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1 Einleitung

1.1 Frihgeburtlichkeit

Fruhgeburtlichkeit ist definiert als die Geburt vor Vollendung der 37.
Schwangerschaftswoche (SSW). Uber 10% aller Kinder weltweit kommen als

Frihgeborene zur Welt (Blencowe et al. 2012).

In Europa ist Frihgeburtlichkeit die fuhrende Ursache fir Todesfélle bei
Neugeborenen (Black et al. 2010). Uber 1 Million Todesfélle weltweit jahrlich sind

auf die Fruhgeburtlichkeit und ihre Folgen zurtckzufiihren (Blencowe et al. 2012).

Neben der erhdhten Mortalitat friihgeborener Kinder weisen diese auch eine
deutlich erhohte Morbiditat auf. Ehemalige Frilhgeborene haben ein erhohtes
Risiko im spateren Leben kardiovaskulare Probleme, metabolische
Erkrankungen, Asthma und andere Atemwegserkrankungen zu entwickeln (Ali
and Greenough 2012, Landry et al. 2011, Saigal and Doyle 2008). Daneben
besteht ein erhdhtes Risiko flr neurologischer Erkrankungen (Platt 2014, Saigal
and Doyle 2008). Generell gilt dabei: Je kleiner das Gestationsalter desto héher
die Morbiditat und Mortalitat (Platt 2014).

Die mit 20% - 40% am zweithaufigsten zugrunde liegende Ursache von
Fruhgeburtlichkeit sind mutterliche Infektionen (Goldenberg et al. 2008, Andrews
et al. 2000, Muglia and Katz 2010). Neben ihrer Rolle als Ausloser von
Frihgeburtlichkeit tragen miutterliche Infektionen wesentlich zur postnatalen
Sterblichkeit der Kinder bei (Pugni et al. 2015, Rocha et al. 2006, Lau et al.
2005). Daruber hinaus konnte gezeigt  werden, dass das
Amnioninfektionssyndrom (AIS) als h&ufiges Beispiel einer infektiologischen
Erkrankung mit der Periventrikularen Leukomalazie (PVL), der Intraventrikuléren
Hamorrhagie (IVH), der Infantilen Zerebralparese (ICP) und der neonatalen

Sepsis assoziiert ist (Rocha et al. 2006, Thomas and Speer 2011).



1.2 Neonatale Sepsis

Postnatale Infektionen im Sinne einer Early Onset Sepsis (EOS, Beginn
innerhalb der ersten 72 Lebensstunden) oder einer Late Onset Sepsis (LOS,
Beginn nach dem 3. Lebenstag) zdhlen zu den schwerwiegendsten
Komplikationen in der Betreuung Friuhgeborener (Weston et al. 2011). Der
Haufigkeitsgipfel liegt dabei vor dem Erreichen der dritten Lebenswoche
(Boghossian et al. 2013, Faust et al. 2012). Untersuchungen aus den USA
zufolge liegt die Haufigkeit einer kulturgesicherten EOS bei Kindern unter 15009
Geburtsgewicht bei ca. 2%, wahrend ca. 25% aller dieser Kinder mindestens eine
LOS entwickeln (Stoll et al. 2002, Stoll et al. 2005). Fur Deutschland liegen diese
Zahlen mit 0,6% fur die EOS und 9,6% fur die LOS niedriger (Hartel et al. 2012).

Die Mortalitatsrate der neonatalen Sepsis ist mit 35% fur die EOS bzw. 18% fur
die LOS sehr hoch (Stoll et al. 2002, Stoll et al. 2005). Neuere Studien Uber die
Los bestatigen Mortalitdtsraten von 15% (Hartel et al. 2012). Dariber hinaus
erhoht die Neugeborenensepsis das Risiko an inflammatorischen neonatalen
Folgeerkrankungen wie der PVL und der Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD)
zu erkranken (Bracci and Buonocore 2003, Rocha et al. 2006, Holcroft et al.
2003).

1.3 Das fetale und neonatale Immunsystem

Die Anforderungen an das fetale und neonatale Immunsystem sind
unterschiedlich. Intrauterin missen vor allem Abstof3ungsreaktionen gegenuber
dem mautterlichen Organismus unterdriickt werden und Toleranz induziert werden
(Kostlin et al. 2014, Rieber et al. 2013). Verschiedene Mechanismen sind dazu
bekannt, wie der T-Helfer-2-Zell-Polarisierung (Th2-Zellen), der Sekretion von
anti-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 10 (IL-10) und tolerogener
Moleklile wie dem humanen Leukozytenantigen G (HLA-G). Kirzlich wurde
aulRerdem das vermehrte Auftreten von immunsuppressiv wirkenden myeloiden
Zellen, (myeloid derived suppressor cells, MDSC) im Nabelschurblut und
Schwangerenblut (siehe unten) beschrieben (Wegmann et al. 1993, McCracken
et al. 2003, Kostlin et al. 2014, Rieber et al. 2013). Postnatal muss sich das



Immunsystem innerhalb kurzer Zeit von einer keimarmen Umgebung innerhalb
der Fruchthohle, auf eine Umgebung voller potentiell pathogener Erreger
aullerhalb umstellen und dazu von Toleranz-Induktion zu einem funktionierenden
Abwehrsystem ausreifen. Wahrend dieser Adaptationsphase des Immunsystems
besteht daher eine relative Immun-Unreife. Bisher wird angenommen, dass
Neugeborene und insbesondere Frilhgeborene dadurch deutlich infektanfalliger
sind als altere Kinder und Erwachsene (Schultz et al. 2004). Da insbesondere
das spezifische Immunsystem noch nicht voll ausgereift ist (Splawski et al. 1991),
kommt der angeborenen Immunabwehr hier eine grol3e Bedeutung zu (Pereira et
al. 2013). Wie genau der Wechsel des Immunsystems vom fetalen zum
postnatalen Zustand erfolgt und welche Faktoren dabei eine Rolle spielen, ist

bisher nur sehr unvollstéandig untersucht.

1.4 Myeloide Suppressorzellen

Myeloide Suppressorzellen (MDSC) sind unreife Vorlauferzellen von
Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten, deren charakteristische
Eigenschaft eine immunsuppressive Wirkung auf andere Immunzellen ist (Young
et al. 1987, Gabrilovich and Nagaraj 2009). Erstmals beschrieben wurden sie bei
krebskranken Méausen und spater bei Krebspatienten, bei denen sie in deutlich
hoherer Zahl vorkommen als bei gesunden Individuen (Buessow et al. 1984,
Jessup et al. 1985, Kusmartsev and Gabrilovich 2002, Young et al. 1987).
Daruiber hinaus verandern MDSC bei verschiedenen anderen Erkrankungen, wie
z.B. Autoimmunerkrankungen, bakteriellen, viralen und parasitaren Infektionen,
Trauma und Sepsis ihre Anzahl und Aktivitat. (Gabrilovich and Nagaraj 2009,
Fortin et al. 2012, Zhu et al. 2007, Arocena et al. 2014, Delano et al. 2007,
Cuenca et al. 2011, Obregon-Henao et al. 2013).

Phéanotypisch sind MDSC eine sehr heterogene Population unreifer Zellen. Beim
Menschen existieren keine spezifischen Oberflachenmarker um diese
Zellpopulation zu charakterisieren. Sie unterscheiden sich von reifen
Granulozyten durch ihre geringere Dichte und ihre Sedimentation mit
mononukledren Zellen (Brandau et al. 2011, Kostlin et al. 2014, Rieber et al.



2013).

MDSC koénnen phanotypisch in zwei Subgruppen unterteilt werden,
Granulozytare MDSC (GR-MDSC) und monozytare MDSC (MO-MDSC) (Youn et
al. 2008, Greten et al. 2011). GR-MDSC tragen Oberflachenmarker
granulozytarer Zellen wie CD66b und CD11b (Rieber et al. 2013, Rodriguez et al.
2009, Brandau et al. 2011, Kostlin et al. 2014) wahrend MO-MDSC den
Monozytenmarker CD14 exprimieren (Duffy et al. 2013). Beide Subpopulationen
sind negativ fur das MHC Il Molekul HLA-DR (Brandau et al. 2011, Duffy et al.
2013).

Wesentliche Mechanismen zur Vermittlung ihrer immunsuppressiven Wirkung
sind die Depletion der essentiellen Aminosaure L-Arginin durch Expression der
Enzyme Arginasel (Arg 1) und induzierbare Stickstoffmonoxidoxidase (INOS)
sowie die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Gabrilovich and Nagaraj
2009). lhre Aktivitat entfalten MDSC in der Milz und an Ort und Stelle der
Infektion bzw. der Erkrankung, da ihre Effektormechanismen auf direkten Kontakt
mit den zu supprimierenden T-Zellen angewiesen sind (Buessow et al. 1984).
Grundsatzlich sind beide Subpolulationen der MDSC in der Lage all diese
Wirkmechanismen zu nutzen. Bisherige Forschungsergebnisse widersprechen
sich in Bezug auf die Starke der Immunsuppression und die hauptséchlich
angewandten Mechanismen der einzelnen Untergruppen (Duffy et al. 2013,
Gabrilovich and Nagaraj 2009, Youn et al. 2008). Die Signalwege, die die
Hemmung von T-Zellen durch MDSC vermitteln, sind in Abbildung 1

Zusam mengefasst.
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Abbildung 1: die verschiedenen Wege der T-Zellsuppression durch MDSC

Argl und INOS verstoffwechseln L-Arginin, dadurch verringert sich die
Expression der CD3(-Kette des T-Zellrezeptors, was wiederum die T-
Zellproliferation hemmt (Rodriguez et al. 2002). Gleichzeitig wird Gber die INOS
Stickstoffmonoxid (NO) gebildet, wodurch der Jak3/STAT5-Sigalweg und damit
die T-Zell-Aktivierung gehemmt wird (Bingisser et al. 1998). Dariiber hinaus
fordert NO die T-Zellapoptose (Rivoltini et al. 2002) und reguliert die Expression
von MHC-II herunter (Harari and Liao 2004). Reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
die mit NO zu Peroxinitrit (ONOO") reagieren, fuhren zur Nitration des T-Zell-
Rezeptors (TCR) und des CD8 Rezeptors und unterdricken dadurch die
Antigenerkennung durch T-Zellen (Nagaraj et al. 2007).



Wahrend das vermehrte Vorkommen von MDSC bisher vor allem im Rahmen
pathologischer Zustande beschrieben wurde, konnten vorangegangene Arbeiten
der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass GR-MDSC im Laufe einer normalen
Schwangerschaft im miutterlichen Blut sowie im Nabelschnurblut (NSB) reifer
Neugeborener akkumulieren, wesentliche Effektormechanismen exprimieren und
in vitro T-Zellantworten hemmen kdnnen (Kostlin et al. 2014, Rieber et al. 2013).
Dies legt die Vermutung nahe, dass MDSC eine Bedeutung fur die
Immuntoleranz zwischen Mutter und Fetus wéhrend der Schwangerschaft und fur
die relative Immun-Unreife wahrend der posthatalen Immunadaptation haben
konnten. Wie sich Zahlen und Funktionen von MDSC im Nabelschnurblut tGber
die Gestation hinweg und postnatal im Blut von Neu- und Frihgeborenen
verhalten und ob diese Zellen moglicherweise zur vermehrten Infektanfalligkeit

Frihgeborener beitragen, ist bisher nicht untersucht.

1.5 Ziel der Arbeit

Aus diesem Vorwissen heraus definiert sich das Ziel dieser Dissertation, die zu
einem besseren Verstandnis des neonatalen Immunsystems beitragen soll, um

somit auf lange Frist die Therapie von neonatalen Erkrankungen zu verbessern.

In der vorliegenden Arbeit wurden in einer Pilot-Studie die folgenden Hypothesen
Uberprift:

(1) Der Anteil an GR-MDSC im NSB hangt vom Gestationsalter ab und
reduziert sich nahe dem Geburtstermin.

(2) Der Anteil an GR-MDSC im NSB ist vom Geburtsmodus unabhangig.

(3) Der Anteil an GR-MDSC im peripheren Blut nimmt bei gesunden

Frihgeborenen im Laufe der Neonatal- und frihen Sauglingszeit ab.

(4) Neonatale Infektionen fiihren zu einem erneuten Anstieg des GR-
MDSC-Anteils.



2 Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Biocoll Separation Solution (Dichte 1,077)
Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Eppendorfgefalle (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)
FACS Flow

PBS-Dulbecco
(Phosphat-gepufferte Salzlésung)

Polystyrol-Rérchen
VLE RPMI 1640 Medium

Natriumazid

EDTA-Rahrchen 1,5 ml

2.2 Gerate

Tabelle 2: Gerate

Fluorescence-activated cell sorter (FACS)
Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Pipettierhilfe

Sterilbank

Sysmex Typ KX 21N und XP300

Vortex

Zentrifuge Rotana 46 RS

Fa. Biochrom, Berlin
Fa.Corning Incorporated, New York USA
Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Fa. Biochrom, Berlin

Fa. Biochrom, Berlin

Fa. Biochrom, Berlin

Apotheke  des  Universitatsklinikums
Tlbingen

Fa. Sarstedt, MUimbrecht

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Fa. Abimed, Langenfeld

Fa. Brand, Wertheim

Fa. Heraeus Instruments, Stuttgart
Fa. Sysmex GmbH, Norderstedt
Fa. Bender & Hobheim AG, USA

Fa. Hettich, Tuttlingen



2.3 Software

Tabelle 3: Software

Cell Quest-Software Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Foundation for Statistical Computing,
R Core Team (2013) Wien, Osterreich

Graph Pad Prism 5 GraphPad Software, Inc USA
Adobe lllustrator Adobe Systems, Inc USA

2.4 Antikorper fur Durchflusszytometrie

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Antikbrper von der Firma Becton

Dickinson (Heidelberg) bezogen.

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert:

CD66b (Klon: G10F5; Isotyp: Ms IgM, k)
Phycoerythrin (PE) markiert:

CD33 (Kon P67.6; Isotyp: Ms IgG1, K)
CD33 (Klon: WMb53; Isotyp: Ms 1gGa, k) Fa: Becton Dickinson / Pharmingen
CD14 (Klon M5EZ2; Isotyp: Ms IgGa2a, K) Fa: Becton Dickinson / Pharmingen

Allophycocyanin (APC) markiert:

CD14 MoP9; Isotyp Ms IgGan, K)

Peridinin-chlorophyll proteins Cy 5.5 (PerCP Cy 5.5) markiert:

HLA-DR (Klon: G46-6; Ms 1gGza, K)



3 Patienten

Diese Pilotstudie wurde durch das Ethik-Komitee der medizinischen Fakultat
Tlbingen begutachtet und bewilligt (Ethik-Votum Nr. 178/2011BO1). Von den
Eltern aller Patienten wurde eine schriftiche Einverstandniserklarung zur
Studienteilnahme eingeholt. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte in den
Jahren 2012 und 2013. In die Studie eingeschlossen wurden neu- bzw.
frihgeborene Kinder, welche mit einem Gestationsalter zwischen 23+5 SSW und
42+0 SSW geboren worden waren und sich in stationarer Behandlung der
Abteilung fur Neonatologie der Universitatskinderklinik Tubingen befanden. Bei
der Auswahl der Studienteilnehmer wurden nur Kinder eingeschlossen, die
wahrend der Schwangerschaft keinen offensichtlichen und bisher bekannten,
madglicherweise auf das Immunsystem wirkenden Einflissen ausgesetzt waren.
So wurden Kinder, deren Mitter unter transplantationsbedingter
Immunsuppression standen, ausgeschlossen, genauso wie Zwillinge mit feto-
fetalem Transfusionssyndrom. AulRerdem wurden Kinder mit
Alloimmunthrombopenie und antikdrpergetriggerter Hamolyse, sowie Kinder mit

genetischen Erkrankungen ausgeschlossen



4 Methoden

4.1 Blutentnhahmen

Das Nabelschnurblut (NSB) wurde durch sterile Punktion der Nabelschnur direkt
nach Abnabelung gewonnen und in Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Rohrchen getropft. Das periphere Blut der Neu- und Frihgeborenen stammte
aus Resten von klinisch indizierten, routinemé&nRdig durchgefuhrten Blutabnahmen,
welche aus dem Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen bezogen
wurden. Es wurde nur Blut verwendet, das weniger als 24 Stunden alt war. Wenn
nicht anders angegeben, wurden nur Werte in die Analysen eingeschlossen, bei
denen sich kein Hinweis auf eine Pathologie, insbesondere eine Infektion
zeigten.

4.2 Aufreinigung von mononuklearen Zellen

Die Isolierung mononukleérer Zellen (MNC) erfolgte nach der Methode von
Boyum (Boyum 1968, 1977) mittels Dichtegradientenzentrifugation aus

peripherem Blut und Nabelschnurblut.

Zur Isolierung der MNC wurden die Blutproben mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) auf 600 pl verdinnt und dann in Eppendorfgefal3en unter
Vermeidung einer Durchmischung auf 250 pl Trennlésung geschichtet.
Anschliel3end erfolgte der erste Zentrifugationsschritt fir 35 Minuten bei 400 g
und 20°C. Aufgrund ihrer geringeren Dichte sammeln sich bei diesem Verfahren
MNC in einem dinnen Ring oberhalb des Biocoll und lassen sich somit von den

dichteren Granulozyten und Erythrozyten trennen.

Der bei der Zentrifugation entstandene Zellring von MNC wurde vorsichtig
abpipettiert und in ein Polystyrol-R6hrchen tberfuhrt.

Dort wurden die MNC mit ca. 3 ml PBS gewaschen und dann nach Zellz&hlung
im automatischen Hamozytometer (Sysmex Typ KX 21N und XP 300) auf eine

Konzentration von 4* 108 Zellen / ml eingestellt. In Proben mit einem Volumen
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von < 200ul wurde auf eine Zellzahlbestimmung verzichtet, um den Zellverlust

der ohnehin schon sehr kleinen Proben méglichst gering zu halten.

4.3 Farbung mit spezifischen Oberflachenmarkern

Die aufgereinigten und gewaschenen MNC wurden nun mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Oberflachenmarkern gefarbt, um den Anteil an MDSC in
den Proben zu bestimmen. Zur Fluoreszenzfarbung wurden je Probe ca. 2 x 10°

Zellen verwendet.

AnschlieRend wurden je 1 pl Anti-CD66b-FITC-, AntiCD33-PE- und AntiCD14-
APC- sowie 0,5 ul Anti-HLA-DR-Per-CP-Antikérper hinzugegeben. Nun wurde
der Ansatz fur 10 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde die
Suspension mit 2 Hiben FACS-Flow mit 0,1% Natriumazid gewaschen und bei
330g 5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Probe

durchflusszytometrisch analysiert.

4.4 Charakterisierung von Myeloiden Suppressorzellen (MDSC)

MDSC kodnnen anhand von Oberflachenmarkern in granulozytare (GR-MDSC)
und monozytare MDSC (MO-MDSC) unterteilt werden (Greten et al. 2011, Youn
et al. 2008). Beide Subpopulationen finden sich in der Zellfraktion der myeloiden
Zellen und exprimieren den Myelozytenmarker CD33 (Brandau et al. 2011). MO-
MDSC exprimieren dazuhin den Monozyten-Marker CD14, wahrend GR-MDSC
positiv fir CD66b sind. Beiden fehlt das Klasse-II-MHC-Molekil HLA-DR (Rieber
et al. 2013, Rodriguez et al. 2009, Brandau et al. 2011, Duffy et al. 2013). Die
Gatingstrategien fir GR-MDSC sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Definition der GR-MDSC

Die granulozytaren MDSC wurden als CD66b*HLA-DR- definiert (Rieber et al.
2013, Rodriguez et al. 2009, Brandau et al. 2011).
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4.5 Statistische Methodik

Zur statistischen Analyse wurden die Daten mit Hilfe des D’Agostino and Pearson
Omnibus Normality Tests auf Gauss‘sche Normalverteilung gepruft. Alle
gemessenen Groflien waren nicht normalverteilt. Unterschiede in den Gruppen
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests bei nicht verbundenen Stichproben
und mit Hilfe des Wilcoxon-matched-pairs Signed Rank Tests bei verbundenen
Stichproben ermittelt. Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen,
erfolgte zunachst eine Varianzanalyse (One-Way-ANOVA). Die statistische
Analyse wurde mit R (Version 3.0.1), mit den Paketen nime (Version 3.1-111),
multcomp (Version 1.3-0) und GraphPad Prism 5.0 durchgefuihrt. Das festgelegte
Signifikanzniveau lag bei p > 0,05.

Im Folgenden werden alle statistischen Daten mit Median und in Klammern

Interquartilsabstand und Anzahl der Messgréf3en angegeben.

4.5.1 Analyse des postnatalen Verlaufs der GR-MDSC

Der postnatale Zeitraum wurde in drei Gruppen (Perinatalperiode 0-8 Tage,
Postnatalperiode 8-28 Tage und Sauglingsperiode >28 Tage) eingeteilt. Die
statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Post-Hoc-Tests nach Tukey wobei
die Daten logarithmustransformiert wurden. Waren von einem Kind in einem
Zeitraum mehrere Proben vorhanden, so wurden alle Werte mit in die

Auswertung einbezogen.

4.5.2 Analyse der GR-MDSC bei AIS

Fur die Diagnosestellung eines AIS wurden die klassischen klinischen Parameter
mutterliches Fieber, Leukozytose, schmerzhafter Uterus und fétide riechendes

Fruchtwasser herangezogen (Buhimschi et al. 2013).
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Die Kinder, die diesen Kriterien entsprachen, wurden mit einer Kontrollgruppe
aus Kindern ohne AIS, die in Gestationsalter und Geburtsmodus den Kindern mit
AIS entsprachen, verglichen. Die statistische Analyse erfolgte mittels des

Wilcoxon matched-pairs Signed Rank Tests.

Tabelle 4: Kinder mit AIS und gematchte Kontrollgruppe

AlIS Kein AIS
13,15 % 0,75 %
7,21 % 2,01 %
12,85 % 1,76 %
7,28 % 0,95 %
4,37 % 1,85 %
8,26 % 1,23 %
1,28 % 6,23 %
19,12 % 2,83 %
0,53 % 0,45 %

4.5.3 Analyse der GR-MDSC bei schwerer postnataler Infektion

Es wurden Proben von Kindern, die im Laufe ihres stationaren Aufenthalts eine
nosokomiale Sepsis entwickelten, mit Proben gesunder, alters- und
Geburtsmodus-gematchter Kinder verglichen. Die statistische Analyse erfolgte

mittels des Wilcoxon matched-pairs Signed Rank Tests.
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Tabelle 5: Kinder mit sekundéarer Infektion und Kontrollgruppe

Infektion Keine Infektion
33,41% 2,2%
2,31% 1,19%
8,05 % 4,9 %
8,58 % 3,7%
11,53 % 1,12%
6,29 % 2,93 %

4.5.4 Analyse der GR-MDSC bei erkrankten, nicht intensivpflichtigen
Reifgeborenen

Es wurden Proben von reifgeborenen Kindern, die im Laufe ihres stationaren
Aufenthalts eine Infektion entwickelten, aber zu keinem Zeitpunkt
intensivmedizinischer Betreuung bedurften, mit Proben gesunder reifgeborener
Kinder verglichen. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Mann-Whitney-
Tests. Bei der gesunden Vergleichsgruppe bestand initial der Verdacht auf eine
behandlungsbedurftige Erkrankung, der dann aber durch die anschlie3end in

dieser Studie verwendeten Blutproben ausgeschlossen werden konnte.
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Tabelle 6: nicht intensivpflichtige Kinder mit Infektion und Kontrollgruppe

Infektion Keine Infektion
15,23 % 0,46 %
0,96 % 0,80 %
2,66 % 4,95 %
10,28 % 5,04 %
17,84 % 18,56 %
3,44 % 2,20%
1,28 % 1,84 %
2,94 %
3,60 %

19,12 %

14,25 %




5 Ergebnisse

5.1 Das Gestationsalter hat keinen Einfluss auf den Anteil GR-MDSC im
Nabelschnurblut

Im NSB extrem frilhgeborener Kinder mit einem Gestationsalter von 24+0 SSW
bis 29+6 SSW betrug der Anteil an GR-MDSC im Median 1,81% (3,1; n=9) bei
Frihgeborenen aus 30+0 bis 36+6 SSW 0,95% (1,14; n=13) und bei
Reifgeborenen 1,55% (1,11; n=13, Abbildung 3). Zwischen den Gruppen
bestanden keine Unterschiede im Anteil der GR-MDSC an der Fraktion der

monozytaren Zellen (p > 0,05, One-Way ANOVA).

10.0-

7.5

5.0 8

= L
T ofee

24-30 SSW 30-36 SSW 37-42 SSW

GR-MDSC
[% der PBMC-Fraktion]

Abbildung 3: Der Anteil GR-MDSC im Nabelschnurblut ist vom Gestationsalter
unabhangig
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Mononukleare Zellen wurden aus Nabelschnurblut aufgereinigt und der Anteil an
CD66b*/CD33*/HLA-DR"°"-GR-MDSC durchflusszytometrisch ermittelt. Das
Punktdiagramm stellt Median und Interquartilsabstand dar (n = 9-13, p>0,05,
One-Way-ANOVA).

5.2 Der Anteil an GR-MDSC im Nabelschnurblut ist bei Spontangeburt im

Vergleich zur priméaren Sectio erhoht

Im Nabelschnurblut von Kindern nach primérer Sectio lag der Anteil GR-MDSC
im Median bei 1,32% (2,08; n = 35). Im Nabelschnurblut spontan geborener
Kinder war dieser mit 2,13% (3,37; n = 22; Abbildung 4) fast doppelt so hoch (p
<0,05; Mann-Whitney Test).

p =0,03
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Abbildung 4: Der Anteil GR-MDSC im Nabelschnurblut ist bei Spontangeburt
gegeniiber priméren Sectiones erhdht

Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Frihgeborener isoliert und der
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Anteil CD66b*/CD33*/HLA-DR"°"-GR-MDSC durchflusszytometrisch ermittelt.
Das Punktdiagramm stellt Median und Interquartilsabstand dar (n=22-35, p
>0,05, Mann-Whitney-Test).

5.3 Der Anteil GR-MDSC fallt postnatal erst verzogert ab

MNC von frihgeborenen Kindern mit postnatal komplikationslosem Verlauf
wurden aus Routineblutabnahmen und indizierten Blutabnahmen ohne
pathologischem Ergebnis aufgereinigt und der Anteil der GR-MDSC
durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 5). Der Anteil von GR-MDSC im
peripheren Blut von Kindern zwischen dem 0. — 7. Lebenstag (LT) betrug im
Median 1,32% (1,61; n = 42), und zwischen dem 8. — 28. LT (Neonatalzeit) 2,2%
(1,85; n = 15). Nach dem 28. Lebenstag fiel der GR-MDSC-Anteil auf 0,52%
(0,58; n = 15) ab (p<0,05 vs. Perinatal- und Neonatalzeit, One-Way-ANOVA und
Post-Hoc-Test nach Tukey). Die grauen Linien zeigen verbundene Proben vom

gleichen Individuum an.



20

10.0= p=0,02
| p = 0,0012 |
S | |
Z 7.5 .
®©
A
o
> S 50— ®
o @
Ok i
B 2.5=
L $8
==
0.0==
! | |
0-7 Tage 8-28 Tage >28 Tage

Abbildung 5: Der Anteil GR-MDSC ist wahrend der Neonatalzeit erhéht und fallt
nach dem 28. Lebenstag ab

Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Friihgeborener isoliert und der
Anteil CD66b*/CD33*/HLA-DR"“-GR-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt.
Das Punktdiagramm stellt Median und Interquartilsabstand dar. Die grauen Linien
zeigen verbundene Proben an (n=15-42, One-Way-ANOVA nach Tukey).

Um eine Abhangigkeit der postnatalen GR-MDSC-Zahlen vom Gestationsalter zu
untersuchen, wurden die Werte in zwei Strata aufgeteilt. Abbildung 6 stellt die
GR-MDSC-Zahlen zu den verschiedenen Abnahmezeitpunkten bei Kindern <30

SSW, Kindern zwischen 30 und 37 SSW und beide Gruppen zusammen dar.
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Abbildung 6: Longitudinaler Verlauf der GR-MDSC-Zahlen im peripheren Blut

Verlaufsdiagramm zur Darstellung des Anteils von GR-MDSC an den MNC bei
Frihgeborenen <30 SSW (oben), 30-37 SSW (Mitte) und allen Frihgeborenen
(unten) in Abhangigkeit vom Lebensalter bei Blutentnahme. Die grauen Linien
zeigen verbundene Proben an.

5.4 Im Rahmen von Infekten kommt es zu einer Akkumulation von GR-
MDSC

5.4.1 Bei Kindern mit Amnioninfektionssyndrom ist der Anteil an GR-
MDSC im Nabelschnurblut erhdht

Vergleichende Untersuchungen aus dem Nabelschnurblut von Kindern mit AIS
und gesunden Neugeborenen zeigten deutliche Unterschiede in der GR-MDSC-
Zahl. Reprasentative Histogramme zur Quantifizierung und phanotypischen
Charakterisierung der GR-MDSC sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Als Kontrollgruppe dienten Kinder ohne AIS, die in Gestationsalter und

Geburtsmodus den Kindern mit AIS entsprachen.
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Abbildung 7: Charakterisierung von GR-MDSC im Nabelschnurblut von Kindern
mit und ohne AIS

Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Frihgeborener mit (links) und
ohne AIS (rechts) isoliert und der Anteil GR-MDSC als CD66b*/ gegatet (oben).
Die weitere Charakterisierung erfolgte tUber die Oberflachenmarker CD33 und
HLA-DR (unten).
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Abbildung 8: Der Anteii an GR-MDSC im NSB ist bei Kindern mit

Amnioninfektionssyndrom erhoht

Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Frihgeborener mit und ohne
Amnioninfektionssyndrom (AIS) isoliert und der Anteil CD66b*/CD33*/HLA-DR'""-
GR-MDSC durchflusszytomertisch bestimmt (n = 9, Wilcoxon matched-pairs
Signed Rank Test).
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5.4.2 Bei Frihgeborenen mit schweren postnatalen Infektionen ist der
Anteil an GR-MDSC im peripheren Blut erhdht.

Zur Untersuchung des Einflusses postnataler Infektionen auf die Zahl an GR-
MDSC im peripheren Blut wurden Blutproben von Friihgeborenen, welche
wahrend des stationaren Aufenthalts eine sekundare Infektion (nosokomiale
Sepsis) entwickelten, mit Proben gesunder, alters- und Geburtsmodus-
gematchter Kinder verglichen. Der Anteil GR-MDSC im peripheren Blut bei
Kindern mit Infektion war mit 8,32% (11,74; n = 6) hoher als bei Kindern ohne
Infektion (2,57%; 2,83; n = 6; Abbildung 9).
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Abbildung 9: Der Anteill an GR-MDSC im peripheren But ist bei schweren

postnatalen Infektionen erhdht

Mononukledre Zellen wurden aus peripherem Blut Frihgeborener mit und ohne
schwerer nosokomialer Infektion isoliert und der Anteil CD66b*/CD33*/HLA-
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DR°¥- GR-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt. Das Punktdiagramm stellt
Median und Interquartilsabstand dar (n = 6, Wilcoxon matched-pairs Signed
Rank Test).

AufRerdem wurde untersucht, ob die erhdhten GR-MDSC-Zahlen nach Ausheilen
der Erkrankung wieder abfielen. Dazu wurde der Anteil GR-MDSC im peripheren
Blut zum Zeitpunkt der Erkrankung mit dem GR-MDSC-Anteil zum Zeitpunkt der
Entlassung des Kindes verglichen, sofern Kkeine intensivmedizinische
Nachbetreuung der Kinder, wie z.B. Heimbeatmung oder stationare

Wiederaufnahme, notwendig war.

Es zeigte sich, dass der Anteil an GR-MDSC zum Zeitpunkt der Erkrankung
(8,87%; 6,76; n = 6) hoher war als zum Zeitpunkt der Entlassung (0,44%; 0,67; n
= 6; Abbildung 10).

p =0,03
I |
@
157
=
2
=
QU
@) 10+
Q ¢
is
58 .
o)
©
= 5
'. (U]

Krankheit Entlassung

Abbildung 10: Die zum Zeitpunkt der Erkrankung erhdhten GR-MDSC fallen

danach signifikant ab
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Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Frilhgeborener mit schwerer
nosokomialer Infektion wahrend und nach der Erkrankung isoliert und der Anteil
CD66b*/CD33*/HLA-DR"*"- GR-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt. Das
Punktdiagramm stellt Median und Interquartilsabstand dar (n = 6, p <0,05;
Wilcoxon matched-pairs Signed Rank Test).

5.4.3 GR-MDSC bei erkrankten nicht intensivpflichtigen Reifgeborenen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Erkrankungen einen Einfluss auf den
Verlauf der GR-MDSC bei schwer kranken Fuhrgeborenen hatten, sollte nun
auch geklart werden, ob ein &hnlicher Verlauf bei reif geborenen nicht
intensivpflichtigen Kindern beobachtet werden kann. Dazu wurden nicht
intensivpflichtige Kinder mit Infektion und ohne Infektion mit einander verglichen.
(Abbildung 11: GR-MDSC: erkrankte Reifgeborene 3.6%; 12,57; n = 11 vs.
gesunde Reifgeborene 2.2%; 4,24, n=7; p > 0,05).
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Abbildung 11: Es bestand kein Unterschied zwischen den GR-MDSC gesunder
reifgeborener Kinder und kranker reifgeborener Kinder

Mononukleare Zellen wurden aus peripherem Blut Neugeborener mit Infektion
und Neugeborener ohne Infektion isoliert und der Anteil CD66b*/CD33*/HLA-
DRV~ GR-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt. Das Punktdiagramm stellt
Median und Interquartilsabstand dar. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe
des Mann-Whitney-Tests. (GR-MDSC: erkrankte Reifgeborene 3.6%; 12,57; n =
11 vs. gesunde Reifgeborene 2.2%; 4,24, n=7; p > 0,05)



6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit durchgefuihrten Pilot-Studie konnte gezeigt werden,
dass (1) der GR-MDSC-Anteil im NSB unabhangig vom Gestationsalter erhéht
war, dass (2) nach Spontangeburt hdhere GR-MDSC-Zahlen im NSB zu finden
waren als nach Sectio, dass (3) der GR-MDSC-Anteil im peripheren Blut bei
gesunden Friihgeborenen uber die ersten Lebenswochen erhoht blieb und erst
nach dem 21. Lebenstag abfiel und, dass (4) neonatale Infektionen zu einer
Akkumulation von GR-MDSC fiihrten. Diese Ergebnisse sollen im Folgenden

diskutiert werden.

6.1 GR-MDSC im Nabelschnurblut

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten bereits darlegen, dass GR-MDSC im
NSB Termingeborener in deutlich hoherer Zahl vorkommen als im peripheren
Blut alterer Kinder und die Funktion von T- und NK-Zellen effektiv unterdriicken
kdnnen (Rieber et al. 2013). Diese Ergebnisse wurden erst kirzlich von Gervassi
et al. bestéatigt (Gervassi et al. 2014). Hier konnte nun gezeigt werden, dass GR-
MDSC auch im NSB Frihgeborener in erhéhter Zahl vorkommen und deren Zahl
unabhangig vom Gestationsalter ist (siehe Abbildung 3). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass GR-MDSC eine Bedeutung fur die fetale
Immunregulation wahrend der gesamten Schwangerschaft haben kdénnten und
sie moglicherweise dazu beitragen, den Fetus vor einer Abstol3ungsreaktion
durch den mutterlichen Organismus zu schitzen. Die unverédndert hohen Zahlen
von GR-MDSC im NSB uber die Gestation hinweg stehen im Einklang mit Daten
aus dem peripheren Blut Schwangerer, die unsere Arbeitsgruppe bereits
publizierte (Kostlin et al. 2014). Auch im Schwangerenblut kommen GR-MDSC
Uber die gesamte Gestation hinweg in erhdhter Zahl vor und kénnen T-Zell-
Funktionen effektiv hemmen (Kostlin et al. 2014). Damit liegt die Vermutung
nahe, dass GR-MDSC sowohl auf mutterlicher als auch auf kindlicher Seite zur

Aufrechterhaltung der feto-maternalen Toleranz beitragen.
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6.2 GR-MDSC-Zahlen und Geburtsmodus

Entgegen der aufgestellten Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit
demonstriert, dass die GR-MDSC-Zahl im NSB nach Spontangeburt im Vergleich
zur Geburt nach Sectio erhoht war (siehe Abbildung 4). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die GR-MDSC-Zahl im NSB uber einen — im Vergleich zur
Regulation Uber die gesamte Gestation hinweg — relativ kurzen Zeitraum hinweg

reguliert werden kann und der Geburtsvorgang entsprechende Signale vermittelt.

Bereits vor Uber 10 Jahren wurde der Geburtsvorgang als entzindlicher Prozess
beschriecben (Osman et al. 2003). So konnte das Vorhandensein von
Wehentatigkeit mit erhohter Leukozytenzahl im Uterusgewebe, also auf
mdtterlicher Seite, in Verbindung gebracht werden (Osman et al. 2003, Norman
et al. 2007). Fur verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche MDSC
induzieren konnen, wurde ein erhohtes Vorkommen im Nabelschnurblut
beschrieben (Bharathi et al. 2014, Gedikbasi et al. 2014, Bunt et al. 2007). Im
Hinblick auf die natirliche Geburt sind besonders die Interleukine IL-1 und IL-6
von Bedeutung, die unter Wehen sowohl im mdatterlichen Gewebe als auch im
Chorion, also auf kindlicher Seite und im NSB signifikant erhéht sind (Osman et
al. 2006, Osman et al. 2003, Gedikbasi et al. 2014). IL-18 erhdht wahrend der
Geburt den Calciumeinstrom in das Myometrium und fordert Gber Prostaglandin
F2a die Uteruskontraktion. Auf diese Weise tragt es aktiv zur natirlichen
Entbindung bei (Rauk and Chiao 2000). Es ist wahrscheinlich, dass der
peripartale MDSC-Anstieg und die Weheninduktion tUber Vermittlung durch IL-
lbeta direkt mit einander gekoppelt sind. IL-1beta wird unter anderem von T-
Gedachtniszellen gebildet, die sich bei Wehentatigkeit im Choriodezidualraum
ansammeln (Gomez-Lopez et al. 2013, Gomez-Lopez and Laresgoiti-Servitje
2012). Mdoglicherweise dienen MDSC in diesem Prozess als anti-

inflammatorische Regulatoren.
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6.3 GR-MDSC im postnatalen Verlauf bei gesunden Frithgeborenen

Im Hinblick auf den unmittelbar postnatalen Verlauf konnten wir im Rahmen
dieser Arbeit zeigen, dass der Anteill GR-MDSC im peripheren Blut gesunder
Frihgeborener wahrend der ersten drei Lebenswochen erhéht bleibt und erst
nach dem 20. Lebenstag abnimmt (siehe Abbildung 5). Damit werden Daten aus
der eigenen Arbeitsgruppe erganzt, die einen Rickgang der mittleren MDSC-
Zahlen im Blut von Sauglingen im ersten Lebensjahr von erhéhten Werten im
NSB auf das Niveau im peripheren Blut Erwachsener demonstrierten (Rieber et
al. 2013). Die in der aktuellen Arbeit vorgelegten Daten zeigen eindrucksvoll,
dass die Adaptation der im NSB erhéhten MDSC-Zahlen sehr rasch nach der
Geburt erfolgt. Gervassi et al. zeigten ebenfalls fir gesunde Kinder im Alter von 6
Wochen deutlich geringere GR-MDSC-Zahlen als im NSB gesunder

Reifgeborener (Gervassi et al. 2014).

Die quantitative Adaptation von vermehrt vorkommenden immunsuppressiv
wirkenden Immuneffektorzellen im NSB an das adulte Niveau wurde bereits fur
einen weiteren Zelltyp beschrieben. Elahi et al. identifizierten kirzlich suppressiv
wirkende CD71* erythroide Zellen im menschlichen NSB und bei nheugeborenen
Mausen. Es erwies sich, dass sie die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
hemmen. Im Mausmodell fuhrte dies auf der einen Seite zur Anfalligkeit
gegeniber perinatalen Pathogenen wie Listeria monocytogenes und Escherichia
coli (Elahi et al. 2013). Andererseits scheinen die CD71*-Zellen aber auch
entscheidend fur den Schutz des Neugeborenen vor Uberschiel3enden
Immunreaktionen wahrend des postnatalen Auf- und Umbaus des
physiologischen Darm-Mikrobioms zu sein (Elahi et al. 2013, Elahi 2014).
Maoglicherweise haben immunsuppressiv wirkende GR-MDSC also nicht nur eine
Funktion beim feto-maternalen Toleranzerhalt sondern postnatal weiter immun-

regulative Funktion.

In  der vorliegenden Studie wurden postnatale Blutproben nur von
Frihgeborenen, nicht aber von reifgeborenen Kindern untersucht. Weitere
Untersuchungen missen nun klaren, ob Unterschiede bestehen in der Dauer bis
zur Abnahme der MDSC-Zahlen und in der GR-MDSC-Funktion bei Frih- und
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Reifgeborenen.

6.4 MDSC bei neonatalen Infektionen

Um Hinweise Uber die Rolle von GR-MDSC bei neonatalen Infektionen zu
erhalten, wurde NSB von Neugeborenen mit AIS und peripheres Blut von
Frihgeborenen mit neonateler Sepsis untersucht. Dabei ergab sich, dass der
Anteil von GR-MDSC sowohl bei Kindern mit AIS als auch bei intensivpflichtigen
Kindern mit neonataler Sepsis im Vergleich zu gesunden Kindern erhoht war
(siehe Abbildung 8, Abbildung 9 und Abbildung 10). Diese Ergebnisse stimmen
mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen Uberein, die sowohl im Mausmodell
als auch beim Menschen darstellen konnten, dass MDSC im Rahmen einer
Sepsis in erhdhter Zahl vorkommen (Darcy et al. 2014, Janols et al. 2014, Delano
et al. 2007, Brudecki et al. 2012).

Wahrend sich die Akkumulation von MDSC bei proliferativen Erkrankungen eher
negativ auf den Krankheitsverlauf auszuwirken scheint (Kusmartsev et al. 2004,
Ortiz et al. 2014), kénnen MDSC im Rahmen von Infektionsgeschehen einen
protektiven Effekt auf den Verlauf haben (Fortin et al. 2012, Arocena et al. 2014,
Cuenca et al. 2011). So zeigte sich zum Beispiel, dass septische Mause nach
Depletion von MDSC deutlich schlechter Uberlebten (Cuenca et al. 2011,
Arocena et al. 2014). Im Rahmen einer Sepsis kommt es aufgrund des
gesteigerten Bedarfs an Immunzellen zu einer sogenannten Notfallgranulopoese
(Cuenca et al. 2011). Dabei werden Zytokine ausgeschuittet, welche die
Ausreifung von MDSC zu reifen myeloiden Zellen hemmen (Ostrand-Rosenberg
and Sinha 2009, Sander et al. 2010) und damit eine Akkumulation von MDSC
bewirken kbnnen. Interessanterweise konnten Brudecki et al. zeigen, dass sich
das biologische Verhalten von MDSC im Verlauf einer Sepsis verandert:
Wahrend MDSC zu Beginn einer Sepsis ein proinflammatorisches Zytokin-Milieu
induzieren, wirken sich MDSC im spateren Verlauf der Sepsis eher
antiinflammatorisch auf das Geschehen aus (Brudecki et al. 2012). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass der Phanotyp von MDSC und deren Aktivitat

stark von den Umgebungsbedingungen, unter denen sie akkumulieren, abhéngt.
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Das AIS bzw. die neonatale Sepsis stellt in dieser Hinsicht einen ganz
besonderen immunologischen Zustand dar. Das Neu- bzw. Friihgeborene kommt
aus einem Milieu, in dem die Hauptanforderung an das Immunsystem die
Toleranzinduktion und der Schutz vor einer Abstof3ung durch den mutterlichen
Organismus ist. Im Rahmen von peri- bzw. postnatalen Infektionen muss dieses
Immunsystem dann trotzdem in der Lage sein, proinflammatorische Antworten zu
generieren, um die Erreger adaquat abzuwehren. Unsere Arbeiten legten dar,
dass, trotz der bereits vorbestehenden erhéhten Anzahl von GR-MDSC im NSB
bzw. im peripheren Blut von Frihgeborenen, es im Rahmen von Infektionen zu
einer weiteren Expansion dieser Zellpopulation kommt. Noch ist jedoch nicht

untersucht, wie diese Zellen sich dabei funktionell verhalten.

Bei nicht intensivpflichtigen Neugeborenen mit Infektion lie3 sich die oben
dargelegte Korrelation zwischen erhohtem GR-MDSC-Anteil und Vorliegen einer
Infektion nicht bestatigen (siehe Abbildung 11). Moglicherweise ist dies auf die
maglichst friih zu beginnende, effektive Sepsistherapie (Du Pont-Thibodeau et al.
2014) und den initial vergleichsweise guten klinischen Zustand der Kinder
zuriickzufihren. Eine generalisierte Inflammationsreaktion und damit eine GR-
MDSC-Vermehrung konnten dadurch verhindert worden sein. Im Moment liegen
allerdings keine Daten vor die diese These néher beleuchten.

6.5 Diskussion der Methode

Eine Schwierigkeit bei der Interpretation der Ergebnisse zu den GR-MDSC-
Zahlen im NSB ist, dass im Unterschied zu den termingeborenen Kindern bei
allen Frihgeborenen irgendeine Art von muitterlicher oder kindlicher Pathologie
vorlag, welche die Frihgeburtlichkeit bedingte. Aufgrund des gezeigten
Einflusses des Geburtsmodus wurde fiur die Ubrigen Analysen nur NSB von
Kindern verwendet, welche per primarer Sectio und ohne dem Einfluss eines AIS
entbunden wurden. Inwieweit jedoch andere Ursachen der Fruhgeburtlichkeit,
wie beispielsweise eine intrauterine Wachstumsretardierung oder Praeklampsie
den Anteil von GR-MDSC im NSB beeinflussen bleibt unklar. Des Weiteren sind
in der hier untersuchten Stichprobe von Frihgeborenen und Neugeborenen die



33

extrem Frihgeborenen gegeniiber  den moderat  Frihgeborenen
unterreprasentiert. Dies erklart sich einerseits durch die allgemein geringere
Inzidenz solch geringer Gestationsalter (Blencowe et al. 2012) andererseits durch
die wesentlich restriktivere Indikationsstellung zur Entbindung dieser Kinder und

des damit haufiger bereits eingesetzten spontanen Geburtsbeginns.

Fur die Gruppe der gesunden Friihgeborenen wurden Proben von Kindern ohne
schwerere neonatologische Komplikationen wie Atemnotsyndrom (ANS),
schwere Apnoen, BPD, IVH, PVL, Nekrotisierende Enterokolitis (NEC), fokale
intestinale  Perforation  (FIP), Sepsis, schwere behandlungspflichtige
Kreislaufinsuffizienz oder medikamentdse Therapie eines persistierenden Ductus
arteriosus zum Zeitpunkt der Blutentnahme verwendet. Ein spéateres Auftreten
von Komplikationen wurde jedoch nicht bertcksichtigt. Fur die Betrachtung der
Frihgeborenen mit schwerer Infektion wurde zur Beurteilung des Verlaufs der
GR-MDSC-Zahlen der Zeitpunkt der Entlassung als Zeitpunkt voller Gesundheit
angenommen, sofern keine Notwendigkeit fur Heimbeatmung oder andere
invasive MalRBnahmen bestand. Eine Kontrolle des Weiteren klinischen Verlaufes
erfolgte jedoch nicht. Des Weiteren standen einige der Kinder der Gruppe
,Fruhgeborene mit schwerer postnataler Infektion“ unter der medikamentdsen
Behandlung mit Antibiotika und z.T. auch mit anderen Medikamenten, wie z.B.
kreislaufunterstiitzende Therapie. Einige dieser Kinder waren zum Zeitpunkt der
Blutentnahme maschinell beatmet. Ein Einfluss dieser Parameter auf die GR-
MDSC-Zahlen kann daher nicht ausgeschlossen werden. Fir die
Diagnosestellung eines AIS wurden die klassischen Kklinischen Parameter
mtterliches Fieber, Tachykardie, Leukozytose, schmerzhafter Uterus und fétide
riechendes Fruchtwasser herangezogen (Buhimschi et al. 2013). Eine
histologische Diagnosesicherung erfolgte nicht. Zu beachten ist, dass diese
Kriterien nicht spezifisch fir ein AlS sind und auch von anderen Erkrankungen
wie z.B. Pyelonephrititen oder Appendizitiden ausgelést werden kdnnen
(Buhimschi et al. 2013). In diesem Sinne ist von einer heterogenen Gruppe
auszugehen.

Dies gilt ebenfalls fir die Untersuchungen an reifgeborenen Kindern mit Infektion.
Nicht ausgeschlossen werden kann, dass Teile der erkrankten reifgeborenen
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Kinder dieser Studie eine Antibiotikatherapie erhielten, um die méglicherweise
schweren Komplikationen einer zu spat behandelten Sepsis zu verhindern (Du
Pont-Thibodeau et al. 2014, Bracci and Buonocore 2003), obwohl lediglich ein
schwacher Verdacht auf eine infektiologische Erkrankung hindeutete.

Es wurden ausschlieRlich Blutproben verwendet, die bis maximal 24 Stunden vor
Analyse abgenommen wurden. Unveroffentlichte Daten der eigenen
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass sich in dieser Zeitspanne der Anteil CD66b
positiver Zellen an der PBMC-Fraktion nicht signifikant verandert. Die Blutproben
fur die vorliegende Studie stammten ausnahmslos aus Routineblutabnahmen
und Klinisch indizierten Blutabnahmen. Daraus ergab sich das Problem der sehr
geringen Probengréfe von meinst unter 200 pl. Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die Probenmenge keinen Einfluss auf den
prozentualen GR-MDSC-Anteil an der PBMC-Fraktion hat. Aufgrund der sehr
geringen Probenmenge konnte nicht ausreichend Material gewonnen werden,
um funktionelle Analysen durchzufiihren. Daher beschranken sich alle in dieser

Arbeit gezeigten Ergebnisse auf quantitative Aussagen.

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es beim Menschen keine einheitliche
Charakterisierung von MDSC. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Charakterisierung von GR-MDSC uber die Oberflichenmarker CD66b, CD33,
HLA-DR und CD14 ist eine in der Literatur haufig verwendete Methode (Brandau
et al. 2011, Rodriguez et al. 2009, Rieber et al. 2013, Kostlin et al. 2014).
Aufgrund der geringen Probenmenge musste auf die Analyse anderer MDSC-
assoziierter Oberflachenmarker wie CD15 (Mandruzzato et al. 2009), CD11b
(Rodriguez et al. 2009), CD16 (Brandau et al. 2011), CXCR4 (Obermajer et al.
2011) oder IL4Ralpha (Mandruzzato et al. 2009) verzichtet werden.

6.6 Ausblick

Die hier vorgestellten Ergebnisse konnen als Ausgangspunkt fir weitere
Fragestellungen dienen. Die Gestationsalter-unabhéangige Akkumulation von GR-
MDSC im Nabelschnurblut und der charakteristische Abfall der GR-MDSC-

Zahlen Uber die Neonatalzeit hinweg stellen die Frage nach den
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Regulationsmechanismen der MDSC.

Mehrere Ansatzpunkte sind in dieser Hinsicht interessant. Dabei kommen zum
einen Umgebungsfaktoren in Betracht, sowie die Interaktion mit anderen

Immuneffektorzellen.

In Utero befindet sich der kindliche Organismus im Vergleich zum adulten
Organismus in einem Zustand des niedrigen Sauerstoffpartialdrucks (Webster
and Abela 2007, Brouillette and Waxman 1997), der postnatal rasch ansteigt. In
Musmodellen zur Untersuchung von MDSC bei Tumorerkrankungen konnte
gezeigt werden, dass Hypoxie — vermittelt Uber HIFlalpha — zu einer Aktivierung
von MDSC beitragt (Corzo et al. 2010, Noman et al. 2014). Ob der
Sauerstoffpartialdruck eine regulative Rolle fir die MDSC-Zahl und Funktion

spielt, sollte weiter untersucht werden.

Auch die Wechselwirkung mit erythroiden Zellen konnte fir die MDSC-
Akkumulation und -Funktion eine Rolle spielen. Erythroide Zellen werden wie
MDSC unter anderem von TGFbeta induziert (Yang et al. 2008, Seledtsov et al.
1998) und produzieren eine Vielzahl verschiedene Zytokine und Interleukine
unter anderem IL-1beta und IL-6 (Sennikov et al. 2004). Eventuell sind CD71*
Zellen auf diese Weise direkt an der MDSC-Akkumulation beteiligt und kdénnen

synergistisch wirken.

In Bezug auf die Wirkung von MDSC ware es auf’erdem von Interesse, ob
MDSC an der Aufrechterhaltung des neonatalen Funktionszustandes des
Immunsystems beteiligt sind. Die neonatale Immunantwort ist im Vergleich zu
Erwachsenen unter anderem durch eine Polarisierung der T-Zell-Antwort in
Richtung Th2/Thl7 und eine Pradominanz antiinflammatorischer Zytokine
gekennzeichnet (Cuenca et al. 2011). Zu den von Th2-Zellen produzierten
Zytokinen zahlen unter anderem IL-10 (Ng et al. 2013) und IL-13 (Terabe et al.
2004). Fur diese Zytokine konnte gezeigt werden, dass sie die Expansion und
Aktivierung von MDSC induzieren kdnnen (Huang et al. 2006, Terabe et al. 2003,
Gabrilovich and Nagaraj 2009, Cuenca et al. 2011). Umgekehrt scheinen MDSC
die Expansion von Th2-Zellen zu fordern (Sinha et al. 2007, Delano et al. 2007).
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Ob der postnatal erhdhte Anteil von GR-MDSC im peripheren Blut die
Polarisierung des neonatalen Immunsystems in Richtung Th2 und damit die
erhbhte Anfélligkeit des Neonaten insbesondere fir intrazellulare Erreger mit
bedingt, sollte weiter untersucht werden (Geyer et al. 2014).

Im Hinblick auf die immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung von
MDSC ware es auf3erdem interessant zu ermitteln, ob und wie die Anzahl und
Funktion von MDSC mit dem Auftreten von Inflammationserkrankungen des

Frihgeborenen, wie der BPD und PVL variieren.



37

6.7 Schlussfolgerungen

Die hier vorgestellten Daten zeigen einen charakteristischen Verlauf der Anzahl
von GR-MDSC im NSB und peripheren Blut von Frihgeborenen wahrend der
Neonatalzeit. Einflussgrof3en sind der Geburtsmodus und das Auftreten von
Infektionen. Damit konnten Parallelen zu anderen immunsuppressiv wirkenden
Immuneffektorzellen im NSB aufgedeckt werden, die weiter untersucht werden
sollten. Die hier vorgestellten Daten sind ein weitere Hinweis darauf, dass MDSC
fur die feto-maternale Toleranz wichtig sein kénnten und zeigen erstmals, dass

auch postnatal eine Rolle fur die Immunregulation angenommen werden kann.



7 Zusammenfassung

Granulozytare myeloide Suppressorzellen (GR-MDSC) bei Froh- und
Neugeborenen stellen einen bisher wenig verstandenen immunologischen
Regulationsmechanismus dar. Ziel dieser Arbeit war es, Aufschluss tber das
Verhalten der GR-MDSC im Nabelschnurblut, postnatal und bei infektiologischen
Erkrankungen zu erhalten. Um diese Fragestellungen zu klaren, wurden nach
schriftichem Einverstandnis der Eltern aus Resten indizierter Blutabnahmen
myeloide Zellen aufgereinigt. Mittels Farbung durch fluoreszierende
oberflachenspezifische Antikdrper und Messung durch Fluorecence-activated cell
sorting (FACS-Zellsortierung) wurde dann der prozentuale Anteil der GR-MDSC
an den myeloiden Zellen bestimmit.

Die Vermutung, dass GR-MDSC bei der Geburt erhoht sind und dann abfallen,
konnte bestatigt werden. Aul3erdem zeige sich, dass GR-MDSC im NSB zwar
vom Geburtsmodus, nicht jedoch vom Gestationsalter abhingen, und bei der
natirlichen Geburt héher lagen als bei primaren Sectiones. Im postnatalen
Verlauf waren die GR-MDSC im peripheren Blut nach der Geburt bis zum 20.
Lebenstag signifikant erhdht gegentiber den Werten nach dem 20. Lebenstag.
Beispielhaft fur viele infektiologische Erkrankungen wurden das AIS und die
sekundare Infektion als héaufig vorkommende Komplikationen ausgewahlt und
weiter untersucht. Lag ein AlS vor, so hatten die betroffenen Kinder signifikant
mehr GR-MDSC im NSB als die gesunde Kontrollgruppe. Schwerkranke
Frihgeborene, mit zum Zeitpunkt der Erkrankung erhdhten GR-MDSC, hatten
nach ihrer Genesung Werte, die denen ihrer gesunden Altersgenossen

entsprachen.

Pranatal schienen die GR-MDSC erst durch den Geburtsverlauf getriggert zu
werden, eventuell durch den entziindlichen Charakter des Geburtsverlaufs selbst
oder andere mit ihm in Zusammenhang stehende Regulationsmechanismen. Der
postnatale Verlauf lasst sich als Adaptation des zuerst noch unreifen
neugeborenen Immunsystems an die neue Umgebung interpretieren. Die im

Rahmen von Infektionen gesehenen Verdnderungen bestatigen Ergebnisse
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vorangegangener Studien bei anderen infektiologischen Erkrankungen, die einen

starken Anstieg im Rahmen entzindlicher Prozesse feststellten.

Die gewonnenen Ergebnisse tragen zum Verstandnis der Besonderheiten des
fetalen und neonatalen Immunsystems bei. Insbesondere sollte diese Arbeit zum
besseren Verstdndnis von Veranderungen im Rahmen von Infektionen
(Amnioninfektionssyndrom, Early Onset Sepsis, Late Onset Sepsis) beitragen,
die wichtige Risikofaktoren fir die Periventrikulare Leukomalazie (PVL), die
Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) und die Nekrotisierende Enterokolitis (NEC)
sind. Eine spezielle Untersuchung der GR-MDSC bei der PVL, der BPD und der
NEC erfolgte jedoch nicht und stellt insofern einen mdéglichen Ankntipfungspunkt
fur weitere Forschungsarbeit dar.
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