 Zellen und 

stimulierte sie neben anti-CD3 zusätzlich mit IL-2 und maß die Zytokinprodukti-

on erst nach 6 Tagen.  

 

Nach einer Stimulation der Makrophagen mit LPS zeigte sich im PB eine signifi-

kant höhere IL-10-Produktion als im NSB (Abb. 17). Langrish et al. (2002) wie-

sen bei dendritischen Zellen im NSB nach Stimulation mit LPS ebenfalls eine 

verminderte IL-10-Produktion im Vergleich zum Erwachsenen nach.  
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Andere Studien stehen mit unseren Ergebnissen im Widerspruch. So konnten 

Chipeta et al. (2000) und Goriely et al. (2001) vergleichbare Level von IL-10 

nach LPS-Stimulation im PB und NSB messen. Karlsson et al. (2002) vergli-

chen die Zytokinproduktion von CD14+ Zellen im PB und NSB nach Stimulation 

mit verschiedenen gram+ und gram- Bakterien (S. mitis, E. coli u.a.) und fanden 

eine vergleichbare IL-10-Produktion im NSB und PB. Sie wiesen jedoch auf ei-

ne deutliche individuelle Variation der Zytokinproduktion nach Stimulation mit 

bakteriellem Antigen hin. 

 

 

5.3 Zytokineffekte auf den Makrophagenphänotyp, die T-Zellproli- 

 feration und die Blastenbildung 

 

Bei Makrophagen von erwachsenen Spendern wird die CD80 und CD86 Rezep-

torexpression durch IFN-γ induziert (Freedman et al. 1991, Hathcock et al. 

1994), was auch in dieser Arbeit nachgewiesen wurde (Abb. 18 und 19). Neo-

natale Makrophagen zeigten ein deutlich vermindertes Ansprechen auf IFN-γ 

und anti-CD3 in Form einer geringeren Expression von CD86 und CD80 

Rezeptoren (Abb. 18 und 19), obwohl die IFN-γ-Rezeptordichte und -Affinität für 

den spezifischen Liganden auf neonatalen und adulten Makrophagen ver-

gleichbar sind (Maródi et al. 1994). Die Bindung von IFN-γ an seinen Rezeptor 

verursacht eine Phosphorylierung von STAT-1 (Darnell et al. 1994, O´Shea 

1997, Decker & Kovarik 2000). Maródi et al. (2001) berichteten über eine 

schlechtere Phosphorylierung von STAT-1 in neonatalen Makrophagen im 

Vergleich zu  adulten Makrophagen als Antwort auf IFN-γ.  Dies kann eine  

mögliche Ursache für die verminderte Wirkung von IFN-γ auf die 

Makrophagenaktivierung im Sinne einer geringeren Expression 

kostimulatorischer Moleküle sein.  Auch nach Stimulation mit IL-12 war die dosisabhängige Zunahme der Rezep-

torexpression auf neonatalen Makrophagen signifikant geringer ausgeprägt 

(Abb. 20 und 21). Bei der Aktivierung von T-Zellen wirkt IL-12 über die 

Phosphorylierung von STAT-3 und STAT-4 (Jacobson et al. 1995, Thierfelder et 
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al. 1996). Möglicherweise gibt es auch hier beim Neugeborenen Defizite in der 

Fähigkeit zur Phosphorylierung dieser Kinasen. 

Mit steigender IL-18-Konzentration nahm die Rezeptordichte auf den Makropha-

gen zu und zeigte im Gegensatz zu den durch IFN-γ- und IL-12-induzierten Ef-

fekten keinen signifikanter Unterschied zwischen neonatalen und erwachsenen 

Makrophagen. Dies könnte darauf hindeuten, dass IL-18 ein wichtiger Faktor für 

die kostimulatorische Fähigkeit neonataler Makrophagen ist. 

 

Besteht ein Mangel an kostimulatorischen Signalen, führt dies zur Anergie oder 

Apoptose von T-Zellen (Schwartz 1992, Janeway & Bottomly 1994). Wang et al. 

(1998) und Orlikowsky et al. (1999)  zeigten, dass die Aktivierung von T-Zellen 

über anti-CD3 von der Anzahl von Makrophagen und der Fähigkeit zur Hochre-

gulation von B7 Molekülen abhängt. 

Nach Zugabe von anti-CD3 fiel die Zahl der T-Zellen sowohl im PB als auch im 

NSB durch aktivierungsinduzierten Zelltod zunächst stark ab. Im PB stieg sie 

durch klonale Expansion anders als bei neonatalen T-Zellen ab 48h wieder an. 

Bei gleichzeitiger Gabe von IFN-γ hatte dies im PB eine protektive Wirkung auf 

die T-Zellen bei gleichzeitig vermehrter Expression von CD80 und CD86 (Abb. 

18, 19 und 24). Die Blastenbildung war nach IFN-γ-Zugabe im NSB ebenfalls 

niedriger als im PB (Abb. 24). 

Papadogiannakis et al. (1986) wiesen einen signifikant geringeren mitogenen 

Effekt von anti-CD3 auf NSB T-Lymphozyten im Gegensatz zu PB T-

Lymphozyten nach und zeigten, dass neonatale Marophagen einen direkt 

hemmenden Effekt auf die anti-CD3-vermittelte Lymphozytenproliferation ha-

ben.  

Hunt et al. (1994) und Matthews et al. (2000) zeigten, dass neonatale T-Zellen, 

die mit neonatalen DC stimuliert wurden, nur gering proliferierten, jedoch eine 

ebenso starke Proliferation wie erwachsene T-Zellen zeigten, wenn sie mit er-

wachsenen DC stimuliert wurden. Auch die IFN-γ-Produktion neonataler T-

Zellen ließ sich verbessern, wenn sie mit erwachsenen APC kultiviert wurden 

(Taylor & Bryson 1985, Trivedi et al. 1997, Delespesse et al. 1998).  
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Die Kombinationen von anti-CD3 und IFN-γ (Abb. 24) sowie von anti-CD3 und 

IL-12 (Abb. 25) induzierten, nach anfänglicher Deletion, bereits nach 24h eine 

zunehmende T-Zellproliferation im PB und eine deutliche Steigerung der 

Blastenbildung. Diese Effekte waren im NSB signifikant geringer ausgeprägt. 

IL-18 hatte einen deutlich aktivierenden Effekt auf neonatale T-Zellen. Sowohl 

die anfängliche Deletion und anschließende Proliferation der T-Zellen als auch 

die Blastenzahlen unterschieden sich im PB und NSB nicht signifikant (Abb. 

26). Eine Substitution von IL-18 beim Neugeborenen könnte damit zu einer 

Verbesserung der T-Zellaktivierung und -funktion beitragen. 

 

 

5.4 mRNA-Produktion der Zytokine  IFN-γ, IL-12, IL-18 und IL-10 

 

Analog zur im Vergleich zum PB verminderten Proteinsekretion von IL-12, IL-18 

und IL-10 im NSB, war im NSB die mRNA-Produktion nach Stimulation mit LPS 

geringer als im PB (Abb. 27 - 30). 

Zur Bestimmung der Zytokin-mRNA von IFN-γ, IL-12, IL-18 und IL-10 wurden 

drei Versuche durchgeführt, die tendenziell dieselbe Aussage zuließen. Von 

ihnen wurde ein repräsentativer Versuch dargestellt (Abb. 27-30). Unsere Er-

gebnisse weisen auf eine Regulation auf Transkriptionsebene hin. Allerdings 

bedarf es zur Klärung dieser Fragestellung noch weiterer Untersuchungen. 

Lee et al. (1996) bestimmten mittels Northern Blot die IL-12(p40)-mRNA-

Expression nach LPS-Stimulation, die im NSB signifikant geringer war als im 

PB. Joyner et al. (2000) untersuchten die IL-12(p40)- und IFN-γ-mRNA-

Expression nach Stimulation gemischter Mononukleärer Zellen mit den gram+ B 

Streptokokken. Nach 4h und 6h war im NSB mehr IL-12(p40)-mRNA messbar, 

nach 12h und 18h verhielt es sich umgekehrt. Die IFN-γ-mRNA-Expression war 

im PB nach 18h größer als im NSB. Schultz et al. (2004) maßen in LPS-

stimulierten Vollblutkulturen weniger IL-10-mRNA und IL-10-Protein im Blut 

Neugeborener als im Blut Erwachsener, was unsere Ergebnisse stützt.  

Da sich bereits auf Transkriptionsebene ein deutlicher Unterschied in der Pro-

duktion der Zytokin-mRNA zwischen PB und NSB zeigt, kann vermutet werden, 
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dass die Ursache der unterschiedlichen Zytokinproduktion auf oder vor der 

Transkriptionsebene, z. B. im Bereich der Signaltransduktion, liegt. 

 

 

5.5. Zytokine im klinischen Zusammenhang 

 

Aufgrund der im Vergleich zum Erwachsenen erhöhten Infektanfälligkeit des 

Neu- und Frühgeborenen bezeichneten Burgio et al. (1987) die Neugeborenen-

zeit auch als Zeit der „physiologischen Immundefizienz“. 

Während der Schwangerschaft regulieren Zytokine die Hämatopoese, schützen 

den Fetus vor Abstoßung durch die Mutter, modulieren die Immunabwehr bei 

Infektionen und dienen als extra-hämatopoetische Wachstumsfaktoren (Slayton 

2000).  

Ein Teil der mütterlichen Immuntoleranz gegenüber dem Feten während der 

Schwangerschaft resultiert in einem IFN-γ-Mangel des Neugeborenen (Nesin & 

Cunningham-Rundles 2000). Die Überproduktion von TH2-Zytokinen wie IL-4 

und IL-10 während der Schwangerschaft beeinflusst das mütterliche Immunsys-

tem, indem die zelluläre Immunantwort unterdrückt wird, um eine Abstoßung 

des Feten zu verhindern (Lin et al. 1993). 

Ein Überwiegen von TH2-Zytokinen ist charakteristisch für eine normale 

Schwangerschaft, während eine Imbalance zugunsten von TH1-Zytokinen in 

pathologischen Schwangerschaften beobachtet wurde (Wegmann et al. 1993, 

Marzi et al. 1996). 

 

Die neonatale Sepsis mit ihren Folgen stellt nach wie vor eine der Haupttodes-

ursachen von Frühgeborenen dar und bestimmt maßgeblich über das Outcome 

von Kindern mit sehr geringem Geburtsgewicht (Martinot et al. 1997, Stoll et al. 

1996). Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass dieser Entzündungsprozess 

wesentlich von bestimmten Zytokinen gesteuert wird (Gomez et al. 1998, 

Dammann & Leviton 1997, Sáez-Llorens & McCracken 1993).  

Proinflammatorische Zytokine führen zu einer Aktivierung der zellulären Im-

munantwort und werden von nachfolgend produzierten antiinflammatorischen 
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Zytokinen (z. B. IL-10 und IL-13) reguliert, indem diese die Produktion von 

Makrophagen hemmen (Slayton 2000). Dieser Mechanismus dient der Vermei-

dung von Hyperinflammationsreaktionen, die im Fall einer Imbalance zwischen 

pro- und antiinflammatorischen Zytokinen während einer Entzündungsreaktion 

zu schweren Krankheiten des Neugeborenen führen können. So kann bei-

spielsweise eine überschießende Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-

1 und IFN-γ) in der Neugeborenenperiode zu intravasalen Koagulopathien, hä-

morrhagischen Nekrosen und zum Tod durch Schock führen (Bone et al. 1997, 

Powell 2000).  

Halpern et al. (2003) beschrieben einen zytokingesteuerten Rückkopplungsme-

chanismus zwischen Leber und Darm bei der Entstehung und dem Fortschrei-

ten einer Nekrotisierenden Enterokolitis im Neugeborenenorganismus. Hierbei 

wurde vor allem ein Überwiegen proinflammatorischer Zytokine wie IL-12, IL-18 

und TNF-α hervorgehoben. 

Möglicherweise ist aber nicht nur ein Überwiegen proinflammatorischer Zytoki-

ne eine mögliche Ursache von Inflammation, sondern auch ein gleichzeitiger 

Mangel an antiinflammatorischen Zytokinen. Die Ergebnisse unserer Versuche, 

nämlich die von uns gemessene verringerte IL-10-Produktion im NSB (Abb. 16 

und 17), könnten in diese Richtung deuten.  

 

Die Gewebsverhältnisse in vivo werden sowohl durch Zeitpunkt und Muster der 

sezernierten Zytokine, als auch durch die Empfindlichkeit des jeweiligen Gewe-

bes bestimmt. Eine eventuelle Zytokindysbalance könnte durch eine unter-

schiedliche Empfindlichkeit des umliegenden Gewebes möglicherweise wieder 

ausgeglichen werden. 

Zusammengefasst fügen sich unsere Ergebnisse in folgendes Denkmodell ein, 

welches derzeit Gegenstand weiterer Untersuchungen ist: 

Im neonatalen Immunsystem liegt keine primäre Dysbalance vor, sondern eine, 

im Vergleich zum Erwachsenen, eingeschränkte Modulationsfähigkeit zur proin-

flammatorischen Seite – gemessen an der Produktion und Wirkung von  IL-12, 

IL-18 und  IFN-γ – sowie zur antiinflammatorischen Seite – gemessen an der IL-

10-Produktion und –Wirkung.  
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Unter teleologischen Gesichtspunkten könnte man die hier vorgestellten Ergeb-

nisse dahingehend interpretieren, dass sie mit folgender Hypothese kompatibel 

sind: Beim Feten und auch noch beim Neugeborenen wird eine eingeschränkte 

Reaktion gegenüber Fremdeiweißen in Kauf genommen, um einen Schutz des 

eigenen Gewebe bzw. die Verhinderung einer Abstoßung durch das mütterliche 

Immunsystem zu ermöglichen. 
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Abb. 31:  Vergleich der Zytokinproduktion von neonatalen (rote Pfeile) und 

adulten (blaue Pfeile) Immunzellen 
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5.6 Methodenkritik 

 

5.6.1 Heterogenität des Spenderkollektivs 

 

Die freiwilligen erwachsenen Spender waren Mitarbeiter der Universitätskinder-

klinik und wurden zufällig ausgewählt. Vorraussetzung war das gesunde Befin-

den; ein serologischer Ausschluss einer gegebenenfalls chronischen Infektion 

erfolgte nicht. 

Zum Geburtszeitpunkt nicht infizierte gesunde Reifgeborene wurden im Verlauf 

nicht weiter kontrolliert.  

Das Nabelschnurblut wurde nach der Geburt durch Punktion der Nabelvene 

entnommen. Dabei wurde kein Unterschied nach dem Geburtsmodus gemacht. 

Brown et al. (2003) untersuchten, ob sich der Geburtsmodus - Vaginale Entbin-

dung im Vergleich zur Sectio – auf die Zytokinproduktion der anschließend aus 

dem Blut isolierten mononukleären Zellen auswirkt. Die LPS induzierten IFN-γ- 

und IL-12-Produktionen waren bei vaginaler Entbindung signifikant höher als 

bei Entbindung durch Sectio. Allerdings wurden die MNC lediglich von 16 Pro-

banden untersucht, wobei 8 vaginal entbunden wurden und 8 durch Sectio. 

Aufgrund der Ergebnisse von Brown et al. ließen sich Einflüsse der verschiede-

nen Geburtsmodi auf das NSB nicht ausschließen. Sie waren nicht Gegenstand 

dieser Arbeit und bedürfen einer separaten Untersuchung. 

 

 

5.6.2 Suspensionszellkultur für die Zytokinbestimmung 

 

Die aus dem Blut isolierten MNC wurden für die Zellkulturen nicht weiter in ihre 

Subpopulationen Makrophagen, T-Helferzellen, NK-Zellen getrennt. Für die Zy-

tokinbestimmung mittels EIA wurde die Gesamtproduktion  aller Subpopulatio-

nen betrachtet. Es konnte keine Aussage darüber gemacht werden, welche Po-

pulation den quantitativ höchsten Anteil zur Produktion beitrug.  
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5.6.3 Enzymimmunoassay 

 

Mittels Enzymimmunoassay wurde die IL-12(p40)-Produktion gemessen und 

nicht die des biologisch aktiven IL-12(p70). Lee et al. (1996) zeigten, dass die 

Halbwertszeit der p40-mRNA stimulierter MNC aus dem NSB geringer ist als im 

PB. 

Die Sensitivität des IFN-γ-EIA lag bei 4,7 pg/ml. Die mitgeführte Standardver-

dünnungsreihe bestand aus Konzentrationen zwischen 4,7 pg/ml und 300 

pg/ml. Da die Konzentration der Proben teilweise über 30000 pg/ml lag, erfor-

derte dies große Verdünnungen, was eine mögliche Fehlerquelle mit sich 

brachte. 

Die Sensitivität der IL-18 Enzymimmunoassays lag bei 55 pg/ml. Im NSB konn-

te kein IL-18 gemessen werden, was möglicherweise an der geringen Sensitivi-

tät des IL-18-EIA lag. 
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6. Zusammenfassung 

 

Neonatale T-Zellen lassen sich im Vergleich zu denen Erwachsener schlechter 

aktivieren. Eine wesentliche klinische Beobachtung ist die im Vergleich zum 

Erwachsenen deutlich erhöhte Disposition des Neugeborenen für infektiöse Er-

krankungen, bei denen die aktivierte T-Zelle eine pathophysiologische Rolle 

spielt.  

Die Ursachen für die schlechtere Aktivierbarkeit sind vielfältig und liegen neben 

intrinsischen Charakteristika neonataler T-Zellen in unterschiedlicher Produktion 

und Sensitivität gegenüber Zytokinen. 

IL-12 und IL-18 sind die wichtigsten IFN-γ induzierenden Zytokine in vivo und in 

vitro. Eine mögliche Ursache für eine schlechtere T-Zellaktivierbarkeit im Na-

belschnurblut könnte eine herabgesetzte Wirkung von IL-12 und/oder IL-18 auf 

kostimulatorische Moleküle des Makrophagen bzw. auf T-Zellen sein.  

 

Die Arbeit untersuchte die Produktion von IFN-γ, IL-12, IL-18 und IL-10 nach 

Stimulation mit dem T-Zellmitogen anti-CD3 und dem Bakterientoxin Lipopoly-

saccharid (LPS) auf Protein- und Transkriptionsebene. Danach wurde die Zyto-

kinwirkung auf die Expression der kostimulatorischen Rezeptoren CD80 und 

CD86 des Makrophagen untersucht und die funktionelle Auswirkung auf die T-

Zellantwort gemessen. 

 

Aus Nabelschnurblut und Blut gesunder Erwachsener wurden mittels Dich-

tegradientenzentrifugation Mononukleäre Zellen gewonnen, die als Ausgangs-

material für Zellkulturen dienten und mit verschiedenen Substanzen inkubiert 

wurden. Die Quantifizierung von Zytokinen im Zellkulturüberstand erfolgte mit 

einem Enzymimmunoassay (EIA). Phänotypisierung der Makrophagen sowie 

Ermittlung der T-Zellzahl und Blastenbildung wurden mittels Durchflußzyto-

metrie durchgeführt. Zur Messung der Zytokin-mRNA wurde analog der Metho-

de von Löffler et al. (2003) eine RT-PCR verwendet. 
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Die IFN-γ-induzierte IL-12(p40)-Produktion und die IL-12-induzierte IFN-γ-

Produktion waren im NSB gegenüber dem PB auf Transkriptions- und Protein-

ebene vermindert (Abb. 8, 13, 27 und 28). Die IFN-γ-Produktion nach einer Sti-

mulation mit IL-12 und IL-18 war im NSB geringer als im PB (p<0,05; Abb. 13 

und 14). Neonatale mit anti-CD3 stimulierte T-Zellen produzierten weniger IL-

12-, IL-18- und IFN-γ-mRNA und Protein als T-Zellen von gesunden Erwachse-

nen (Abb.7, 8, 9, 27, 28 und 29).  

Sowohl IL-10 als auch die IL-10-mRNA waren im NSB durch anti-CD3 und LPS 

schlechter induzierbar als im PB (Abb. 16, 17 und 30).  

IL-12, anti-CD3 und IFN-γ hatten signifikant geringere Effekte auf die Expressi-

on kostimulatorischer Rezeptoren neonataler Makrophagen und die T-

Zellfunktion als auf Zellen von gesunden Erwachsenen (Abb. 18 - 21, 24 und 

25). Die Effekte von IL-18 bezüglich der Expression kostimulatorischer Rezep-

toren sowie der T-Zellfunktion waren im PB und NSB ähnlich (Abb. 22, 23 und 

26).  

 

Die Ergebnisse unserer Versuche können im Sinne einer im Vergleich zum Er-

wachsenen eingeschränkten Modulationsfähigkeit des neonatalen Immunsys-

tems sowohl auf der pro- als auch auf der antiinflammatorischen Seite interpre-

tiert werden. 

Unter teleologischen Gesichtspunkten könnte man die hier vorgestellten Ergeb-

nisse dahingehend interpretieren, dass sie mit folgender Hypothese kompatibel 

sind: Beim Feten und auch noch beim Neugeborenen wird eine eingeschränkte 

Reaktion gegenüber Fremdeiweißen in Kauf genommen, um einen Schutz des 

eigenen Gewebe bzw. die Verhinderung einer Abstoßung durch das mütterliche 

Immunsystem zu ermöglichen. 
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8. Anhang 

 

8.1 Verzeichnis der Abkürzungen 

 

APC  Antigen-präsentierende Zelle 

AK  Antikörper 

BSA  Bovine Serum Albumin 

CD  cluster of differentiation (Oberflächenrezeptoren) 

DC  Dendritische Zelle 

E.coli  Escherischia coli (gramnegatives Bakterium) 

EIA   Enzyme Immuno Assay 

FCS   Fetales Kälberserum 

FITC  Fluorescein-Isothiocyanat 

FSC  forward scatter 

IFN-γ   Interferon-gamma 

IgG  Immunglobulin G 

IL  Interleukin 

kDa  kilo Dalton 

LPS   Lipopolysaccharid 

MHC  Major histocompativility complex (Gewebsantigen) 

mRNA  messenger RNA 

NK  Natürliche Killerzelle (Subtyp des T-Lymphozyten) 

NSB  Nabelschnurblut 

PB  peripheres Blut Erwachsener 

PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PE  Phycoerythrin 

RPMI   Zellkulturmedium 

RT-PCR  real time Polymerase Kettenreaktion 

SSC  side scatter 

TCR  T-Zellrezeptor 

TMB 3, 3´,5,5´Tetramethylbenzidin 

VLE RPMI Very Low Endotoxin, Roswell Park Memorial Inst. 
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