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1. Einleitung

In den westlichen Industrielandern wird in den letzten Jahrzehnten eine stark
zunehmende Pravalenz allergischer Erkrankungen beobachtet (Peat et al., 1994, von
Mutius, 1994). In landlichen Gebieten der dritten Welt, in welchen die Infektionslast
der Bevolkerung durch bakterielle und parasitare Erreger sehr hoch ist, stellen
Allergien hingegen bislang nur ein geringes Gesundheitsproblem dar
(Yemaneberhan et al., 2004, ISAAC, 1998). In den vergangenen Jahrzehnten ist
jedoch auch in den Entwicklungslandern eine Zunahme der allergischen
Erkrankungen bei der stadtischen und wohlhabenden Bevdlkerung mit gehobenem
Hygienestand und abnehmendem Infektionsdruck durch Pathogene zu beobachten
(Yemaneberhan et al., 2004, Westritschnig et al., 2003, Addo-Yobo et al., 2001,
Nyan et al., 2001, Ng'ang'a et al., 1998, Nurse et al., 1997).

Es ist bekannt, dass eine parasitare Belastung der Mutter wahrend der
Schwangerschaft das Immunsystem des Kindes bereits pranatal aktivieren und
pragen kann (Pit et al., 2000, Soboslay et al., 1999, Steel et al., 1994, Hightower et
al., 1993). Bereits in utero konnen Bakterien, Viren und Parasiten oder deren
Antigene diaplazentar von der Mutter auf den Fetus Ubertragen werden (Holloway et
al., 2000, King et al., 1998, Prescott et al., 1998, Carlier & Truyens, 1995, Eberhard
et al., 1993). Dieser pranatale Kontakt mit einem Pathogen kann ein Risikofaktor fur
eine erhdohte Empfanglichkeit des Nachwuchses fur Infektionen sein und zu einer
hdheren Parasitenlast im Falle einer spateren Infektion fihren (Kirch et al., 2003,
Elson et al., 1996). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass der pranatale
Kontakt mit Parasitenantigenen vor klinischen Symptomen nach einer parasitaren
Infektion im spateren Leben schutzt (Klei et al., 1986, Lammie et al., 1991). Auch auf
die Auspragung von Allergien scheint der pranatale Kontakt mit Parasitenantigenen
einen supprimierenden Effekt zu haben (Bashir et al., 2002, Braun-Fahrlander et al.,
2002, van den Biggelaar et al., 2000).

Eine allergische Sensibilisierung der Mutter kann ebenfalls Auswirkungen auf die
allergenspezifische Immunreaktivitat der Nachkommen im spateren Leben haben
(Herz et al., 2001, Hamada et al., 2000). Jedoch ist bisher nicht bekannt, ob eine

allergische Sensibilisierung der Mutter nicht nur die Auspragung von Allergien



Einleitung 2

sondern auch die Inzidenz und den Krankheitsverlauf von parasitaren Infektionen der
Nachkommen beeinflusst.

Der Einfluss einer parasitaren Infektion und allergischen Sensibilisierung der Mutter
wahrend der Schwangerschaft auf die sowohl parasitenantigen- als auch
allergenspezifische Immunantwort der Nachkommen ist zurzeit Gegenstand
kontroverser Diskussionen und bisher nur unzureichend untersucht (Hamada et al.,
2003, Kihlstrom et al., 2003, Miller et al., 2001, Prescott et al., 1998).

1.1 Allergie

Im Jahre 1906 formulierte der Gsterreichische Padiater Baron Clemens von Pirquet
eine Bezeichnung fur die von ihm beobachtete ,veranderte Immunantwort® seiner
Patienten gegen bestimmte harmlose Substanzen nach den griechischen Begriffen
AaAAog (allos) = anders/verandert und épyov (ergon) = Energie/Antwort, die ,Allergie®
(Cohen, 2002, Silverstein, 2000). Der Begriff Allergie umfasst heute ein weites
Spektrum inadaquater Immunreaktionen unterschiedlicher Auspragung: allergische
Rhinokonjunktivitis, atopische Dermatitis, Nahrungsmittelallergie, akute Nesselsucht,
Anaphylaxie, Asthma bronchiale und viele mehr. Letzteres wird aufgrund
abweichender Immunmechanismen jedoch zunehmend separat betrachtet (Ramsey
& Celeddn, 2005).

Am Anfang der Pathogenese einer allergischen Erkrankung steht die allergen-
spezifische IgE-Bildung, die allergische Sensibilisierung. Bei wiederholtem
Allergenkontakt wird eine spezifische Immunreaktion in Gang gesetzt, die letztlich die
Grundlage fur die Ausbildung des klinischen Phanotyps ,Allergie“ bildet. Dieser
Phanotyp ist charakterisiert durch die Auspragung einer Entzindungsreaktion, an der
unterschiedliche Zellkomponenten des Immunsystems beteiligt sind.

Wir verstehen heute allergische Erkrankungen als das Resultat einer komplexen
Interaktion zwischen genetischer Pradisposition und Faktoren aus Umwelt und
Lebensweise (Art und Ausmald der Allergenexposition, Ernahrung, Infekte,
Luftschadstoffe, Konsumverhalten), die gemeinsam in eine immunologische
Fehlregulation minden (von Mutius, 1999, Renz, 1999).

Zu den Substanzen, welche eine allergische Reaktionen auslosen, gehoren
Inhalationsallergene wie Pollen, Tierallergene, Milbenkot (z. B. der Mehlstaubmilbe
Dermatophagoides farinae und Hausstaubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus)

und Schimmelpilz (z. B. Aspergillus fumigatus), aber auch Ingestionsallergene
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(Nahrungsmittel, Medikamente), Injektionsallergene (Insektengift, Medikamente) und
Kontaktallergene (Lau &Wahn, 1999).

1.2 Parasiten

Infektionen mit protozoischen und metazoischen Parasiten gehdren zu den weltweit
haufigsten Erkrankungen. In Westafrika kommen protozoische Erreger wie
Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum, Trichomonas instestinalis und
Giardia lamblia sowie metazoische Parasiten wie Schistosoma spec., Ascaris
lumbricoides, Onchocerca volvulus und Hakenwirmer endemisch vor.

Der Erreger der Amébenruhr (Amdbiasis), Entamoeba histolytica, stellt vor allem in
Regionen mit geringem Hygienestandard ein grofes gesundheitliches Problem dar.
Die Infektion erfolgt durch orale Aufnahme der Zysten. Im Dickdarm schlipfen aus
der Zyste die Trophozoiten, die sich durch Zweiteilung vermehren und wiederum
Zysten bilden koénnen, welche mit dem Stuhl ausgeschieden werden. Die
gewebsinvasive Magnaform verursacht lokale Gewebeschaden der Darmwand mit
blutigen Durchfallen (Que & Reed, 2000), wobei es in schweren Fallen zur
hamatogenen Streuung und Besiedlung anderer Organe kommt (D6nges, 1988).
Giardia lamblia ist ein einzelliger DiUnndarmparasit, der beim Menschen eine Enteritis
verursacht. Die mit dem Stuhl ausgeschiedenen, infektiosen Zysten werden mit
Lebensmitteln und Trinkwasser verbreitet und wieder aufgenommen. Die Infektion ist
nicht invasiv und verlauft oft asymptomatisch. Es kann jedoch zu Ubelkeit, Diarrhoe,
Malabsorption und Steatorrhoe kommen (Hof & Dérries, 2005).

Trichomonaden sind mehrgeillelige, birnenformige Protozoen. Trichomonas
intestinalis kommt besonders in warmen Landern vor, wo er mit einer Haufigkeit um
10% vor allem bei Kindern im Kolon nachgewiesen werden kann. Klinische
Symptome werden nicht beschrieben (Hof & Dérries, 2005).

Plasmodium falciparum ist der Erreger der in Westafrika holoendemisch
vorkommenden und jahrlich in der ganzen Welt uber 1 Millionen Todesopfer
fordernden Malaria tropica (WHO, 2005). Die Klinik ist durch hohes Fieber,
Schuttelfrost und in schweren Fallen durch eine Invasion der Plasmodien in das
Gehirn (cerebrale Malaria) mit nachfolgenden todlichen Mikrozirkulationsstorungen
gekennzeichnet (Lou et al, 2001). Die Infektion erfolgt durch einen Stich der

weiblichen Micke der Gattung Anopheles, dem Hauptwirt der Plasmodien.
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Die Bilharziose oder Schistosomiasis ist eine chronische Infektionserkrankung
verursacht durch den Trematoden Schistosoma spec., dessen Hauptzwischenwirt die
SuRwasserschnecke der Gattung Biomphalaria ist. Das Krankheitsbild der
Bilharziose umfasst eine vorubergehende lokale Dermatitis, gefolgt von Fieber,
Odemen, Diarrhoe, Hepatosplenomegalie und Schwache. Weltweit zeigen ca. 120
der 200 Millionen infizierten Personen solche Symptome. Jahrlich sterben 20 000
Menschen an den Folgen der Infektion wie z.B einem anaphylaktischen Schock in
der akuten Phase und einer Schadigung von Leber und Milz nach Verschleppung der
Eier (WHO, 2005, van der Werf et al., 2003).

Der Spulwurm Ascaris lumbricoides ist mit ca. 1 Milliarde Infestationen einer der
weltweit haufigsten humanpathogenen Helminthen (Hof & Dorries, 2005). Er kommt
vor allem in landlichen Gebieten mit niedrigem hygienischem Standard vor und
verursacht die Ascariose mit den Symptomen Pneumonie, Fieber, Koliken und
Erbrechen. Der klassische Weg einer Infektion erfolgt durch orale Aufnahme der
Ascaris-Eier mit Gemuse oder Trinkwasser.

Ancylostomatidae oder Hakenwurmer sind 0,7-1,8 cm lange Nematoden, in deren
Mundéffnung haken- oder plattenartige Fortsatze (ankylos: krumm) ausgebildet sind.
Von humanpathogener Bedeutung sind Ancylostoma duodenale und Necator
americanus (Hof & Dorries, 2005). lhre Verbreitung beschrankt sich heute auf
tropische und subtropische Regionen. Die Zahl der mit Hakenwlrmern infestierten
Personen wird weltweit auf ca. 1,3 Milliarden geschatzt (Crompton, 1999). Die
adulten Wurmer leben im Dunndarm und verletzen mit ihren Mundhaken die Mucosa
des Darms um Blut aufzunehmen. Blutverlust und damit einhergehende
Eisenmangelanamie sowie Verdauungsstérungen, Appetitlosigkeit und
Gewichtsverslust sind vorrangige Symptome der Ancylostomatidose (Pawlowski et
al., 2001).

Die Filarieninfektion Onchozerkose oder ,Flussblindheit® wird durch den Nematoden
Onchocerca volvulus verursacht. Die infektiosen Larven werden von der
Kriebelmicke Simulium spec. auf den Menschen Ubertragen. Die adulten Wirmer
siedeln sich in Knaueln im subkutanen Bindegewebe an, schadigen durch Auslosen
einer Entzindung das umliegende Wirtsgewebe und produzieren Mikrofilarien. Die
Mikrofilarien dringen in die Kutis ein und verteilen sich Uber Jahre hinweg im Korper.
Die Entziindung im Auge, die durch wandernde Mikrofilarien ausgelost wird, kann zur

Erblindung fihren.
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1.3 Immunabwehr

Das Immunsystem dient dem Erkennen und der Eliminierung von in den Korper
eingedrungenen Pathogenen sowie krankhaft veranderten korpereigenen Zellen.
Man unterscheidet zwischen der angeborenen, unspezifischen und der erworbenen,
spezifischen Immunantwort.

Die konstitutionelle, unspezifische zellulare Abwehr dient dem ersten Schutz vor
Pathogenen und besteht aus Makrophagen, Granulozyten und natarlichen
Killerzellen (Delves & Roitt, 2000). Diese Zellen induzieren nach ihrer Aktivierung
durch eingedrungene Pathogene eine lokale Entzindungsreaktion mittels der
Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen und beseitigen die Antigene durch
Phagozytose.

Das immunologische Gedachtnis der erworbenen bzw. adaptiven Immunantwort
beruht auf der, nach Erstkontakt mit dem Pathogen induzierten, klonalen Selektion
von Lymphozyten mit antigenspezifischen Rezeptoren und Antikérpern. Bei einer
erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen kann der Organismus durch eine
schnellere und effektivere Erkennung und Eliminierung der Pathogene geschutzt
werden.

Die Gruppe der fir die spezifische Immunabwehr wichtigen Lymphozyten setzt sich
aus zwei Zelltypen zusammen: Die B-Zellen, deren Reifung im Knochenmark
stattfindet, sezernieren nach Aktivierung spezifische Immunglobuline, die gegen
extrazellulare Pathogene gerichtet sind. Die T-Zellen reifen im Thymus und haben
Rezeptoren, die auf antigenprasentierenden Zellen (APC) exprimierte
Peptidfragmente von intrazellularen Pathogenen, welche durch den Major
Histocompatibility Complex (MHC) prasentiert werden, erkennen kénnen.

Man unterscheidet zwei unterschiedliche T-Zelltypen: die zytotoxischen T-Zellen
(CD8*-Zellen) und die T-Helferzellen (CD4"-Zellen) (Delves & Roitt, 2000). Die T-
Helferzellen aktivieren Makrophagen und B-Zellen uber die Ausschuttung von
Zytokinen und Chemokinen und sind somit sowohl fur die humorale als auch die
zellvermittelte spezifische Immunantwort wichtig.

Zytokine sind Proteine, die von verschiedenen Zellen freigesetzt werden und als
Mediatoren autokrin, parakrin und endokrin durch Bindung an spezifische
Rezeptoren das Verhalten von Zellen beeinflussen kdnnen.

Zu den Mediatoren, die in der frGthen Phase der Entziindung freigesetzt und vor

allem der angeborenen Immunantwort zugeordnet werden, gehdren die Chemokine.
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Der Name ,Chemokin® steht fir die Bezeichnung chemotaktische Zytokine und

bezeichnet eine Klasse von mehr als 30 Proteinen (8-12kD). Diese
Entzindungsmediatoren werden vor allem von Leukozyten sezerniert und kdnnen
immunkompetente Zellen, vor allem Leukozyten, Monozyten und neutrophile und
eosinophile Granulozyten, durch eine gerichtete Chemotaxis zur Quelle der
Entzindung, locken (Oliveira & Lukacs, 2003, Christopherson & Hromas, 2001,
Baggiolini et al., 1997). Auch an der T-Zelldifferenzierung sind Chemokine beteiligt
(Luther & Cyster, 2001). Die Chemokine werden aufgrund ihrer Aminosaurestruktur
in vier Klassen eingeteilt: Die CXC-Chemokine, die CC-Chemokine, die C-
Chemokine und die CX3C-Chemokine (Zlotnik & Yoshie, 2000). Sie kdénnen an
unterschiedliche Chemokinrezeptoren binden, wobei an einen Rezeptor auch

mehrere Chemokine binden konnen. Die in dieser Arbeit behandelten Chemokine

sind:

Klasse = Chemokin Abk. Systemat. Name Rezeptor

CXC Epithelial Neutrophil- ENA-78 CXCL 5 CXCR1, 2
activating Protein 78

CXC Interleukin 8 IL-8 CXCL 8 CXCR1, 2

CcC Monocyte Chemoattractant  MCP-1 CCL 2 CCR2B
Protein 1

CC Macrophage Inflammatory MIP-1a CCL 3 CCR1,3,5
Protein 1a

CC Macrophage Inflammatory MIP-103 CCL4 CCR1, 3,5
Protein 1B

CcC Thymus and Activation TARC CCL 17 CCR4
Regulated Chemokine

CcC Macrophage-derived MDC CCL 22 CCR4
Chemoattractant

Tab. 1: Die in dieser Studie untersuchten Chemokine.

Mosmann et al. (Mosmann & Coffmann, 1989) haben 1989 eine Unterscheidung der
T-Helferzellen gemall ihrer Zytokinproduktion in zwei Subpopulationen
vorgeschlagen: T-Helferzellen Typ 1 (Th1) und T-Helferzellen Typ 2 (Th2). Alle T-
Helferzellen entwickeln sich aus naiven ThO-Zellen (Abb.1), die sich nach Aktivierung
und in Abhangigkeit vom vorherrschenden Zytokinmilieu in Th1- oder Th2-Zellen
differenzieren (Spellberg & Edwards, 2001, Renz, 1999, Seder & Paul, 1994).


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?003397
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?003397
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?006095
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?006095
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?006095
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?006095
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Th1-Zellen zeichnen sich durch Sekretion der Zytokine IFN-y, IL-2 und IL-12 aus und
sind wesentlich fur intrazellulare, zytotoxische Immunreaktionen, Virusabwehr,
Tumorabwehr und Abort verantwortlich. Bei den fur die extrazellulare
Parasitenabwehr und Vermittlung der allergischen Reaktion zustandigen Th2-Zellen
findet man eine Sekretion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 (Renz, 1999, Del
Prete et al., 1994). Da z.B. die Th2-typischen Zytokine IL-10 und IL-13 auch von Th1-
Zellen gebildet werden (de Waal Malefyt et al., 1995, Yssel et al., 1992), wurde die
Definition, welcher Gruppe eine T-Helferzelle zugeordnet wird, anhand der
Produktion von IL-4 (Th2) und IFN-y (Th1) vorgenommen (Spellberg & Edwards,
2000).

Einfluss auf Einfluss auf Differenzierte Funktion Klinische

ThO0-Zelle Differenzierung T-Zelle Symptomatik bei
der Th-Zellen Dysfunktion

Allergene Bakterien, Aktivierung von Autoimmun-

Viren, Makrophagen, Erkrankung
protozoische CD8"-T-Zellen,
Parasiten, Th2-Zell-Inhibition
(IFN-y); IL-2, IL-12,

TNF-a

MIP-1a/B,
IFN-y,
IL- 12

B-Zell-Aktivierung Allergie

Helmlnthen Th1-Zell-Inhibition
IL-10); IL-4, IL-5,
APC —> TARC MDC, |(|__13)
IL- 10 IL-4
@ IL-4, IL-10, TGF-B Immunantwort

Balance zwischen Fehlregulation
Th1-/Th2-Zellen; der Th1/Th2-
Antigene

Balance zwischen Mangelnde
Th1/Th2-Zellen; Modulation der
IL-10, TGF-B8 T-Zell-vermittelten
Immunreaktivitat

Abb. 1: Schematische Skizze der T-Zelldifferenzierung

Auch den Chemokinen wird eine Bedeutung in der T-Zellpolarisierung in Th1- und
Th2-Immunantwort zugeschrieben. So wurde eine Induktion der Produktion von IL-12
und IFN-y durch MIP-1a und IL-4 durch MCP-1 beschrieben (Luther & Cyster, 2001).
Die Th1- und Th2-Effektorzellen stehen in vivo in standiger Wechselwirkung

miteinander: Das Th1-Zytokin IFN-y ist ein wesentlicher Inhibitor von Th2-Zellen
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(Gajewski & Fitch, 1988) und umgekehrt kann IL-4, das von Th2-Zellen produziert
wird, hemmend auf Th1-Zellen wirken (Ito et al., 1999, Renz, 1999). Wahrend einer
Infektion kénnen sowohl Th1- als auch Th2-Zytokine sezerniert werden (Pit et al.,
2001).

Eine weitere Gruppe von T-Zellen sind die regulatorischen T-Lymphozyten, aus
deren Vielfalt zwei wichtige Zelltypen genannt werden sollen: Die Th3-Zellen, welche
TGF-B, IL-4 und IL-10 bilden (Weiner, 2001) und die regulatorischen CD4"-, CD25""-
T-Zellen (Treg), welche ebenfalls IL-10 und TGF-B produzieren (Roncarolo et al.,
2003). Sowohl die Th3- als auch die Treg-Zellen kdnnen antigenspezifische
Reaktionen des Immunsystems regulieren und unterdriicken (Maizels et al., 2004,
Fehervari & Sakaguchi, 2004).

Den Treg-Zellen wird zunehmend eine wichtige Rolle in der Balance zwischen einer
Th1- und Th2-Immunantwort zugeschrieben (Ling et al, 2004). So wurde sowohl eine
Th1-Entgleisung im Sinne einer Autoimmunantwort als auch eine Th2-Deviation,
welche zu einer Allergie fuhren kann, in Zusammenhang mit einer verminderten
Produktion der regulatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B beobachtet (Chai et al.,
2005, Roncarolo et al., 2003).

Nachdem die Erreger die aulieren Barrieren des Organismus (Haut, Schleimhaute
etc.) passiert haben, werden sie von immunkompetenten APC phagozytiert und in
Fragmenten, die im Rahmen der lysosomalen Degradation entstanden sind, an
MHC-Molekulen auf der Zelloberflache prasentiert. Die APC wandern daraufhin in die
lokalen Lymphknoten und prasentieren den dort ruhenden T-Zellen die prozessierten
Antigene. Die komplementare Erkennungsstruktur fur den MHC-Peptid-Komplex ist
auf der Seite der T-Zellen der T-Zell-Rezeptor (TZR). Finden sich kompatible MHC-
und TZR-Reaktionspartner so wird die T-Zell-Aktivierung in Gang gesetzt. Es erfolgt
die Differenzierung der naiven ThO-Zellen in die verschiedenen Effektorpopulationen,
den Th1-, Th2-, Th3- und Treg-Zellen.

1.4 Immunreaktivitat bei Allergien

Bei der Allergie folgt auf einen klinisch stummen Erstkontakt mit einem Allergen bei
wiederholtem Kontakt mit dem gleichen Allergen eine UberschieRende
Immunreaktion. Durch diese Entzindungsreaktion, die gegen das vermeintliche

Pathogen gerichtet ist, kann der Organismus gravierend geschadigt werden.
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Im Fall einer allergischen Sensibilisierung wird bei Erstkontakt durch Th2-Zellen
mittels 1L-4, IL-5 und IL-13 und spezifischen Liganden (CD40) eine vermehrte
Bildung von spezifischen IgE-Antikorpern durch B-Zellen induziert. IFN-y-
produzierende proinflammatorische Th1-Zellen kénnen diese IgE-Bildung hemmen.
Bei erneutem Allergenkontakt kommt es zur Kreuzvernetzung des auf Mastzellen
gebundenen IgE, die eine sofortige Freisetzung von Mediatoren wie Histamin,
Leukotriene, Prostaglandine und Thromboxan nach sich zieht und zu den typischen
Allergiemechanismen fuhrt: Vasodilatation, Permeabilitatssteigerung, Spasmen der
glatten Muskulatur etc.

Obwohl viel Uber die zu einer allergischen Erkrankung fuhrenden immunologischen
Prozesse bekannt ist, ist noch nicht vollstandig verstanden, warum es nur in

einzelnen Fallen zur Auspragung einer Allergie kommt.

1.5 Immunantwort auf Parasiten

Parasitare Infektionen konnen je nach Art des Parasiten und Dauer der Infektion
sowohl eine Modulation als auch eine Suppression des Immunsystems und eine
Polarisierung der spezifischen zellularen Immunantwort des Wirts in eine Th1- bzw.
Th2-typische Immunantwort herbeiflihren (Que et al., 2003, Fox et al., 2000, Wang &
Chadee, 1995, Actor et al., 1993). Ziel der Modulation der Wirtsimmunantwort durch
den Parasiten ist es, eine antiinflammatorische, anerge Umgebung zu schaffen, die
dem Uberleben und der Vermehrung des Parasiten dient aber gleichzeitig auch das
Fortbestehen des unentbehrlichen Wirtes sichert (Maizels et al., 2004). Der
Saugetier-Wirt reagiert auf die grol3e Bandbreite der unterschiedlichen Helminthen-
Spezies — bis auf wenige Ausnahmen — mit einer stereotypen Immunantwort (Maizels
et al., 1993).

Eine Infektion mit metazoischen Parasiten, wie z.B. Hakenwirmer oder O. volvulus,
geht mit einer spezifischen zellularen Immunantwort durch Aktivierung der Th2-
Zellen und Induktion von Eosinophilie, Mastozytose und erhohtem IgE einher
(Yazdanbakhsh et al., 2001, Hollander, 1999, Soboslay et al., 1997, Luder et al.,
1996, Maizels et al., 1993, Pearce et al.,, 1991). Bei Helminthen-Infektionen wurde
eine erhohte Produktion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 beschrieben, wobei
IL-10 eine den Wirt schitzende und damit den Parasiten angreifende Th1-Reaktivitat
hemmt und auf diese Weise flr den Parasiten vorteilhaft ist (Mosmann & Moore,
1991, Sher et al., 1991).
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Bei Infektionen mit protozoischen Parasiten hingegen wird die Ausbildung einer
zytotoxischen T-Zell-Antwort und die Aktivierung von T-Helferzellen vom Typ 1,
deren Zytokinproduktion in Makrophagen eine gesteigerte Mikrobizidie stimuliert,
beobachtet (Que et al., 2003, Mosmann & Sad, 1996, Belosevic & Daniels, 1992,
Williams et al., 1992).

Nicht nur die Parasitenspezies, sondern auch variierende Entwicklungsstadien des
Parasiten, das Alter des Wirts zum Zeitpunkt der Infektion und die Haufigkeit der
Infektionen mit einem oder mehreren Parasiten beeinflussen die Auspragung der
Immunantwort (Kirch et al., 2003, Scott et al., 2001, Woolhouse & Hagan, 1999,
Campell & Chadee, 1997, Lawrence et al., 1994). Fur den Fall einer Infektion mit
Schistosoma mansoni wurde gezeigt, dass sowohl eine Th1-typische
Immunreaktivitdt am Anfang der Infektion als auch eine Th-2-typische

Immunreaktivitat im spaten Infektionsstadium zu beobachten ist (Pearce et al., 1991).

1.6 Parasiten und Allergie

Die Zunahme von allergischen Erkrankungen in den wohlhabenden Industrielandern
bei sinkender Infektionslast der Bevolkerung wird mit einer mangelnden
immunologischen Auseinandersetzung mit bakteriellen und parasitaren Antigenen in
Verbindung gebracht (Cooper et al., 2003, Yazdanbakhsh et al., 2002, Prescott,
2001, Warner, 1999, Nurse et al., 1997, Martinez et al., 1995, Gerrard et al., 1976).
Bereits 1989 wies Strachan in seiner ,Hygiene Hypothese“ auf den Rlckgang der
bakteriellen Infektionsbelastung im Kindesalter in den westlichen Industrienationen
hin. Als Folge nannte er eine ausbleibende Aktivierung des kindlichen
Immunsystems und damit die Unfahigkeit zur adaquaten Immunantwort nach
spaterem Kontakt mit harmlosen Substanzen wie den Allergenen. Spater setzte sich
das Th1/Th2-Paradigma als Erklarung der Hygiene Hypothese durch: Eine fehlende
Th1-Zell-Stimulation und -Reifung durch mangelnde Infektionslast in frihen
Lebensjahren flihrt zu einer Th2-Zell-Uberreaktivitat und damit einer allergischen
Symptomatik (Maizels et al., 2004, Sheikh & Strachan, 2004, Mosman & Coffman,
1989). Diese Hypothese konnte jedoch folgende zwei Beobachtungen nicht erklaren:
Erstens nimmt die Pravalenz Th1-Zell-vermittelter Autoimmunerkrankungen
gemeinsam mit den Th2-Zell-vermittelten Allergien zu. Zweitens beobachtet man in
tropischen Landern mit hoher Pravalenz Th2-Zell-stimulierender

Helmintheninfektionen eine sehr niedrige Allergien-Inzidenz (Wilson & Maizels,
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2004). Van den Biggelaar et al. machten 2000 folgende entscheidende Entdeckung:
Mit Schistosoma infizierte Kinder zeigten bei Allergietests sehr viel seltener eine
positive Reaktivitat als nicht infizierte. Dies deutet daraufhin, dass eine Th2-
Polarisation induzierende Parasiteninfektion einer  Th2-Zell-assoziierten
allergologischen Pathologie entgegenwirken kann (Smiths et al., 2005, Bashir et al.,
2002). Mehrere Autoren betonen in diesem Zusammenhang die Rolle des
regulatorischen Zytokins IL-10 (Mangan et al., 2004, Maizels et al., 2004, Wohlleben
et al., 2004, Yazdanbakhsh et al., 2001, van den Biggelaar et al., 2000). Heute
zeichnet sich immer deutlicher eine Abwendung von dem relativ simplizistischen
Modell einer Th1/Th2-Fehlsteuerung als Erklarung flr die beobachtete Assoziation
zwischen sinkender Infektionslast und steigender Allergieinzidenz ab (Romagnani,
2004, Sheikh & Strachan, 2004). Die Rollen von regulatorischen T-Zellen und
Zytokinen wie IL-10 ricken zunehmend in den Mittelpunkt der Diskussion um den
immunologischen Hintergrund der Hygiene Hypothese (Maizels et al., 2004, Sheikh
& Strachan, 2004, Yazdanbakhsh et al., 2002, Maloy & Powrie, 2001, Wills-Karp et
al., 2001).

1.7 Immunreaktivitat wahrend der Schwangerschaft

Eine generelle Suppression der mutterlichen zellularen Immunantwort und eine Th2-
Polarisierung des Zytokinmilieus sind wichtige Bedingungen einer erfolgreichen
Schwangerschaft (Szekeres-Bartho, 2002, Makhseed, 2001, Prescott et al., 1998,
Raghupathy, 1997, Wegmann et al., 1993, Lin et al., 1993, Hegde, 1991). Um eine
AbstoRBung durch das mutterliche Immunsystem zu verhindern werden von den
Feten, verschiedene Proteine (z.B. a-Fetoprotein) sezerniert, welche die
immunologische Reaktivitat der Mutter supprimieren (Renz, 1999, Simpson et al.,
1993, Holmes & Simpson, 1992, Vanderpuye et al., 1992). Ebenso wird vermehrt
IL-10 gebildet, das eine maternale zellvermittelte Th1-Immunreaktion unterdruckt
(Moreau, 1999, Renz, 1999). Ein Mechanismus des mutterlichen Organismus zum
Erhalt der Schwangerschaft besteht darin, dass die Th1-Zell-Effektorfunktion zu
einem grofllen Teil unter Einfluss des Hormons Progesteron herunterreguliert wird
(Raghupathy, 2001, Renz, 1999, Wegmann et al., 1993). Jedoch haufen sich in den
letzten Jahren die Zweifel daran, dass eine vollstandige Th2-Polarisierung des
Zytokinprofils fur eine erfolgreiche Schwangerschaft notwendig ist, da z.B. dem Th1-

Zytokin IL-12 gehauft eine wichtige Rolle im Schwangerschaftserhalt zugeschrieben
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wurde (Sacks et al., 2003, Chaouat et al., 2003, Zenclussen et al., 2002, Ashkar et
al., 2000, Pit et al., 2000, Soboslay et al., 1999).

1.8 Modulation der fetalen Immunreaktivitit bei Infektion und Allergie der
Mutter

Das kindliche Immunsystem beginnt bereits pranatal mit der Reifung und
Differenzierung und wird durch das intrauterine Milieu gepragt (Holt & Jones, 2000,
Renz, 1999, Jones et al., 1996). Das neonatale Immunsystem ist zunachst noch Th2-
polarisiert (Prescott et al., 1998), kann jedoch unter bestimmten Umstanden eine der
adulten ahnliche Th1-Aktivitat erreichen (Adkins, 2000). Im gesunden Kind entwickelt
sich in den ersten Lebensjahren eine ausbalancierte Th1/Th2-Immunaktivitat.
Immunepidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass parasitare Infektionen
wahrend der Schwangerschaft die Immunkompetenz der Nachkommen verandern
kénnen (Kirch et al., 2004, Rasheed, 1994). Ebenso gibt es Belege fir den Einfluss
einer allergischen Sensibilisierung der Mutter auf die allergenspezifische
Immunreaktivitat der Neugeborenen (Herz et al., 2001, Hamada et al., 2000). Bereits
wahrend der Schwangerschaft werden parasitare, bakterielle und virale Antigene und
Allergene diaplazentar von der Mutter auf den Fetus Ubertragen (Holloway et al.,
2000, Szepfalusi et al., 2000, Prescott et al., 1998). Die Nachkommen von infizierten
Mattern werden auf diese Weise in utero infiziert und immunologisch sensibilisiert
(Kihlstrom et al., 2003, Pit et al., 2000, Soboslay et al., 1999, King et al., 1998, Elson
et al., 1996, Weil et al., 1983, Lewert & Mandlowitz, 1969). So lassen sich bereits im
Nabelschnurblut allergen- und antigenreaktive T-Zellen detektieren (Kirch et al.,
2004, Renz, 1999).

Diese pranatale Immunsensiblisierung kann dazu flhren, dass eine pranatal
induzierte Toleranz des Feten postnatal eine hohere Parasitenlast und chronische
Infektionen des Neugeborenen durch eine verminderte Abwehrreaktivitat begunstigt
(Soboslay et al., 1999, Elson et al., 1996, Carlier & Truyens, 1995, Steel et al., 1994,
Hightower et al., 1993, Lammie, 1991, Klei et al., 1986, Lewert & Mandlowitz, 1969).
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1.9 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Eine parasitare Infektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft kann durch eine
diaplazentare Ubertragung von parasitéren, bakteriellen und viralen Antigenen
bereits in utero die Reifung des fetalen Immunsystems beeinflussen (Pit et al., 2000,
Soboslay et al., 1999, Prescott et al., 1998, Steel et al., 1994, Hightower et al., 1993).
Ein pranataler Kontakt mit einem parasitaren Pathogen kann ein Risikofaktor fur eine
erhohte Empfanglichkeit fur parasitare Infektionen sein und zu einer hoheren
Parasitenlast im Falle einer Infektion im spateren Leben fuhren (Kirch et al., 2003,
Elson et al., 1996). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass der pranatale Kontakt mit
Parasitenantigenen durch spezifische Toleranzinduktion vor klinischen Symptomen
nach einer parasitaren Infektion im spateren Leben schutzt (Klei et al., 1986, Lammie
et al., 1991). Auch auf die Auspragung von Allergien scheint der pranatale Kontakt
mit Parasitenantigenen einen supprimierenden Effekt zu haben (Bashir et al., 2002,
Braun-Fahrlander et al., 2002, van den Biggelaar et al., 2000). Des Weiteren ist
bekannt, dass eine allergische Sensibilisierung der Mutter bedeutet, dass die
Nachkommen mit erhdhter Wahrscheinlichkeit ebenfalls Allergien entwickeln (Herz et
al., 2001, Hamada et al., 2000, Renz, 1999). Ob eine allergische Sensibilisierung der
Mitter jedoch auf die parasitenantigenspezifische Immunreaktivitat der

Neugeborenen einen Einfluss hat, ist bisher nur unzureichend untersucht.

In dieser Studie sollten die Auswirkungen einer parasitaren Infektion und allergischen
Sensibilisierung bei Mduttern auf die allergen- und parasitenantigenspezifische
zellulare Chemokin- und Zytokinproduktion der Neugeborenen und deren Mdutter
untersucht werden. Hierfur wurden in einem fur Parasiten endemischen Gebiet, der
Zentralregion der westafrikanischen Republik Togo, folgende Untersuchungen
durchgefuhrt: Mononukleare Nabelschnurblutzellen (UCBC) und mononukleare
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) der Mutter wurden isoliert und in vitro mit
Parasitenantigenen und Allergenen stimuliert. Es wurde mit Antigen von
Schistosoma mansoni, Entamoeba histolytica, Plasmodiun falciparum, Onchocerca
volvulus und Ascaris Ilumbricoides und Allergen von Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Candida albicans und Aspergillus
fumigatus stimuliert. Die allergen- und antigenspezifische Sekretion der Chemokine
ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, TARC und MDC und Zytokine IFN-y und
IL-10 bei UCBC der Neugeborenen und PBMC der Mutter wurde quantifiziert. Der
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Infektions- und Allergiestatus der Mutter wurde mit parasitologischen und
serologischen Untersuchungen ermittelt und die Mutter und deren Neugeborenen
entsprechend dem mdutterlichen Infektionsstatus in die jeweils Status-positiven bzw.
Status-negativen Gruppen eingeteilt.
Die allergen- und parasitenantigenspezifische Sekretion der Chemokine ENA-78, IL-
8, MIP-1a, MIP-13, TARC und MDC und der Zytokine IFN-y und IL-10 bei UCBC der
Neugeborenen und PBMC der Mutter wurde unter den drei folgenden
Gesichtspunkten untersucht:
1. Gibt es einen Unterschied in der Sekretion bei Allergen-sensibilisierten
Muattern und nicht sensibilisierten Muttern und deren Neugeborenen?
2. Gibt es einen Unterschied in der Sekretion bei Helminthen-infizierten und nicht
infizierten Muttern und deren Neugeborenen?
3. Gibt es einen Unterschied in der Sekretion bei Protozoen-infizierten und nicht

infizierten Muttern und deren Neugeborenen?
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgebiet und Probanden

Die vorliegende Studie wurde am ,Centre Hospitalier de la Région Centrale® (CHR),
dem Regionalkrankenhaus in Sokodé, Togo durchgefihrt (Abb.2). Der
westafrikanische Staat Togo liegt in der tropischen Klimazone und beherbergt etwa 5
Millionen Togoerlnnen aus 40 verschiedenen Ethnien. Sokodé liegt ca. 350 Kilometer

ndrdlich der Landeshauptstadt Lomé und ist mit einer Bevdlkerung von etwa 70.000
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Abb. 2: Aufsichtskarte von Afrika und der Republik Togo.

An der Studie nahmen insgesamt 137 Neugeborene aus Sokodé und der Umgebung
teil. Von 65 dieser 137 Neugeborenen konnten die Mutter flr eine weiterfUhrende
Teilnahme an den Untersuchungen gewonnen werden. Die Datenerhebung wurde im
Referenzlabor der Universitat Tubingen, das dem CHR in Sokodé angegliedert ist,
durchgefuhrt.
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Alle Mdatter wurden vom medizinischen Personal Uber Ziel und Ablauf der
Untersuchungen aufgeklart. Es wurden nur bei Einverstandniserklarung der Mutter
bei den Neugeborenen und ihnen selbst Blutproben entnommen.

Fir diese Untersuchungen lagen sowohl eine ,Autorisation® des
Gesundheitsministeriums in Lomé als auch eine Genehmigung durch die

Ethikkomission des Universitatsklinikums Tubingen vor.

2.2 Ablauf der Studie und Probengewinnung

Die Mutter wurden schon wahrend der Schwangerenvorsorge Uber die Risiken einer
parasitaren Infektion wahrend der Schwangerschaft aufgeklart. Bei der Geburt
wurden 20-40 ml des Nabelschnurblutes, eine Gewebeprobe der Plazenta und ein
kleines Stuck der Nabelschnur entnommen. Des Weiteren wurden Name, Alter,
Geburtenanzahl und die Adresse der Frauen von den Hebammen notiert. Das
Vollblut wurde in heparinisierten Réhrchen aufgenommen und sofort im Labor
weiterverarbeitet. Etwa drei Monate nach der Niederkunft wurden die Frauen zu einer
Nachuntersuchung eingeladen. Es wurden 9 ml Blut abgenommen und Stuhl- und
Urinproben der Mutter untersucht. Im Falle einer Infektion wurde den Muttern eine
medikamentdése  Behandlung gemall den Richtlinien des  togoischen

Gesundheitsministeriums zugefuhrt.
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2.3 Zellisolierung

Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) der Mutter und Nabelschnurblutzellen
(UCBC) der Neugeborenen wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
isoliert. Nachdem das Blut abgenommen und in sterilen Heparin-Réhrchen
aufgefangen worden war, wurde es wie folgt weiterverarbeitet:

e Das Vollblut wurde 1:2 mit Waschmedium (RPMI 1640, 1 % Antibiotika:
Pen/Strep/Amp) verdunnt.

e Je 3 ml Ficoll wurden mit 9 ml des verdinnten Bluts in sterilen 12 ml-Falcon-
Roéhrchen Uberschichtet.

e Die Proben wurden fur 35 min mit 1100 rpm zentrifugiert, womit eine Phasen-
Auftrennung aufgrund von unterschiedlichen Dichtegradienten erreicht wurde:
eine Fraktion mit Erythrozyten und Granulozyten, die PBMC bzw. UCBC, die
Ficoll-Phase sowie das Plasma (1:2 mit Waschmedium verdinnt).

e Die PBMC bzw. UCBC wurden per Transferpipette mit der Ficoll-Phase in 12 ml-
Réhrchen Uberfuhrt und mit Waschmedium aufgefulit.

e Waschen der PBMC bzw. UCBC durch Zentrifugation fur 15 min mit 1400 rpm.

e Es wurden 1,6 ml Plasma und 800 pl Granulozyten und Erythrozyten in Cryo-
Rohrchen fur weitere Untersuchungen eingefroren. Die Erythrozyten wurden 1:2
mit Guanidinisothiocyanat (GTC) versetzt.

e Nach dem Zentrifugieren wurde das Waschmedium abgegossen, die Zell- Pellets
resuspendiert und die RoOhrchen erneut mit Waschmedium aufgefullt und
wiederum fuar 15 min mit 1400 rpm zentrifugiert.

e Der Waschvorgang wurde ein drittes Mal wiederholt.

e Nach Abschutten des Waschmediums wurden die Zellen in 2ml Zellkulturmedium
(RPMI 1640, 1 % Antibiotika Pen/Strep/Amp, 5 % Fetal Calf Serum)
aufgenommen.

e FUr die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Probe 1:5 mit Waschmedium
verdunnt und mit Trypanblau (1:2 Verdinnung) angefarbt. Anschlie®end wurden
die UCBC bzw. PBMC unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt.

« Die Zellsuspension wurde mit Zellkulturmedium auf die Konzentration von 1x10’

Zellen/ml eingestellt.
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2.4 Zellkulturansatz

Eine 48-Well Zellkulturplatte wurde je Well mit 1 ml UCBC- bzw. 0,5 ml PBMC-
Zellsuspenion geflllt. Zum Schutz vor Verdunstung wahrend der Inkubation
wurden die auleren Wells mit Waschmedium gefillt.

Zu den UCBC wurden 5 pul Allergen/Antigen pro Well gegeben bzw. zu den PBMC
2,5 pl Antigen/Allergen und bei 37° C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»
inkubiert. Ein Zellansatz wurde je Inkubationsdauer als unstimulierte Kontrolle
(Baseline) mitgefuhrt.

In Abhangigkeit der Zellzahl wurden Zellkulturansatze beginnend bei 24 Uber 48
und 72 bis zu 96 Stunden durchgefuhrt.

Nach Inkubation wurden die Ansatze in Eppendorfcups Uberfihrt und mit
1400 rpm flr 2 min zentrifugiert.

Die Uberstande wurden vom Zellpellet abgenommen, in Monoblécke gegeben
und bei -20° C eingefroren.

Die Pellets wurde in 250 ul GTC resuspendiert und eingefroren.

2.5 Parasitenantigen- und Allergenlosungen

Folgende Parasitenantigene und Allergene wurden verwendet:

Allergene Konzentration (pg/ml)
Dermatophagoides pteronyssinus-Antigen (Dp) 9,8
Dermatophagoides farinae-Antigen (Df) 8,2
Candida albicans-Antigen (Ca) 6,9
Aspergillus fumigatus-Antigen (Af) 6,0

Parasitenantigene

Konzentration (pg/ml)

Entamoeba histolytica-Antigen (Eh)

10

Plasmodium falciparum-Antigen (Pf) 2,2
Onchocerca volvulus-Antigen (Ov) 15,4
Ascaris lumbricoides-Antigen (Asc) 30,3
Schistosoma mansoni-Antigen (Sm) 4,6

Tab. 2: Verwendete Parasitenantigen und Allergene

Die verwendeten Antigen- und Allergenlésungen waren von vorangegangenen

Studien bereits im Labor vorhanden und konnten freundlicherweise Ubernommen

werden.
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2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zum quantitativen Nachweis von Zytokinen und Chemokinen in den
Zellkulturiberstanden wurde der indirekte Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(Sandwich-ELISA) angewandt.

2.6.1 Zytokin-ELISA

Mittels ELISA wurden folgende Zytokine in den Zellkulturiberstanden quantifiziert:

IFN-y und IL-10.

e Beschichten von 96-Well-Mikrotiterplatten (EIA/RIA) mit spezifischen Fanger-
Antikdrpern gegen das zu untersuchende Zytokin: 50 pl der Verdinnung pro Well.
Verdunnung mit Beschichtungspuffer A: IL-10 = 1:200; IFN-y = 1:100.

e Inkubation Uber Nacht bei 4° C.

e Nach Abschutten des Antikdrpers und Ausklopfen der Platten wurden die freien
Bindungsstellen mit Blockierldsung (PBS/5 % BSA) blockiert: 75 pl pro Well far
zwei Stunden bei RT.

e Waschen der Platten mit Waschpuffer (4x).

e Zugabe von 35 yl der Zellkulturiberstande bzw. des Standards pro Well.

Vom Standard wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Standardreihen
hatten eine Ausgangskonzentration von 5000 pg/ml und wurden in 1:2-
Verdinnungsstufen bis auf 71 pg/ml mit PBS/5 % BSA verdunnt. Als Nullwert
wurde PBS/5 % BSA verwendet.

e Zugabe von 15 pyl SA-HRP-konjugiertem Detektor-Antikérper je Well. Verdinnung
der Detektor-Antikorper fur IL-10 und IFN-y 1:11 mit Blockierlésung.

¢ Inkubation fur zwei Stunden bei RT.

e Waschen der Platten mit Waschpuffer (4x).

e Zugabe von 50 pl pro Well TMB (Peroxidase Substrate) 1:2 mit Peroxide Solution
(H20,) versetzt.

¢ Nach erfolgtem Farbumschlag wurde die Reaktion mit 1 N H,SO,4 abgestoppt.

e Photometrische Messung bei 450 nm.

2.6.2 Chemokin-ELISA
Folgende Chemokine wurden in den Zellkulturiberstanden quantitativ mittels ELISA
gemessen: ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, TARC und MDC.
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Das Verfahren des Chemokin-ELISA war mit dem Zytokin-ELISA (2.6.1) beinahe

identisch. Folgende Abweichungen waren zu beachten:

e Die Verdunnung der Fanger-Antikérper mit PBS war bei allen Chemokinen 1:250.

e Zur 1:250-Verdunnung der Detektor-Antikbrper wurde die Blockierlésung
verwendet.

e Da der Detektor-Antikdrper des Chemokin-ELISA nicht wie in 2.6.1 mit SA-HRP
konjugiert war, wurde nach Abwaschen des Antikorpers 50 pl pro Well HRP-
konjugiertes Streptavidin zugegeben und fur eine Stunde bei RT inkubiert. Das
SA-HRP war 1:200 mit Blockierldsung verdinnt.

2.6.3 Auswertung der OD-Werte

Um die OD-Werte in pg/ml umrechnen zu konnen, wurde aus den
Doppelbestimmungen des Standards der Mittelwert ausgerechnet, davon der
Mittelwert der Nullwerte abgezogen und die Standardkurve mit zugehoriger
Regressionsgerade und -—gleichung ermittelt. In diese Gleichung wurden die

gemessenen OD-Werte eingesetzt und in pg/ml umgerechnet.

2.6.4 Verwendete Puffer

Beschichtungspuffer A (PBS):

1 PBS-Tablette (Phosphat Buffered Saline Tablets, SIGMA) in 200 ml destilliertem
Wasser geldost; pH 7,4. 1 Liter PBS enthielt: 8,0 g NaCl; 1,42 g Na,HPO,*2H,0; 0,2 g
KCI; 0,2 g KH,POq4,

Beschichtungspuffer B (Bicarbonat, 0,1M):
Bestandteile auf einen Liter destilliertes Wasser: 4,3 g NaHCO3, 5,3 g Na,COs.
Der pH-Wert betrug 9,4.

Blockierlosung (PBS/ 5% BSA):
Zu 50 ml des Beschichtungspuffers A (PBS) wurde 5 % Bovines Serum Albumin
(BSA) gegeben.

Waschpuffer:
In 1 Liter destilliertem Wasser waren gel6st: 8 g NaCl; 1,42 g Na;HPO4. 0,2 g
KH2PO4; 0,2 g KCI; 50 ul TWEEN-20.
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2.7 Serologische Untersuchungen

2.7.1 Bestimmung der Plasma-Antikorperreaktivitat mittels ELISA

o EIA/RIA-Platten wurden mit 50 pl Antigen bzw. Allergen zu 5 pug/ml mit 0,1 M
Bikarbonat (Beschichtungspuffer B) verdinnt beschichtet.

e Folgende Immunglobulin-Subklassen wurden fur die untersuchten Antigene bei

Mdattern und Neugeborenen bestimmt:

Parasitenantigen Ig bei Mittern | Ig bei Neugeborenen
Entamoeba histolytica-Antigen IgA lgGs
Plasmodium falciparum-Antigen | IgG4 lgG4
Schistosoma mansoni-Antigen IgA lgGs
Ascaris lumbricoides-Antigen 1gG3 lgGs
Onchocerca volvulus-Antigen 9G4 lgG+

Tab. 3: Die zur Bestimmung der Plasma-Antikorperreaktivitat verwendeten Immunglobulin-
Subklassen (lg).

e Inkubation Uber Nacht bei 4° C.

e Abschutten und anschlielendes Blockieren der Platten mit 75 ul Blockierldsung
pro Well fur zwei Stunden bei RT.

¢ Viermaliges Waschen der Platten mit Waschpuffer.

e Die 1:20 mit PBC/5 % BSA verdunnten Plasmaproben wurden aufgetragen, 50 pl
pro Well in Doppelbestimmung mit einem Leerwert (PBS/5 % BSA).

¢ Inkubation fur 2 Stunden bei RT; Ausklopfen und Waschen der Platten (4x).

e Die mit PBS verdunnten Detektor-Antikdrper (Tab. 4) wurden mit 50 ul pro Well
aufgetragen. Wenn vorhanden wurde ein Biotin-konjugierter Anti-human Detektor-
Antikorper verwendet, sonst wurden Alkalische Phosphatase-Konjugate
eingesetzt.

e Bei den AP-konjugierten Detektor-Antikdrpern wurde nach zweistundiger
Inkubation bei RT 50 pl Substratiésung para-Nitrophenyl-Phosphat (pNPP) pro
Well aufgetragen und eine kinetische Messung der Farbreaktion durch Einlesen
der Platten im 15 min-Takt und Messung bei 405 nm durchgefihrt.

e Bei den Biotin-konjugierten Anti-human Detektor-Antikbrpern wurde nach zwei
Stunden Inkubation bei RT SA-HRP in Verdinnung 1:2000 zu 50 pl pro Well
aufgetragen. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde das Substrat TMB 1:2 mit der

Peroxidase Solution verdinnt und zu 50 pl pro Well aufgetragen. Nach erfolgter



Material und Methoden 22

Farbreaktion wurde mit Schwefelsaure, 50 pl pro Well, die Reaktion gestoppt und

die optische Dichte im Photometer bei 450 nm gemessen.

Immunglobulin Verdiinnung
Anti-human IgG4-AP/Biotin konjugiert 1:500
Anti-human IgG,-AP/Biotin konjugiert 1:500
Anti-human |IgGs-AP konjugiert 1:500
Anti-human IgG4-AP konjugiert 1:500
Anti-human IgA-AP konjugiert 1:10 000

Tab. 4: Die zur Bestimmung der Plasma-Antikdrperreaktivitdt verwendeten Immunglobulin-

Subklassen und die jeweilige Verdiinnung der Detektor-Antikérper. Die Subklassen IgG, und IgG,

wurden sowohl mit Alkalischer Phosphatase (AP) als auch mit Biotin konjugiert verwendet.

2.7.2 Bestimmung von allergenspezifischem IgE mittels ELISA

Die Messung des allergenspezifischen IgE im Plasma der Mutter wurde ebenfalls mit
einem Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Der spezifische IgE-Nachweis wurde fur die
Allergene D. farinae, D. pteronyssinus, Candida albicans und A. fumigatus
durchgeflhrt. Hierfur wurden Allergen-Scheiben (Spez. IgE-ELISA,
ALLERGOPHARMA) eingesetzt. Anstatt an den Rand der Wells wie in 2.7.1 waren
die Allergene an den Scheiben gebunden. Die Ubrigen Arbeitsschritte waren mit den

Vorgangen des ELISA fur antigenspezifische Antikorper (s. 2.7.1) identisch.

2.7.3 Bestimmung des serologischen Status

Anhand der gemessenen OD-Werte wurden die Probanden in drei Gruppen
eingeteilt: sero-positiv, sero-grenzwertig und sero-negativ. Hierzu wurde der
Grenzwert flr den Status sero-negativ definiert: der Mittelwert der funf niedrigsten
OD-Werte wurde je Platte ermittelt und mit der fiinffachen Standardabweichung
dieser funf Werte addiert. Als Grenzwert fur sero-positive Proben wurden zu dem
unteren Grenzwert 0,15 OD-Einheiten addiert. Alle Werte die zwischen den zwei
definierten Grenzwerten lagen wurden als sero-grenzwertig eingestuft und in der

Auswertung nicht berucksichtigt.
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2.7.4 Sensitivitat und Spezifitat

Mit Hilfe der Ergebnisse der parasitologischen Untersuchungen der Stuhl- und
Urinproben der Mdatter konnte die Spezifitat und Sensitivitdt der serologischen
Untersuchung fur E. histolytica und S. mansoni berechnet werden. Dafur wurden die
serologischen Ergebnisse im Vergleich zu der Parasitologie als richtig-negativ (rn),
falsch-negativ (fn), richtig-positiv (rp) und falsch-positiv (fp) bewertet und die
Sensitivitat bzw. Spezifitat wie folgt berechnet:

Sensitivitat = (rn/rn + fp) * 100

Spezifitat = (rp/rp + fn) * 100

2.8 Parasitologische Untersuchungen

Die Stuhl- und Urinproben von 65 Mduttern wurden von medizinisch-technischen
Laborassistenten des CHR auf protozoische und metazoische Darmparasiten hin
untersucht. Die Stuhlproben wurden zunachst nativ und nachfolgend mit der Kato-
Katz-Methode (Katz, 1972) behandelt und unter dem Mikroskop auf Protozoen und
Helminthen-Eier und -Larven hin geprift. Die Urinproben wurden zentrifugiert und

das Sediment mikroskopisch auf Eier von S. haematobium untersucht.

2.9 Auswertung und Statistik

FiUr die statistische Auswertung wurden die PC-Programme JMP 5.0 und Microsoft
Excel verwendet. Fur den statistischen Nachweis signifikanter Unterschiede zweier
Gruppen wurde ein nicht-parametrischer Wilcoxon-Test durchgefihrt. Des Weiteren
wurden eine Korrelationsanalyse und eine logistische Regressionsanalyse der
Chemokinproduktionen durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau sowie die Anzahl der
erfassten Versuchansatze wurden in der Darstellung der einzelnen Ergebnisse

angegeben. Als signifikant unterschiedlich wurden Werte mit p < 0,05 gewertet.

2.10 Einteilung der Gruppen

Die nachfolgend aufgefuhrte Gruppeneinteilung wurden bei der Analyse der
Chemokin- und Zytokinproduktion der Probanden dazu verwendet, die
unterschiedlichen  allergen- und  antigenspezifischen zellimmunologischen
Reaktionen bei Mittern und Neugeborenen bei unterschiedlichem Allergiestatus bzw.

Infektionsstatus der Mutter aufzuzeigen.
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Die Mutter und ihre Neugeborenen wurden entsprechend dem Allergie- bzw.
Infektionsstatus der Mutter in die jeweiligen Status-positiven bzw. Status-negativen
Gruppen eingeteilt:

1. Allergisch sensibilisierte und nicht sensibilisierte Mutter und deren

Neugeborene.
2. Helminthen-infizierte und  Helminthen-negative  Mdutter und  deren
Neugeborene.

3. Protozoen-infizierte und Protozoen-negative Mutter und deren Neugeborene.
Fir die Definition des Allergie- bzw. Infektionsstatus der Muitter wurden folgende
Daten herangezogen: Der Status der allergischen Sensibilisierung der Mutter wurde
anhand des spezifischen IgE-Nachweises fur D. farinae und D. pteronyssinus
festgestellt (s. 3.2.2.2). Der Infektionsstatus der Mutter mit Helminthen wurde anhand
der Daten aus den Ergebnissen der parasitologischen Stuhl- und
Urinuntersuchungen und der parasitenspezifischen Antikérperreaktivitat der Mutter
bestimmt (s. 3.2.1 und 3.2.2.1). Aufgrund der geringen Spezifitat und Sensitivitat der
serologischen Untersuchungen (s. 3.2.2.3), wurden fur die Zuteilung der Mutter zu
den Gruppen Protozoen-positiv und —negativ nur die Ergebnisse der Parasitologie

als Auswahlkriterium verwendet (s. 3.2.1).

2.11 Materialien
2.11.1 Verbrauchsmaterialien
ALLERGOPHARMA (Reinbek)
Allergen Discs M5, Spez. IgE-ELISA, Konserv.: 0,02 Natriumazid
BIOSOURCE (Nivelles, Belgium)
Anti-human IL-10- und IFN-y-Flexia Coating-Antikdrper, biotiniert
Anti-human IL-10- und IFN-y-Flexia Detection-Antikorper
IL-10- und IFN-y-STANDARD
HRP-koniugiertes Streptavidin Cytoset Kit
COSTAR (Corning Incorporated, Corning, NY 14831, USA)
EIA/RIA-Plate, 96-well, Flat botom, High Binding Polystarene
EIA/RIA-Plate, 48-well, Flat Botom, Tissue Culture Treated, Non-Polystyrene
EPPENDORF (Hamburg)
ReaktionsgefalRe ,Safe-Lock“ 0,5 ml und 1,5 ml
Pipettenspitzen-Combitip plus 5 ml und 0,5 ml
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GIBCO (Invitrogen Corporation, Neuseeland)
RPMI 1640 Zellkulturmedium, mit 25 mM Hepes-Puffer und L-Glutamine
GREINER BIO-ONE GMBH (Frickenhausen)
12 ml Polystyrolréhrchen
200 pl und 1000 ul Pipettenspitzen
MERCK (Darmstadt)
Chemikalien
NUNC (Wiesbaden)
Cryo Tubes Vials, 1,8 ml
PIERCE (Rockford, USA)
Peroxidase Substrate (TMB)
Peroxide Solution
R&D SYSTEMS (Mineapolis, USA)
Human MDC, MIP-1a, MIP-1B3, TARC, IL-8, MCP-1, ENA-78 Capture- Ak
Human MDC, MIP-1a, MIP-1B3, TARC, IL-8, MCP-1, ENA-78 Detection- Ak
ROCHE (Mannheim)
RNA/DNA Stabilization Reagent for Blood/Bone Marrow
ROTH (Karlsruhe)
Schwefelsaure, 0,5 mol/ |, 1N-L6sung und andere Chemikalien
SEROMED (Biochrom AG, Berlin)
Biocoll Separating Solution (Ficoll)
Fetal Calf Serum (FCS)
Trypanblau (0,5%)
SIGMA (St. Louis, USA)
Antibiotic Antimycotic, 10 000 U Penicillin, 10 mg Streptomycin, 25 ug
Amphotericin B
Phosphat Buffered Saline Tablets (PBS, pH 7,4)
Bovines Serumalbumin (BSA)
p-Nitrophenyl Phosphate Tablets (pNPP)
Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate (Tween 20)
ZYMED (California, USA)
AP-Mouse Anti-Human 1gG1, 19G2, IgG3, 1gG4
Biotin-Mouse Anti-Human IgG1, IgG2
Anti-Human IgA
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2.11.2 Gerate
BIO-TEK INSTRUMENTS
Microplate Autoreader EL 311, Sprektralphotometer
EPPENDORF GERATEBAU (Hamburg)
Zentrifuge 5415C
FORMA SCIENTIFIC Inc. (Marietta, USA)
Water-Jacked-Incubator, Model 3164
HERAEUS HOLDING INSTRUMENTS GmbH (Fellbach)
Hera Safe, Sterilbank
HETTICH (Tuttlingen)
Zentrifuge Typ 1400
NUNC (Roskilde, Danemark)

Nunc-Immunowash 12
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3. Ergebnisse

3.1 Altersverteilung, Geburtenanzahl und gesundheitlicher Zustand der Mutter
In der vorliegenden Studie wurden 65 Mdutter im Alter von 15 bis 42 Jahren
untersucht. Zum Zeitpunkt der Studie hatten die Mutter ihre 1. bis 10. Geburt. Im
Durchschnitt war es die 2. bis 3. Geburt. Fur 30,8% der Mutter war es die erste
Geburt (Abb. 3A).

Der Anteil der 26-30jahrigen Mutter lag mit 33,8% am hochsten, dicht gefolgt von den
21-25jahrigen mit 32,3%. Die 15-20 Jahre alten Mutter waren mit einem Anteil von
20% und die 31-42jahrigen mit 13,8% vertreten (Abb. 3B). Der Altersdurchschnitt lag
bei 26,6 Jahren.

Von den 137 Geburten, bei denen Nabelschnurblut entnommen wurde, waren 8
Totgeburten. 19 werdende Mutter hatten zum Zeitpunkt der Geburt Fieber (>38°).
Vier Mutter gebaren Zwillinge.

48% (66) der Neugeborenen waren weiblichen, 51% (69) mannlichen Geschlechts.

Bei 2 Neugeborenen lag keine Angabe zum Geschlecht vor.

A B
Geburt Miitter | Anteil (% ) (n=65) (n=65)
1. 20 30,8 0
13,8% 20%
2. 15 23,1
3. 18 27,7
4. 6 9,2
5. 2 3,1
32,3%
6. 3 4.6
O15-20 Jakre O 21-25 Jahre
10. 1 1,5 B 26-30 Jahre ®731-42 Jahre

Abb. 3: Anzahl der Geburten der Mutter (A). Altersverteilung der Mutter (B).
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3.2 Infektionsstatus der Miitter

3.2.1 Parasitologische Untersuchungen

Anhand der Stuhl- und Urinproben wurde mikroskopisch die momentane
Parasitenlast bestimmt. Von 65 waren 37 Mdutter (56,9%) mit Parasiten infiziert.
Davon waren 34 (52,3%) mit protozoischen Parasiten wie E. histolytica, G. lamblia
und/oder T. intestinalis infiziert (Abb. 4). Bei 3 (4,6%) Muttern wurde eine Infektion
mit metazoischen Parasiten wie den Helminthen A. duodenale und S. mansoni
festgestellt. Bei 28 Mdattern (43,1%) wurden keine parasitaren Infektionen
diagnostiziert. 35,3% (23) der Mutter waren einfach, 15,3% (10) doppelt und 6% (4)
dreifach mit Parasiten belastet (Abb. 4).

A
Anzahl der Infektionen pro Mutter
30 -

§ 254

g 20

g 15 -

= 10

S 10 4

é 5 4

0 -
0 1 2 3
Anzahl der Infektionen
B
Parasit Anzahl infizierter Mutter Anteil infizierter Mutter (%)
(n =65)

Protozoen (insgesamt) 34 52,3
E. histolytica 28 43,0
G. lamblia 4 6,1
T. intestinalis 20 30,7
Helminthen (insgesamt) 3 4,6
A. duodenale 2 3,0
S. mansoni 1 1,5
S. haematobium 0 0
Ohne Befund 28 43

Abb. 4: (A) Anzahl der Mutter ohne (0), mit einfachen (1), zweifachen (2) und dreifachen (3)
Infektionen. (B) Haufigkeit parasitarer Infektionen, nachgewiesen in Stuhl- und Urinproben bei Mittern
(n = 65). Die Analyse der Stuhl- und Urinproben erfolgte fiir die Protozoen E. histolytica, G. lamblia,

T. intestinalis und die Helminthen A. duodenale und S. mansoni. und S. haematobium.
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3.2.2 Serologische Untersuchungen

Die spezifische Antikorperreaktivitat der Matter und Neugeborenen gegen Antigene
von E. histolytica, P. falciparum, S. mansoni, A. lumbricoides, O. volvulus und
Allergene von D. pteronyssinus, D. farinae, A. fumigatus und C. albicans wurde

untersucht.

3.2.2.1 Antikorperreaktivitat auf Parasitenantigene

60,8% der 51 auf AntikOrperreaktivitat gegen Parasitenentigene untersuchten Mutter
zeigten eine 1gGy4-positive Reaktion gegen P. falciparum-Antigen. 29,4% reagierten
serologisch-positiv gegen Antigen des Erregers der Amdébenruhr E. histolytica, 23,5%
gegen Antigen der Filarie O. volvulus und 15,7% gegen Antigen des Erregers der

Darmbilharziose S. mansoni (Abb. 5).

A
Antikorperreaktivitat auf Parasitenantigene bei Miittern
(n=51)
100%
< 8% O neg
-9; 60% O grenzw
.g 40%
< 20% W pos
0% | IR == L
Eh Pf Sm Asc Ov
Parasitenantigen
B
Antigen Immunglobulin | negativ grenzwertig | positiv
E. histolytica IgA 19 (37,3%) | 17 (33,3%) | 15 (29,4%)
P. falciparum 19Ga 19 (37,3%) 1(2%) | 31(60,8%)
S. mansoni IgA 20 (39,2%) 23 (45,1%) 8 (15,7%)
A. lumbricoides | IgGs 37 (72,5%) 9 (17,6%) 5 (9,8%)
O. volvulus 19G1 35 (68,6%) 4(7,8%)| 12(23,5%)

Abb. 5: (A und B) Antikdrperreaktivitat der Mutter (n=51) auf protozoische und metazoische Parasiten-
antigene von O. volvulus (Ov), A. lumbricoides (Asc), S. mansoni (Sm), E. histolytica (Eh)

und P. falciparum (Pf).
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3.2.2.2 Antikorperreaktivitat auf Allergene

Die allergenspezifische IgE-Reaktivitat wurde bei 64 Mdittern gemessen. Die
Mehrheit der Mutter zeigte keine AntikOrperreaktivitat gegen Allergen von
A fumigatus (64,0%), D. farinae (56,2%), D. pteronyssinus (65,6%) und C. albicans
(54,6%). 32,8% der Mutter reagierten gegen A. fumigatus mit einer IgE-Produktion.
Bei 37,5% der Mutter wurde gegen D. farinae und bei 31,2% gegen D pteronyssinus
eine spezifische Antikorperreaktivitat festgestellt. Nach Zugabe von C. albicans-
Allergen zeigten 20 (31,2%) Mutter eine spezifische IgE-Reaktivitat (Abb. 6).

A
Antikorperreaktivitiat auf Allergene bei Miittern
(n=64)
100%
. 80%
X O neg
S 60%
-E 40% O grenzw
- B m
0% T T T T
Af Df Dp Ca
Allergene
B
Allergen IgE- negative IgE- grenzwertig IgE- positiv
A. fumigatus 41 (64,0%) 2 (3,1%) 21 (32,8%)
D. farinae 36 (56,2%) 4 (6,2%) 24 (37,5%)
D. pteronyssinus 42 (65,6%) 2 (3,1%) 20 (31,2%)
C. albicans 35 (54,6%) 9 (14,0%) 20 (31,2%)

Abb. 6: (A und B) Antikorperreaktivitat (IgE) der Mutter auf Allergene von A. fumigatus (Af), D. farinae
(Df), D. pteronyssinus (Dp) und C. albicans (Ca).

3.2.2.3 Sensitivitat und Spezifitat

Die serologischen Untersuchungen wurden anhand der parasitologischen
Ergebnisse fur E. histolytica und S. mansoni auf ihre Sensitivitat und Spezifitat hin
Uberpruft. Die Sensitivitat und Spezifitdt der Antigen-ELISA waren deutlich
unterschiedlich: Fur E. histolytica ergaben sich eine Sensitivitat von 41,1% und eine
Spezifitdt von 50%. Fur S. mansoni wurden eine Sensitivitat von 100% und eine

Spezifitat von 72,4% festgestellt.
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3.3 Chemokinsekretion bei Neugeborenen

Es wurde die allergen- und parasitenantigenspezifische Chemokinsekretion bei
UCBC der Neugeborenen untersucht. Die Neugeborenen wurden entsprechend dem
mutterlichen Infektions- bzw. Allergiestatus in die jeweils positiven und negativen
Gruppen eingeteilt. Daraufhin wurden die Chemokinprofile zwischen den Gruppen
verglichen. Gezeigt werden jeweils die Spontansekretion und die Ansatze mit
einzelnen Stimulationen, die einen deutlichen Unterschied in der Chemokinsekretion
aufwiesen. Bei allen anderen Ansatzen war entweder kein Unterschied zu finden, der

Unterschied nicht signifikant oder die Stichprobe zu klein.

3.3.1 Epithelial Neutrophil-activating Protein 78 (ENA-78)

a) ENA-78-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Die Sekretion des Chemokins ENA-78 der UCBC lag bei Neugeborenen von
allergisch sensibilisierten Muttern nach in vitro Stimulation fir 24 Stunden mit
Antigen von E. histolytica, P. falciparum, S. mansoni und A. lumbricoides signifikant
uber den Konzentrationen der Neugeborenen nicht sensibilisierter Mutter (Abb. 7B-
E). Die Untersuchung der ENA-78-Sekretion von UCBC nach Zusammenfassung
der Allergen- und Antigenstimulationen ergab eine signifikant erhdhte Sekretion bei
Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht

sensibilisierter Mutter (s. Anhang 31A).

b) ENA-78-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Miitter

Die ENA-78-Sekretion von UCBC nach in vitro Stimulation mit dem Allergen
C. albicans sowie Antigen von A. lumbricoides, P. falciparum und S. mansoni war bei
Neugeborenen Helminthen-infizierter Mutter signifikant hoher als bei Neugeborenen
Helminthen-negativer Mutter (Abb. 8B-E). Auch im unstimulierten Zellkulturansatz
wurde bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Mitter eine signifikant hdhere ENA-
78-Sekretion gemessen (Abb. 8A).

Der Vergleich der neonatalen ENA-78-Sekretion nach Zusammenfassung der
Allergen- und Antigenstimulationen ergab eine signifikant erhdhte Sekretion bei
Neugeborenen von Helminthen-infizierten Muttern im Vergleich zu Neugeborenen
nicht infizierter Mutter (s. Anhang 33A).
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ENA-78 Baseline ENA-78 E. histolytica ENA-78 P. falciparum
5,5 5,5 55
5 [ "] 5— 5— @
. * . *
< 454 T 457 E 457
2 2 2
8 4~ g 4 ® 4
3,54 3,54 3,5
3 3 3
IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos
A IgE-Status B IgE-Status C IgE-Status
p =0,0641 p =0,0279 p =0,0389
IgE-positivn =8 IgE-positivn =8 IgE-positivn =8
IgE-negativn =7 IgE-negativn =7 IgE-negativn = 6
ENA-78 S. mansoni ENA-78 A. lumbricoides
55 55
xa i I =, &
5— *k . 54 . * -
T 4,54 T 4,54
8 4~ 2 4
3,54 3,57
IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos
D IgE-Status E IgE-Status
p =0,0092 p =0,0371
IgE-positivn =10 IgE-positivn =8
IgE-negativn =6 IgE-negativn =7

Abb. 7: ENA-78-Sekretion (log(pg/ml)) bei UCBC von Neugeborenen allergisch sensibilisierter (IgE-
pos) und nicht sensibilisierter Mutter (IgE-neg) nach in vitro Stimulation (24h) mit Antigen von
E. histolytica (B), P. falciparum (C), S. mansoni (D) und A. lumbricoides (E). In Abb. A ist die
Spontansekretion nach 24 Stunden gezeigt. Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * und fiir

p < 0,01 als ** angegeben.

c) ENA-78-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

Die Sekretion des Chemokins ENA-78 bei UCBC war nach Stimulation mit Allergen
von C. albicans und D. farinae bei Neugeborenen Protozoen-infizierter im
Gegensatz zu Neugeborenen nicht infizierter Mutter signifikant erhoht (Abb. 8G,H).
Der Vergleich der neonatalen ENA-78-Sekretion nach Zusammenfassung der
Allergen- und Antigenstimulationen ergab eine signifikant erhdhte Sekretion bei
Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht
infizierter Matter (s. Anhang 35A).
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ENA-78 Baseline

ENA-78 A. lumbricoides

ENA-78 P. falciparum
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1,5 I I 1,5 I
Helm.neg Helm.pos Helm.neg Helm.pos Helm.neg Helm.pos
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Abb. 8: ENA-78-Sekretion (log(pg/ml)) der UCBC Neugeborener von Helminthen-infizierten
(Helm.pos) und Helminthen-negativen (Helm.neg) bzw. Protozoen-infizierten (Prot.pos) und
(24h) mit
A. lumbricoides (B), P. falciparum (C), S. mansoni (D), C. albicans (E, G) und D. farinae (H).

Protozoen-negativen (Prot.neg) Mdittern spontan (A, F) und nach Stimulation

Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * bzw. fur p < 0,01 als ** angegeben.
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3.3.2 Interleukin 8 (IL-8)

a) IL-8-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Muitter

Das proinflammatorische Chemokin IL-8 wurde bei Neugeborenen, deren Mutter
zum Zeitpunkt der Geburt allergisch sensibilisiert waren, nach 24-stindiger
Stimulation mit Allergen von C. albicans und D. pteronyssinus, in signifikant
erhdhten Konzentrationen gebildet (Abb. 9B, C). Die Analyse der IL-8-Sekretion
nach Zusammenfassung der Allergen- und Antigenstimulationen ergab eine
signifikant erhdhte Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter im

Vergleich zu Neugeborenen nicht sensibilisierter Matter (s. Anhang 31B).

IL-8 Baseline IL-8 C. albicans IL-8 D. pteronyssinus
9 9 9
8— - 84 84
' * *
g g g
2 2 2
g 6 8 6 ) g 6 E =5
5 . 51 @ 51 ’
4 4 4
IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos
A IgE-Status B IgE-Status C IgE-Status
p=0,4767 p =0,0185 p =0,0169
IgE-positivn = 16 IgE-positivn =5 IgE-positivn = 12
IgE-negativn =10 IgE-negativn =7 IgE-negativn = 6
IL-8 Baseline IL-8 Baseline IL-8 A. lumbricoides
9 9 9
84 84 8— *%
E T E 77 E T
2 2 2
g 6 g 6 g e
5 I 51 5 g
4 T 4 T 4
Helm.neg Helm.pos Prot.neg Prot.pos Prot.neg Prot.pos
D Infektionsstatus E Infektionsstatus F Infektiosstatus
p=0,3797 p =0,1387 p = 0,0066
Helminthen-positiv n = 15 Protozoen-positivn = 16 Protozoen-positivn =7
Helminthen-negativ n = 12 Protozoen-negativ n = 11 Protozoen-negativn =6

Abb. 9: |L-8-Sekretion (log(pg/ml)) der UCBC Neugeborener von allergisch sensibilisierten (IgE-pos)
und nicht sensibilisierten (IgE-neg), Helminthen-infizierten (Helm.pos) und Helminthen-negativen
(Helm.neg) und Protozoen-infizierten (Prot.pos) und nicht infizierten (Prot.neg) Muttern spontan (A, D,
E) und nach in vitro Stimulation (24h) mit C. albicans (B), D. pteronyssinus (C) und A. lumbricoides

(F). Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * und fur p < 0,01 als ** angegeben.
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b) IL-8-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Mutter

Es wurde in keinem der Versuchsansatze ein deutlicher Unterschied der IL-8-
Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter und nicht infizierter Mutter
festgestellt (Abb. 9D).

c) IL-8-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

IL-8 wurde nach Stimulation der UCBC mit Antigen von A. lumbricoides in den
Zellkulturiberstanden der Neugeborenen von Protozoen-negativen Muttern im
Vergleich zu den Neugeborenen von Protozoen-infizierten Muttern signifikant erhoht
gemessen (Abb. 9F). Bei Untersuchung der IL-8-Sekretion nach Zusammenfassung
der Allergen- und Antigenstimulationen wurde eine signifikant erniedrigte Sekretion
bei Neugeborenen von Protozoen-infizierten Muttern im Vergleich zu Neugeborenen

nicht infizierter Mutter festgestellt (s. Anhang 35B).

3.3.3 Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)

a) MCP-1-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Die Sekretion von MCP-1 war nach 24 Stunden in vitro Stimulation mit Allergen von
C. albicans bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Matter im Gegensatz zu
Neugeborenen nicht sensibilisierter Mdutter signifikant erhoht (Abb. 10B). Die
neonatale MCP-1-Sekretion war, wenn die Allergen- und Antigenstimulationen
zusammengenommmen  betrachtet wurden, bei Neugeborenen allergisch
sensibilisierter Muatter im Verlgeich zu Neugeborenen nicht sensibilisierter Mutter
signifikant erhoht (s. Anhang 31C).

b) MCP-1-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Mutter

MCP-1 wurde nach Stimulation der Nabelschnurblutzellen mit Antigen von
S. mansoni bei Neugeborenen von Helminthen-negativen Muttern im Vergleich zu
Neugeborenen Helminthen-infizierter Mitter signifikant erhéht gemessen (Abb. 10D).
Nach Zusammenfassung der Allergen- und Antigenstimulationen wurde bei
Neugeborenen Helminthen-infizierter Mutter eine im Vergleich zu Neugeborenen
nicht infizierter Mutter signifikant erniedrigte MCP-1-Sekretion festgestellt (s. Anhang
33C).
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c) MCP-1-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

MCP-1 wurde sowohl nach in vitro Stimulation mit Antigen von P. falciparum als

auch mit Allergen von C. albicans bei Neugeborenen Protozoen-negativer Mutter
signifikant vermehrt gebildet (Abb. 10F,G).

MCP-1 Baseline MCP-1 C. albicans MCP-1 Baseline
8 8 8
7 7— 7—
*%
6 6 6
E E E
2 5 2 5 2 54 '
8 8 8 . T
4— 4 4 ~
X AR #
3 - 3
2 2 2 ‘
IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos Helm.neg Helm.pos
A IgE-Status B IgE-Status C Infektionsstatus
p = 0,4292 p = 0,0045 p = 0,5259
IgE-positivn = 16 IgE-positivn =5 Helminthen-positiv n = 15
IgE-negativ n =10 Ige-negativn =7 Helminthen-negativn = 12
MCP-1 S. mansoni MCP-1 Baseline MCP-1 C. albicans
7 7 7
* . *
6 64 6+
E E E
8 5 g 54 . g 54
> " > >
9 9 B
4— 4— @ 4— E
3 3 . 3
2 T 2 T 2 T
Helm.neg Helm.pos Prot.neg Prot.pos Prot.neg Prot.pos
D E F
Infektionsstatus Infektionsstatus Infektionsstatus
p = 0,044 p=0,1388 p = 0,0316
Helminthen-positiv n = 14 Protozoen-positivn = 16 Protozoen-positiv n = 17
Helminthen-negativn =7 Protozoen-negativ n = 11 Protozoen-negativ n = 4
MCP-1 P. falciparum _
8 Abb. 10: MCP-1-Sekretion (log(pg/ml)) der UCBC
7 Neugeborener von allergisch sensibilisierten (IgE-pos) und
5 * nicht sensibilisierten  (IgE-neg), Helminthen-infizierten
E (Helm.pos) und Helminthen-negativen (Helm.neg) und
g 57 o . o
] Protozoen-infizierten  (Prot.pos) und nicht infizierten
o4 .. . . . .
(Prot.neg) Muttern. Gezeigt ist die Sekretion der
37 e unstimulierten Ansatze (A, C, E) und nach in vitro Stimulation
2 ‘ (24h) mit C. albicans (B, F), S. mansoni (D) und P. falciparum
Prot.neg Prot.pos L . . . .
G (G). Signifikante Unterschiede sind fiir p < 0,05 als * und fir p
Infektionsstatus < 0,01 als ** angegeben.
p =0,0477

Protozoen-positiv n = 10
Protozoen-negativ n = 4



Ergebnisse 37

Die Untersuchung der MCP-1-Sekretion nach Zusammenfassung der Allergen- und
Antigenstimulationen ergab eine signifikant erniedrigte Sekretion bei Neugeborenen
Protozoen-infizierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht infizierter Muatter
(s. Anhang 35C).

3.3.4 Macrophage Inflammatory Protein 1a (MIP-1a)

a) MIP-1a-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Fur MIP-1a wurde nach Stimulation mit C. albicans eine signifikant erhdhte Sekretion
bei UCBC von Neugeborenen, deren Miutter allergisch sensibilisiert waren,
gemessen (Abb. 11B). Die neonatale MIP-1a-Sekretion war, wenn die Allergen- und
Antigenstimulationen zusammengenommen betrachtet wurden, bei Neugeborenen
allergisch sensibilisierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht sensibilisierter
Mutter signifikant hoher (s. Anhang 31D).

b) MIP-1a-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Miitter

Die MIP-1a-Sekretion der unstimulierten UCBC war bei Neugeborenen Helminthen-
infizierter Mutter signifikant starker als bei Neugeborenen Helminthen-negativer
Mutter (Abb. 11C).

Die MIP-1a-Sekretion war in der Gesamtheit der Allergen- und Antigenstimulationen
bei Neugeborenen von Helminthen-infizierten Mattern im Vergleich zu Neugeborenen
nicht infizierter Mutter signifikant erhoht (s. Anhang 33D).

c) MIP-1a-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

Die Sekretion von MIP-1a war nach Stimulation mit Antigen von E. histolytica bei
Neugeborenen nicht infizierter Mutter signifikant erhoht (Abb. 11E).

Nach Zusammenfassung der Allergen- und Antigenstimulationen wurde bei
Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter eine im Vergleich zu Neugeborenen
nicht infizierter Mdutter signifikant verminderte MIP-1a-Sekretion festgestellt (s.
Anhang 35D).
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Abb. 11: MIP-1a-Sekretion (log(pg/ml)) bei UCBC von Neugeborenen allergisch sensibilisierter (IgE-
pos) und nicht sensibilisierter (IgE-neg), Helminthen-infizierter (Helm.pos) und Helminthen-negativer
(Helm.neg) und Protozoen-infizierter (Prot.pos) und nicht infizierter (Prot.neg) Mutter. Gezeigt ist die
Sekretion der unstimulierten Ansatze (A, C, D) und nach 24 Stunden in vitro Stimulation mit

C. albicans (B) und E. histolytica (E). Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * angegeben.
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3.3.5 Macrophage Inflammatory Protein 18 (MIP-1p)

a) MIP-1B-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Fir die Sekretion von MIP-18 wurde in keinem der Versuchsansatze ein signifikanter
Unterschied bei UCBC von Neugeborenen allergisch sensibilisierter und nicht
sensibilisierter Mutter festgestellt (Abb. 12A).

b) MIP-1B-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Miitter

Die MIP-1B-Konzentration in den mit P. falciparum-, S. mansoni- und
A. lumbricoides-Antigen stimulierten sowie in den unstimulierten Zellkulturen war bei
Neugeborenen Helminthen-infizierter Mautter signifikant hoher als bei den
Neugeborenen Helminthen-negativer Mutter (Abb. 12B-E).

Bei Untersuchung der MIP-1B-Sekretion, nach Zusammenfassung der Allergen- und
Antigenstimulationen, wurde eine signifikant erhohte Sekretion bei Neugeborenen
Helminthen-infizierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht infizierter Mutter
festgestellt (s. Anhang 33E).

c) MIP-1B-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

Die Sekretion von MIP-13 war bei UCBC von Neugeborenen Protozoen-infizierter
und nicht infizierter Mutter in keinem der Versuchsansatze deutlich unterschiedlich
(Abb. 12F).
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Abb. 12: MIP-13-Sekretion (log(pg/ml)) bei UCBC von Neugeborenen von allergisch sensibilisierten
(IgE-pos) und nicht sensibilisierten (IgE-neg), Helminthen-infizierten (Helm.pos) und Helminthen-
negativen (Helm.neg) und Protozoen-infizierten (Prot.pos) und nicht infizierten (Prot.neg) Mittern.
Gezeigt ist die Sekretion der unstimulierten Ansatze (A, B F) und nach in vitro Stimulation mit Antigen
von P. falciparum (C), S. mansoni (D) und A. lumbricoides (E). Die Stimulationszeiten von 24, 48, 72,
96 Stunden wurden zusammengefasst. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fur p <

0,01 als ** angegeben.

3.3.6 Thymus and Activation Regulated Chemokine (TARC)

a) TARC-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Die Sekretion des Chemokins TARC zeigte nach in vitro Stimulation mit C. albicans
eine signifikant erhdhte Konzentration bei Neugeborenen von allergisch nicht
sensibilisierten Muttern (Abb. 13B).
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b) TARC-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Mutter

Die TARC-Sekretion nach Stimulation mit Allergen von C. albicans und D. farinae
und Antigen von E. histolytica war bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Matter im
Vergleich zu Neugeborenen Helminthen-negativer Mutter signifikant hoher (Abb.
13D-F).

Die Analyse der TARC-Sekretion nach Zusammenfassung der Allergen- und
Antigenstimulationen ergab eine signifikant erhohte Sekretion bei Neugeborenen
Helminthen-infizierter Mutter im Vergleich zu Neugeborenen nicht infizierter Mitter
(s. Anhang 33G).

c) TARC-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

Bei Untersuchung der TARC-Sekretion in Zusammenfassung der Allergen- und
Antigenstimulationen wurde eine signifikant erhohte Sekretion bei Neugeborenen
von Protozoen-infizierten Muttern im Vergleich zu Neugeborenen nicht infizierter
Mutter festgestellt (s. Anhang 35G).

3.3.7 Macrophage-derived Chemoattractant (MDC)

a) MDC-Sekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter

Es wurde in keinem der Versuchsansatze ein signifikanter Unterschied der MDC-
Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter und nicht infizierter Mutter
festgestellt (Abb. 14A).

b) MDC-Sekretion bei Neugeborenen Helminthen-infizierter Miitter

MDC wurde nach Stimulation mit Antigen von A. lumbricoides bei Neugeborenen
Helminthen-negativer Mutter in signifikant hoheren Konzentrationen als bei
Neugeborenen Helminthen-infizierter Mitter sezerniert (Abb. 14C).

Die neonatale MDC-Sekretion war, wenn die Allergen- und Antigenstimulationen
zusammengenommen betrachtet wurden, bei Neugeborenen von Helminthen-
infizierten Mattern im Vergleich zu Neugeborenen nicht infizierter Mitter signifikant
erhoht (s. Anhang 33F).
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c) MDC-Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter

Fir MDC wurde nach Stimulation mit C. albicans und E. histolytica eine signifikant
erhohte Sekretion bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter festgestellt (Abb.
14E,F). Die MDC-Sekretion war in der

Antigenstiumulationen bei Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter im Vergleich zu

Gesamtheit der Allergen- und

Neugeborenen nicht infizierter Mutter signifikant erhéht (s. Anhang 35F).
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Abb. 14: MDC-Sekretion (log(pg/ml)) bei UCBC von Neugeborenen von allergisch sensibilisierten
(lgE-pos) und nicht sensibilisierten (IgE-neg), Helminthen-infizierten (Helm.pos) und Helminthen-
negativen (Helm.neg) und Protozoen-infizierten (Prot.pos) und nicht infizierten (Prot.neg) Muttern.
Gezeigt ist die Sekretion der unstimulierten Ansatze (A, B, D) und nach in vitro Stimulation mit Antigen
von A. lumbricoides (C) und E. histolytica (F) und Allergen von C. albicans (E). In Abb. C und F sind
die Stimulationszeiten von 48, 72, 96 bzw. in Abb. A, B, D, E 24, 48, 72, 96 Stunden
zusammengefasst. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * angegeben.
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3.4 Chemokinsekretion bei Miittern

Es wurde die allergen- und parasitenantigenspezifische Chemokinsekretion der
PBMC der Mutter untersucht. Die Mutter wurden entsprechend ihrem Infektions- bzw.
Allergiestatus in die jeweils positiven und negativen Gruppen eingeteilt. Daraufhin
wurden die Chemokinprofile zwischen den Gruppen verglichen. Gezeigt werden
jeweils die Ansatze mit deutlichem Unterschied in der Chemokinsekretion. Bei allen
anderen Ansatzen war entweder kein Unterschied zu finden, der Unterschied nicht

signifikant oder die Stichprobe zu klein.

a) Chemokinsekretion allergisch sensibilisierter Mutter

In den Zellkulturiberstanden der PBMC allergisch sensibilisierter Mutter wurde nach
in vitro Stimulation fur 48 Stunden mit Allergen von D. farinae eine im Vergleich zu
nicht sensibilisierten Muttern signifikant erhohte Sekretion von MIP-1a und MIP-113
festgestellt (Abb. 15A,B). Fur MCP-1 wurde eine signifikant erhdhte Konzentration
bei den PBMC nicht allergisch sensibilisierter im Vergleich zu den allergisch
sensibilisierten Muttern festgestellt (Abb. 15C).

MIP-1a D. farinae MIP-1B D. farinae MCP-1 O. volvulus
5,5 55 5,5
5— 54 54
** * *%*
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> > >
= e =
3,54 3,5 . 3,5
IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos IgE-neg IgE-pos
A IgE-Status B IgE-Status C IgE-Status
p =0,0041 p =0,0140 p =0,0092
IgE-positivn = 14 IgE-positivn = 14 IgE-positivn =10
IgE-negativn =8 IgE-negativn =8 IgE-negativn = 6

Abb. 15; MIP-1a-, MIP-1B- und MCP-1-Sekretion (log(pg/ml)) der PBMC von Mdttern mit positiver
(IgE-pos) und negativer (IgE-neg) allergenspezifischer IgE-Reaktivitat nach in vitro Stimulation fur 48
Stunden mit Allergen von (A,B) D. farinae (MIP-1a, MIP-13) und (C) Antigen von O. volvulus
(MCP-1). Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * und fur p < 0,01 als ** angegeben.

Die Untersuchung der Chemokinsekretion bei PBMC nach Zusammenfassung der
Allergen- und Antigenstimulationen ergab fur IL-8, MIP-1a und MIP-13 eine

signifikant erhéhte Sekretion der PBMC von allergisch sensibilisierten im Vergleich
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zu nicht sensibilisierten Mattern (s. Anhang 32B, D, E). Fur MCP-1 und TARC wurde
eine signifikant erhdhte Sekretion der PBMC nicht allergisch sensibilisierter Mutter

im Vergleich zu den PBMC allergisch sensibilisierter Muttern bestimmt (s. Anhang
32C, G).

b) Chemokinsekretion Helminthen-infizierter Mutter

Die MIP-1B-Sekretion der PBMC von Helminthen-negativen Muttern war nach in
vitro Stimulation mit Antigen von O. volvulus im Vergleich zu Helminthen-infizierten
Muttern signifikant erhdoht (Abb. 16A). Fir MCP-1 wurde eine signifikant erhdhte
Sekretion bei PBMC von Helminthen-infizierten gegenlber nicht infizierten Mittern
festgestellt (Abb. 16B).

Die Untersuchung der Chemokinsekretion bei PBMC nach Zusammenfassung der
Allergen- und Antigenstimulationen ergab fur ENA-78 eine signifikant erniedrigte
Sekretion bei Helminthen-infizierten Muttern im Vergleich zu nicht infizierten Mittern
(s. Anhang 34A).

MIP-18 O. volvulus MCP-1 O. volvulus
55 55
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JRTE o
E E
g 4 g 4+
k=3 =3
kel kel
3,51 - 3,5
3 3
2,5 ‘ 2,5 ‘
Helm.neg Helm.pos Helm.neg Helm.pos
A Infektionsstatus B Infektionsstatus
p=0,03 p=0,05
Helminthen-positivn =9 Helminthen-positivnh =9
Helminthen-negativn =7 Helminthen-negativn =7

Abb. 16: MIP-13- und MCP-1-Sekretion (log(pg/ml)) der PBMC von Helminthen-positiven (Helm.pos)
und Helminthen-negativen (Helm.neg) Mittern. Die Stimulation der PBMC erfolgte mit Antigen von
O. volvulus. Die Chemokinsekretion wurde nach 48 Stunden Stimulationszeit gemessen. Signifikante
Unterschiede sind fir p < 0,05 als * angegeben.
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c¢) Chemokinsekretion Protozoen-infizierter Mutter

Das proinflammatorische Chemokin MCP-1 wurde nach 24 Stunden in vitro
Stimulation mit Allergen von D. pteronyssinus von den PBMC Protozoen-negativer
Mutter im Gegensatz zu den PBMC Protozoen-infizierter Mutter signifikant erhoht
ausgeschuttet (Abb. 17A). Auch nach in vitro Stimulation der PBMC mit Antigen von
O. volvulus wurde in den Zellkulturiberstanden der Protozoen-negativen Mutter eine
signifikant erhohte MCP-1-Sekretion gemessen (Abb. 17B).

MCP-1 D. pteronyssinus  MCP-1 O. volvulus

5,25 5,25
54 5+
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e e
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4— 4—
3,75+ 3,75+
3,5 T 3,5 T
Prot.neg Prot.pos Prot.neg Prot.pos
A Infektionsstatus B Infektionsstatus
p = 0,0498 p =0,029
Protozoen-positiv n = 17 Protozoen-positiv n = 12
Protozoen-negativ n = 6 Protozoen-negativ n = 4

Abb. 17: MCP-1-Sekretion der PBMC (log(pg/ml)) Protozoen-infizierter (Prot.pos) und Protozoen-
negativer (Prot.neg) Mutter nach in vitro Stimulation mit Allergen von D. pteronyssinus und Antigen
von O. volvulus. Die Stimulationsdauer betrug 48 Stunden. Signifikante Unterschiede sind fir
p < 0,05 als * angegeben.

Bei Untersuchung der Chemokinsekretion bei PBMC nach Zusammenfassung der
Allergen- und Antigenstimulationen wurde fiur MCP-1 eine signifikant erniedrigte
Sekretion bei Protozoen-infizierten Muttern im Vergleich zu nicht infizierten Muttern
festgestellt (s. Anhang 36C). Fir MDC wurde eine signifikant erhdhte Sekretion bei
PBMC von Protozoen-infizierten im Vergleich zu nicht infizierten Mittern bestimmt
(s. Anhang 36F).
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3.5 Vergleich der Chemokinsekretion bei Neugeborenen und deren Miittern

Die Chemokinsekretion der mutterlichen PBMC und der UCBC der Neugeborenen
wurde fur jedes Chemokin miteinander verglichen. Es wurden exemplarisch vier
verschiedene Stimulationsbedingungen untersucht: Die Spontansekretion im
unstimulierten Versuchsansatz, die Sekretion nach Stimulation mit einem Allergen
(D. farinae) und die Sekretion nach Stimulation mit einem Helminthen-Antigen

(A. lumbricoides) und einem Protozoen-Antigen (E. histolytica).

ENA-78: Die PBMC zeigten im Vergleich zu den UCBC nach Stimulation mit
D. farinae, E. histolytica, A. lumbricoides und im unstimulierten Versuchsansatz eine
signifikant erhdhte Sekretion von ENA-78 (Abb. 18).

ENA-78 Baseline ENA-78 Df ENA-78 Eh ENA-78 Al

51 53 51 =3 5 ¥ 5 4
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(0! (0! (0! (0!

\ - \ - \ - \
Kinder Mutter Kinder Mutter Kinder Mutter Kinder Mutter
A Probanden B Probanden C Probanden D Probanden

p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001
Mutter n = 23 Mitter n = 22 Mutter n = 23 Mutter n = 23
Neugeborene n = 11 Neugeborene n =9 Neugeborene n = 11 Neugeborene n = 12

Abb. 18: ENA-78-Sekretion (log(pg/ml)) von Neugeborenen (UCBC) und deren Mittern (PBMC) nach
48 Stunden (A) im unstimulierten Zellkulturansatz (Baseline) und (B-D) nach in vitro Stimulation mit
Allergen von D. farinae (Df) und Antigen von E. histolytica (Eh) und A. lumbricoides (Al). Signifikante

Unterschiede sind flr p < 0,01 als ** angegeben.

IL-8: Fur IL-8 wurde nach in vitro Stimulation mit Allergen von D. farinae und Antigen
von E. histolytica fir eine Dauer von 48 Stunden und im unstimulierten
Zellkulturansatz eine signifikant erhohte Sekretion der UCBC im Vergleich zu den
PBMC festgestellt (Abb. 19A-D).

MCP-1: Der Vergleich der Sekretion des proinflammatorischen Chemokins MCP-1
bei PBMC und UCBC ergab keine signifikanten Abweichungen zwischen der

mutterlichen und neonatalen Ausschuttung.
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Abb. 19: IL-8- und MIP-1a-Sekretion (log(pg/ml)) von Neugeborenen (UCBC) und deren Mduttern
(PBMC) nach 48 Stunden (A bzw. E) im unstimulierten Zellkulturansatz (Baseline) und (B-D bzw. F-H)
nach in vitro Stimulation mit Allergen von D. farinae (Df) und Antigen von E. histolytica (Eh) und A.

lumbricoides (Al). Signifikante Unterschiede sind fiir p < 0,05 als * und fiir p < 0,01 als ** angegeben

MIP-1a: Bei MIP-1a war die Sekretion der PBMC nach Stimulation mit D. farinae,
E. histolytica und A. lumbricoides signifikant gegenuber der Sekretion der UCBC
erhoht (Abb. 19E-H).

MIP-138, TARC und MDC: MIP-13, TARC und MDC wurden nach Stimulation mit
Allergen von D. farinae und Antigen von E. histolytica und A. lumbricoides und im
unstimulierten Zellkulturansatz von den PBMC im Vergleich zu den UCBC in

signifikant héheren Konzentrationen sezerniert (Abb. 20).
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Abb. 20: MIP-1B3-, TARC- und MDC-Sekretion (log(pg/ml)) von Neugeborenen (UCBC) und deren
Mdattern (PBMC) nach 48 Stunden (A, E, I) im unstimulierten Kulturansatz (Baseline) und (B-D, F-H,
J-L) nach Stimulation mit Allergen von D. farinae (Df) und Antigen von E. histolytica (Eh) und A.
lumbricoides (Al). Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fir p < 0,01 als ** angegeben.
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3.6 Kinetik der neonatalen Chemokinsekretion

Fur die Proben der Neugeborenen wurden Stimulationsansatze Uber 24, 48, 72 und
96 Stunden durchgefuhrt. Bei den mutterlichen PBMC konnte aufgrund der geringen
Mengen an zur Verfugung stehendem Vollblut nur eine Stimulationsdauer von 48
Stunden untersucht werden. In Abb. 21 st die Kinetik der neonatalen
Chemokinsekretion fir die Stimulationen mit Allergenen dargestellt. Abb. 22 zeigt die

Kinetik der Versuchsansatze mit Parasitenantigen-Stimulationen.

a) Kinetik nach Stimulation mit Allergenen

Die Stimulationsansatze mit den Allergenen D. farinae, D. pteronyssinus,
A. fumigatus und C albicans wurden je Chemokin zu jeweils einer Gruppe
zusammengefasst. Die Sekretion der Chemokine ENA-78, MIP-1a, MIP-13 und MDC
zeigte bei 24 stindiger Stimulation mit Allergenen ihren Hohepunkt und nahm
daraufhin kontinuierlich ab (Abb. 21A, D-F). Bei IL-8 hingegen stieg die Sekretion von
24 Stunden bis 72 Stunden kontinuierlich an (Abb. 21B). Der Verlauf der MCP-1-
Sekretion stieg zwischen 24 und 96 Stunden Stimulationsdauer ein wenig an, zeigte
jedoch eine unregelmaliige Zunahme und war z. B. nach 72 Stunden wieder leicht
weniger als nach 48 Stunden (Abb. 21C). Die Sekretion von TARC zeigte nach einer
Stimulationszeit von 72 bis 96 Stunden die héchsten Werte (Abb. 21G).

b) Kinetik nach Stimulation mit Parasitenantigenen

Die Stimulationsansatze mit den Antigenen O. volvulus, S. mansoni, A. lumbricoides,
E. histolytica und P. falciparum wurden je Chemokin jeweils zu einer Gruppe
zusammengefasst. Die Sekretion von ENA-78, MIP-1a, MIP-13 und MDC hatte wie
nach Stimulation mit Allergenen nach einer Stimulationsdauer von 24 Stunden ihr
Maximum und nahm daraufhin ab (Abb. 22A, D-F). Der Verlauf der IL-8-Sekretion
hingegen stieg von 24 bis 72 bzw. 96 Stunden Stimulationsdauer kontinuierlich an
(Abb. 22B). Fur MCP-1 wurden nach einer Stimulationszeit von 48 Stunden die
hochsten Konzentrationen gemessen. Bei 24 Stunden und 72 bzw. 96 Stunden
Stimulationsdauer lag die MCP-1-Sekretion unter den Werten von 48 Stunden
(Abb. 22C). Die Sekretion von TARC zeigte nach einer Stimulationszeit von 72
Stunden die hochsten Werte (Abb. 22G).
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Abb. 21: Kinetik der zellularen Sekretion (log(pg/ml)) von
ENA-78 (A), IL-8 (B), MCP-1 (C), MIP-1a (D), MIP-18 (E),
MDC (F) und TARC (G) bei UCBC von Neugeborenen.

Es wurde mit Allergen von D. farinae, D. pteronyssinus,

C. albicans und A. fumigatus fir die Dauer von 24, 48, 72

und 96 Stunden stimuliert. Die verschiedenen Allergen-

Stimulationsansatze wurden

zusammengefasst.

Die

Anzahl der jeweils dargestellten Versuchsansatze wurde

mit n = x angegeben.
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Abb. 22: Kinetik der zellularen Sekretion (log(pg/ml)) von
ENA-78 (A), IL-8 (B), MCP-1 (C), MIP-1a (D), MIP-18 (E),
MDC (F) und TARC (G) bei UCBC von Neugeborenen.

Es wurde mit Antigen von E. histolytica, P. falciparum,

O. volvulus, A.lumbricoides und S. mansoni fir die
Dauer von 24, 48, 72 und 96 Stunden stimuliert. Die

verschiedenen

Antigen-Stimulationsansatze

wurden

zusammengefasst. Die Anzahl der jeweils dargestellten

Versuchsansatze wurde mit n = x angegeben.
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3.7 Korrelationsanalyse der Chemokinsekretion
Die Sekretion der Chemokine MCP-1, IL-8, MIP-1a, MIP-13, MDC und TARC bei
UCBC von Neugeborenen und PBMC von Mittern wurde auf eine mogliche

Korrelation der Chemokine untereinander hin untersucht.

a) Korrelationen der Chemokinsekretion bei UCBC von Neugeborenen
Die MDC-Sekretion der UCBC korrelierte positiv (p < 10 '5) mit der Sekretion von
MIP-1B8 (Abb. 23A). Auch fur die neonatale Sekretion von MIP-1a und MIP-1(3 liefl3

sich mit p < 10 ° wie in Abb. 23B gezeigt eine positive Korrelation feststellen.
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Abb. 23: Scatterplot-Matrix flr die Korrelationsanalyse der neonatalen Sekretion (log(pg/ml)) von
MDC und MIP-13 (A) und MIP-18 und MIP-1a (B). Die Darstellung zeigt den Korrelationskoeffizient R,
das Bestimmtheitsmaf R? und eine Zusammenfassung sich in der Stimulationsdauer (24, 48, 72, 96
Stunden) und dem stimulierenden Antigen unterscheidender Versuchsansatze. Die Stimulation der
UCBC erfolgte mit D. farinae, D. pteronyssinus, A. fumigatus, C. albicans, E. histolytica, P. falciparum,
O. volvulus, S. mansoni und A. lumbricoides.
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Das proinflammatorische Chemokin IL-8 wurde in positiver Korrelation (p < 10 ) mit
MCP-1 gemessen, dem ebenfalls eine proinflammatorische Funktion zugeschrieben
wird (Abb. 24A). Die Sekretion von MDC korrelierte mit p < 10  positiv mit der von
MIP-1a (Abb. 24B) und TARC (Abb. 24C).

IL-8 MDC
log(pg/ml) log(pg/ml
5- 4-
7 ) 35—
B 3=
| 25—
5 .
_ 5
44 .
i R =0,3742 15_ R =10,328
3 R*= 0,14 - R*=0,1076
T I T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I_Ilr_ I T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I
A 3 4 ] B 7 B -2 3 4 ] B 7
MCP-1 MIP-1a
log(pg/ml) log(pg/ml)
MDC Abb. 24: Scatterplot-Matrix der neonatalen
log(pg/ml) Sekretion (log(pg/ml)) von IL-8 und MCP-1 (A),
44 IR MDC und MIP-1a (B) und MDC und TARC (C).
25 ] I Die Darstellung zeigt den Korrelationskoeffizient
- '_-_-_T.-. R, das Bestimmtheitsma® R* und eine
34 T 'i'f'-'.' aTiad Zusammenfassung sich in der Stimulationsdauer

log(pg/ml)

(24/48/72/96h) und dem stimulierenden Antigen
Die
Stimulation der UCBC erfolgte mit D. farinae,

unterscheidender Versuchsansatze.

D. pteronyssinus, A. fumigatus und C. albicans,

R=0,4117
R2= 0.1695 E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus,
" LI L L L S. mansoni und A. lumbricoides.
0 2 3
C
TARC



b) Korrelationen der Chemokinsekretion bei PBMC von Miittern
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Die Analyse der mitterlichen Sekretion von MIP-1a und MIP-1B ergab mit p < 10 °

eine positive Korrelation zwischen den beiden Chemokinen (Abb. 25A). Die IL-8-
Sekretion der PBMC korrelierte positiv (p < 10 ~°) mit der Sekretion von MIP-1p (Abb.
25B) und MIP-1a (Abb. 25C).
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Abb. 25: Scatterplot-Matrix fur die Korrelationsanalyse der Sekretionen (log(pg/ml)) von MIP-1a und
MIP-1B8 (A), IL-8 und MIP-1B (B), IL-8 und MIP-1a (C) und MDC und IL-8 (D) bei PBMC. Gezeigt ist

der Korrelationskoeffizient R, das BestimmtheitsmaR R? und eine Zusammenfassung sich in der

Stimulationsdauer (24/48/72/96h) und dem stimulierenden Antigen unterscheidender Versuchs-

ansatze. Die Stimulation der PBMC erfolgte mit D. farinae, D. pteronyssinus, A. fumigatus,

C. albicans,

E. histolytica, P.

falciparum, O.

volvulus,

S. mansoni

und A.

lumbricoides.
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3.8 Logistische Regressionsanalyse der Chemokinsekretion

Die Chemokinsekretion der UCBC von Neugeborenen und PBMC von Muttern wurde
einer logistischen Regressionsananlyse unterzogen. Als Einflussfaktoren wurden der
Status der allergischen Sensibilisierung (IgE-Status) der Mutter, eine Infektion der
Matter zum Zeitpunkt der Geburt mit Helminthen oder Protozoen, die
Stimulationsdauer und die Antigenstimulation gewahlt (Tab. 5).

Eine allergische Sensibilisierung der Mutter gegen die Milben D. farinae und
D. pteronyssinus veranderte signifikant die Sekretion von MCP-1, ENA-78, MIP-1q,
MIP-13, MDC und TARC bei UCBC und die Sekretion von IL-8, MIP-1a, MIP-13 und
TARC bei PBMC.

In Abhangigkeit der Stimulationsdauer wurde bei UCBC die Sekretion aller
gemessenen Chemokine - IL-8, MCP-1, ENA-78, MIP-1a, MIP-13, MDC und TARC -
signifikant beeinflusst.

Auch eine Infektion der Mutter mit Helminthen veranderte die TARC-Sekretion bei
UCBC (p<0,0001).

Eine Infekion der Mutter mit Protozoen interagierte signifikant mit der Sekretion von
IL-8, ENA-78 und TARC bei deren Kindern.

Bei den Muttern selbst war die zellulare Sekretion von ENA-78-, MIP-1a-, MIP-1(3
und MDC bei Infektion mit Protozoen signifikant beeinflusst.

Sowohl bei den Muttern als auch ihren Kindern veranderten Antigene von Parasiten
die Sekretion von von IL-8, MIP-1a und MIP-1 (fur alle p<0,005).

Die Sekretion von MDC und TARC wurde durch die Stimulation mit Antigenen nur bei
den Muttern signifikant beeinflusst (MDC p=0,02; TARC p<0,0001).
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Chemokin | EinflussgréRe | Miitter | Neugeborene
IL-8
1. IgE-Status *p=0,0227 p = 0,1506
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p=0,4318 p = 0,4687
4. Protozoen-Status p = 0,2689 *p=0,0112
5. Antigen **p <0,0001 **p =0,0040
MCP-1
1. IgE-Status p =0,0831 *p=0,0227
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p = 0,3521 p =0,3611
4. Protozoen-Status p = 0,0694 p = 0,0570
5. Antigen p = 0,4087 p=0,6154
ENA-78
1. IgE-Status p = 0,0908 ** p =0,0067
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p = 0,3082 p = 0,6529
4. Protozoen-Status **p=0,0010 *p=0,0243
5. Antigen ** p <0,0001 p = 0,3065
MIP-1a
1. IgE-Status ** p <0,0001 ** p <0,0001
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p =0,7852 p = 0,3659
4. Protozoen-Status *p=0,0382 p = 0,7606
5. Antigen **p <0,0001 **p <0,0001
MIP-18
1. IgE-Status **p =0,0008 **p =0,0040
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p = 0,3595 p=0,4168
4. Protozoen-Status *p=0,0131 p =0,8751
5. Antigen **p <0,0001 **p <0,0001
MDC
1. IgE-Status p =0,2717 **p=0,0018
2. Stimulationsdauer - **p <0,0001
3. Helminthen-Status p=0,7767 p = 0,3004
4. Protozoen-Status *p =0,0305 p = 0,0697
5. Antigen *p=0,0189 p =0,7648
TARC
1. IgE-Status *p =0,0460 *p=0,0274
2. Stimulationsdauer - *p=0,0156
3. Helminthen-Status p = 0,5598 **p <0,0001
4. Protozoen-Status p =0,2934 **p =0,0007
5. Antigen **p <0,0001 p = 0,9954

Tab. 5: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Chemokinsekretion bei UCBC (n = 33)
und PBMC (n= 23). Als EinflussgrofRen wurden untersucht: 1. der maternale Status der
allergenspezifischen Sensibilisierung gegen D. farinae und D. pteronyssinus; 2. die Dauer der
Stimulation; 3. der Infektionsstatus der Mutter mit Helminthen; 4. der Infektionsstatus der Mutter mit
Protozoen und 5. die Stimulation mit unterschiedlichen Antigenen bzw. Allergenen: E. histolytica,
P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni, A. lumbricoides, D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und

A. fumigatus. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fir p < 0,01 als ** angegeben.
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3.9 Zytokinsekretion

Die allergen- und parasitenantigenspezifische Zytokinsekretion bei UCBC von
Neugeborenen und PBMC von Muttern wurde untersucht. Die Neugeborenen und
deren Mutter wurden entsprechend dem mutterlichen Infektions- bzw. Allergiestatus
in die jeweils positiven und negativen Gruppen eingeteilt. Daraufhin wurden die
Zytokinprofile zwischen den Gruppen verglichen. Gezeigt werden jeweils die
Vergleiche mit deutlichem Unterschied in der Zytokinsekretion. Bei allen anderen

Ansatzen war entweder kein Unterschied zu finden oder die Stichprobe zu klein.

3.9.1 Interferon y (IFN-y)

a) IFN-y-Sekretion der UCBC und PBMC bei allergisch sensibilisierten Mittern
Nach Stimulation der UCBC mit C. albicans und O. volvulus fur eine Dauer von 48
Stunden wurde in den Zellkulturiberstdnden von Neugeborenen allergisch
sensibilisierter Mdutter eine signifikant hohere IFN-y-Sekretion als bei den
Neugeborenen nicht allergisch sensibilisierter Mitter gemessen (Abb. 26A, B).

Fir die Stimulation der UCBC mit S. mansoni-Antigen wurde eine signifikant hohere
IFN-y-Konzentration in den Versuchsansatzen von Neugeborenen allergisch
sensibilisierter Muatter festgestellt (Abb. 26C). In Abb. 26D ist die neonatale IFN-y-
Sekretion nach in vitro Aktivierung mit Allergen von D. pteronyssinus und Antigen von
E. histolytica aufgefuhrt. Es wurde eine signifikant hohere Sekretion bei
Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter gemessen (Abb. 26D).

Die Analyse der IFN-y-Sekretion nach Zusammenfassung der Allergen- und
Antigenstimulationen ergab eine signifikant erhdohte Sekretion bei UCBC von
Neugeborenen allergisch sensibilisierter im Vergleich zu nicht sensibilisierter Mutter
(s. Anhang 31H). Die Untersuchung der IFN-y-Sekretion bei PBMC allergisch

sensibilisierter und nicht sensibilisierter Mutter ergab keine signifikanten Differenzen.

b) IFN-y-Sekretion der UCBC und PBMC bei Helminthen-infizierten Mittern
Die IFN-y-Sekretion bei PBMC von Muittern und UCBC von deren Neugeborenen
zeigte bei Helminthen-infzierten und nicht infizierten Mduttern keine deutlichen

Unterschiede.

c) IFN-y-Sekretion der UCBC und PBMC bei Protozoen-infizierten Mittern
Die Sekretion von IFN-y nach in vitro Stimulation mit C. albicans-Allergen war bei

Neugeborenen, deren Mutter zum Zeitpunkt der Schwangerschaft und Geburt mit
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Protozoen infiziert waren, im Gegensatz zu den Neugeborenen Protozoen-negativer
Mutter signifikant hoher (Abb. 26E).

Die PBMC von Protozoen-infizierten und nicht infizierten Muttern zeigten nach in vitro
Aktivierung mit Allergenen und Antigen keine deutlichen Unterschiede in der IFN-y-
Sekretion.
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Abb. 26: Neonatale (UCBC) IFN-y-Sekretion (log(pg/ml)) bei Neugeborenen von (A-D) Muttern mit
positiver (IgE-pos) und negativer (IgE-neg) allergenspezifischer IgE-Reaktivitdt und (E) Protozoen-
infizierten (Prot.pos) und nicht infizierten (Prot.neg) Muttern nach in vitro Stimulation mit C. albicans
(A, E), O. volvulus (B), S. mansoni (C). In Abb. D wurden die UCBC mit E. histolytica (Eh) und
D. pteronyssinus (Dp) stimuliert. In Abb. A, B und E wird die Stimulation fir eine Dauer von 48
Stunden, in Abb. C und D fiir 72 Stunden gezeigt. Signifikante Unterschiede sind fiir p < 0,05 als *

angegeben.
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3.9.2 Interleukin 10 (IL-10)

a) IL-10-Sekretion der UCBC und PBMC allergisch sensibilisierter Mutter

Fir IL-10 wurde bei allen Stimulationszeiten und fur alle durchgefuhrten
Antigenstimulationen eine tendenziell hohere Sekretion bei UCBC von
Neugeborenen allergisch sensibilisierter im Gegensatz zu den UCBC von
Neugeborenen allergisch nicht sensibilisierter Mutter beobachtet. Aufgrund der
Stichprobengrolie konnte dies jedoch nicht statistisch ausgewertet werden.

Die PBMC von allergisch sensibilisierten und nicht sensibilisierten Muttern zeigten
nach in vitro Stimulation mit Allergenen und Antigenen keine Unterschiede in der
IL-10-Sekretion.

b) IL-10-Sekretion der UCBC und PBMC bei Helminthen-infizierten Muttern

Die Sekretion von IL-10 nach Stimulation der UCBC mit Allergen von C. albicans war
bei Neugeborenen von Helminthen-infizierten Mduttern signifikant héher als bei
Neugeborenen nicht infizierter Mutter (Abb. 27A). Nach Stimulation mit E. histolytica-
Antigen sezernierten die UCBC Helminthen-negativer Mutter signifikant mehr IL-10
(Abb. 27B). Die PBMC von Helminthen-infizierten und nicht infizierten Muttern

zeigten keine signifikanten Unterschiede der IL-10-Sekretion.

c) IL-10-Sekretion der UCBC und PBMC bei Protozoen-infizierten Miittern

Die Sekretion von IL-10 nach gleichzeitiger Stimulation der UCBC mit Allergen von
D. pteronyssinus und Allergen von E. histolytica fir eine Dauer von 48 Stunden war
bei den Neugeborenen Protozoen-infizierter Mutter signifikant héher (Abb. 27C).

Die PBMC von Protozoen-infizierten und nicht infizierten Mduttern zeigten keine

signifikanten Unterschiede der IL-10-Sekretion.
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Abb. 27: IL-10-Sekretion (log(pg/ml)) bei Neugeborenen (UCBC) von (A, B) Helminthen-infizierten
(Helm.pos) und Helminthen-negativen (Helm.neg) und (C) Protozoen-infizierten und nicht infizierten
Mdattern nach in vitro Stimulation mit (A) C. albicans, (B) E. histolytica und (C) D. pteronyssinus (Dp)
und E. histolytica (Eh). In Abbildung A wurden die Stimulationszeiten 48, 72 und 96 Stunden
zusammengefasst. Die Abbildungen B und C zeigen die Werte der IL-10-Sekretion bei UCBC nach
48 Stunden Stimulationsdauer. Signifikante Unterschiede sind fur p < 0,05 als * und fir p < 0,01 als **

angegeben.
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3.10 Vergleich der Zytokinsekretion bei Neugeborenen und deren Miittern
Die Zytokinsekretion der miutterlichen PBMC und der UCBC von Neugeborenen
wurde fur jedes Zytokin miteinander verglichen.

IFN-y: Die PBMC sezernierten sowohl nach Stimulation mit den Allergen von
D. pteronyssinus und D. farinae als auch mit Antigen von E. histolytica, P. falciparum,

O. volvulus, A. lumbricoides und S. mansoni und im unstimulierten Zellkulturansatz

deutlich mehr IFN-y als die UCBC der Neugeborenen (Abb. 28A-H).
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Abb. 28: IFN-y-Sekretion (log(pg/ml)) bei Mittern (PBMC) und Neugeborenen (UCBC) nach in vitro
Stimulation fur eine Dauer von 48 Stunden. Es wurde mit Allergen von (A) D. farinae (Df), (B)
D. pteronyssinus (Dp) und Antigen von (C) E. histolytica (Eh), (D) P. falciparum (Pf), (E) O. volvulus
(Ov), (F) A.lumbricoides (Al) und (G) S. mansoni (Sm) stimuliert. In (F) ist die IFN-y-Sekretion im
unstimulierten Zellkulturansatz gezeigt. Signifikante Ergebnisse sind fur p < 0,01 als ** angegeben.
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IL-10: Die PBMC der Matter produzierten im Vergleich zu den UCBC der

Neugeborenen nach Stimulation mit Antigen von E. histolytica, P. falciparum,

O. volvulus, A. lumbricoides und S. mansoni, sowie Allergen von D. pteronyssinus,

C. albicans und im unstimulierten Kulturansatz signifikant mehr IL-10 (Abb. 29A-H).
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Abb. 29: IL-10-Sekretion (log(pg/ml)) bei Mittern (PBMC) und Neugeborenen (UCBC) nach in vitro

Stimulation fir eine Dauer von 48 Stunden. Es wurde mit Allergen von (A) D. farinae (Df), (B)

D. pteronyssinus (Dp) und Antigen von (C) E. histolytica (Eh), (D) P. falciparum (Pf), (E) O. volvulus
(Ov), (F) A. lumbricoides (Al) und (G) S. mansoni (Sm) stimuliert. In (F) ist die IL-10-Sekretion im

unstimulierten Zellkulturansatz gezeigt. Signifikante Ergebnisse sind fir p < 0,05 als * und fir p < 0,01

als ** angegeben.
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3.11 Kinetik der neonatalen Zytokinproduktion
Die Stimulationsansatze mit D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und
A. fumigatus wurden in Abb. 30A und B und die Ansatze mit O. volvulus,
A. lumbricoides, E. histolytica, P. falciparum und S. mansoni in Abb. 30C und D
zusammengefasst. Die IFN-y-Sekretion der UCBC begann sowohl bei Stimulation mit
Allergenen als auch mit Antigenen erst nach 48 Stunden und blieb bei beiden
beinahe konstant (Abb. 30A, C). Bei IL-10 unterschied sich die Kinetik der Allergen-
von den Antigenstimulationen vor allem in den ersten 24 und 48 Stunden. Die IL-10-

Produktion nach Allergenstimulation war nach 24 Stunden am hochsten (Abb. 30B).
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Abb. 30: Kinetik der IFN-y- und IL-10-Sekretion (log(pg/ml)) nach Stimulation von neonatalen UCBC
mit D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und A. fumigatus (A,B) und A. lumbricoides, E. histolytica,

O.volvulus, P. falciparum und S. mansoni (C,D) fir 24, 48, 72 und 96 Stunden.
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4. Diskussion

Eine allergische Sensibilisierung oder parasitare Infektion der Mutter wahrend der
Schwangerschaft kann durch eine diaplazentare Ubertragung von Allergenen oder
Antigenen die Reifung des fetalen Immunsystems beeinflussen. Findet bereits
in utero ein Kontakt mit Parasiten oder deren Antigenen statt, so kann bei einer
postnatalen Infektion der Krankheitsverlauf und die Pathologie verandert sein (Pit et
al., 2000, Soboslay et al., 1999, Elson et al., 1996, Steel et al., 1994). Die
Immunantwort der Neugeborenen auf ubiquitar vorkommende Allergene kann nach
einem pranatalen Kontakt mit Allergenen bis ins Erwachsenenalter moduliert sein. In
Entwicklungslandern ist die Pravalenz parasitarer Infektionen sehr hoch, Allergien
kommen jedoch vor allem in landlichen Regionen selten vor. Die ,Hygiene
Hypothese® (Strachan, 1989) versucht einen kausalen Zusammenhang zwischen
diesen beiden epidemiologischen Beobachtungen herzustellen. Jedoch ist die
immunologische Grundlage dieser Hypothese noch weitgehend ungeklart. Es gibt
erheblichen Bedarf, die immunmodulatorischen Einfliisse von parasitaren Infektionen
und einer allergischen Sensibilisierung der Mutter wahrend der Schwangerschaft auf

das Immunsystem der Neugeborenen zu untersuchen und zu verstehen.

4.1 Parasitologische Untersuchungen

Insgesamt wurden die Stuhl- und Urinproben von 65 Muttern untersucht. Alle Matter
lebten in urbanen, afrikanischen hygienischen Verhaltnissen in Sokodé.

Bei 56% der Mutter wurde in den parasitologischen Untersuchungen der Stuhl- und
Urinproben eine Infektion mit Parasiten nachgewiesen. Damit liegen die Ergebnisse
dieser Studie an der unteren Grenze, der in vorangegangenen Untersuchungen
belegten, hohen Infektionsbelastung der Bevolkerung Westafrikas (Keiser et al.,
2002, Reinthaler et al., 1988). Allerdings berucksichtigt die Mehrzahl der Studien die
unterschiedliche Infektionsbelastung in landlichen und urbanen Gebieten nicht. So
konnten die rein urbane Herkunft und der gehobenere Lebensstandard der Mdtter,
die sich eine Geburt in der Klinik leisten konnen, Grunde fur die geringere
Infektionslast sein. Auflerdem ist nicht auszuschliefen, dass die tatsachliche
Infektionslast der Personen nicht erfasst werden konnte, da jeweils nur eine Stuhl-

und Urinprobe untersucht wurde. Eine intermittierende Ausscheidung von Eiern in
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Stuhl und Urin sowie ein geringer oder abklingender Parasitenbefall wurden deshalb
moglicherweise Ubersehen. Bei Stuhluntersuchungen lassen sich verlassliche
Aussagen erst nach mehrmaligen Untersuchungen treffen (Pit et al., 1999). Von den
infizierten Muttern waren 10% mit zwei und 3% mit drei Parasitenspezies infiziert.
Mehrfachinfektionen wurden in Afrika bereits des Ofteren belegt (Keiser et al., 2002,
Reinthaler et al., 1988).

Fast die Halfte (43%) der Mutter war mit dem Erreger der Amdbenruhr, E. histolytica,
infiziert. Pravalenzen in dieser Hohe werden in der Bevolkerung Westafrikas haufig
beobachtet (Bray & Harris, 1977). Jedoch ist zu beachten, dass das pathogene
E. histolytica von dem apathogenen E. dispar mikroskopisch nicht zu unterscheiden
ist (Sargeaunt, 1992) und deshalb in der vorliegenden Studie zwischen E. dispar-
und E. histolytica-Infektionen nicht unterschieden werden konnte.

Eine Infektionsrate mit G. lamblia von 6,1%, wie bei den Muittern dieser Studie
befunden, wurde ebenfalls bereits in vorangegangenen Untersuchungen beschrieben
(Soboslay et al., 1999, Reinthaler et al., 1988, Pampiglione et al., 1987).

Die Infektionsbelastung der Mutter mit S. mansoni lag in der vorliegenden Studie bei
1,5%. Dies stimmt zwar mit den Ergebnissen von Soboslay et al. (1999) und Palmer
& Bundy (1995) Uberein, andere Untersuchungen beschreiben jedoch eine Pravalenz
von 24% in urbanen afrikanischen Gebieten (Njiokou et al., 2004).

Auch die Haufigkeit der Infestationen mit Hakenwirmern, A. duodenale/
N. americanus (3%), war in vorangegangenen Untersuchungen mit 8, 19, 25 und
42% deutlich hoher (Soboslay et al., 1999, Palmer & Bundy, 1995, De Clercq et al.,
1995, Reinthaler et al., 1988). Hierbei kdnnten die starken Schwankungen und
Differenzen zwischen den Ergebnissen auch durch regionale Unterschiede der

Parasitenpravalenz verursacht sein.

4.2 Serologische Untersuchungen

Das Serum der Mutter und Neugeborenen wurde auf spezifische Antikorper gegen
Antigene von E. histolytica, P. falciparum, S. mansoni, A. lumbricoides und
O. volvulus hin untersucht. Dabei wurden jeweils die in vorhergehenden Studien fur
geeignet befundenen Antikdrpersubklassen verwendet (Kirch et al., 2003). Des
Weiteren wurde die spezifische IgE-Reaktivitat der Mutter gegen Allergene von
A. fumigatus, D. farinae, D. pteronyssinus und C. albicans analysiert.
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Insgesamt waren im Serum der Neugeborenen im Vergleich zu den Mduttern nicht
weniger Antikorper gegen Parasiten zu finden. Dies konnte auf einen diaplazentaren
Antigentransfer und damit auf eine pranatale immunologische Sensibilisierung der
Nachkommen zurlckgefuhrt werden (Pit el al., 2000, Soboslay et al., 1999).

E. histolytica-spezifisches IgA wurde bei 29% der Mutter nachgewiesen. Die
Ergebnisse der parasitologischen Untersuchungen hatten eine Infektionslast von
43% ergeben. Eine Erklarung fur diese Diskrepanz konnte sein, dass E. histolytica
und E. dispar mikroskopisch nicht voneinander zu unterscheiden sind (Sargeaunt,
1992) und deshalb in den parasitologische Untersuchungen dieser Studie nicht
zwischen einer Infektion mit E. histolytica und E. dispar unterschieden werden
konnte. Beim spezifischen Antikorpertest wurden jedoch nur E. histolytica-Infektionen
detektiert. Des Weiteren muss bei der Bewertung der serologischen Ergebnisse
berlcksichtigt werden, dass die Sensitivitat fur den E. histolytica-spezifischen
Antikérpernachweis nur 41,1% und die Spezifitdt 50% betrug. Damit wurde
wahrscheinlich weniger als die Halfte der Mutter, die tatsachlich E. histolytica-
spezifische Antikorper hatten, fur serologisch positiv befunden.

Bei 23,4% der Neugeborenen wurde E. histolytica-spezifisches 1gGs; gefunden. Da
die Immunglobulin-Subklasse 1gG plazentagangig ist, kdbnnten diese 23,4% sowohl
auf eine Antikorperbildung des Feten als auch auf einen IgGs-Transfer von der
immunologisch sensibilisierten Mutter auf den Fetus zurlckzufihren sein. Im Plasma
der Neugeborenen konnte kein E. histolytica-spezifisches IgA nachgewiesen werden,
was darauf zurickzufuhren ist, dass die IgA-Produktion bei Neugeborenen erst nach
2 bis 3 Wochen beginnt (Hayward, 1983) und IgA nicht plazentagangig ist.

Das P. falciparum-spezifische 1gGs im Nabelschnurblut belegt ebenfalls einen
Antikorpertransfer von der Mutter auf den Fetus (Deloron et al., 1997). Die
AntikOrperreaktivitat gegen P. falciparum war bei Neugeborenen (55,3%) im
Vergleich zu den Muttern (60,8%) geringer. Das kdnnte damit zusammenhangen,
dass die Bildung von P. falciparum-spezifischem IgG4 erst nach wiederholten und
chronischen Infektionen gefordert wird und damit nach maximal neunmonatigem
diaplazentaren Ag-Kontakt der Feten — trotz diaplazentaren IgG-Transfer - nicht so
hoch sein kann wie bei Erwachsenen.

Die trotz der geringen Spezifitat und Sensitivitat der serologischen Untersuchungen
hohe Anzahl an P. falciparum-Infektionen bei Mittern dieser Studie, deutet auf eine

allgemein hohe Pravalenz der Malaria in Togo hin. Frihere Untersuchungen nennen
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fur den Erreger der Malaria tropica eine Pravalenz von 84% in Westafrika
(Nzeyimana et al., 2002).

15,7% der Mutter hatten spezifische Antikorper der Subklasse IgA gegen
S. mansoni-Antigen im peripheren Blut. Dass adulte Schistosoma spp. jahrelang in
ihrem Wirt persistieren kdnnen und eine frihere Infektion der Mutter in Togo, wo die
Bilharziose haufig vorkommt, wahrscheinlich ist, kdnnte die Diskrepanz zu den
Ergebnissen der parasitologischen Untersuchungen, die nur bei 1,5% der Mutter eine
akute Infektion anzeigten, erklaren. Dabei ist auch wieder zu beachten, dass jeweils
nur eine Stuhl- und Urinprobe untersucht wurde, was fur eine exakte parasitologische
Bestimmung des momentanen Infektionsstatus nicht ausreichend ist (Pit et al., 1999).
Die weithin angenommene Pravalenz der Schistosomiasis in West-Afrika liegt mit
30% (De Clercq et al., 1995) Uber den in dieser Studie gemessenen Werten. Jedoch
lag die Sensitivitat des Antigen-ELISA fur das S. mansoni-spezifische IgA bei
75,41%, so dass davon ausgegangen werden kann, dass nur ca. dreiviertel aller
Infektionen erfasst wurden.

Bei dem Nachweis von spezifischem IgGs gegen O. volvulus-Antigen war die
Ubereinstimmung der Antikdrperreaktivitat von Mttern (23,5%) und Neugeborenen
(25,5%) im Vergleich zu den anderen Parasiten hoch. Dies lasst auf eine
Immunsensibilisierung durch einen bereits in utero stattfindenden Kontakt der
Neugeborenen mit O. volvulus-Antigen sowie einen zusatzlichen, diaplazentaren
O. volvulus-spezifischen 1gG-Transfer schliefen (Soboslay et al., 1999). Da das
Untersuchungsgebiet innerhalb des ,Onchocerciasis Control Programme*“ der WHO
liegt, das durch Bekdmpfung der Ubertragermiicken eine weitgehende Einddmmung
des Parasiten O. volvulus erreicht hat (Hougard et al., 2001), konnte ein groRer Teil
der Antikorperreaktivitdaten auf O. volvulus-Antigen jedoch auch mit einer

Kreuzreaktivitat mit anderen Filarien zu begrinden sein (Nogami et al., 1986).
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4.3 Chemokinsekretion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Chemokinsekretion von peripheren
mononuklearen Blutzellen bei Mduattern und Nabelschnurblutzellen bei den
zugehorigen Neugeborenen untersucht. Die Probanden wurden entsprechend dem
mutterlichen Infektions- bzw. Allergiestatus in die jeweiligen positiven und negativen
Gruppen unterteilt. Die positiven und negativen Gruppen wurden auf Unterschiede in
der Sekretion von ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, MDC und TARC hin
untersucht. Es wurden insgesamt sieben Chemokine mit jeweils neun
unterschiedlichen Allergen- bzw. Antigenstimulationen unter drei verschiedenen
Gesichtspunkten untersucht. Einzelne signifikante Unterschiede sollten daher
aufgrund der hohen Anzahl an durchgefuhrten Tests, welche die Wahrscheinlichkeit
von zufallig signifikanten Unterschieden fordert, kritisch bewertet werden (Bland &
Altman, 1995). Aufgrund der StichprobengroRe wurde die Bonferoni-Methode der
Angleichung des Signifikanzniveaus an die Anzahl durchgeflhrter Tests, welche die

Anzahl der falsch signifikanten Unterschiede senken kdnnte, nicht durchgefihrt.

4.3.1 Epithelial Neutrophil-activating Protein 78 (ENA-78)

ENA-78 gehort zur Klasse der proinflammatorischen CXC-Chemokine und wird von
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten gebildet (Persson et al., 2003, Lukacs et
al., 1998). ENA-78 aktiviert iUber den CXCR2-Rezeptor neutrophile Granulozyten
(Persson et al., 2003), ist ein potenter Chemoattraktor fur diese Zellen und wurde
bisher vor allem bei entziindlichen Erkrankungen des Magen-Darmtraktes wie z.B.
Morbus Crohn, ulzerativer Kolitis und akuter Appendizitis und bei rheumatoider
Arhtritis beobachtet (Walz et al., 1997). Auch bei Erkrankungen der Atemwege wie
z.B. COPD und viraler Rhinitis wurde eine vermehrte Sekretion von ENA-78 und die
Expression der Rezeptoren CXCR1 und CXCR2, an die ENA-78 bindet, beschrieben
(Ghildyal et al., 2005, Donninger et al., 2003, Qiu et al., 2003).

Uber die Sekretion und Funktion von ENA-78 bei allergischen Entziindungen ist
bisher wenig bekannt. Die Sekretion von ENA-78 war in der vorliegenden Studie
sowohl spontan als auch nach Stimulation mit Antigenen und bei Untersuchung der
Gesamtsekretion bei UCBC von Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter
erhoht. Wenn man davon ausgeht, dass durch eine allergische Sensibilisierung der
Mutter die Neugeborenen immunologisch sensibilisiert werden, sprechen diese

Beobachtungen dafiur, dass ENA-78 grundsatzlich und unabhangig der Art des
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stimulierenden Pathogens bei Aktivierung der Immunzellen als Mediator in
Entzindungen mit allergischer Pathogenese eine Rolle spielt.

Auch bei einer Infektion der Mutter, sowohl mit Helminthen als auch mit Protozoen,
wurde bei den Neugeborenen in allen Versuchansatzen eine hohere Sekretion von
ENA-78 beobachtet, was die Annahme unterstitzt, dass ENA-78 als unspezifischer
Mediator in jeder Form der Entzindung eine Rolle spielt.

Bei den Muttern lield sich jedoch kein Einfluss einer Infektion mit Protozoen auf die
ENA-78-Sekretion der PBMC beobachten oder zumindest sezernierten die PBMC
der Protozoen-negativen Mutter ebensoviel ENA-78 wie die der infizierten. In Togo ist
davon auszugehen, dass wahrscheinlich jeder Erwachsene bereits mit protozoischen
Parasiten Kontakt hatte. Die Mutter, die in dieser Studie als infektionsfrei befunden
wurden, waren aller Wahrscheinlichkeit nach vormals mit Protozoen infiziert und
zeigten daher nicht die Immunreaktivitdt und ENA-78-Sekretion von immunologisch
naiven Personen. Da bisher nur wenige Kenntnisse zur Rolle von ENA-78 bei
parasitaren Infektionen vorliegen, bedarf es weiterer Untersuchungen fir eine
Erklarung und Interpretation der hier aufgezeigten Ergebnisse. Auch die Sekretion
und Bedeutung von ENA-78 bei Neugeborenen ist bisher nur unzureichend

untersucht worden und bedarf weiterer Aufklarung.

4.3.2 Interleukin 8 (IL-8)

IL-8 wurde als erstes der chemotaktischen Zytokine entdeckt und ist wie die anderen
proinflammatorischen CXC-Chemokine fur die chemotaktische Migration und
Aktivierung von neutrophilen und basophilen Granulozyten, Monocyten,
Lymphozyten und anderen Zelltypen wahrend einer Entzindung verantwortlich
(Feghali et al., 1997, Taub et al., 1996, Krieger et al., 1992, Miller & Krangel, 1992).
Aufgrund seiner groRen Bedeutung bei der Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten wurde IL-8 zuerst auch als ,neutrophil chemotactic factor® (NCF)
bezeichnet (Baggiolini & Clark-Lewis, 1992). IL-8 wird von verschiedenen Zelltypen
sezerniert, wozu Macrophagen, Monozyten, Firbroblasten, Endothelzellen und
neutrophile und eosinophile Granulozyten zahlen und bindet wie auch ENA-78 an die
Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 (Persson et al., 2003).

War bei den Muttern zum Zeitpunkt der Geburt eine allergische Sensibilisierung
nachzuweisen, so wurde bei den Neugeborenen nach Stimulation mit Allergenen und

nach Zusammenfassung aller Stimulationsansatze eine deutlich hohere Sekretion
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von IL-8 gemessen. Auch bei den allergisch sensibilisierten Mittern selbst war eine
insgesamt erhdhte IL-8-Sekretion festzustellen. Diese Beobachtungen stimmen mit
den Untersuchungen mehrer Autoren Uberein, die eine Beteiligung von IL-8 in der
Pathologie allergischer Erkrankungen wie z. B. Asthma beschrieben haben (De
Sanctis et al., 1999, Folkard et al., 1997, Shute et al., 1997, Chanez et al., 1996).
Falcdo et al. (2002) haben die IL-8-Sekretion bei Patienten mit Schistosomiasis
untersucht und keinen Einfluss der Infektion auf die Sekretion feststellen kdnnen.
Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten daraufhin, dass eine
Helmintheninfektion keinen Einfluss auf die IL-8-Sekretion der Mutter hat.

Abrams et al. (2003) haben eine erhdhte Sekretion von IL-8 bei P. falciparum-
Infektionen beschrieben. Fir die hier untersuchten Mautter war hingegen kein
Unterschied der IL-8-Sekretion in Bezug auf ihren Infektionsstatus mit Protozoen
festzustellen. Allerdings ist davon auszugehen, dass der grofdte Teil der Matter dieser
Studie bereits vorab mit P. falciparum in Kontakt gekommen waren und deshalb die
in dieser Studie als negativ eingestuften Mutter bereits immunologisch sensibilisiert
waren. Bei den Neugeborenen von Protozoen-infizierten Muttern wurde eine
insgesamt erniedrigte IL-8-Sekretion festgestellt. Dass in dieser Studie auler
P. falciparum auch Infektionen mit E. histolytica, G. lamblia und T. intestinalis in der
Gruppe der Protozoen-positiven Mutter berlcksichtigt wurden, kénnte ebenfalls ein
Grund fur den Unterschied zu den Ergebnissen von Abrams et al. bei einer

Malariainfektion wahrend der Schwangerschaft sein.

4.3.3 Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)

MCP-1 wird von Monozyten, Macrophagen, Fibroblasten und Gefallendothelzellen
sezerniert und wirkt chemotaktisch auf Monozyten, Lymphozyten und NK-Zellen
(Rollins, 1997, Rot et al., 1992). Des Weiteren aktiviert MCP-1 basophile
Granulozyten und induziert die Ausschuttung von Histamin (Rot et al., 1992, Bischoff
et al.,, 1992). MCP-1 gehort zur Klasse der CC-Chemokine und spielt durch
Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten eine wichtige Rolle im akuten
Stadium einer Entziindung (Ferreira et al., 2005). MCP-1 wurde in vorangegangenen
Studien in allergischen Entzindungen vermehrt nachgewiesen (Kaburagi et al.,
2001, Lukacs et al., 1997, Alam et al., 1996, Baggiolini & Dahinden, 1994, Sousa et
al., 1994) und mit der Th2-Immunreaktivitat in Verbindung gebracht (Gu et al., 2000,

Chensue et al., 1999). Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen eine Rolle von MCP-1 in
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allergischen Prozessen bestatigen. Bei Neugeborenen wurde MCP-1 sowohl nach
Stimulation mit C. albicans als auch in der Zusammenfassung aller Stimulationen
(s. Anhang 31C) bei einer allergischen Sensibilisierung der Mutter erhoht sezerniert.
Uber die Sekretion und Funktion von MCP-1 bei parasitaren Infektionen ist bisher nur
wenig bekannt. Waren die Mutter dieser Studie zum Zeitpunkt der Geburt mit
Helminthen infiziert, so wurde bei den Neugeborenen insgesamt signifikant weniger
MCP-1 gemessen. Bei der MCP-1-Sekretion der PBMC der Mutter war nur fur die
Stimulation mit O. volvulus ein Unterschied in Bezug auf den Infektionsstatus mit
Helminthen zu beobachten. Die grof3e Anzahl an durchgeflhrten statistischen Tests
und die Beobachtung, dass die Gesamtsekretion von MCP-1 bei Muttern nicht durch
eine Helmintheninfektion verandert wurde, legt die Vermutung nahe, dass es sich bei
der Sekretion nach Stimulation mit O. vovulus-Antigen um eine fragliche Signifikanz
handelt. Auch Falcao et al. (2002) berichten davon - in ihrer Studie mit S. mansoni-
Patienten wurde keine Veranderung in der Sekretion von MCP-1 in Abhangigkeit vom
Infektionsstatus gefunden.

Bei Infektion der Mutter mit Protozoen zeigten die Ergebnisse dieser Studie eine
deutlich erniedrigte neonatale (UCBC) Sekretion von MCP-1 im Vergleich zu den
Neugeborenen von nicht infizierten Muittern. Auch bei den Mduttern wurde nach
Stimulation mit D. pteronyssinus und O. volvulus und nach Zusammenfassung aller
Stimulationsansatze eine signifikant erniedrigte MCP-1-Sekretion der PBMC bei
vorliegender Infektion mit Protozoen festgestellt. Abrams et al. (2003) beschreiben
jedoch eine Zunahme der plazentaren MCP-1-Sekretion bei Infektion der Matter mit
P. falciparum. Wie bei IL-8 kénnte auch hier der Unterschied zu den Ergebnissen von
Abrams et al. darin begrindet sein, dass in dieser Studie aul3er P. falciparum auch
Infektionen mit E. histolytica, G.lamblia und T. intestinalis in der Gruppe der
Protozoen-positiven Mutter berlcksichtigt wurden und sich die P. falciparum-
spezifische MCP-1-Sekretion mit den durch die anderen Protozoen verursachten

Werten Uberlagert.

4.3.4 Macrophage Inflammatory Protein 1a (MIP-1a)

MIP-1a ist ein wichtiges Chemokin der Th1-Immunantwort (Schrum et al., 1996). Es
ist an der Regulation von Entzindungsvorgangen beteiligt und wird vorwiegend von
Monozyten, Mastzellen und Lymphozyten gebildet (Matsukawa et al., 2000). MIP-1a

aktiviert neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten und Monozyten
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(Abrams et al.,, 2003, Zhang et al., 1999) und induziert die Synthese weiterer
proinflammatorischer Chemokine und Zytokine wie z.B. IFN-y und IL-12 (Luther &
Cyster, 2001, Rollins, 1997, Taub et al., 1996). Bisher bekannte MIP-1a-Rezeptoren
sind CCR1, CCR4 und CCR5, wobei CCR1 und CCR5 mit der Th1-Immunantwort
assoziiert werden (Oliveira & Lukacs, 2003, Martin-Garcia et al., 2002, Rossi &
Zlotnik, 2000, Chensue et al., 1999).

Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine Rolle von MIP-1a bei einer allergischen
Sensibilisierung hin. Dies wirde mit den Aussagen mehrerer Autoren zur Bedeutung
von MIP-1a in entzundlichen Vorgangen allergischer Erkrankungen und Asthma
Ubereinstimmen (Miyazaki et al., 2005, Kaburagi et al., 2001, Alam et al., 1996,
Lukacs et al., 1996, Baggiolini & Dahinden, 1994). Es wurde beschrieben, dass es
sich bei allergischen Prozessen um ein komplexes System der Interaktionen
unterschiedlicher Chemokine wie z. B. MIP-1a, MIP-1$ und IL-8 handelt (Tryzmel et
al., 2003, Lukacs et al., 1997). Sowohl die PBMC der Mutter als auch die UCBC der
Neugeborenen zeigten im Falle einer allergischen Sensibilisierung der Mutter in allen
Stimulationsansatzen eine signifikant erhohte MIP-1a-Sekretion. In letzter Zeit
mehren sich die Hinweise darauf, dass nicht nur Th2-spezifische, sondern auch Th1-
spezifische Immunreaktivitaten bei der Entwicklung einer allergischen Symptomatik
eine Rolle spielen (Shimada et al., 2004). Die erhdhte Sekretion des Th1-typischen
Chemokins MIP-1a bei allergisch sensibilisierten Muttern in der vorliegenden Studie
ware ein weiterer Beleg fur diese Annahme.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten eine deutlich erhdhte Spontan- und
Gesamtsekretion von MIP-1a bei UCBC von Neugeborenen, deren Mdutter zum
Zeitpunkt der Geburt mit Helminthen infiziert waren. Eine bedeutende Rolle von
MIP-1a bei Helmintheninfektionen wurde bereits beschrieben (Hall et al., 2001,
Burgmann et al., 1995). Falcao et al. (2002) haben z.B. eine signifikante Erhdhung
der MIP-1a-Sekretion bei Personen mit chronischer Schistosomiasis beschrieben.
Die MIP-1a-Sekretion der PBMC der Miutter zeigte im Gegensatz zu den
Neugeborenen keinen Unterschied zwischen den infizierten und nicht infizierten
Mattern. In Togo ist davon auszugehen, dass praktisch jeder Erwachsene bereits
Kontakt mit Helminthen hatte. Die Mutter, die in dieser Studie als infektionsfrei
befunden wurden, waren aller Wahrscheinlichkeit nach in ihrem Leben schon mit

Helminthen infiziert und zeigten daher nicht die Immunreaktivitat von immunologisch
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naiven Personen. Dies mag eine Erklarung flr die ausbleibende Differenz der
mutterlichen MIP-1a-Sekretion in Bezug auf ihren aktuellen Infektionsstatus sein.

Die MIP-1a-Sekretion war sowohl bei den Mauttern selbst als auch bei den
Neugeborenen im Falle einer Protozoeninfektion der Mutter deutlich erniedrigt. Eine
verminderte Th1-typische Immunreaktivitat bedeutet eine verringerte Abwehr gegen
protozoische Erreger. Protozoische Parasiten supprimieren die Th1-typische,
inflammatorische Immunantwort des Wirts um ihre AbstoRung und Elimination zu
verhindern. Die in dieser Studie beobachtete supprimierte MIP-1a-Sekretion kdnnte

demnach auf die Infektion mit protozoischen Parasiten zurlckzuflhren sein.

4.3.5 Macrophage Inflammatory Protein 18 (MIP-183)

MIP-1B wird vorwiegend von Monozyten, Mastzellen und Lymphozyten gebildet
(Matsukawa et al., 2000) und bindet an die Rezeptoren CCR1, CCR5 und CCR38
(Martin-Garcia et al., 2002, Rossi & Zlotnik, 2000, Bernardini et al., 1998). MIP-13
und die Rezeptoren CCR1 und CCR5 werden mit der Th1-Immunantwort assoziiert
(Chensue et al., 1999, Schrum et al., 1996). MIP-18 wirkt vor allem auf Monozyten
chemotaktisch  (Rollins, 1997) und induziert die Synthese weiterer
proinflammatorischer Chemokine und Zytokine wie z.B. IFN-y (Luther & Cyster, 2001,
Taub et al., 1996).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten daraufhin, dass dem MIP-13 bei
allergischen Prozessen eine Funktion zukommt. Die MIP-1B-Sekretion war bei den
Muttern sowohl nach Stimulation mit Allergen von D. farinae als auch in der
Gesamtsekretion bei Vorliegen einer allergischen Sensibilisierung deutlich erhdht.
Vor allem in Fallen einer schweren atopischen Dermatitis wurde auch von Kaburagi
et al. (2001) eine deutliche Erhdhung von MIP-13 beschrieben. Die in der
vorliegenden Studie beobachtete erhdhte Sekretion des Th1-typischen Chemokins
MIP-1B im Falle einer allergischen Sensibilisierung ist ein weiterer Hinweis darauf,
dass sowohl Th2-spezifische als auch Th1-spezifische Immunantworten bei der
Entwicklung einer allergischen Symptomatik eine Rolle spielen (Shimada et al.,
2004).

Uber die Sekretion und Funktion von MIP-1B bei parasitaren Infektionen ist bisher
wenig bekannt. Neugeborene, deren Mutter mit Helminthen infiziert waren, zeigten
eine signifikant erhohte Spontansekretion und Gesamtsekretion von MIP-183. Auch

die MIP-1B-Sekretion der Mitter nach Stimulation mit O. volvulus-Antigen war im Fall
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einer Helmintheninfektion deutlich erhoht. Diese Beobachtungen deuten auf eine
Rolle des CC-Chemokins MIP-18 in entzindlichen Prozessen bei parasitaren
Infektionen hin, was auch zuvor von Chaisavaneeyakorn et al (2003) beschrieben
wurde.

Die MIP-1B-Sekretion der Mutter, die mit Protozoen infiziert waren, unterschied sich
nicht deutlich von der MIP-1B-Sekretion der nicht infizierten Mutter. Die haufig
vorkommenden protozoischen Parasiten in Togo und die damit geringe
Wahrscheinlichkeit, dass die als Protozoen-negativ befundenen Mutter noch nie eine
Protozoeninfektion hatten, konnten eine Erklarung dafir sein, dass keine

Unterschiede in der Immunreaktivitat gefunden wurden.

4.3.6 Thymus and Activation Regulated Chemokine (TARC)

TARC ist ein Chemokin der Th2-Immunantwort und wird wie MDC von
Endothelzellen, Macrophagen, Keratinozyten und dendritischen Zellen gebildet
(Vulcano et al., 2001). TARC bindet an mehrere Zelltypen mittels der Rezeptoren
CCR4 und CCRS (Bernardini et al., 1998). CCR4 ist ein typischer Rezeptor der Th2-
Lymphozyten, Mastzellen und eosinophilen Granulozyten (Imai et al., 1999). Dem
TARC wurde wiederholt eine, durch Induktion einer selektiven Migration von Th2-
Zellen, wichtige Rolle in allergisch-entzindlichen Erkrankungen zugeschrieben
(Hijnen et al., 2004, Morita et al., 2004, Shimada et al., 2004, Vestergaard et al.,
2004, Panina-Bordignon et al., 2001, Sekiya et al., 2000). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigten jedoch eine deutlich erniedrigte TARC-Sekretion bei
allergisch sensibilisierten Muttern. Auch die Neugeborenen von allergisch
sensibilisierten Muttern sezernierten nach Stimulation mir C. albicans weniger TARC
als die Neugeborenen nicht sensibilisierter Matter. Jahnz-Rozyk et al. (2005) haben
eine positive Korrelation von TARC und allergenspezifischem IgE beschrieben. Dabei
ist jedoch zu beachten, dass bei Jahnz-Rozyk et al. und in anderen Studien die
Patienten in der akuten Phase einer allergischen Erkrankung waren (Morita et al.,
2004, Shimada et al.,, 2004). Im Gegensatz dazu zeigten die Probanden in der
vorliegenden Studie keine akuten Symptome. Mdglicherweise kommt TARC durch
Rekrutierung und Aktivierung von Entzindungszellen vor allem in der akuten Phase
der Entzindung bei Allergien eine Bedeutung zu.

Bei Infektion mit S. mansoni und Paragonismus spec. aktiviert TARC eosinophile

Granulozyten, was zu infektionsbedingten Entziindungen fihren kann (Jakubzick et
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al., 2004, Matsumoto et al., 2002). In der vorliegenden Untersuchung zeigten die
Neugeborenen, deren Mutter zum Zeitpunkt der Geburt mit Helminthen infiziert
waren, eine deutlich erhdhte TARC-Sekretion. Auch scheint eine Infektion der Mutter
mit Protozoen eine Steigerung der TARC-Sekretion bei den Neugeborenen zu
verursachen.

Bei den Muttern konnte keine Veranderung der TARC-Sekretion im Falle einer
Helminthen- oder Protozoeninfektion festgestellt werden. Dies konnte daran liegen,
dass die fur infektionsfrei befundenen Mutter entweder dennoch infiziert waren oder
bereits eine Infektion durchgemacht hatten und damit als immunologisch sensibilisiert
bewertet werden mussten. Moglicherweise verhindert auch der langjahrige und
wiederholte Kontakt mit Parasiten bei den Muttern eine adaquate Aktivierung des
Entzindungsmediators TARC bei kurzzeitiger in vitro Stimulation mit
Parasitenantigen, was auf eine spezifische Immunmodulation und -suppression
durch chronische Infektionen mit Parasiten, wie sie in Togo vorkommen, hindeuten

konnte.

4.3.7 Macrophage-derived Chemoattractant (MDC)

MDC wird von dendritischen Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und Macrophagen gebildet
(Mantovani et al., 2000, Andrew et al., 1998, Godiska et al., 1997). IL-4 und IL-13
wirken stimulierend wahrend dem IL-10 eine hemmende Wirkung auf die MDC-
Sekretion zugeschrieben wird (Greaves et al., 2001, Andrew et al., 1998). MDC
bindet wie auch TARC an den Rezeptor CCR4, der Uberwiegend auf Th2-
Lymphozyten, Mastzellen, eosinophilen Granulozyten, NK-Zellen, dendritischen
Zellen und Macrophagen exprimiert wird (Imai et al., 1999, Andrew et al., 1998,
Godiska et al., 1997). Dem CCR4-Liganden MDC wird, wie auch TARC, eine
wichtige Rolle in allergischen entzindlichen Erkrankungen wie atopische Dermatitis
und Asthma zugeschrieben (Jahnz-Rozyk et al., 2005, Shimada et al., 2004, Panina-
Bordignon et al., 2001). In der vorliegenden Studie konnte bei einer allergischen
Sensibilisierung ohne allergische Symptomatik keine Veranderung der MDC-
Sekretion festgestellt werden. Wie fur TARC wird auch fur MDC vorgeschlagen, dass
die beobachtete Funktion von MDC bei allergischen Erkrankungen vor allem in der
akuten Phase einer allergischen Entzindung eine Rolle spielt.

Bei S. mansoni-Infektionen wird dem MDC bei Entzindungen und den

pathologischen Veranderungen der Lunge eine modulierende Funktion
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zugeschrieben (Jakubzick et al., 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind
widersprtchlich. Bei getrennter Betrachtung der Stimulation mit A. lumbricoides-
Antigen wurde eine erhohte MDC-Sekretion bei Neugeborenen gefunden, deren
Mutter nicht mit Helminthen infiziert waren. Insgesamt wurde jedoch eine deutlich
erhdhte MDC-Sekretion bei Neugeborenen von helmintheninfizierten Muttern
gemessen. Bei den Muttern unterschied sich die MDC-Sekretion in Bezug auf ihren
Infektionsstatus mit Helminthen nicht. Auch Falcdo et al. (2002) haben keinen
Einfluss einer S. mansoni-Infektion auf die MDC-Sekretion gefunden. Demnach und
nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie zu urteilen kann man MDC keine
Bedeutung bei der Wirtsabwehr gegen Helminthen zuschreiben.

Sowohl die Neugeborenen, deren Mutter mit Protozoen infiziert waren, als auch die
Mutter selbst zeigten eine signifikant verstarkte MDC-Sekretion im Vergleich zu den
nicht infizierten. Den Th2-typischen CCR4-Liganden MDC und TARC wird generell
eine Bedeutung bei entzliindlichen Erkrankungen beschrieben (Katoh et al., 2003).
Obzwar eine Immunantwort gegen Protozoen zumeist mit Th1-vermittelten
Entzindungen einhergeht, mehren sich die Hinweise auf eine Beteiligung von Th2-
typischen Immunmediatoren (Shimada et al., 2004, Pit et al., 2001). Die Ergebnisse

dieser Arbeit wirden diese Beobachtungen unterstitzen.

4.4 Vergleich der Chemokinsekretion bei Neugeborenen und deren Mittern

Die UCBC der Neugeborenen sezernierten spontan und nach Stimulation mit
Allergenen und Antigenen von protozoischen und metazoischen Parasiten signifikant
weniger MIP-1a, MIP-13, ENA-78, TARC und MDC als die PBMC der Mitter. Eine
deutlich hohere zellulare Immunantwort bei PBMC von Mduttern im Vergleich zu
UCBC wird auch von Pit et al. beschrieben (Pit et al., 2000). Die Untersuchungen von
Pit et al. waren allerdings auf die Zytokinproduktion beschrankt, wo eine generell
verminderte zellulare Reaktivitat von UCBC von Neugeborenen festgestellt wurde.
Uber die neonatale Sekretion von Chemokinen ist bisher wenig bekannt und flr
einen Vergleich der Sekretion bei UCBC und PBMC der Mutter fur die in dieser Arbeit
untersuchten Chemokine liegen bisher keine vergleichbaren Ergebnisse vor. Eine
defiziente Immunantwort und erhdhte Empfanglichkeit fir Infektionen bei
Neugeborenen ist bekannt (Wahn, 1999). Die verminderte Sekretion von
proinflammatorischen Entzindungsmediatoren wie den Chemokinen kdnnte einer der

Griunde fir diese beobachtete Immunschwache sein.
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4.5 Kinetik der neonatalen Chemokinsekretion

Die UCBC der Neugeborenen wurden mit Allergenen und Antigenen fir 24, 48, 72
und 96 Stunden inkubiert und die Veranderungen der Chemokinkonzentrationen
untersucht. Uber die Kinetik der hier untersuchten Chemokine ist bisher wenig
bekannt. Die Ergebnisse dieser Studie konnten fur kinftige Untersuchungen der
neonatalen Chemokinsekretion wichtige Vorkenntnisse liefern. Insbesondere die
Ergebnisse der Stimulationsansatze von 24 Stunden konnten fur nachfolgende
Studien der neonatalen Sekretion von ENA-78, MIP-1a, MIP-13 und MDC interessant
sein: Da fur ENA-78, MIP-1a, MIP-1B8 und MDC bereits nach 24 Stunden die
héchsten Konzentrationen gemessen wurden, wirde sich fur eine Quantifizierung der
Sekretion, wie in der vorliegenden Studie verlangt, eine langere Stimulationsdauer

erubrigen.

4.6 Korrelationen der Chemokinsekretion

Die Sekretion von MDC bei den Neugeborenen korrelierte positiv mit der Sekretion
von TARC. Diese Beobachtung deckt sich mit jener von Leung et al. (2004), welche
ebenfalls eine positive Korrelation der MDC- und TARC-Sekretion bei Neugeborenen
festgestellt haben. Auch die Sekretion der beiden Th1-typischen Chemokine MIP-1a
und MIP-1B korrelierte mit der Sekretion des Th2-assoziierten Chemokins MDC.
Diese gleichgerichtete Sekretion von sowohl Th1- als auch Th2-typischen
Immunmediatoren bei entzindlichen Vorgangen wurde bereits von mehreren
Autoren beschrieben (Shimada et al., 2004, Pit et al., 2001) und deutet auf eine sich
gegenseitig verstarkende Funktion der Entzindungsmediatoren beider T-Helfer-Zell-
Populationen hin. Auch die positive Korrelation der Sekretion von IL-8 und dem
MCP-1, IL-8 und dem Th1-typischen MIP-1a und MIP-13 und dem Th2-typischen
MDC deuten auf eine parallele Funktion dieser Chemokine in
Entzindungsvorgangen hin. Bereits mehrmals wurde eine Korrelation der
Macrophage Inflammatory Proteine 1a und 1B hinsichtlich deren Funktion, deren
Bindungsaffinitdt an ihre Rezeptoren und deren Expression bei gleichen
Zellpopulationen beschrieben (Rollins, 1997). Auch die Ergebnisse dieser
Untersuchung beschreiben sowohl bei Muttern als auch bei Neugeborenen eine
ahnliche Sekretion der Th1-typischen Chemokine MIP-1a und MIP-13 und sind ein

weiterer Hinweis auf deren verwandte Funktion und paralleles Vorkommen.
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4.7 Zytokinsekretion

Der mogliche Einfluss einer allergischen Sensibilisierung und parasitaren Infektion
der Mutter auf die allergen- und antigenspezifische Zytokinsekretion wurde bei
Neugeborenen und deren Muttern untersucht. Die Probanden wurden wie bei der
Analyse der Chemokinsekretion nach dem Status der allergischen Sensibilisierung
und der Infektionen mit protozoischen und metazoischen Parasiten der Mutter in die
jeweiligen positiven und negativen Gruppen unterteilt. Die positiven und negativen
Gruppen wurden auf einen Unterschied in der Sekretion von IFN-y und IL-10 hin
untersucht. Einzelne signifikante Unterschiede sollten aufgrund der hohen Anzahl an
durchgefluihrten Tests, welche die Wahrscheinlichkeit von zufallig signifikanten
Unterschieden fordert, kritisch bewertet werden (Bland & Altman, 1995). Aufgrund
der Stichprobengrole wurde die Bonferoni-Methode der Angleichung des
Signifikanzniveaus an die Anzahl durchgefuhrter Tests, welche die Anzahl der falsch

signifikanten Unterschiede senken kdnnte, nicht durchgefuhrt.

4.7.1 Interferon y (IFN-y)

IFN-y ist ein wichtiges Zytokin der Th1-Immunantwort und wird vorwiegend von
CD4’- und CD8"-T-Zellen und NK-Zellen synthetisiert (Wahn, 1999). Die Regulation
der IFN-y-Bildung erfolgt durch antigen- und mitogenvermittelte Stimulation, wobei
IL-2 und IL-12 die Synthese von IFN-y synergistisch hochregulieren und IL-10 sie
hemmen kann (Feghali & Wright 1997, Gazzinelli et al., 1992). IFN-y stimuliert in
Makrophagen die zytotoxische Aktivitat gegen intrazellulare Erreger und Tumorzellen
und induziert in unterschiedlichen Zellen die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen.

Eine Unterdrickung der Th1-typischen Immunantwort bei Schwangeren wurde oft als
Bedingung flr eine erfolgreiche Schwangerschaft genannt (Raghupathy, 1997) und
eine Th2-Polarisierung und verminderte Th1-Immunreaktivitat der Neugeborenen
beschrieben. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass sowohl bei Schwangeren
als auch bei stillenden Muttern und deren Neugeborenen Th1-typische Zytokine
gebildet werden und nicht zwangslaufig pathologische Folgen nach sich ziehen
(Chaouat, 2003, Pit et al., 2000, Soboslay et al., 1999). Auch die IFN-y-Sekretion der
Nabelschnurblutzellen von gesunden Neugeborenen in dieser Arbeit weist auf

letzteres hin.
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Die IFN-y-Sekretion der UCBC von Neugeborenen war nach Stimulation mit
D. pteronyssinus, C. albicans, D. farinae, A. fumigatus, E. histolytica, P. falciparum
O. volvulus, S. mansoni und nach Doppelstimulation mit D. pteronyssinus und
E. histolytica bei Vorliegen einer allergischen Sensibilisierung der Matter gegentber
den ubiquitar vorkommenden Allergenen der Haus- und Mehlstaubmilben deutlich
erhdoht. Damit wurde eine insgesamt erhdhte IFN-y-Sekretion bei UCBC von
Neugeborenen, deren Mutter eine allergenspezifische IgE-Reaktivitat zeigten,
festgestellt. Bisher wurden allergische Vorgange mit einer reinen Th2-Immunantwort
in Zusammenhang gebracht. Jedoch mehren sich die Hinweise auf eine Rolle der
Th1-Zytokine, z. B. IFN-y, in entzundlichen Prozessen bei allergischen Erkrankungen
(Shimada et al., 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit waren ein weiterer
Hinweis auf eine Funktion des proinflammatorischen IFN-y bei allergischen
Prozessen.

Die Untersuchung der neonatalen IFN-y-Sekretion in Abhangigkeit einer
Helmintheninfektion der Mutter zeigte keinen Einfluss des Infektionsstatus auf die
IFN-y-Sekretion  der  Neugeborenen. Diese  Ergebnisse  widersprechen
vorangegangenen Studien in demselben Untersuchungsgebiet, welche eine deutlich
erhdohte neonatale IFN-y-Sekretion nach Stimulation mit O. volvulus-Antigen bei
Vorliegen einer Onchcocercose der Mdutter beschrieben haben (Soboslay et al.,
1999). Da in der vorliegenden Studie keine der Mdutter eine patente O. volvulus-
Infektion hatte und bei der IFN-y-Auswertung nicht zwischen den einzelnen
Helminthen-Arten unterschieden wurde, sind die Ergebnisse mit jenen von Soboslay
et al. nicht direkt vergleichbar und es besteht Bedarf an weiteren Untersuchungen
der neonatalen IFN-y-Sekretion bei Helmintheninfektionen der Mutter.

Auch die IFN-y-Sekretion der PBMC von Maduttern, bei denen eine Infektion mit
Helminthen festgestellt wurde, unterschied sich nicht von den Miuittern ohne
Helmintheninfektion. Hesse et al. (2004) haben eine erhdhte Sekretion im Falle einer
Schistosomiasis belegt. Da jedoch nur 15,7% der Mutter eine positive serologische
Reaktivitat auf S. mansoni-Antigen zeigten, ist davon auszugehen, dass andere
Helmintheninfektionen und parasitare Ko-Infektionen die spezifische Immunlage der
S. mansoni-infizierten Matter moglicherweise Uberdeckt haben.

Die Analyse der IFN-y-Sekretion bei Neugeborenen, deren Mutter mit Protozoen
infiziert waren, ergab bei Stimulation mit C. albicans eine deutlich hdhere IFN-y-

Sekretion im Fall einer Infektion der Mutter. Da sich die neonatale IFN-y-Sekretion in
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allen anderen Versuchsansatzen nicht in Abhangigkeit von einer Protozoeninfektion
der Mutter veranderte, konnte die erhdohte Sekretion nach C. albicans-Stimulation
aufgrund der hohen Anzahl der durchgefuhrten statistischen Tests als ein zufallig
signifikanter Unterschied zu bewerten sein (Bland & Altman, 1995).

Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge konnte kein Einfluss einer mditterlichen
Infektion mit Helminthen oder Protozoen auf die IFN-y-Sekretion bei Neugeborenen
angenommen werden. Andere Autoren hingegen beschreiben einen deutlichen
Einfluss einer parasitaren Infektion der Mitter auf die zellulare Immunreaktivitat bei
Neugeborenen (Pit et al., 2000). Offensichtlich bedarf es weiterflhrender
Untersuchungen um den Einfluss einer parasitaren Infektion wahrend der
Schwangerschaft auf die Reifung des fetalen Immunsystems und die

immunologischen Hintergrinde einer pranatalen Immunsensibilisierung zu verstehen.

Die Sekretion von IFN-y bei UCBC von Neugeborenen war insgesamt niedriger als
die des Th2-typischen Zytokins IL-10, was durch die Th2-Polarisierung bei
Neugeborenen zu erklaren sein konnte (Prescott et al., 1998). In der vorliegenden
Studie war auch bei den Muttern die Sekretion des Th1-typischen IFN-y insgesamt
geringer als die Sekretion des Th2-typischen IL-10. Bei den Mdittern kdnnte dies
durch den Immunstatus bedingt sein, der auch noch kurz nach der Geburt dem von
Schwangeren entspricht, also insgesamt Th2-polarisiert ist (Szekeres-Bartho, 2002,
Makhseed, 2001, Prescott et al., 1998, Raghupathy, 1997, Wegmann et al., 1993,
Lin et al., 1993, Hegde, 1991).

4.7.2 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 ist ein Zytokin, das von CD4"- und CD8'-T-Zellen, aktivierten B-Zellen,
Makrophagen und Tr1-Zellen produziert wird und eine wichtige Rolle in der
Regulation und Koordination der Th1-/Th2-Immunreaktivitat spielt (Spellberg &
Edwards, 2001). Es bewirkt eine Inhibition der Th1-Immunantwort durch Hemmung
der Sekretion von Th1-typischen Chemokinen wie MIP-1a und IL-8 (Tryzmel et al.,
2003, Mosmann & Moore, 1991) und wird auch ,cytokine synthesis inhibitory factor”
(CSIF) genannt, da es die IFN-y-Sekretion bei aktivierten B-Zellen inhibiert (Feghali
et al.,, 1997). Bei Individuen mit chronischen Helmintheninfektionen und auch den
Kindern inifizierter Mutter wird dem IL-10 eine wichtige Rolle in der Inhibition der

Immunabwehr und damit Férderung einer zellularen Anergie zugeschrieben (Hesse
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et al., 2004, King et al., 1996, Sher et al., 1991). Des Weiteren scheint die Sekretion
von IL-10 eine Schllsselrolle bei der Inhibition von allergischen Erkrankungen zu
spielen (Stock et al., 2004, Prescott, 2003, Gale, 2002). Auch die hohe
allergenspezifische IL-10-Sekretion bei den Neugeborenen der vorliegenden Studie,
deren Mutter zum Zeitpunkt der Geburt gegen Allergene sensibilisiert waren, deutet
auf eine Rolle von IL-10 bei allergischen Prozessen hin.

Van den Biggelaar et al. (2000) und Mangan et al. (2004) haben der Infektion mit
Helminthen und der dadurch induzierten IL-10-Produktion eine praventive Rolle
gegen allergische Erkrankungen zugeschrieben. Dies konnte bedeuten, dass eine
Helmintheninfektion der Mutter die Neugeborenen gegen allergische Erkrankungen
schutzt. In der vorliegenden Studie war die IL-10-Sekretion bei Neugeborenen von
Mattern, die zur Zeit der Geburt eine Infektion mit Helminthen und Protozoen hatten,
nach Stimulation mit C. albicans bzw. nach Doppelstimulation mit D. pteronyssinus
und E. histolytica deutlich erhéht. Erhdhte IL-10-Sekretionen bei Neugeborenen,
deren Mutter mit Helminthen infiziert waren, wurden bereits beschrieben (Pit et a.,
2000, Soboslay et al., 1999). Die von Parasiten induzierte hohe IL-10-Sekretion von
Th2-, und Treg-Zellen wird als Strategie angesehen, um wirksame Immunreaktionen
des Wirts gegen intra- und extrazellulare Parasiten zu verhindern, wobei IL-10
entzundliche Immunreaktionen supprimiert.

Bei den Muttern konnte kein Unterschied in der IL-10-Sekretion in Abhangigkeit von
deren Infektionsstatus festgestellt werden. Dies konnte, bedingt durch die hohe
Pravalenz von parasitaren Infektionen in Togo und die dadurch geringe
Wahrscheinlichkeit, dass die Mutter vollig infektionsfrei waren, darauf hindeuten,
dass die in dieser Studie fur Helminthen- und Protozoen-negativ befundenen Frauen
tatsachlich nicht infektionsfrei waren. Eine konstitutiv erhdhte IL-10-Produktion kann

auch auf Uberstandene oder chronische bakterielle Infektionen der Mitter hinweisen.

4. 8 Vergleich der Zytokinsekretion bei Neugeborenen und deren Miittern

Die IFN-y-Sekretion der UCBC von Neugeborenen war in der vorliegenden Studie
sowohl spontan als auch nach Stimulation mit Allergenen und Parasitenantigenen im
Vergleich zu den PBMC der Mitter signifikant erniedrigt. Kotiranta-Ainamo et al.
(2004) bringen solch eine verminderte IFN-y-Sekretion bei Neugeborenen mit der
unreifen Immunantwort bei Neugeborenen und ihrer verminderten Immunkompetenz

in Zusammenhang. Die verminderte zellulare Immunreaktivitdt und damit
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einhergehende reduzierte Zytokinproduktion bei Neugeborenen und die Th2-
Polarisierung der Mutter wahrend der Schwangerschaft verursachen eine erhdhte
Empfanglichkeit fur bakterielle und virale Infektionen bei den Mdattern und
Neugeborenen (Holt, 2000, Rasheed, 1994).

Die ausgepragte Sekretion von IFN-y bei den UCBC der untersuchten Neugeborenen
unterstitzt die Beobachtungen von Kirch et al. (2004), die bei Vorliegen einer
parasitaren Infektion der Mutter sowohl eine Th2- als auch Th1-typische
Immunantwort bei den Neugeborenen gemessen haben, was madglicherweise einen
Vorteil fr Neugeborene bei einer spateren parasitaren Infektionen vermitteln kénnte.
Die UCBC der Neugeborenen sezernierten spontan und nach Stimulation mit
Allergenen und Parasitenantigenen signifikant weniger IL-10 als die PBMC der
Matter. Auch Kirch et al. (2004) haben in Togo eine hohere IL-10-Sekretion bei
PBMC bei Muttern im Vergleich zu UCBC bei Neugeborenen beschrieben, was an
der hohen Infektionslast der Bevolkerung in Togo und der langjahrigen
immunologischen Sensibilisierung der Mutter begrindet liegen koénnte. Die
Beobachtung einer verminderten IL-10-Sekretion bei Neugeborenen wurde auch von
Kotiranta-Ainamo et al. (2004, 1997) beschrieben und mit einem verminderten

Immunschutz von Neugeborenen gegen Infektionen in Zusammenhang gebracht.

4.9 Kinetik der neonatalen Zytokinsekretion

Die IFN-y-Sekretion der Neugeborenen war nach 24 Stunden Stimulationsdauer in
allen Stimulationsansatzen noch sehr gering, stieg nach weiteren 24 Stunden jedoch
deutlich an und nahm bis 96 Stunden weiter zu. Somit kann von einem generellen
Anstieg der zellularen IFN-y-Sekretion mit zunehmender Stimulationsdauer mit
Antigenen und Allergenen gesprochen werden. Dieses Ergebnis konnte fur
nachfolgende Untersuchungen interessant sein und bedeuten, dass fur eine
Quantifizierung der IFN-y-Sekretion, wie in dieser Studie verlangt, eine Messung
nach 24 Stunden nicht notwendig ist.

Die Kinetik der neonatalen IL-10-Sekretion zeigte eine unterschiedliche Entwicklung
nach Stimulation mit Allergenen und Parasitenantigenen, was ebenfalls fur kinftige
Untersuchungen eine wertvolle Vorkenntniss sein kdnnte. Bereits nach 24 Stunden
war die hochste Sekretion nach Allergenstimulation erreicht, welche daraufhin stetig
abnahm. In den Stimulationsansatzen mit Parasitenantigenen nahm die IL-10-

Sekretion hingegen von 24 bis 96 Stunden Stimulationsdauer kontinuierlich zu.
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5. Zusammenfassung

Der Einfluss von parasitaren Infektionen wahrend der Schwangerschaft auf die
Reifung des fetalen Immunsystems ist bis heute nicht ausreichend verstanden.
Immunepidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass parasitare Infektionen
wahrend der Schwangerschaft die Immunkompetenz der Nachkommen verandern
konnen. Bei Kindern von infizierten Muttern wird eine gesteigerte Empfanglichkeit fur
parasitare Infektionen, eine hdohere Parasitenlast und eine langere Infektionsdauer
beobachtet. Zugleich scheint eine parasitare Infektion der Mutter wahrend der
Schwangerschaft die Nachkommen durch eine spezifische Immunsuppression und
Toleranzinduktion vor schweren klinischen Symptomen nach Infektion im spateren
Leben zu schitzen. Des Weiteren deutet vieles daraufhin, dass eine parasitare
Infektion der Mutter, vor allem mit Helminthen, deren Kinder vor allergischen
Erkrankungen im spateren Leben schutzt. Auch eine Allergie der Mutter beeinflusst
die allergische Immunreaktivitat der Kinder im spateren Leben, jedoch ist nicht
bekannt, ob eine allergische Sensibilisierung der Mutter auch die Inzidenz und den
Krankheitsverlauf von parasitaren Infektionen bei deren Kindern beeinflusst.

Die hier vorliegenden Untersuchungen sollten die allergen- und parasitenantigen-
spezifische zellulare Immunantwort von Muttern und deren Neugeborenen unter den
folgenden drei Fragestellungen untersuchen: Erstens, lasst sich ein Einfluss einer
allergischen Sensibilisierung der Mutter zum Zeitpunkt der Geburt auf die allergen-
und parasitenantigenspezifische Chemokin- und Zytokinsekretion bei Neugeborenen
und deren Muttern nachweisen? Zweitens, gibt es einen Unterschied in der allergen-
und parasitenantigenspezifischnen Chemokin- und Zytokinsekretion zwischen
Neugeborenen von Muttern mit bzw. ohne Infektion mit Helminthen? Drittens, gibt es
einen Unterschied in der allergen- und parasitenantigenspezifischen Chemokin- und
Zytokinsekretion bei Neugeborenen von Miuittern mit bzw. ohne Infektion mit

Protozoen?

Die Untersuchungen wurden in der Zentralregion der Republik Togo durchgefihrt,
einem fur metazoische und protozoische Parasiten endemischen Gebiet. Mit Hilfe
parasitologischer Nachweisverfahren wurde der Infektionsstatus der Mutter ermittelt.
Des Weiteren wurde die antigen- und allergenspezifische Antikoérperreaktivitat als

eine weitere Charakterisierung des Immunstatus der Mutter festgestellt. Die Mutter
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und deren Neugeborenen wurden entsprechend dem Infektionsstatus bzw.
entsprechend der allergischen Sensibilisierung der Mutter in Gruppen mit positivem
bzw. negativem Infektions-/Allergiestatus eingeteilt. Aus peripheren Blutproben der
Matter und Nabelschnurblut der Neugeborenen wurden mononukleare Blutzellen
(PBMC bzw. UCBC) isoliert und mit Allergenen und Parasitenantigenen fur 24, 48, 72
und 96 Stunden ko-kultiviert. AnschlieRend wurde die Sekretion der proinflamma-
torischen Chemokine ENA-78, MCP-1 und IL-8, der Th-1-typischen Chemokine MIP-
1a und MIP-1B und der Th-2-typischen Chemokine TARC und MDC von UCBC und
PBMC quantifiziert. Auch die Sekretion der Zytokine IL-10 und IFN-y wurde
gemessen. Daraufhin wurden die Chemokin- und Zytokinprofile zwischen den

Gruppen sowie zwischen Neugeborenen und deren Muttern verglichen.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten daraufhin, dass sowohl die parasiten- als auch
die allergenspezifische Immunreaktivitat bei Neugeborenen von einer parasitaren
Infektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft beeinflusst wurde. Eine Infektion
der Mutter mit Helminthen induzierte bei deren Neugeborenen eine erhohte zellulare
Sekretion von ENA-78, MIP-1a, MIP-13, TARC und IL-10. Bei Neugeborenen von
Muttern, die eine Infektion mit Protozoen vorwiesen, wurden vor allem ENA-78,
TARC, MDC und IL-10 vermehrt sezerniert. Auch eine allergische Sensibilisierung
der Mutter gegen die ubiquitar vorkommenden Haus- und Mehlstaubmilben hatte
sowohl auf die allergen- als auch auf die parasitenspezifische Immunreaktivitat der
Neugeborenen einen Einfluss. Bei einer allergischen Sensibilisierung der Mutter,
produzierten die Nabelschnurblutzellen deren Kinder vermehrt ENA-78, IL-8, MIP-1q,
MIP-183, IFN-y und IL-10.

Eine Polarisierung der Immunantwort bei Schwangeren und Neugeborenen in
Richtung einer reinen Th2-Immunaktivitat wurde in letzter Zeit vermehrt in Frage
gestellt. In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass sowohl die peripheren
mononuklearen Blutzellen der Mutter als auch die Nabelschnurblutzellen der
Neugeborenen neben den Th2-typischen auch Th1-typische Chemokine und
Zytokine sezernieren.

Unsere Beobachtungen bestatigen auch die Annahme, dass ein pranataler Kontakt
mit Parasitenantigenen und Allergenen eine immunologische Sensibilisierung des
ungeborenen Kindes zur Folge hat. Die Nabelschnurblutzellen der Neugeborenen

wiesen wiederholt ein ahnliches Chemokin- und Zytokin-Sekretions-Muster wie die
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peripheren mononuklearen Blutzellen der Mdutter auf. Zwar war die zellulare
Sekretion bei vielen Chemokinen und allen Zytokinen bei den Muttern hdher als bei
den Neugeborenen, was auf die schwachere Immunkompetenz bei Neugeborenen
hindeutet, jedoch zeigten die Nabelschnurblutzellen in allen Stimulationsansatzen
eine deutliche allergen- und parasitenspezifische Sekretion von Chemokinen und
Zytokinen. Ob und wie diese pranatale Immunsensibilisierung von Neugeborenen auf
Allergene und Parasitenantigene jedoch den Verlauf von parasitaren Infektionen und
die Auspragung von Allergien im spateren Leben beeinflusst, muss in

weiterfUhrenden Untersuchungen ermittelt werden.
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6. Summary

The influence of parasitic infections during pregnancy on the developing foetal
immune system has not been sufficiently understood up to today. Children of infected
mothers are more susceptible to parasite infections, they will develop a higher
parasite load and the parasites persist longer. Trans-placental contact with parasite
antigens seems to induce tolerance to these parasites and this may protect the child
against clinical symptoms during infection in later life. Furthermore, there are
indications that a parasite infection of the mother during pregnancy, in particular with
helminths, may prevent the development of allergic disorders in their children. An
allergic sensitization of the mother may influence the allergen-specific cellular
responsiveness of the child, but it is not known whether allergic sensitization in the
pregnant mother will change parasite-specific immune responses and the incidence

and pathology of parasite infections in their offspring.

The present study was carried out in central Togo in West Africa where metazoan
and protozoan parasite infections are frequently diagnosed in women during
pregnancy. Parasite infections of pregnant mothers and their allergic sensitization
(IgE) to ubiquitous allergens were determined by parasitological and serological
examination. Accordingly, mothers and their newborn children were allocated into
allergen sensitized and not sensitized or else parasite infection-positive or -negative
groups. Peripheral mononuclear blood cells (PBMC) from mothers and umbilical cord
blood cells (UCBC) from their newborns were isolated and co-cultured in vitro with
allergens and antigens for 24, 48, 72 and 96 hours. The cellular secretion of the
chemokines ENA-78, IL-8, MIP-1a, MIP-13, TARC and MDC and the cytokines IFN-y
and IL-10 was quantified. The chemokine and cytokine production was compared
between mothers and their newborns, and also between infected and non-infected as

well as IgE allergen-positive and -negative groups of mothers and their newborns.

The results indicate that parasite infections of mothers will modulate the parasite- as
well as the allergen-specific immune responses of their newborns. Furthermore, an
allergic sensitization of mothers against ubiquitous allergens (mites) changed both

the allergen- and parasite-specific cellular reactivity of their newborns.
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The dominant Th2-type cytokine profile of mothers during pregnancy and of their
newborns as well, has recently been more and more questioned. In our study, we
showed that PBMC of mothers as well as UCBC from newborns secreted not only
Th2-type but also Th1-type chemokines and cytokines.

Our observations also confirmed the contention that a trans-placental antigen or
allergen transfer from the mother to the foetus will result in a specific pre-natal
immune modulation of the child. The chemokine and cytokine production profile of
UCBC from newborns was similar to that observed in PBMC from their mothers;
however, the amounts secreted by maternal PBMC were often higher than those
released by UCBC from newborns. This indicates a generally weaker immune
competence in newborns, but umbilical cord blood cells responded specifically to
antigen and allergen stimulations and such disclosed that a prenatal parasite- and
allergen-specific sensitisation has occurred. Furthermore, a distinct allergen- and
parasite-specific chemokine and cytokine secretion profile was induced in newborns
which did not result in a deviated Th1- or Th2-type immune dominance.

How prenatal parasite- and allergen-specific immune sensitization and modulation
may influence the susceptibility to and progression of parasite infections of children
and their predisposition for and extent of allergic disorders in later life has to be

examined in further studies.
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8. Anhang
Chemokin- und Zytokinsekretion bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter Mutter
ENA-78 IL-8 MCP-1
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Abb. 31: Chemokin- und Zytokinsekretion (log(pg/ml)) bei Neugeborenen allergisch sensibilisierter (IgE-

pos) und nicht sensibilisierter Mitter (IgE-neg). Gezeigt ist eine Zusammenfassung der Stimulationen mit

Allergenen und Antigenen fir eine Dauer von 24 und 48 Stunden. Die Stimulation erfolgte mit D. farinae,

D. pteronyssinus, C. albicans und A. fumigatus, E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni und

A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fur p < 0,01 als ** angegeben.
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Chemokinsekretion bei allergisch sensibilisierten Muttern

ENA-78 IL-8 MCP-1
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Abb. 32: Chemokinsekretion (log(pg/ml)) bei allergisch sensibilisierten (IgE-pos)
sensibilisierten Miuttern (IgE-neg).
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Gezeigt ist eine Zusammenfassung der Stimulationen mit

und nicht

Allergenen und Antigenen fir eine Dauer von 24 Stunden. Die Stimulation erfolgte mit D. farinae,
D. pteronyssinus, C. albicans und A. fumigatus, E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni
und A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fir p < 0,01 als **

angegeben.
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Chemokinsekretion bei Neugeborenen von Helminthen-infizierten Muttern
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Abb. 33: Chemokinsekretion (log(pg/ml)) bei Neugeborenen von Helminthen-infizierten (Helm.pos)

und nicht infizierten Muttern (Helm-neg).

Die Darstellung zeigt eine Zusammenfassung der

unterschiedlichen Stimulationen mit Allergenen und Antigenen fiir eine Dauer von 24, 48, 72 und 96

Stunden. Die Stimulation erfolgte mit Allergenen von D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und

A. fumigatus und Antigenen von E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni und

A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fur p < 0,01 als ** angegeben.
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Chemokinsekretion bei Helminthen-infizierten Muttern

ENA-78 IL-8 MCP-1
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Abb. 34: Chemokinsekretion (log(pg/ml)) bei Helminthen-infizierten (Helm.pos) und nicht infizierten

Mdattern (Helm-neg). Gezeigt ist eine Zusammenfassung der unterschiedlichen Stimulationen mit

Allergenen und Antigenen fir eine Dauer von 24 Stunden. Die Stimulation erfolgte mit D. farinae,

D. pteronyssinus, C. albicans und A. fumigatus E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni

und A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * angegeben.
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Chemokinsekretion bei Neugeborenen von Protozoen-infizierten Mattern

ENA-78 IL-8 MCP-1
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Abb. 35: Chemokinsekretion (log(pg/ml)) bei Neugeborenen von Protozoen-infizierten (Prot.pos) und
nicht infizierten Miuittern (Prot-neg). Die Darstellung zeigt eine Zusammenfassung der
unterschiedlichen Stimulationen mit Allergenen und Antigenen fiir eine Dauer von 24, 48, 72 und 96
Stunden. Die Stimulation erfolgte mit Allergenen von D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und
A. fumigatus und Antigenen von E. histolytica, P. falciparum, O. volvulus, S. mansoni und

A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fir p < 0,05 als * und fiir p < 0,01 als ** angegeben.
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Chemokinsekretion bei Protozoen-infizierten Muttern

ENA-78 IL-8 MCP-1
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Abb. 36: Chemokinsekretion (log(pg/ml)) bei Protozoen-infizierten (Prot.pos) und nicht infizierten

Mdttern (Prot-neg). Die Darstellung zeigt eine Zusammenfassung der unterschiedlichen Stimulationen

mit Allergenen und Antigenen fir eine Dauer von 48 Stunden. Die Stimulation erfolgte mit Allergenen

von D. farinae, D. pteronyssinus, C. albicans und A. fumigatus und Antigenen von E. histolytica, P.

falciparum, O. volvulus, S. mansoni und A. lumbricoides. Signifikante Unterschiede sind fiir p < 0,05

als * angegeben.
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