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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1 Deutsche Zusammenfassung

Die Entwicklung des Immunsystems ist ein dynamischer und lebenslanger Prozess, der von der
pranatalen Phase Uber die Geburt bis ins hohe Alter entscheidend flr die Gesundheit ist. Diese
Arbeit zielt darauf ab, den Immunstatus bei Geburt und wahrend der Schwangerschaft zu be-
schreiben und den Einfluss des Geschlechts auf die Leukozytenpopulationen und die materna-
len Pragung in Bezug auf die Entwicklung chronischer Krankheiten wie Asthma, allergische
Rhinitis oder Autoimmunerkrankungen zu untersuchen. Besonderes Augenmerk liegt auf der
Wechselwirkung zwischen genetischen Faktoren, Umwelteinflissen und mikrobiellen Gemein-
schaften, die die Immunantwort prégen. Die Analyse von Immunzellpopulationen in diesen Le-
bensabschnitten soll ein umfassendes Verstandnis fir die Mechanismen schaffen, die das Im-
munsystem wahrend seiner Entwicklung starken oder schwéchen. Hierzu wurden 50 Nabel-
schnurblutproben sowie periphere Blutproben von 50 Schwangeren, wahrend des Covid-19
Lockdowns 2021 gesammelt und mittels Durchflusszytometrie 14 B-Lymphozyten- und 21 T-
Lymphozytensubpopulationen analysiert. Ein Vergleich von Nabelschnurblut mit peripherem
Blut von Schwangeren zeigt signifikante Unterschiede der Leukozytensubpopulationen und
bietet erstmals einen umfanglichen Einblick in den besonderen Immunstatus der Schwangeren
kurz vor Entbindung. Zudem konnten erstmals geschlechterspezifische signifikante Unter-
schiede bei den Subgruppen der Marginalzonen B-Zellen (p=0,01), CD20+CD27+CD43+ B1-
Zellen (p=0,023), CD20+CD27+CD43+CD69- B1-Zellen (p=0,025) und
CD20+CD27+CD43+CD70- B1-Zellen (p=0,007), der CD20+CD27+CD43+CD38- B1-Zellen
und Naive Thymus-negative TH-Zellen (p=0,05) im Nabelschnurblut (NSB) gezeigt werden.
Dariiber hinaus konnten erste Hinweise dafur geliefert werden, dass atopische Vorerkrankun-

gen der Eltern einen Einfluss auf die Leukozytenpopulationen im NSB haben.

Die Erkenntnisse sollen nicht nur dazu beitragen, die friihe Pragung von immunologisch ver-
mittelten Erkrankungen besser zu verstehen, sondern auch mégliche Ansatzpunkte fir eine ge-

schlechterspezifische praventive oder therapeutische Immunmodulation identifizieren.



Zusammenfassung

1.2 Abstract

The development of the immune system is a dynamic and lifelong process, which plays a crucial
role in health from the prenatal phase, through birth, and into old age. This study aims to de-
scribe the immune status at birth as well as during pregnancy and to investigate the influence
of sex on leukocyte populations and maternal imprinting with respect to the development of
chronic diseases such as asthma, allergic rhinitis, or autoimmune diseases. Special attention is
given to the interaction between genetic factors, environmental influences and microbial com-
munities that shape the immune response. By analysing immune cell populations during these
life stages, we seek to develop a comprehensive understanding of the mechanisms that
strengthen or weaken the immune system during its development. For this purpose, 50 cord
blood samples and peripheral blood samples from 50 pregnant women were collected during
the Covid-19 lockdown in 2021 and subsequently analysed using flow cytometry, examining
14 B-lymphocyte and 21 T-lymphocyte subpopulations. A comparison of cord blood with pe-
ripheral blood from pregnant women revealed significant differences in leukocyte subpopula-
tions, providing a comprehensive insight into the unique immune status of pregnant women
shortly before delivery for the first time. Additionally, sex-specific significant differences were
shown for the first time in subgroups of marginal zone B-cells (p=0.01), CD20+CD27+CD43+
Bl cells (p=0.023), CD20+CD27+CD43+CD69- Bl-cells (p=0.025), and
CD20+CD27+CD43+CD70- B1-cells (p=0.007), CD20+CD27+CD43+CD38- Bl-cells, and
naive thymus-negative TH-cells (p=0.05) in cord blood. Furthermore, initial indications were
provided that parental atopic conditions have an impact on leukocyte populations in cord blood.
The findings aim not only to contribute to a better understanding of age-related and immune
diseases but also to promote innovative approaches for sex-specific, preventive and therapeutic
strategies in the field of immunomodulation. This interdisciplinary project brings together im-
munologists, biologists and clinicians to systematically explore the complex relationships in

immune development and is thereby making a valuable contribution to health research.

The findings are intended not only to contribute to a better understanding of the early imprinting
of immunologically mediated diseases but also to identify potential targets for sex-specific pre-

ventive or therapeutic immunomodulation.



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Der menschliche Korper steht im stdndigen Austausch mit der Umwelt und ist permanent
Krankheitserregern und anderen &ufleren Einflissen ausgesetzt. Um sich adaquat dagegen
schitzen zu konnen, verfigt der Mensch uber ein komplexes Netzwerk an Zellen und Boten-
stoffen, die sich in eine angeborene, unspezifische Immunantwort, die auch nicht-adaptive Im-
munitét genannt wird, sowie in eine erworbene, spezifische und damit adaptive Immunantwort
unterteilen lassen (Abbildung 1) [1].

Immunsystem
angeborenes erworbenes
humoral Komplementsystem Antikorper
Selluliir Makrophagen APZ
Granulozyten T-Lymphozyten
NK-Zellen B-Lymphozyten

Abbildung 1: Das Immunsystem als komplexes Netzwerk (Abbildung angepasst
gemal Vollmar et al. [1]).

Das Immunsystem besteht aus einer angeborenen und einer erworbenen Immunitét, die man wiederrum
in einen humoralen und zelluldren Teil unterteilen kann. Die verschiedenen Teile des Immunsystem
sind aber nicht strikt voneinander zu trennen, sondern greifen ineinander wie ein Zahnrad. Naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), Antigenprasentierende Zellen (APZ).

Die Aufgabe des Immunsystem besteht darin, die Integritdt eines Individuums, durch den
Schutz gegen Einflussfaktoren, sowohl von aulRen (Bakterien, Viren, etc.) als auch von innen
(entartete Zellen) zu bewahren [1]. Daraus ergeben sich zwei wesentliche Aufgaben:
1. Die Unterscheidung zwischen koérpereigenen und kérperfremden Zellen und damit die
Erkennung von Pathogenen.
2. Die effektive Eliminierung von Pathogenen und gleichzeitig der Aufbau eines Zellge-

déchtnisses, um einen stérkeren Schutz bei erneutem Kontakt zu gewahrleisten.

Um diese Aufgabe zu erflllen ist ein Zusammenspiel aus der angeborenen und erworbenen

Immunantwort notig [1].
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2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die angeborene Immunitat besteht aus schon bei der Geburt vorhandenen, physikalischen, che-
mischen, zellularen und humoralen Bestandteilen. Sie entwickelt sich schon intrauterin und ist

von duReren Einflussfaktoren abhéngig.

Unter physikalischen und chemischen Bestandteilen des Immunsystems versteht man intakte
Haut und Schleimhdute, die Produktion von Infekt-abwehrendem Schleim (Mucus), sowie den

Hustenreflex.

Zu den zelluldren Komponenten zéhlen die Phagozyten (Makrophagen und neutrophile Gra-
nulozyten), die fir die Elimination von extrazellularen Erregern, wie Bakterien, sorgen, sowie
die Natdrlichen Killerzellen (NK-Zellen), die fur die Abwehr von intrazelluldren Erregern, wie

z.B. Viren, verantwortlich sind.

Die humorale Abwehr besteht zum einen aus dem Komplementsystem, das sich in erster Linie
gegen extrazellulare Erreger richtet, zum anderen aus proinflammatorischen Zytokinen, wie
Interferonen (INF), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Interleukinen und Arachidonsdurederiva-
ten (Prostaglandine und Leukotriene). Da diese Zytokine aber unter Anderem von Makropha-
gen und Leukozyten gebildet werden, ist eine eindeutige Unterteilung des Immunsystems in
humorale und zellulare Antwort nicht moglich. Vielmehr handelt es sich um ein komplexes

Netzwerk, bei dem alle Anteile wie Zahnrader ineinandergreifen und miteinander interagieren

[1].

2.1.2 Das adaptive Immunsystem

Die erworbene Immunantwort zeichnet sich dadurch aus, dass sie eine hohe Pathogenspezifitat
besitzt und in der Lage ist, ein immunologisches Gedachtnis aufzubauen, das bei erneutem Er-
regerkontakt eine effizientere Abwehr gewéhrleistet. Diesen Mechanismus machen sich auch

Impfungen zunutze. Die zentralen Akteure der angeborenen Immunantwort sind Lymphozyten.

Durch klonale Selektion entstehen Lymphozyten mit spezifischen Rezeptoren, die nach Anti-
genkontakt mit einer antigenprésentierenden Zelle proliferieren und eine erregerspezifische Im-
munantwort auslosen. Man unterscheidet B- und T-Lymphozyten. B-Lymphozyten kénnen spe-
zifische Antikorper bilden und so extrazellulére Pathogene binden. T-Lymphozyten lassen sich
grob in T-Helferzellen, die andere Immunzellen unterstiitzen, und zytotoxische T-Zellen, die
infizierte Zellen abtdten kdnnen, unterscheiden. Ein Teil dieser B- und T-Lymphozyten reift zu

Gedéachtniszellen aus [2].
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Es gibt verschiedene Reaktionen des erworbenen Immunsystem. Diese sind in der Regel an die
verschiedenen T-Zellsubtypen gekoppelt. In Ausnahmeféllen kdnnen B-Zellen auch T-Zell-un-

abhéngig aktiviert werden [1].

Die direkte Zelllyse oder die Einleitung der Apoptose durch zytotoxische T-Zellen wird vom
Haupthistokompatibilitaitskomplex-Molekil (Major-Histocompatibility-Complex-I, MHC-I),
der intrazelluldre Proteine auf der Zelloberflache exprimieren kann, vermittelt. Dadurch schit-
ten zytotoxische T-Zellen Perforine und Proteasen aus, die die Lyse bzw. Apoptose einleiten.

Die zellular vermittelte Typ-1-Reaktion wird durch die Interaktion von Makrophagen mit TH1-
Zellen initiiert. Es kommt zu einer Stimulation der TH1-Zellen, die infolgedessen Zytokine
produzieren. Diese wiederum stimulieren (ber einen positiven Feedbackmechanismus Makro-
phagen und zytotoxische T-Zellen. Das Ziel dieser Reaktion ist eine Immunantwort auf intra-
zelluldre Erreger. Die ausgeschitteten Zytokine, wie Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2)
und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a)) hemmen Uber einen negativen Feedbackmechanismus die
Typ-2 Antwort [1,2].

Die humorale Typ-2-Reaktion beginnt durch die Prasentation von Antigenen tber den Major-
Histocompatibility-Complex-11 (MHC-I1) auf B-Lymphozyten. Daraufhin kommt es zu einer
Interaktion mit TH2-Zellen. Diese aktivieren dadurch die B-Zelle und stimulieren die Immun-
globulinproduktion. Auch hier besteht ein negatives Feedback, in diesem Fall auf die Typ-1
Antwort, wodurch die Makrophagenaktivierung gehemmt wird [1,2].

Ein weiterer Weg ist die T-Zell unabhéngige B-Zellaktivierung. In seltenen Fallen kann die B-
Zelle nach der Erkennung und Internalisierung des Antigens selbststandig in den aktivierten
Zustand Ubergehen. Dabei entsteht allerdings nur eine IgM-Bindung und kein Immunglobulin-
Klassenwechsel. IgM ist das erste Immunglobulin, das als Reaktion auf ein Interferon produ-
ziert wird und bildet die friihe Abwehr. Bei einer T-Zell abhéngigen Aktivierung wirde es im
néchsten Schritt zu einem Antikdrperklassenwechsel kommen, woraufhin die B-Zellen dann

IgG, IgA oder IgE produzieren. Dies bleibt bei der T-Zell unabhéngigen Aktivierung aus [1],
[2].
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2.1.3 Zellen des Immunsystems und ihre Ontogenese

Aus einer pluripotenten Stammzelle entwickeln sich Zellvorstufen, die in ihrem Entwicklungs-
potential immer weiter eingeschrénkt werden. Aus einer multipotenten Stammzelle entwickeln
sich zwei getrennte Zelllinien: die myeloische Zellreihe und die lymphatische Zellreihe. Aus
einer myeloischen Stammzelle differenzieren sich neben den Erythrozyten und Thrombozyten
auch die fur die Immunantwort wichtigen Granulozyten- und Makrophagenvorstufen, aus de-
nen sich weiter neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten sowie Monozyten ablei-
ten. Auch bestimmte dendritische Zellen und gewebsstédndige Mastzellen leiten sich von einer
myeloischen Stammzelle ab. Aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorl&uferzelle (CLP) ge-
hen Pra-NK-Zellen, Pra-B-Zellen und Thymozyten hervor. Aus diesen entwickeln sich reife
NK-Zellen, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten [3].

Naive Lymphozyten exprimieren zwar einen Antigenrezeptor, konnen aber noch keine Ef-
fektorfunktionen, die wichtig zur Erregerbekdmpfung sind, austiben. Dieser Prozess findet
durch Antigenprasentation in den sekundaren lymphatischen Organen statt [1]. Im Folgenden
soll es vor allem um B-Lymphozyten und T-Lymphozyten gehen, die in dieser Arbeit auch

synonym als B- und T-Zellen bezeichnet werden [1].

2.1.3.1 B-Lymphozyten

Im Gegensatz zu T-Zellen verbleiben B2-Zellen zunédchst im Knochenmark. Hier durchlaufen
die B-Vorlauferzellen mehrere Stadien, in denen eine Umlagerung und Expression von Immun-
globulinen stattfindet. Zunéchst reifen Pro-B-Zellen heran, die den charakteristischen B-Zell-
Marker CD19, MHCII und CD38 auf ihrer Oberflache exprimieren. Durch Umlagerung der
schweren Kette, erfolgt die Expression des Pra-B-Rezeptor. Uber Signale dieses Rezeptors,
entwickeln sich Pra-B-Zellen. Nun beginnt die Umlagerung der leichten Kette, wodurch eine
unreife B-Zelle entsteht, die ein vollstandiges IgM-Molekdl auf der Oberflache exprimiert. In
diesem Stadium findet erstmals eine Testung auf Autoreaktivitat statt. Die hier geprufte Tole-
ranz, wird als zentrale Toleranz bezeichnet. Jedoch sind B-Zellen in diesem Stadium noch nicht
vollstandig ausgereift. Nachdem B-Zellen das Knochenmark verlassen haben und im Blut zir-
kulieren kann man sie je nach Entwicklungstand und Funktion in verschiedene Subpopulatio-
nen unterscheiden. Auch im peripheren Gewebe findet eine Testung auf Autoreaktivitat statt.

Dies bezeichnet man als periphere Toleranztestung [3].
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Die fruhsten Oberflachenmarker auf Zellen der B-Linie sind CD19 und CD45R. Diese werden
wahrend der gesamten B-Zell Entwicklung exprimiert [3]. CD27 hingegen ist selektiv auf reifen
Gedéchtniszellen zu finden [4]. Transitionale B-Zellen werden durch die Oberflachenmarker
CD19+CD27-CD38+CD20+ charakterisiert [5]. Nach positiver Selektion in der Milz oder

Lymphknoten expandieren sie dort zu fokalen Gedachtniszellen [4,6].

Naive B-Zellen sind IgM+IgD+, allerdings noch CD27 negativ. Die endgultige Entwicklung
zu reifen Zellen erfolgt in der Milz. Findet nun ein Kontakt mit einem Antigen statt, werden die
B-Zellen aktiviert und differenzieren weiter in Plasmazellen, B-Gedachtnis oder B-Effektorzel-

len.

Marginalzonendhnliche B-Zellen sind zusatzlich zu CD19, IgM und IgD, CD27+. Diese Po-
pulation wird in der Literatur allerdings manchmal auch als doppelt positive Gedachtnis-B-
Zellen mit IgM und IgD Expression bezeichnet [7]. Klassengewechselte B-Gedéachtniszellen
sind als CD19+IgM+CD271gD- Zellen definiert. Spate B-Gedachtniszellen exprimieren
CD27 und CD38, aber nur noch wenig IgM und kein IgD mehr. Auf der Stufe der Plasmablas-
ten tragen die Zellen CD38 auf ihrer Oberflache, exprimieren aber kein IgM mehr [5,8]. Die

enddifferenzierte Plasmazelle weist zusatzlich noch die Expression von CD138 auf [9,10].

B1-Zellen stellen eine Untergruppe der B-Lymphozyten dar. Sie unterscheiden sich in ihrer
Funktion, dem Phanotyp, der Lokalisation und der Ontogenese von B2-Zellen [11,12] und spie-
len eine wichtige Rolle in der unreifen Immunantwort [13]. Wahrend murine-B1-Zellen umfas-
send untersucht wurden, gibt es hinsichtlich menschlicher B1-Zellen noch viele offene Fragen.
Murine B1-Zellen, auch als Bla-Zellen bezeichnet, sind charakterisiert durch den Oberflachen-
marker CD5.

Im NSB und PB von Erwachsenen konnte eine Population von CD20+CD27+CD43+ Zellen
identifiziert werden, die die drei Kernfunktionen der murinen B1-Zellen erfillt: spontane IgM-
Sekretion, effiziente T-Zell-Stimulation und tonische intrazelluldre Signaliibertragung. [14]
Charakteristisch ist auRerdem, dass diese Zellen kein CD69 und CD70 auf ihrer Oberflache
exprimieren. Diese Marker werden bei naiven und Gedéchtnis-B-Zellen stark hochreguliert.
Quéch et al.. [15] postulierten eine noch feinere Definition der humanen B1-Zellen durch die
Oberflachenmarkerkombination CD20+CD27+CD43+CD38lo/int. Diese Arbeitsgruppe besta-
tigte, dass sich diese Zellen von B2-Zellen und CD20+CD38hi Zellen in Bezug auf ihre Tran-
skriptionsprofile, Antikdrperverschiebung und -repertoire und die IgM Sekretion bei Stimula-

tion unterscheiden [15].
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Murine B1-Zellen stellen in bestimmten Korperbereichen wie der Pleurahdhle und dem Peri-
toneum die vorherrschende B-Zell-Population dar. Dies ist vermutlich auf die dort vorhandenen
Antigene zurlckzufiihren, die das Wachstum und die Vermehrung der B1-Zellen anregen
[3,16]. Ob dies physiologisch auch auf humane B1-Zellen zutrifft, l1asst sich schwer sagen, da
selten eine Aszites- oder Pleurapunktion bei gesunden Patienten durchgefihrt wird. Im PB von
Erwachsenen machen die B1-Zellen ca. 1% der CD19+ B-Zellen aus [15]. Der Anteil der hu-
manen B1-Zellen nimmt im Lauf des Lebens ab [14,17,18], wéhrend der Anteil der murinen
B1-Zellen ansteigt oder unverandert bleibt [19]. Rodriguez-Zhurbenko et al.. [20] wiesen eine
signifikante Abnahme der B1-Zellen ab dem 50. Lebensjahr nach. Gleichzeitig nahm auch die
Fahigkeit zur IgM Sekretion ab. Das l&sst vermuten, dass die Funktionsabnahme der B1-Zellen

auch in Zusammenhang mit altersabhédngigem Auftreten von Erkrankungen steht.

Im Gegensatz zu den B2-Zellen beginnt die Produktion der B1-Zellen bereits pranatal im Fetus.
B1-Zellen machen einen grolRen Anteil der B-Lymphozyten bei Neugeborenen aus (50%), al-
lerdings verringert sich ihr Anteil im Laufe der Entwicklung auf etwa 10% [14]. Beim Erwach-
senen reagieren sie mit einem breiten Spektrum an Antigenen, jedoch mit einer geringeren Af-
finitat. Deshalb weist man ihnen eine Rolle in der angeborenen Immunitét bei Neugeborenen
zu [13]. Die Funktion der B1-Zellen beim Erwachsenen, sowie des CD5-Markers sind bisher
unbekannt. Sie représentieren eine Entwicklungsstufe zwischen den transitionalen und den na-
iven B-Zellen [6]. Ahnlich wie naive B-Zellen sind sie in der Lage, Antigene zu binden, und
kénnen sich zudem zu Plasmazellen differenzieren [8,21]. Wéahrend auch transitionale und un-
reife B-Zellen CD5 auf ihrer Oberflache exprimieren kénnen, stellen B1-Zellen mit 87% den

Groliteil der CD5+ Zellen im Erwachsenenalter dar. [21].

Unabhéngig von der gewéhlten Oberflachenmarkerkombination, ist man sich allerdings einig,
dass B1-Zellen in Zusammenhang mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Mul-
tiple Sklerose oder rheumatoider Arthritis stehen [22]. Studien gehen davon aus, dass die nied-
rigere Affinitat des B-Zell Rezeptors, dazu flihrt, dass es zu Kreuzreaktionen kommt, die die
Zellen zur Proliferation und Antikorperproduktion anregt. So konnen CD5+ B1-Zellen beim
Menschen polyspezifische autoreaktive Antikdrper gegen 1gG und Einzelstrang-DNS bilden
[23]. Durch die Produktion von IL-10 spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Immunreaktionen. IL-10 hat einerseits einen positiven Effekt auf die Lebensfahigkeit von B1-

Zellen, anderseits hemmt es Uberreaktive B-Zellen [24].
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Wahrend einerseits das Vorkommen von spezifischen Oberflachenmarker die Zuordnung zu
einer Subpopulation erlaubt, gibt es auch spezifische Marker, die eine Zuordnung zu einer Po-
pulation erlauben, wenn sie nicht exprimiert werden. Die Abwesenheit von CD21 auf B-Zellen
ist charakteristisch fir transitionale B-Zellen, Plasmablasten und CD21- B-Zellen [25]. Die An-
zahl dieser CD21 negativen Zellen korreliert bei Patienten mit variablem Immundefekt Syn-
drom Typ la (Common variable immune defiency, CVID) mit der Splenomegalie [26]. lhre
physiologische Funktion ist noch nicht abschlielend geklért.

2.1.3.2 T-Lymphozyten

Unreife T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in den Thymus, um dort ihre Entwicklung
abzuschlieRen. Uber Signale durch den NOTCH-Rezeptor werden sie fir die T-Zell-Linie vor-
geprégt. Die friiheste VVorstufe exprimiert noch kein CD4 oder CD8 und wird deshalb als dop-
pelt negative T-Zelle bezeichnet. Mit der Expression von CD3 entwickeln die Zellen einen of3-
T-Zell-Rezeptor. Nun findet auch die Expression von CD4 und CD8 statt. Auf dieser Vorstufe
erfolgt die positive Selektion [27]. Die af-T-Zell-Rezeptoren, die mit Selbst-MHC-Molekilen
kompatibel sind, Gibermitteln ein Uberlebenssignal. Dies bezeichnet man als positive Selektion.
Autoreaktive Rezeptoren hingegen senden Signale, die zum Zelltod fiihren und werden so aus
dem Lymphozytenrepertoire entfernt. Dies bezeichnet man als negative Selektion. Aus den Ub-
rig gebliebenen Zellen entwickeln sich dann je nach Bindungseigenschaft an CD4 oder CDS8,
zwei Zelllinien: zytotoxische T-Zellen (CD8) und T-Helferzellen (CD4) [28]. CD4+ Zellen
sollen andere Immunzellen unterstitzen. Dies wird durch die Produktion von Zytokinen und
die Hochregulation des CD40-Liganden auf den T-Zellen gewahrleistet. Diese Bindung akti-
viert Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritische Zellen, was zu einer gesteigerten Pha-
gozytose, Antikdrperproduktion und Expression co-stimulierender Proteine auf APZ fihrt [1].
Reife CD4+ Zellen kénnen in vier Subgruppen unterteilt werden: TH1-, TH2-, TH17- und re-
gulatorische T-Zellen (Treg).

Die aktivierten T-Zellen mit ap-T-Zell-Rezeptoren verlassen den Thymus und zirkulieren
im Blut und im lymphatischen Gewebe und kdnnen auf Antigene reagieren. Als Aktivitatsmar-
ker flr T-Zellen gilt CD69 [29]. Diese Aktivierung fuhrt zur klonalen Expansion und Differen-
zierung zu Effektorzellen. Effektorzellen wandern entweder zu Infektionsstellen und vernich-
ten dort infizierte Zellen, aktivieren Makrophagen, oder sammeln sich an B-Zell-Bereichen, wo
sie zur Aktivierung der Antikdrperantwort beitragen. Sie kénnen innerhalb kirzester Zeit akti-
viert werden und sezernieren dann IFN-y, IL-4, IL-5 [30]. Zentrale T-Zellen hingegen sammeln
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sich in sekundar lymphatischen Organen [3]. T-Zellen werden darlber hinaus in naive T-Zellen
und T-Gedachtniszellen unterschieden. Als Marker dient hier CD45RO. Zur Unterscheidung in
Gedéachtnis-zentrale und Gedéachtnis Effektor-T-Zellen dient 62L. Diese 62L-positiven-Ge-
déachtnis-zentrale-T-Zellen ruhen in sekundaren lymphatischen Organen. Sie haben zwar zu-
néchst keine Effektorfunktion mehr, kdnnen aber nach erneutem Antigenkontakt schnell zu Ef-
fektorzellen differenzieren und weitere T-Zellen, B-Zellen und APZ aktivieren [30]. So wird
die zweite Aufgabe der adaptiven Immunabwehr gewéhrleistet: die Etablierung eines immuno-
logischen Gedéachtnis [1]. Zentrale T-Geddachtniszellen sind, durch die Hochregulation von
CD40L auf der Oberflache, leichter aktivierbar als naive T-Zellen. Nach der Aktivierung des
T-Zell Rezeptors produzieren sie zunéchst IL2, differenzieren dann in Effektorzellen und pro-
duzieren anschlieBend auch IFN-y oder IL4 [30]. An dieser Stelle sei erwéhnt, dass es ver-
schiedene Mdoglichkeiten gibt, Subpopulationen zu definieren. So verwenden andere Arbeits-
gruppen statt CD45RO CD45RA und statt CD62L CCR7 [8]. Diese Markerkombinationen
konnen aber weitestgehend beliebig ausgetauscht werden und beschreiben die gleiche Zellpo-

pulation.

Effektorzellen befinden sich im Gewebe und Blut und I6sen unmittelbar eine Immunreaktion
aus [8,31]. CD4+ T-Helferzellen kénnen in weitere Subpopuationen unterteilt werden. Mithilfe
von CD31 erfolgt die Einteilung in CD31+ Thymus-positive T-Zellen und CD31- Thymus
negative T-Zellen, je nachdem ob ein Kontakt zum Thymus stattgefunden hat. Der Grof3teil
der naiven T-Zellen im NSB ist CD31+ [32]. Diese Zellen dienen als direktes MaR fiir die
Thymusfunktionalitat und -aktivitat und kénnen eine Auskunft Gber die Immunkompetenz des
Kindes geben [32]. CD31- T-Zellen entstehen nach Selektion in sekundéren lymphatischen Or-
ganen aus CD31+ Zellen. Sie entsprechen dem konstanten Pool naiver T-Helferzellen im peri-
pheren Blut, unabhéngig von der Funktion des Thymus. Sie ermdglichen durch antigenabhan-
gige Proliferation mit Selektion und Restriktion des TZR-Repertoires eine effektive immuno-
logische Reaktion gegeniber Pathogenen und werden mit der Entwicklung autoreaktiver T-
Helferzellen in Verbindung gebracht [32].

T-Helferzellen lassen sich auBerdem in TH1-Zellen und TH2-Zellen unterteilen. TH1-Zellen
sind zytotoxisch und kdnnen Makrophagen rekrutieren. Sie sezernieren IL-2, IL-12, TNF-$ und
IFN-y und Exprimieren CXCR3 und CCR6 auf ihrer Oberfldache [33]. Ihre Aufgabe ist die Be-
kampfung intrazelluléarer Erreger [34]. Aullerdem gibt es allergenspezifische TH1-Zellen die

durch die Produktion von IFN-y die Entziindungsreaktion verstarken.
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TH2-Zellen aktivieren Mastzellen, eosinophile und basophile Granulozyten, indem sie die Zy-
tokine IL-5, IL-13, GM-CSF und IL-9 freisetzen. Zudem produzieren sie IL-4, IL-6, IL-10, IL-
25, 1L-31 und IL-33 [35]. Diese Zytokine fordern die Vermehrung der Mastzellen, die An-
sammlung eosinophiler Zellen, den Klassenwechsel zu IgE sowie die Uberempfindlichkeit der
Atemwege. TH2-Zellen tragen verstarkt die Oberflachenmarker CCR3, CCR4, CCR8 und
CRTH-2 [36-38] und sind fiir die Abwehr extrazellularer Erreger verantwortlich. Durch die
Sekretion von IL-4 und TGF-f fordern sie die Bildung von TH9-Zellen und hemmen gleich-

zeitig die Differenzierung von Treg-Zellen [39].
TH1- und TH2-Zellen kénnen weiter in Gedachtnispopulationen unterteilt werden [40].

Eine weitere Subpopulation bilden die Treg-Zellen. Charakterisiert werden sie durch den Mar-
ker CD25 und das Fehlen von CD127. Diese CD4+CD25+CD127- Zellen kénnen durch die
Sekretion antiinflammatorische Zytokine, wie TNF-B oder IL-10 regulierend in die Immunan-
twort eingreifen [1]. Auch unter dieser Population kdnnen Gedéachtniszellen nachgewiesen wer-
den. Sie befinden sich im Thymus, Blut und sekundaren Lymphorganen [41]. Bei Treg-Zellen
wird zwischen naturlichen Treg-Zellen und induzierten Treg-Zellen unterschieden. Naturliche
Treg-Zellen entstehen im Thymus und werden als reife Zellen ins Blut abgegeben. Induzierte
Treg-Zellen bilden sich in Abwesenheit von Pathogenen durch einen Uberschuss an TGF-B,
was zur Bildung von FOXP3-exprimierenden Treg-Zellen flhrt. Im Gegensatz zu natrlichen
Treg-Zellen tragen sie kein CD25 und exprimieren nicht immer FOXP3. Sie kdnnen sich nicht
zu TH1- oder TH2-Zellen differenzieren und produzieren vor allem inhibitorische Zytokine wie

TGF-B, IL-10 und IL-35, die ihre immunsuppressive Wirkung ausmachen [1].

Die Differenzierung in die einzelnen Subgruppen ist umgebungsabhéngig und wird vor allem
durch dendritische Zellen bestimmt, die je nach Erreger und Milieu verschiedenen Zytokine
sezernieren, die wiederum die Ausdifferenzierung der CD4+ T-Zellen anregen. Zudem ist er-
wéahnenswert, dass Interleukine, die die Reifung von TH1-, TH2- oder TH17-Zellen begiinsti-
gen, die Entstehung der anderen Subgruppen hemmen. So entsteht auch an dieser Stelle wieder
ein komplexes Netzwerk aus miteinander interagierenden Faktoren. Ein gestortes Gleichge-
wicht dieser Gruppen kann Ursache fiir die Entstehung diverser Krankheitsbilder sein: Erkran-
kungen des atopischen Formenkreis, wie Asthma, Heuschnupfen oder Neurodermitis oder Au-

toimmunerkrankungen [1].
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2.2 Geschlechterspezifische Unterschiede im Nabelschnurblut

Eine wichtige und lange vernachléssigte Tatsache sind die immunologischen Unterschiede zwi-
schen Frauen und Mannern. Die Erforschung biologischer (Geschlecht) und soziokultureller
(Gender) Unterschiede hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Im Bereich der me-
dizinischen Forschung beziehen sich die meisten durchgefuhrten Untersuchungen und verof-
fentlichten Daten auf ménnliche Personen. Das biologische Geschlecht ist eine Eigenschaft, die
sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort beeinflusst. Dabei spielen zwei
Einflussfaktoren die groRte Rolle: Hormone und das Erbgut auf den Geschlechtschromosomen
X und Y [42]. Dies resultiert in geschlechtsabhangigen Unterschieden im Risiko fir Autoim-
munerkrankungen, maligne Erkrankungen und Infektionen. So entfallen 80% der Autoimmun-
erkrankungen auf Frauen, wohingegen das Malignomrisiko fir Manner fast zweifach erhoht ist.
Interessanterweise ist die Ansprechrate auf die Influenza-Impfung bei Frauen jahrlich doppelt
so hoch wie bei Mannern [42]. Um die Ursachen fir diese geschlechtsspezifischen Unter-
schiede im spéteren Leben besser verstehen zu kdnnen, ist eine grindliche Untersuchung dieser
Geschlechtsunterschiede und ihrer Auswirkungen auf die friihe Immunentwicklung von gréf3ter

Bedeutung.

0 o)

Autoimmunerkrankungen Infektiose Erkrankungen Krebs
Morbus Basedow HIV Ebola Blase
Hashimoto Thyreoiditis Influenza MERS Darm
Rheumatoide Arthritis - Toxoplasmose Hepatitis B Leukamie
Systemischer Lupus Legionella *  Tuberkulose Leber
erythematodes Malaria Leptospirose Lunge
+ Typ | Diabetes o ZIKA Campylobacter Malignes Melanom
Schistosomiasis +  Osophagus
+ Amebiasis Magen
+ Aspergillosis

Abbildung 2: Geschlechterabhangige Unterschiede bei verschiedenen Erkrankun-
gen. (modifiziert nach Klein und Flagellan, 2016) Fir das weibliche Geschlecht besteht eine héhere
Haufigkeit fur Autoimmunerkrankungen, wéhrend das mannliche Geschlecht ein hoheres Risiko fir
viele maligne Erkrankungen zeigt. Trotz geringerer Signifikanz zeigen sich auch bei Infektionserkran-
kungen Unterschiede, wobei hier Einflussfaktoren, wie die Immunsuppression wahrend einer Schwan-
gerschaft eine Rolle spielen [42].
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2.2.1 Genetik

Die biologischen Unterschiede zwischen den Geschlechtern sind auf das Erbgut auf dem X-
und Y-Chromosom zurtickzufiihren. Das X-Chromosom ist von zentraler Bedeutung fur die
geschlechterspezifische Immunantwort. Auf dem X-Chromosom befinden sich Gene und
MRNAs, die an Immunreaktionen beteiligt sind. Dazu zéhlen Gene fir Toll-like-Rezeptoren,
Zytokinrezeptoren und Transkriptionsfaktoren [42,43].

Dariiber hinaus sind auch Gene, die bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen eine
Rolle spielen, auf dem X-Chromosom lokalisiert. So auch TLR-7, der in Zusammenhang mit
der Entwicklung von Lupus erythematodes steht [43,44]. Die Tatsache, dass Manner hemizygot
fir Allele auf dem X-Chromosom sind, macht sie anfélliger fir X-chromosomal vererbte
Krankheiten. Frauen hingegen besitzen zwei X-Chromosome, von denen immer eines pro Zelle
inaktiviert ist. Dies geschieht zuféllig. Dadurch ergibt sich ein Mosaik in den weiblichen Zellen,
welches zwei verschiedene Immunantworten je nach aktiviertem X-Chromosom ermdglicht.
Dies fuhrt zu einem immunologischen Vorteil des weiblichen gegeniiber des mannlichen Ge-
schlechts [45].

Obwohl die X-Inaktivierung dazu dient, eine Ausgeglichenheit des mutterlichen und véterli-
chen Erbguts zu gewdhrleisten, existieren Gene in den nicht-rekombinanten Regionen, die der
Inaktivierung ,.,entkommen* konnen. Dies miindet in einer Uberprasentation der entsprechen-
den Gene bei weiblichen Zellen. Des Weiteren kommt es haufig zu einer verzerrten Inaktivie-
rung, was darin resultiert, dass es zu einer Uberexpression der Gene des véterlichen oder miit-
terlichen X-Chromosoms kommen kann. Auch diese Mechanismen konnten an der Entstehung

von Autoimmunerkrankungen beteiligt sein [45].

2.2.2 Hormonlevel

Neben genetischen Ursachen, nehmen auch geschlechterspezifische Hormone eine zentrale
Stellung ein. Ostrogen hat einen groRen Einfluss auf das Immunsystem. So spielt es eine Rolle
bei der Zelldifferenzierung und Funktion von verschiedenen Immunzellen, ist aber auch an der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen und inflammatorischen Erkrankungen beteiligt. So
kommt es durch Ostrogen zu einer vermehrten Synthese von IFN-y sowie dessen Transkripti-
onsfaktor T-bet [46,47]. Ostrogen kann auch vor der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
schiitzen. Dies steht im Zusammenhang mit der Fahigkeit von Ostrogen die Expression von
FOXP3 und CD4+ CD25+ T- Zellen zu erhohen. Dabei ist es interessant, dass die Gabe von
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Ostrogen die FOXP3- Expression in gleicher Weise beeinflusst, wie eine Schwangerschaft.
Dies lasst vermuten, dass hohe Ostrogenspiegel in der Schwangerschaft dabei helfen, die Tole-
ranz der Mutter gegeniiber dem Fetus aufrechtzuerhalten [48]. AuRerdem stimuliert Ostrogen
die Proliferation von B-Zellen [49].

Progesteron wird in der Schwangerschaft in den ersten zwolf Wochen vom Gelbkdrper im Ovar
produziert, bis die Plazenta die Produktion Gbernimmt. Progesteron ist entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft [50]. Der Progesteronrezeptor wird auf vielen Im-
munzellen exprimiert. Dazu zahlen Makrophagen, NK-Zellen, Dendritische Zellen und T-Zel-
len [51]. Darlber hinaus hat es antiinflammatorische Effekte und fuhrte in Tierexperimenten in
einer Dosis, die mit dem Hormonspiegel wahrend einer Schwangerschaft vergleichbar ist, zu
einer verringerten Produktion von IL-1p und TNF-a [52]. Es konnte aul3erdem gezeigt werden,
dass die Stimulation von Zellen mit Progesteron zu einer vermehrten Produktion von Zytokinen
des TH2-Typs fihrt, was auf Plazentaebene eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Toleranz gegenuber dem Fetus spielt und so entscheidend fir die Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft ist [53]. AulRerdem beeinflusst Progesteron die Reifung und Funktion von
dendritischen Zellen [54].

Androgene hemmen die Immunantwort [55]. Testosteron wirkt direkt tber den Androgenre-
zeptor an CD4+ T-Lymphozyten und erhoht die Expression von IL-10-Genen, was zu einer
hoheren anti-inflammatorischen Antwort flihrt [56]. Gleichzeitig unterdriicken Androgene auch
die pro-inflammatorischen Reaktionen, indem sie extrazellulér signalregulierte Kinasen, sowie
die Bildung von Leukotrienen in neutrophilen Granulozyten hemmen [57]. Andererseits wird
vermutet, dass ein Androgenentzug zu einer hoheren Zellzahl und besseren Immunantwort beim
mannlichen Geschlecht fiihrt [58]. Die Produktion von Androgenen bei mannlichen Foten be-
ginnt innerhalb des ersten Trimenons in der zehnten Schwangerschaftswoche und markiert ei-
nen frihen Beginn der Geschlechtsdifferenzierung, die auch das sich entwickelnde Immunsys-
tem beeinflusst [7]. Bei mannlichen Neugeborenen steigt der Testosteron-Serumspiegel in den
ersten drei Monaten nach der Geburt konstant an, um dann im Alter von 7-12 Monaten wieder
abzusinken und bis zum Beginn der Pubertat auf einem niedrigen Niveau zu bleiben. Bei weib-
lichen Neugeborenen nimmt der Testosteron-Serumspiegel nach der Geburt ab. Diese ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede werden eindeutig innerhalb des ersten Lebensjahres beo-
bachtet, da die Serumtestosteronwerte bei mannlichen und weiblichen Kindern in der VVorpu-
bert&t gleich hoch sind, gefolgt von einer deutlichen VVerédnderung mit Beginn der Pubertat [45].
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Zusammenfassend lésst sich sagen, dass Sexualhormone eine regulatorische Aufgabe im Im-
munsystem tbernehmen und somit fur geschlechterspezifische Unterschiede relevant sein kon-

nen.

2.2.3 Umwelteinflisse

Auch die Erndhrung wéhrend der Schwangerschaft bewirkt geschlechterspezifische Verénde-
rungen. Diese Verdnderungen beginnen bereits in der Geb&rmutter und dauern bis zum Alter
von neun Monaten an. Dies deutet auf eine langfristige epigenetische Ummaodellierung hin [59].
Tobi et al. konnten zeigen, dass pranatale Hungersnot zu DNA-Methylierungen in verschiede-
nen Genloci fihren kann. Diese Methylierungsprozesse sind sowohl abhéngig vom Geschlecht,
als auch vom Expositionszeitpunkt in der Schwangerschaft. Mannliche Feten investieren mehr
in das fetale Wachstum, wahrend weibliche Feten mehr in die Plazenta investieren [60]. Dies
legt die Vermutung nahe, dass mannliche Feten anfalliger fur Malnurition sind. Christians et
al.. zeigten allerdings anhand einer Metaanalyse, dass es wenig Anhalt fur diese These gibt [61].
Sinha et al.. konnten allerdings zeigen, dass weibliche Sduglinge postnatal mehr von der im-

munmodulatorischen Wirkung von Muttermilch profitieren, als méannliche [62].

2.2.4 Geschlechterspezifische immunologische Unterschiede im Laufe des Lebens

Immunologische, geschlechtsspezifische Unterschiede sind altersabhéngig. Bereits intrauterin
kann es durch ungunstige Bedingungen zu epigenetischen Verédnderungen kommen, die das
ganze Leben bestehen bleiben. Allerdings kénnen sich weibliche Feten besser an intrauterinen
Stress anpassen [63]. Androgene werden beim mannlichen Feten schon ab der 10. Gestations-
woche produziert, was zu einer friihen Androgen abhéngigen geschlechterspezifischen immu-
nologischen Entwicklung fuhrt [64]. Dartiber hinaus produzieren mannliche Neonaten mehr
Nabelschnurblut- IgE als weibliche, was zu einer hoheren Anfélligkeit fir die Entwicklung von

atopischen Erkrankungen fuhrt [65].

Um die Immunitéat von Neugeborenen zu erforschen eignet sich Nabelschnurblut besonders gut.
Allerdings gibt es erst wenige Daten tber geschlechterspezifische Unterschiede im Nabel-
schnurblut. Die Reaktivitdt von Monozyten gegeniiber Agonisten am Toll-Like-Rezeptor un-
terscheidet sich nicht zwischen den Geschlechtern bei Reifgeborenen und bei Friihgeborenen
unter der 33. Gestationswoche [66]. Man konnte aber Monozyten, Basophile Granulozyten und

NK-Zellen im Nabelschnurblut von ménnlichen Feten in einer groeren Zahl nachweisen
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[67,68]. Es ist auBerdem bereits bekannt, dass ménnliche Neugeborene eine bessere proin-
flammatorische Antwort aufweisen, was auf eine bessere unreife Immunantwort bei mannli-

chen Feten hinweist [69].

Wahrend die B-Zellzahlen zwischen ménnlichen und weiblichen Feten vergleichbar sind, ent-
halt weibliches Nabelschnurblut hohere CD4+- Zellzahlen, eine hohere CD4/CD8- Ratio und
niedrigere CD8+- T-Zell- und NK-Zellzahlen. Dieser Unterschied bleibt bis zur Pubertat beste-
hen [67,70]. Die unterschiedliche Entwicklung der Zellzahlen kénnte auf den Einfluss von Ste-

roidhormonen auf den Thymus zuriickzufuhren sein [71].

Das Mikrobiom wird unter anderem auch von Steroidhormonen beeinflusst und weist deshalb
postpubertare Unterschiede auf. In Mausstudien konnte allerdings gezeigt werden, dass es keine
Unterschiede in der Mikrobiomzusammensetzung bei prapubertdren Méusen gab, was darauf

hindeutet, dass es in diesem Alter noch keine geschlechterspezifischen Unterschiede gibt [72].

Die Auswirkungen der Steroidhormone nehmen in der Pubertéat an Bedeutung zu. Die inflamm-
atorische Antwort ist nach der Pubertat bei Frauen starker [73]. In Mausmodellen konnte ge-
zeigt werden, dass die Expression von Genen, die mit der adaptiven Immunantwort zusammen-
héngen bei Frauen hoher ist, wahrend Ménner eine hdhere Genexpression flr die unreife Im-

munantwort zeigen [74].

Im Alter nimmt die Zahl der Steroidhormone ab und es kommt erneut zu Verénderungen im
Immunsystem. Wéhrend Frauen einen schnellen Abfall der Steroidhormone in der Menopause

erleiden, kommt es bei Mannern zu einem langsameren Hormonabfall [75].

Es gibt viele Unterschiede auch im adaptiven Immunsystem. Wahrend Frauen eine héhere An-
zahl an CD4+- T-Zellen und CD4/CD8- Ratio verglichen mit gleichaltrigen Mannern zeigen,
hatten Manner hohere CD8+- Zellen [67,70,76,77].

Erwahnenswert ist vor allem, dass unabhangig vom Alter das weibliche Immunsystem eine
grollere Anzahl an Antikdrper, hohere Immunglobulinspiegel und héhere B-Zellzahlen zeigten.
Dartiber hinaus scheint die Mehrheit der Gene, in denen sich die Geschlechter unterscheiden,
in weiblichen B-Zellen hochreguliert zu sein [58,76,78,79].

Diese geschlechterspezifischen Veranderungen verdeutlichen, dass das Immunsystem kein star-
res Konzept ist, sondern in Abhangigkeit von Alter, Genetik, Hormonen und dufReren Einfllissen
einem Wandel unterliegt. Um diesen Wandel besser zu verstehen, ist es wichtig sich mit der

Beschaffenheit des Immunsystems zum Zeitpunkt der Geburt zu beschaftigen.
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2.3 Atopischer Formenkreis

Unter Atopie versteht man die Tendenz des menschlichen Kérpers zur Entwicklung von aller-
gischen Erkrankungen wie atopische Dermatitis, Allergische Rhinitis oder Asthma bronchiale.
Sie ist verbunden mit einer erhdhten Immunantwort auf alltdgliche Allergene, insbesondere in-
halative Allergene und Lebensmittel [80]. Unter dem atopischen Marsch versteht man die Ent-
stehung der atopischen Dermatitis im Sauglingsalter mit anschlieBendem Auftreten von aller-
gischer Rhinitis und/ oder Asthma in der spateren Kindheit. Diese frihe Manifestation einer
gestorten Hautbarriere fiihrt zu einer Sensibilisierung auf Antigene und der Etablierung einer
systemischen TH2-Immunreaktion. Diese prédisponiert Patienten zu weiteren allergischen Re-
aktionen Uber die Nasenschleimhaut (allergische Rhinitis) oder die Atemwege (Asthma bron-
chiale) [81].

2.3.1 Epidemiologie

Atopische Erkrankungen stellen eine enorme Belastung sowohl fur die Individuen, als auch
gesellschaftlich dar. Sie sind die haufigsten Erkrankungen im Kindesalter und die Pravalenz
nimmt weiterhin zu [82]. Obwohl die genetische Veranlagung ein grundlegender Faktor bei der
Entstehung von Atopie ist, kann die enorme Zunahme dieser Erkrankungen in einem evolutio-
nar betrachtet kurzen Zeitraum von nur einigen Jahrzehnten nicht durch Verédnderungen im
Erbgut erklart werden. Dies lasst duRere Einfliisse vermuten [83]. Wahrend es scheint, dass
atopische Erkrankungen in westlichen Landern ein Plateau erreicht haben, nehmen sie in Ent-
wicklungslédndern wie z.B. Siidafrika weiterhin zu [84]. Diese Entwicklungen passen zu der
Annahme, dass eine Verminderung der Exposition gegenuber Infektionserregern und eine Ver-

besserung der Hygienestandards, zu einer Zunahme von atopischen Erkrankungen fuhren [85].

2.3.2 Multifaktorielle Genese der Atopie

Bei der zugrundeliegenden Pathophysiologie liegt ein Missverhaltnis und gestorte Interaktion
verschiedener Zellen des Immunsystem vor [86]. Verschiedene Risikofaktoren sind bekannt,

die diese Fehlinteraktion beglinstigen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung Atopie Entstehung.

Es gibt exogene, endogene und genetische Faktoren, die die Entstehung von atopischen Erkrankungen begiinsti-
gen. Diese Faktoren flihren zu einem gestorten Gleichgewicht zwischen TH-1 und TH-2 Immunantwort. Ein Un-
gleichgewicht zugunsten der proallergischen TH2-Immunantwort flhrt zur vermehrten Entstehung von Allergien
und atopischen Erkrankungen.

2.3.2.1 Endogene Faktoren

T-Zellen spielen in der humoralen Immunantwort eine entscheidende Rolle. Sie vermitteln dar-
tiber hinaus auch Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Spattyp und zellvermittelte Zytotoxizi-
tat. Die Population der T-Zellen kann, wie bereits oben erwéhnt, in zwei groRe Subpopulationen
unterteilt werden: CD4+ T- und CD8+ T-Zellen. Zu den CD4+ T-Zellen z&hlen T-Helferzellen
(TH) vom Typ 1 (TH1), TH2, Th9, TH17, TH22, follikulare T-Helferzellen (TfH), sowie regu-

latorische T-Zellen (Treg). Sie alle spielen eine Rolle bei allergischen Erkrankungen [87,88].

Die physiologische Immunantwort wird stark durch ein Gleichgewicht zwischen der TH1- und
TH2-Immunantwort bestimmt. Ein Ungleichgewicht zugunsten der proallergischen TH2-Im-
munantwort wirde, dementsprechend zur vermehrten Entstehung von Allergien und atopischen
Erkrankungen fiihren. Diese Annahme wird auch durch erhéhte TH2- und erniedrigte TH1-
Zellzahlen bei Atopikern gestiitzt. Die Entstehung atopischer Erkrankungen nur auf dieses Un-
gleichgewicht zurtickzufuihren, ist zu vereinfacht, da antigenprésentierende Zellen wie Dendri-
tische Zellen und B-Zellen an der Immunantwort beteiligt sind [89].

Nach einer Allergenexposition differenzieren naive T-Helferzellen in TH2-Zellen und induzie-
ren tber IL-4, IL-5 und IL-13 eine allergische Reaktion [90]. Die frihe Immunreaktion ist be-

sonders durch IL-4 gekennzeichnet. Das Zusammenspiel zwischen TH1- und TH2-Zellen wird
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teilweise durch IgE vermittelt: Durch IL-4 und IL-13 wird der Immunglobulin-Klassenwechsel
hin zu IgE gefordert [91].

Im Rahmen der zellularen Infiltration bei allergischen Lungenentziindungen werden besonders
CCRA4+ und CCR8+ TH2-Zellen rekrutiert [92]. Seumosis et al.. konnten zeigen, dass eine Kor-
relation zwischen erhéhter Expression dieser CCR4+ Zellen, mdglicherweise infolge der TH2-
Expansion, und der Schwere einer Erkrankung besteht. Dies kann sowohl chronische Erkran-
kungen als auch Allergien beglnstigen und zu Exazerbationen beitragen [93]. Insbesondere an
allergengeforderten Stellen war die Zellzahl der CCR4+ TH2-Zellen stark erhéht [92]. Interes-
santerweise zeigte sich auch, dass IFN-y- ein TH1-Zytokin- an der Entstehung von Asthma
beteiligt ist. Es konkurriert mit TH2-Zytokinen und erhalt so eine chronische Inflammation
aufrecht. Die erh6hte TH2-Immunantwort wird auch durch eine Unterdriickung der TH1- und
Treg-Zellen begunstigt [94].

Regulatorische T-Zellen sind bedeutend fur das Gleichgewicht in der Immunantwort und die
Selbsttoleranz, da sie tberschieBende Immunreaktionen unterdriicken [86]. Bei der Entwick-
lung der regulatorischen T-Zellen spielen vor allem zwei Mechanismen eine wichtige Rolle:
Die Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein (FOXP3), sowie Hypomethy-
lierungen bestimmter Genabschnitte, infolge epigenetischer Modifikationen [95]. Durch DNA-
Demethylierungen wird die Zugéanglichkeit zu den entsprechenden Transkriptionsfaktoren ver-
bessert. Die Modifikationen der Genexpression hangen stark von der Stimulation des TZR ab.
Allerdings ist die FOXP3-Expression abhangig von der Intensitat der Stimulation des TZR,
wahrend die DNA-Hypomethylierung von der Dauer der Stimulation des Rezeptors abhangt.
Ohkur et al.. konnten zeigen, dass Thymozyten erst durch DNA-Demethylierung infolge der
Stimulation des TZR in der Lage sind, FOXP3 zu exprimieren. Folgt dann eine angemessene
intensive Stimulation des TZR, entwickeln sich die Thymozyten zu reifen FOXP3+ Treg-Zel-
len. Die Differenzierung der Treg-Zellen ist dementsprechend ein mehrstufiger Prozess mit
FOXP3-Induktion und der Etablierung eines Treg-Zellspezifischen epigenetischen Muster [95—
97]. Bei Mutationen des Transkriptionsfaktors FOXP3 zeigen sich Dysfunktionen in der Im-
munregulation und es treten Autoimmunerkrankungen auf [95]. Friihere Studien haben gezeigt,
dass die Anzahl der regulatorischen T-Zellen wéhrend akuten Asthma Schiiben erhéht war
[98,99]. Kinder mit niedrigeren Treg-Zellzahlen im Nabelschnurblut hatten ein hdheres Risiko

eine atopische Dermatitis zu entwickeln [100].
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2.3.2.2 Exogene Faktoren

13

Exogene Faktoren, denen bereits prinatal ,,Allergie-protektive™ oder ,,Allergie-beglinstigende
Eigenschaften zugeschrieben werden sind seit vielen Jahren Bestandteil der Forschung. Dabei
richtet sich der Fokus auf die Rolle viraler oder bakterieller Infektionen, den Einfluss mikrobi-
eller Stimuli, eine positive Familienanamnese sowie die Kombination aus Infektionen als en-

dogene Stimuli und Umweltfaktoren als exogene Stimuli des Immunsystems [101].

Ein Risikofaktor fiir die Entstehung von Asthma ist eine positive Familienanamnese [102]. Da-
bei erhoht sich das Risiko vor allem, wenn beide Elternteile betroffen sind [103]. Es gibt auch
Hinweise darauf, dass der Einfluss von vorerkrankten Eltern auf das Kind geschlechterabhéngig
ist. So erhoht eine vorbestehende Allergie bei der Mutter das Risiko fir eine Tochter, eine Al-
lergie zu entwickeln, wahrend vorerkrankte Véater das Risiko fir ihre S6hne erhéhen [104].
Deshalb liegt die Untersuchung, ob bereits im Nabelschnurblut von Kindern mit vorerkrankten
Eltern Veranderungen in den Lymphozytenpopulationen zu finden sind, nahe. Schaub et al..
zeigten, dass das Allergierisiko von Kindern mit atopischen Schwangeren mit einer erniedrigten
Treg-Zellzahl im Nabelschnurblut sowie einer Verminderung der Treg assoziierten Marker
GITR (,,glucocorticoid-induced TNFR-related protein“) und LAG3 (,,lymphocyte activation
gene 3%) einhergeht [89]. Kohorten mit einer hohen Anzahl an asthmatischen Eltern sind zur
Untersuchung der Beeinflussung einer positiven Familienanamnese auf die Lymphozytenpo-
pulationen im Nabelschnurblut nétig.

Zu nennen sind auflerdem Umwelteinflisse, die bereits in der Schwangerschaft bestehen. Be-
reits 1989 wurde die sogenannte ,,Hygienehypothese* postuliert. Diese besagt, dass sich in den
Industrienationen durch hohere Hygienestandards, Verringerung der Anzahl an Geschwistern
und durch eine geringe Interaktion mit Infektionserregern im friihen Kindesalter eine Zunahme
der Pravalenz allergischer Erkrankungen etabliert. Die drei grofRen Eckpfeiler der Hygienehy-
pothese sind virale und bakterielle Infektionen, Exposition gegeniiber mikrobiellen Einflissen
aus der Umwelt sowie die Interaktion dieser mit dem angeborenen und spezifischen Immun-
system. Dementsprechend handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen. Der menschliche
Organismus befindet sich wahrend Kindheit und Jugend in einer stdndigen Reifungsphase, in
der es definierte Zeitfenster gibt, in denen die Exposition gegeniiber extrinsischen Einflissen
groRere Auswirkungen zeigt als in anderen. Die Forschung im Bereich des atopischen Formen-

kreises hat gezeigt, dass kein einzelnes Gen fur die Entstehung von atopischen Krankheiten
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zustandig ist, sondern vielmehr die Interaktion von Umwelteinfliissen zu verschiedenen Zeit-

punkten in der Entwicklung mit vielen verschiedenen Genen [85].

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass mutterliche Antigen-Exposition in der Landwirt-
schaft wahrend der Schwangerschaft zu epigenetischen Modifikationen fiihrt, die einen protek-
tiven Effekt auf die Entstehung von Allergien haben [105]. Prénatale Antigen-Exposition auf
Bauernhofen sorgt fur eine niedrigere Pravalenz von Asthma, Heuschnupfen und Ekzemen bei
Kindern. Eine kontinuierliche postnatale Exposition ist allerdings notwendig, um den optimalen
Schutz aufrecht zu erhalten [95,101].

Die pranatale Exposition der Mutter gegeniiber mikrobiellen Stimuli hat Einfluss auf die Im-
munentwicklung, besonders auf die Entwicklung des “antiallergischen* Anti-TH2 Phéanotyps.
Eine verminderte mikrobielle Exposition wahrend der Schwangerschaft, kann die Entstehung
von Asthma bronchiale begiinstigen [106]. Eine solche verminderte Exposition fand wahrend
des Lockdowns im Rahmen der Coronapandemie statt. Durch das Tragen von Masken, den
Abstandsregelungen und durch die Kontaktbeschrankung lebten Schwangere isoliert. So war
auch der Antigenaustausch mit der Umwelt weitestgehend unterbunden. Wahrend der Pande-
mie kam es zu einem Rilckgang von Infektionserkrankungen (aufler Covid-19) um 35% im
Vergleich zu den Fallzahlen in den Vorjahren [107]. Dies steht im Zusammenhang mit den

Kontaktbeschrankungen und den Hygienebestimmungen.

Das Mikrobiom, das bedeutet die Gesamtheit aller den Menschen besiedelnden Mikroorganis-
men auf Haut, Schleimhauten, Magen-Darm- und Urogenitaltrakt, ist in die Entstehung von
Allergien involviert. Eine Besiedlung des Hypopharynx von Neugeborenen mit Streptokokkus
pneumoniae, Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis fuhrt zu einem erhéhten Ri-
siko fir die Entwicklung von Asthma [88,108]. AulRerdem wird eine verminderte Diversitét der

Darmflora mit einer spateren Asthma-Entwicklung in Verbindung gebracht [109].

2.3.2.3 Genetische und epigenetische Einfllsse

In den vergangenen Jahren konnten genomische Regionen identifiziert werden, die in Assozia-
tion mit einer Atopie Entwicklung stehen. Vor allem das Chromosom 17 mit den Genen
ORMDL-Sphingolipid-Biosyntheseregulator 3 (ORMDL3) und Gasdermin B (GSDMB) ste-
hen in Verbindung mit der Entstehung von kindlichem Asthma [110].

Auch Polymorphismen in TH1- und TH2-Genen oder Toll-like-Rezeptor-Polymorphismen
stellen ein erhohtes Risiko fur die Entstehung von Asthma bronchiale und Atopie dar [111-
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114]. Genomweite Untersuchungen identifizierten drei Loci auf Chromosom 5 und 6, die sig-

nifikant mit dem Auftreten allergischer Rhinitis assoziiert waren [115,116].

Des Weiteren konnte in Mausmodellen ein protektiver Effekt von pranataler mikrobieller Ex-
position in der Asthma- und Allergieentstehung nachgewiesen werden. Dieser wird durch epi-
genetische Modulation an die Nachkommen weitergegeben [117]. Dieser Effekt zeigt sich in
einer erh6hten Treg- Menge und deren Funktion im Nabelschnurblut, der wahrscheinlich durch

eine Hypomethylierung von FOXP3 vermittelt wird [118].
2.3.3 Atopische Erkrankungen

2.3.3.1 Atopische Dermatitis

Atopische Dermatitis ist eine chronische Entziindung der Haut, die meist bereits im Sauglings-
oder Kleinkindesalter auftritt und durch starken Juckreiz und ekzematdse Hautveranderungen
gekennzeichnet ist [86]. Die Pravalenz der atopischen Dermatitis liegt in manchen Landern bei
bis zu 20% im Kindesalter und beeinflusst deren Lebensqualitét stark. Ca. 75% der Kinder mit
atopischer Dermatitis leiden auch unter einer allergischen Rhinokonjunktivitis, mehr als 50%
weisen zudem ein allergisches Asthma bronchiale auf [119]. Es gibt genetische Faktoren, die
die Entstehung der atopischen Dermatitis beglnstigen. Besonders die Rolle des Filaggrin-
Gens, welches wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Hautbarriere ist, hat dabei an Aufmerk-
samkeit gewonnen. Genau wie bei anderen atopischen Erkrankungen spielen aber auch Um-
weltfaktoren eine wichtige Rolle [120]. In der akuten Krankheitsphase tiberwiegt die TH2-Im-
munreaktion, wéhrend in der chronischen Phase die TH1-Immunreaktion dominiert. Diese wird
wahrscheinlich durch Zytokine aus dendritischen Zellen und Keratinozyten induziert
[121,122].

2.3.3.2 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine chronisch entziindliche Erkrankung der Atemwege, die meist im
frihen Kindes- oder Schulkindalter diagnostiziert wird. Haufig gehen dem Asthma bronchiale

reversible obstruktive Bronchitiden im Kleinkindalter voraus [86].

Die Entstehung von Asthma ist auf eine multifaktorielle Genese zurtickzufiihren. Dabei spielen
neben einer genetischen Préadisposition und exogenen Faktoren, die durch psychosoziale Fak-
toren verstarkt werden, auch immunologische Vorgange auf molekularer und zellbiologischer
Ebene eine Rolle [123,124].
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Die Reaktion des Immunsystems auf potentiell schédliche Einfllsse ist von der friihen Immun-
regulation, den pré- und postnatalen Risiko- und Schutzfaktoren sowie dem Mikrobiom, abhén-
gig. Risikofaktoren fir die Asthmaentstehung sind eine positive Familienanamnese, ein atopi-
sches Ekzem in den ersten Lebensjahren und das Auftreten von Nahrungsmittelallergien im
frihen Leben [86].

Das Auftreten von Symptomen unterliegt erheblichen geografischen Unterscheiden [125,126].
In Deutschland betrégt die Pravalenz bei Kindern und Jugendlichen 4,1% [127]. Die klinische
Auspragung der Symptomatik wird unter medikamentdser Therapie in drei Schweregrade ein-
geteilt: kontrolliertes Asthma bronchiale, teilweise kontrolliertes Asthma bronchiale und nicht
kontrolliertes Asthma bronchiale. Die Schweregrade unterscheiden sich in der Haufigkeit des
Auftretens von Hustenanfallen, néchtlichen Symptomen, der Lungenfunktion und des Einsatzes
der Bedarfsmedikation [125].

Treg-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Asthma-Pathogenese. Lee et al.. wiesen eine
geringere Anzahl an Treg-Zellen bei Patienten mit leichtem allergischem Asthma nach. Bei
Patienten mit schwerem allergischem Asthma bronchiale zeigte sich hingegen eine erhohte An-
zahl. Dabei korrelierte die Treg-Zellzahl positiv mit dem IgE-Spiegel [128]. Auch Mészaros et

al.. [129] wiesen weniger Treg bei Kindern mit allergischem Asthma bronchiale nach.

2.3.3.3 Allergische Rhinitis

Die allergische Rhinitis ist eine allergische Entzindung der Nasenschleimhdute bei bereits sen-
sibilisierten Personen und tritt meist bei Schulkindern und Jugendlichen auf [86]. Sie stellt ein
globales Gesundheitsproblem dar, welches 10-25% der Bevélkerung betrifft. Im Kindesalter
stellt sie die haufigste allergische Erkrankung und eine der hdufigsten chronischen Erkrankun-
gen dar [130]. Genau wie andere atopische Erkrankungen spielen auch bei der allergischen
Rhinitis sowohl genetische als auch Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle. Zu den Um-
weltfaktoren zéhlen hier Luftverschmutzung und bakterielle oder virale Infektionen. Auch die
Hygienehypothese und eine unausgeglichene TH1-/TH2 Immunantwort werden in der Entste-
hung von allergischer Rhinitis diskutiert [131]. Lee et al.. wiesen bei geringer Auspragung von
allergischer Rhinitis eine ebenfalls verminderte Anzahl an Treg-Zellen nach, wahrend sie bei
ausgepragtem Krankheitsbild erhoht war [128]. Mészaros et al.. wiesen nach, dass Kinder mit
allergischer Rhinitis weniger CD4+CD25+ T-Zellen haben, diese Zellen aber eine starkere Ex-
pression von FOXP3 aufwiesen [129]. Im Folgenden werden die Begriffe Heuschnupfen und

allergische Rhinitis synonym verwendet.
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2.4 Covid-19 Pandemie

Die Verbreitung des neuartigen severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 virus
(Sars-Cov-2 Virus) wurde am 11. Marz 2021 von der World Health Organisation (WHO) als
Pandemie eingestuft [132]. Dies fuhrte weltweit zur Einfuhrung von Infektionschutzmaf3nah-

men zur Einddmmung des neuartigen Virus.

Auch in Deutschland wurden MaRnahmen zum Infektionsschutz verabschiedet. Ab Marz 2022
herrschte ein sogenannter ,,Lockdown “ mit Kontaktbeschrankungen und erhéhten Hygiene-
mafRnahmen in Deutschland. Dazu z&hlten unter anderem das Einhalten des Mindestabstand
von 1,5 m im Offentlichen Raum, das Tragen eines Mund-Nasen-Schutzes sowie Kontaktbe-
schrankungen, die es nur noch erlaubten, sich mit einer weiteren Person auRerhalb des eigenen
Hausstandes zu treffen. Gastronomie und zahlreiche weitere Dienstleistungsbereiche wurden
geschlossen und GroRveranstaltungen untersagt [133]. Die MaRnahmen hielten je nach Fall-
zahlen und Jahreszeit in unterschiedlicher Auspragung bis zur flachenhaften Einflihrung der
Impfstoffe gegen Sars-Cov-2 an [134].

Die Pandemie und die durch sie eingefiihrten MaRnahmen hatten und haben erhebliche gesund-
heitliche, wirtschaftliche und soziale Folgen. Wenn im Zusammenhang mit dieser Arbeit von
,,Lockdown‘ gesprochen wird, sind damit die Zeitrdume mit verschérften Kontaktbeschrankun-
gen, die vom Marz 2020 bis Mai 2020 sowie von Dezember 2020 bis Mai 2021 bestanden,

gemeint.

2.4.1 Atopie und Pandemie

Wie bereits erwéhnt wird in der Hygienehypothese postuliert, dass erhohte Hygienestandards
einen Faktor darstellen, der die Entstehung von atopischen Erkrankungen begunstigt [101]. Es
gibt bisher keine Daten dazu, ob die wahrend des Lockdowns ergriffenen Hygienemalinahmen
die Entwicklung von atopischen Erkrankungen begunstigen. Diese Promotionsarbeit soll einen
Grundstein fur zukinftige Forschung legen, um die Auswirkungen der Covid-19 Pandemie auf
die Entstehung von atopischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale, allergische Rhinitis oder

atopischer Dermatitis zu erforschen.
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2.5 Fragestellung

Es ist bereits bekannt, dass sich das Immunsystem im Laufe des Lebens verandert und das Auf-
treten von bestimmten Erkrankungen durch verschiedene Faktoren beglnstigt wird. Um diese
Zusammenhdange weiter zu untersuchen, vergleicht diese Arbeit erstmals Nabelschnurblut mit
peripherem Blut von Schwangeren kurz vor Entbindung und zielt darauf ab einen umfangrei-
chen Uberblick Gber den Immunstatus zu diesen Lebenszeitpunkten zu geben. Zudem sollen
die geschlechterspezifischen Unterschiede im Nabelschnurblut herausgearbeitet werden. Dies
kann dabei helfen neue und individuelle und geschlechterspezifische Therapiemdglichkeiten zu
entwickeln. Dartber hinaus befasst sich die Arbeit damit, welchen Einfluss atopische Vorer-
krankungen der Mutter auf den Immunstatus des Kindes bei Geburt haben. Diese Arbeit unter-
sucht anhand von Durchflusszytometrie Lymphozytensubpopulationen im Nabelschnurblut

und im peripheren Blut von Schwangeren mit folgenden Fragestellungen:

Wie unterscheiden sich Lymphozytensubpoulationen im peripherem Blut von Schwangeren

und Nabelschnurblut?

Gibt es Unterschiede in der Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen im Nabel-

schnurblut von weiblichen und ménnlichen Neugeborenen?

Gibt es Unterschiede in der Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen im periphe-
ren Blut von Schwangeren mit atopischen Vorerkrankungen im Vergleich zu nicht-vorerkrank-

ten Schwangeren?

Unterscheidet sich das Nabelschnurblut von Neugeborenen mit atopisch vorerkrankten Mittern

von dem Nabelschnurblut von Neugeborenen von nicht-vorerkrankten Mittern?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 1: Material zur Aufbereitung der Blutproben.

Probe Menge Bestimmung

EDTA 1-3x4,8ml  Isolierung von PBMC

PBMC in PBS 3x 1 ml FACS

Tabelle 2: Materialien zur Zellisolierung

Material Handelsname Firma

Zentrifugenréhrchen Schraubréhre, 15ml Sarstedt AG & Co. KG,
Niirnbrecht, Deutschland

Kryoréhrchen Cryotube 1,6 ml Sarstedt AG & Co. KG,
Niirnbrecht, Deutschland

Kryoréhrchen Cryotube 2,0 ml Cryomaster,

Mikrozentrifugenréhrchen

Eppis 2 ml, round bottom

Sarstedt AG & Co. KG,
Niirnbrecht, Deutschland

Einfrierbox fiir Zellen

CellCamper

CellCamper, Heidelberg,
Deutschland

Pipetten 200 pl

Pipetman L P200L, 20-200 pl,

Metal Ejector

Gilson Incorporated, Mi-
ddleton, USA

Pipetten 1 ml

Pipetman L P1000L, 100-1000

ul, Metal Ejector

Gilson Incorporated, Mi-
ddleton, USA

Pipettenspitzen

SafeSeal SurPhob Spitzen 1250

ul

Biozym Scientific GmbH,
Heeisch Oldendorf,

Deutschland
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Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips 2-200 pl ~ Sarstedt AG &Co.KG,
Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen Tip One 1-200 Wl Filter Tips Star Lab International
GmbH, Hamburg,
Deutschland

EDTA Ro6hrchen S-Monovette, 4,8 ml Sarstedt AG & Co.KG,

Niirnbrecht, Deutschland

Trennmedium FicoLite-H, Dichte 1,077g/ ml, Linaris Biologische Pro-
1sotonisch dukte, Dossenheim
Deutschland
DPBS DPBS-1x w/o Cat++ Mg++, 500 Gibco/ThermoFisher,
ml Waltham, USA
Freezer Medium Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co.KG

Karlsruhe, Deutschland

Fetal Bovine Serum (FCS) Gibco/ThermoFisher,
Waltham, USA

Tabelle 3: Gerate zur Zellisolierung

Geriit Handelsname Firma

Zentrifuge Eppendorf 5415 R Eppendorf, Wesseling
Deutschland

Zentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf, Wesseling
Deutschland
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Tabelle 4: Materialien zur Zellzdhlung

Material Handelsname Firma
Farbstoff AO/PI  (Acridinorange/Propidi- Logos Biosystems,
umiodid) Gyeonggi-do 14055 South
Korea
AO/PI Slides LUNA-FL™ Cell Counting Slides 1Logos Biosystems,
Gyeonggi-do 14055 South
Korea
Tabelle 5: Gerate zur Zellzahlung
Geriit Handelsname Firma
Zellzihlgerit LUNA-FL™ Automated Flu- Logos Biosystems,
orescence Cell Counter Gyeonggi-do 14055 South
Korea
Zentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf, Wesseling
Deutschland
Tabelle 6: Verwendete Antikdrper fur die Immunphenotypisierung.
Marker Fluorochrom Klon Firma Katalog- Panel
numer
CD19 APC-R700 HIB19 BD 564977 B-Zell Panel
CD20 BB700 2H7 BD 745889 B-Zell Panel
CD21 BV421 B-Ly4 BD 562966 B-Zell Panel
CD27 APC L128 BD 337169 B-Zell Panel
CD38 PE HB-7 BD 345806 B-Zell Panel
CD43 BV605 1G10 BD 563378 B-Zell Panel
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IgD PE-CF594 [1A6-2 BD 56254 B-Zell Panel

IgM BV480 G20-127 BD 566146 B-Zell Panel
CD31 BV421 L133.1 BD 744801 T-Zell Panel 1
CD5 BV650 L17F12 BD 742551 T-Zell Panel 1
CD62L BB700 SK11 BD 745995 T-Zell Panel 1
CD69 BV480 FN50 BD 747519 T-Zell Panel 1
CDS8 APC-R700 SK1 BD 565192 T-Zell Panel 1
TZRaf FITC WT3l1 BD 33314 T-Zell Panel 1
TZRyd PE 11F2 BD 333141 T-Zell Panel 1
CD127 Alexa-Fluor HIL-7R- BD 558598 T-Zell Panel 2

647 M21
CD183 BV480 CXCR3 BD 746283 T-Zell Panel 2
CD19%4 PE 1G1 BD 55112 T-Zell Panel 2
(CCR4)
CD196 APC-R700 CCR6 BD 565173 T-Zell Panel 2
(CCR6)
CD25 BV421 M-A251 BD 562442 T Zells-Panel 2
CD29%4 BV650 BM16 BD 740616 T-Zell Panel 2
(CRTH2)

CD3 BV786 SK7 BD 563800 T-Zell Panel 1
T-Zell Panel 2

CD4 PE-CF594 SK3 BD 566317 T-Zell Panel 1
T-Zell Panel 2

CD45RO BV605 UCHL1 BD 562791 T-Zell Panel 1

T-Zell Panel 2
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Tabelle 7: Materialien zur Oberflachenfarbung

Material Handelsname

Firma

FACS-Ro6hrchen Reagenz- und Zentrifugen-

SARSTEDT AG & Co.KG,

rohre, 5 ml 51588 Niirmbrecht, Ger-
many
Waschldsung CellWASH Becton, Dickinson & Com-
pany, Heidelberg, Germany
Lysierungslosung BD FACS Lysing Solution Becton, Dickinson & Com-

pany, Heidelberg, Germany

BD Horizon Fixable Viabil-
ity Stain 780 Stock Solution

Zellviabilititsfarbung

Becton, Dickinson & Com-

pany, Heidelberg, Germany

Tabelle 8: Gerate zur Oberflachen- und Intrazellularfarbung

Geriit Handelsname Firma

Zentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf, Wesseling
Deutschland

Durchflusszytometer FACSCelesta™ Cell Ana- Becton, Dickinson & Com-

lyzer

pany, Heidelberg, Germany

Tabelle 9: Auswertung und Darstellung der durchflusszytometrischen Daten.

Material Handelsname Firma

Gerétekalibrierung Cytometer Setup and Track- BD Biosciences, Heidelberg,
ing Module Deutschland

Geritekalibrierung Sphero™ Rainbow Calibra- BD Biosciences, Heidelberg,

tion Particles

BD™ CompBeads

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland
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Datenerfassung BD FACSDiva BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Datenanalyse FlowJo vi0 BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Prisentationsprogramm und PowerPoint Microsoft Corporation,

Bildbearbeitung Redmond, USA
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3.2 Studiendesign und Ein- und Ausschlusskriterien

Bei der hier durchgefiihrten Studie handelt es sich um eine Kohortenstudie. Als Zeitrahmen fur
die Probensammlung wurde die Zeit von Februar 2021 bis Juni 2022 festgesetzt, in der Schwan-
gere mit geplantem Kaiserschnitt im dritten Trimenon bei ihrer Vorstellung in der Klinik fir
Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin am Universitatsklinikum Homburg
rekrutiert wurden. Diese Frauen verbrachten einen Grof3teil ihrer Schwangerschaft, durch die
MaRnahmen zur Pandemiebekampfung, in Isolation. Zu diesen MaRnahmen zéhlen: Abstand
halten, erhohte Hygienestandards und das Tragen eines Mund-Nasen-Schutzes. Die Nabel-

schnurblutproben wurden im gleichen Zeitraum gesammelt.

Tabelle 10: Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Schwangere Schwangere mit Schwangere mit
- Schriftlicher Einwilli- - Autoimmunerkrankungen
gung - Akuten Infektionen innerhalb der
- Geburtsmodus: Sectio letzten 2 Wochen (beurteilt nach
Caesarea klinischem und oder labormedizi-

nischen Kriterien)
- Antibiotikaeinnahmen in den letz-

ten zwel Wochen

Kinder Reifgeborene (RG) - Spontan Geburt
- Geburt nach der 37+0 - Geburt vor der 37+0 Schwanger-
schaftswoche

Schwangerschaftswoche
- Perinatale Infektionen
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3.3 Blutproben

Fur diese Studie wurden Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Blutproben von Schwangeren,
sowie Nabelschnurblutproben von Neugeborenen aus der Frauen- und Kinderklinik des Uni-
versitatsklinikums des Saarlandes gesammelt. Als Endpunkt der Probensammlung wurden 50
Schwangeren- und 50 Nabelschnurblutproben festgelegt

Tabelle 11).

Die Aufklarung der Schwangeren erfolgte, bei ihrer Vorstellung zur Pramedikation, am Tag
vor der geplanten Sectio. Fur unsere Studie konnten so 4,8 ml EDTA-Blut zusammen mit der
Routineblutentnahme im Rahmen der Pramedikation abgenommen werden, wodurch sich keine
zusétzliche Venenpunktion fiir die Schwangere ergab. Die Entnahme des Nabelschnurblutes
aus der Plazenta erfolgte unmittelbar nach der Geburt durch die zustdndige Hebamme (Abbil-
dung 4). Abhéngig von der GroRe der PlazentagefalRe und dem Blut das gewonnen werden
konnte, wurden ein bis drei 4,8 ml EDTA Roéhrchen zur weiteren Verarbeitung entnommen
(Tabelle 1).

Die Verarbeitung der Blutproben erfolgte im Forschungslabor fiir Allgemeine Péadiatrie und
Neonatologie gemaR einer Standard Operating Procedure (SOP) innerhalb eines Zeitrahmens
von maximal drei Stunden. Die Untersuchung war vorab von der Ethikkommission des Saar-
landes (AZ 198/20, 10.01.2022) genehmigt worden.

Abbildung 4: Blutabnahme aus Plazenta.

Die Abbildung zeigt beispielhaft die Blutentnahme des NSB aus der Plazenta einer Schwangeren post-
partal. Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach Entbindung durch die zustdndige Hebamme.
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Tabelle 11: GruppengroéRe

Endpunkt Gemessen
Schwangere mit bevorstehender Sectio N=50 N=36
Reifgeborene Kinder (Gestationsalter 37+0 bis 42+0) N=50 N=37

3.4 Probenverarbeitung

Nach der Blutentnahme erfolgten die in Abbildung 5 und Abbildung 6 dargestellten Arbeits-
schritte. Zun&chst wurden mononukleédre Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mo-
nonuclear cells, PBMC) bzw. Nabelschnurbluts (cord blood mononuclear cells, CBMC) isoliert
und bei -80 ° C gefroren. Zu einem spateren Zeitpunkt erfolgte die durchflusszytometrische

Messung.

Die gewonnenen Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie in drei verschiedenen Panels ana-

lysiert: B-Panel, T-Panel 1 und T-Panel 2.

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden erlautert, welche fur den Versuchsaufbau ver-
wendet wurden und fir die Ergebnisse dieser Arbeit relevant sind. Zur einfacheren Lesbarkeit

wird im Folgenden von PBMC gesprochen. Gemeint sind aber sowohl PBMC als auch CBMCs.

3.5 Zellisolierung

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 2 aufgelistet. Zur Zellisolierung wurden 4 ml je-
des EDTA Rohrchen in einem 15ml Zentrifugenréhrchen im Verhaltnis 1:1 mit Dulbeccos
phosphatgepufferte Kochsalzlésung (DPBS, Dulbecco's phosphate buffered saline) verdinnt.
AnschlieBend wurden je 8 ml dieser verdiinnten Mischung, in einem weiteren Zentrifugenréhr-
chen, vorsichtig tiber 6 ml eines Dichtegradientmediums (FicoLite-H) geschichtet, sodass sich
zwei Phasen ergaben In Abbildung 5 ist dieses Verfahren exemplarisch dargestellt. Die Dich-
tegradienten-Zentrifugation dient der Anreicherung von mononukleéren Zellen aus dem Blut.
Es handelt sich um ein physikalisches Trennverfahren, bei dem die Zellen anhand ihrer Bewe-
gungsgeschwindigkeit (Sedimentationsgeschwindigkeit) mit Hilfe einer Zentrifugation sortiert
werden. Der hier genutzte polymerbasierte Gradient besteht nur aus einer Dichtestufe. Mono-
nukleédre Zellen haben eine niedrigere Dichte als der Polymer und sammeln sich deshalb als
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Grenzschicht (entspricht in Abbildung 5 blauem Balken) zwischen den beiden Phasen an. Auf-

grund der hoheren Dichte sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten an den Boden.

Die Zentrifugenréhrchen wurden bei Raumtemperatur und 400 g, mit einer Bremse auf Stufe
fiinf, 30 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss an diesen Zentrifugationsschritt wurde 1 ml des
Uberstands, bei dem es sich um eine Plasma-Polymer Mischung handelt, abpipettiert und in
einem gesonderten Reagenzgefal bei —80 ° C kryokonserviert. Als Ndchstes konnte die Inter-
phase, welche die PBMC enthélt, abgesaugt und gleichwertig verteilt in vier, mit je 1 ml PBS

gefiillten Reagenzgefalen, resuspendiert werden.

Die Zellen wurden anschlieBend zehn Minuten bei Raumtemperatur, mit 200 g und einer
Bremse, zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen, das Zellpellet am Bo-
den des Reagenzgefales erneut in PBS resuspendiert und fur zehn Minuten zentrifugiert. Nach
erneutem Abpipettieren des Uberstands wurde das Pellet in 2 ml Freezer Medium, bestehend
aus 900 ul Fetal Bovine Serum (FCS) und 100 pl Dimethylsulfoxid (DMSO), resuspendiert.
AnschlieRend wurden die Proben in Cryotubes, die im CellCamper gelagert wurden, bei -80 °

C eingefroren.

Blut — Plasma
g - PBMC
Zentrifugation — Ficoll

Ficoll - Erythrozyten,
Granulozyten

Abbildung 5: Dichtegradienten-Zentrifugation von PBMCs/CBMC's.

Die in dieser Arbeit genutzte Dichtegradienten-Zentrifugation dient der Anreicherung von mononuk-
ledren Zellen aus dem Blut. Es handelt sich um ein physikalisches Trennverfahren, bei dem die Zellen
anhand ihrer Bewegungsgeschwindigkeit (Sedimentationsgeschwindigkeit) mit Hilfe einer Zentrifuga-
tion sortiert werden. Mononukledre Zellen haben eine niedrigere Dichte als der Polymer und sammeln
sich deshalb als Grenzschicht (entspricht im Schema blauem Balken) zwischen den beiden Phasen an.
Aufgrund der héheren Dichte sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten an den Boden. Auf der
rechten Seite sieht man zwei Proben nach der Zentrifugation.
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3.6 Zellzahlung

Im ersten Schritt wurden die bei -80 ° C kryokonservierten PBMC auf Eis Uberfiihrt und fur
finf Minuten akklimatisiert, bevor das Zellpellet in einem Wasserbad bei Raumtemperatur auf-
getaut wurde. AnschlieBend wurden die Zellpellets zweimal mit D-PBS gewaschen und bei 400
g fur zehn Minuten zentrifugiert. Die Pellets wurden dann in ein addquates PBS-Volumen auf-
genommen, um eine Zelldichte von ca. 1,5-2 x 10° /ml zu erzielen. AnschlieBend wurden 9 ul
der Zellsuspension mit 1 pl Acridinorange und Propidiumiodid (AO/PI) geféarbt und gemaR der
Herstellerangaben mit LUNA-FL™ Automated Fluorescence Cell Counter die lebenden und

toten Zellen quantifiziert.

Tabelle 12: Bendtigte Zellzahlen, in Abhangigkeit von der zu untersuchenden

Zellpopulation

Panel Benotige Zellzahl
B-Lymphozyten 106
T1-Lymphozyten 3x 10°
T2-Lymphozyten 3x10°

3.7 Durchflusszytometrie

Nachdem mit Hilfe des LUNA-FL™ Automated Fluorescence Cell Counter eine Zelldichte von
1 x 10%/ml eingestellt worden war, wurden pro 10° Zellen, 0,5 uL BD Horizon Fixable Viabi-
lity Stain 780 Stock Solution, zur Farbung der toten Zellen gemall Herstellerangaben, hinzuge-
geben. Die Zellen wurden gevortext, bevor die Zellsuspension bei Raumtemperatur fir 15 Mi-
nuten in Dunkelheit inkubiert wurde. Danach wurde die Zellsuspension erneut gevortext und
die gewiinschte Zellzahl, je nach zu untersuchender Zellpopulation (Tabelle 12), in die FACS
Tubes Uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml BD CellWASH™ gewaschen und
bei 500 g zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 100uL
eines flr das jeweilige Panel spezifischen Antikdrpermix resuspendiert und bei Raumtempera-
tur fir 30 Minuten vor Licht geschitzt inkubiert. Der Antikorpermix enthielt BD Horizon™

Brilliant Stain Buffer und BD Pharmingen™ Stain Buffer. Diese Pufferlésungen sollen dazu
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beitragen, unspezifische Bindungen zu reduzieren und so die Leistung der Fluoreszenzfarb-
stoffe maximieren. Die mit Fluorochromen markierten Antikorper sind in Tabelle 10 aufge-
fithrt. In der Zwischenzeit wurde BD FACS™Lysing Solution im Verhéltnis 1:10 in VE-H20
verdunnt und auf Eis gelegt. Durch die Zugabe von 1 ml BD FACS™ LysingSolution pro Tube
wurden die verbliebenen Erythrozyten in der Probe lysiert. Die Zellsuspension wurde nun wei-
tere funf Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert und nach Ablauf der Zeit erneut
mit 1 ml BD CellWASH™ verdiinnt und bei 500 g fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und die Pellets in 200 ul D-PBS resuspendiert und lichtgeschiitzt, auf

Eis, bis zur durchflusszytometrischen Analyse, gelagert.

3.8 Datenanalyse und Gating Strategie

Die Zellpellets wurden auf einem 3-Laser, 12-Farben FACS Celesta™ Cell Analyzer analy-
siert. Die Leistung, Stabilitat, Fluoreszenzkalibrierung und Datenreproduzierbarkeit des Durch-
flusszytometers wurden téglich mittels dem Cytometer Setup and Tracking Module aufrecht-
erhalten und Uberprift. Fur jede Messung wurden Anwendungseinstellungen durchgefiihrt und
Sphero™ Rainbow Calibration Particles verwendet, um die Datenreproduzierbarkeit im Ver-
lauf der Messungen zu validieren. Die Kompensationseinstellungen wurden unter Verwendung
von BD™ CompBeads berechnet. Der Vergleich der gefarbten Probe mit einer ungeféarbten
Probe, einer Probe, die allen Verfahren auRer der Antikérperfarbung unterzogen wurde, und
der Isotyp-Kontrolle, um die unspezifische Bindung der Antikorper zu spezifizieren, bildete die
Grundlage flr die positive Farbung und die Gating-Strategie. Sowohl Zellaggregate (FSC-
A/FSC-H) als auch tote Zellen wurden durch Farbung mit BD Horizon Fixable Viability Stain
780 von der Analyse ausgeschlossen. Die Klassifizierung der Lymphozyten basierend auf mor-

phologischen Parametern (FSC-A/SSC-A) wurde am Ende bestatigt.

Bei jeder der gemessenen Proben wurden die durchflusszytometrisch analysierten Daten als
zweidimensionale Punkt-Diagramme (Dotplots) oder als eindimensionale Histogramme darge-
stellt. Dabei entspricht jeder Punkt des Diagramms einer Zelle. Durch das Setzen von hierar-
chischen Analysefenster (Gates) ist es moglich verschiedene Zellpopulationen, gemaR ihrer
Oberflachenmarker darzustellen. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Panels mit Ober-
flachenmarkern bestimmt. Exemplarisch sind die Gating Strategien fur je eine reprasentative
CBMC Probe fiir jedes Panel (B, T1 und T2 Panel) gezeigt (Abbildung 6, Abbildung
7Abbildung 8). Die Daten wurden mit FACSDiva erfasst und mit FlowJo v10 analysiert. Diese
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Gating Strategie wurde auf alle Proben angewandt, um so ein méglichst durchgéngiges Aus-
wertungsschema zu etablieren und eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Proben zu erzeu-
gen. Die Gates wurden voreingestellt und die Auswertung der Probe erfolgte verblindet. Im
Folgenden wird nun die Gating Strategie erlautert.

Fur alle drei Panels basierte die Gating Strategie auf morphologischen Parametern (FSC-
H/FSC-A). FVS 780-negative Zellen wurden als lebendige Zellen betrachtet. Nachdem die toten

Zellen ausgeschlossen worden waren, erfolgte die Eingrenzung der weiteren Subpopulationen.
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Abbildung 6: Gating Strategie fur B-Lymphozyten flr eine reprasentative CBMC-
Probe. Die Analyse wurde in FlowJo durchgefiihrt. Die Gating-Strategie basierte auf morphologi-
schen Parameter (FSC-H/FSC-A). FVS 780-negative Zellen wurden als lebensfahige Zellen betrachtet.
Aus den lebendigen Zellen wurde die Anzahl der CD19+ und CD20+ Zellen bestimmt. Die CD19+
Fraktion wurde in CD27+ und CD27- B-Zellen unterteilt. Ein separater Gatingweg zeigt CD19+CD5+
Zellen. CD27+ Zellen wurden in MZ-B-Zellen (IgD+1gM+), klassengewechselte B-Zellen (IgD-1gM),
spate Gedachtnis-B-Zellen (CD38+IgM+) und Plasmablasten (CD38+IgM-) unterteilt. CD27- Zellen
wurden in unreife B-Zellen (IgD-IgM-), naive B-Zellen (IgD+IgM+) und transitionale B-Zellen
(CD20+CD38+) unterteilt. CD20+ Zellen wurden in B1l-Zellen (CD27+CD43+) und B2-Zellen
(CD27+CfD43-)  unterteilt. CD27+CD43+ B1-Zellen  wurden  zusétzlich  noch in

CD20+CD27+CD43+CD69-, CD20+CD27+CD43+CD70-und CD20+CD27+CD43+CD38low Grup-
pen unterteilt.
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Abbildung 7: Gating Strategie fur T-Lymphozyten (Panel 1) fir eine repréasenta-

tive CBMC Probe. Die Analyse wurde in FlowJo durchgefiihrt. Die Gating-Strategie basierte auf
morphologischen Parameter (FSC-H/FSC-A). FVS 780-negative Zellen wurden als lebensféhige Zel-
len betrachtet. Aus den lebendigen Zellen wurde die Anzahl der CD3+ Zellen bestimmt. Die CD3+
Fraktion wurde in CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen unterteilt. Beide Zellfrakti-
onen wurden in naive zentrale (CD62L+CD45R0-), naive Effektor (CD62L-CD45R0-), Gedé&chtnis-
Effektor (CD62L-CD45R0+), und Geddachtnis-zentrale (CD62L+CD45R0O+) T-Zell-Subpopulationen
unterteilt. Zusatzlich wurden T-Zellen mit TZRaf und aktivierte T-Zellen mit TZRap (CD69+) iden-
tifiziert. CD4+ TH-Zellen wurden weiter in naive Thymus-negative (CD45R0O-CD31-) und -positive
(CD45R0O-CD31+) T- Helferzellen unterteilt.
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Abbildung 8: Gating-Strategie fur T-Lymphozyten (Panel 2) flr eine reprasenta-

tive CBMC Probe. Die Analyse wurde in FlowJo durchgefiihrt. Die Gating-Strategie basierte auf
morphologischen Parameter (FSC-H/FSC-A). FVS 780-negative Zellen wurden als lebensféhige Zel-
len betrachtet. Aus den lebendigen Zellen wurde die Anzahl der CD3+ Zellen bestimmt. CD4+ T-
Helferzellen wurden identifiziert. TH1-Zellen (CD183+CD196+) und TH2-Zellen (CD194+CD294+),
sowie deren Subpopulationen naive (CD45R0O-) und Gedachtnis (CD45RO+) wurden aus der TH-Zell-
fraktion bestimmt. Regulatorische TH-Zellen wurden als CD25+CD127- identifiziert.
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Tabelle 13: Lymphozytenpopulationen Definitionen gemafl Oberflachenmarker

Lymphozytensubpopulationen

Definition

B-Lymphozyten

B-Zellen

CDI19+

Unreife B-Zellen

CD19+CD27-IgD-IgM-

Naive B-Zellen

CD19+CD27-IgD+1gM+

Marginalzonen Gedéchtnis B-Zellen

CD19+CD27+IgD+IgM+

Klassengewechselte Gedéchtnis B-
Zellen

CD19+CD27+IgD-IgM-

Spéte Gedéchtnis B-Zellen

CD19+CD27+CD38+IgM+

Plasmablasten

CD19+CD27+CD38++I1gM-

Transitionale B-Zellen

CD19+CD20+CD27-CD38+

B1-Zellen CD20+CD27+CD43+
CD20+CD27+CD43+CD70-
CD20+CD27+CD43+CD69-
CD20+CD27+CD43+CD38low
CD19+CD5+

B2-Zellen CD20+CD27+CD43-

T-Lymphozyten | T-Zellen CD3+

T-Helferzellen CD3+CD4+

Zytotoxische T-Zellen CD3+CD8+

T-Helferzellen mit af-TZR TZRop+CD4+

Zytotoxische T-Zellen mit aff-TZR TZRop+CD8+

Aktivierte T-Helferzellen mit of- | TZRap+CD4+CD69+

TZR

Aktivierte zytotoxische T-Helferzel- | TZRap+CD8+CD69+

len mit of}-TZR
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Gedichtnis Effektor T-Helferzellen

CD3+CD4+CD62L-CD45R0O+

Gedichtnis zentrale T-Helferzellen

CD3+CD4+CD62L+CD45RO+

Naive Effektor T-Helferzellen

CD3+CD4+CD62L-CD45R0O-

Naive zentrale T-Helferzellen

CD3+CD4+CD62L+CD45RO-

Gedichtnis Effektor zytotoxische T-
Zellen

CD3+CD8+CD62L-CD45RO+

Gedédchtnis zentrale zytotoxische T-
Zellen

CD3+CD8+CD62L+CD45RO+

Naive Effektor zytotoxische T-Zellen

CD3+CD8+CD62L-CD45RO-

Naive zentrale zytotoxische T-Zellen

CD3+CD8+CD62L+CD45RO-

Naive Thymus negative T-Helferzel-
len

CD3+CD4+CD31-CD45RO-

Naive Thymus positive T-Helferzel- | CD3+CD4+CD31+CD45RO-

len

T-Helferzellen Typ 1 CD3+CD4+CD183+CD196+

Naive T-Helferzellen Typ I CD3+CD4+CD183+CD196+
CD45RO-

Gedéichtnis T-Helferzellen Typ 1 CD3+CD4+CD183+CD196+
CD45RO+

T-Helferzellen Typ II CD3+CD4+CD194+CD294+

Naive T-Helferzellen Typ 11

CD3+CD4+CD45R0O-CD194+
CD294+

Gedéchtnis T-Helferzellen Typ 11

CD3+CD4+CD45RO+CD194+
CD294+

Regulatorische T-Zellen

CD3+CD4+CD25+CD127-
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3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Statistical Package fur Social Sciences
(SPSS) 28.0.0 (IGM,Chicago, IL USA). Es wurden quantitative Daten, mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Tests, auf Normalverteilung tberprift. Allerdings folgte die Mehrheit der Variablen kei-
ner Normalverteilung. Daher wurde fir alle VVergleiche ein Mann-Whitney-U-Tests verwendet.
Die p-Werte waren zweiseitig und es wurde zunéchst ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.

Deskriptive Statistiken wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
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4  FErgebnisse

4.1 Patientenkollektiv

VVon den 50 gesammelten Proben konnten in dieser Arbeit 36 Schwangere und 37 Neugeborene
(ein Zwillingspaar) gemessen werden. Die Anzahl der Proben, die in die Messungen und die
anschlieBende Auswertung aufgenommen wurden, variierte in den Panels je nach verfligbarer

Blutmenge. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iber die GroRe der einzelnen Panels.

Tabelle 14: FACS-Panel GrofRRe

Panel Schwangere Neugeborene
B-Panel 36 37
T-Panel | 32 37
T-Panel I 3 26

Die Versuchsgruppe konnte durch die Auswertung der Fragebdgen (siehe 10.1 Fragebdgen) in

weitere Kohorten eingeteilt werden. Dies ergab fir die Schwangere folgende Subgruppen:

Tabelle 15: Patientenkohorten anhand von Vorerkrankungen

Kohorte Anzahl
Schwangere mit Asthma 3
Schwangere mit allergischer Rhinitis 8
Schwangere mit Atopie 11

Auch die Neugeborenen wurden in mehrere Subgruppen unterteilt.
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Tabelle 16: Patientenkohorten der Neugeborenen

Kohorte Anzahl
RG von Schwangeren mit Asthma 3
RG von Schwangeren mit allergischer Rhinitis 8
RG von Schwangeren mit Gestationsdiabetes 9
Weibliche RG 21
Mannliche RG 16

Die statistische Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit Kontrollgruppen, in denen die
jeweilige Vorerkrankung nicht vorlag.

Mittels Durchflusszytometrie konnten so 14 B-Lymphozyten- und 22 T-Lymphozytenpopula-
tionen gemessen werden. Durch den Vergleich der verschiedenen Gruppen sollen Zusammen-

hénge zwischen den klinischen Daten und den Labormessungen gefunden werden.

4.1.1 Neugeborene

Bei der untersuchten Kohorte handelt es sich um Reifegeborene mit einem Gestationsalter zwi-
schen der 37 bis 40. Schwangerschaftswoche (SSW). Das mediane Gestationsalter lag bei der
38. SSW, wobei sich die Verteilung innerhalb der Schwangerschaftswochen wie folgt zusam-

mensetzte:

Tabelle 17: Gestationsalter der eingeschlossenen Neugeborenen (n=37)

SSW Haufigkeit Prozent [%]
37 8 21,6
38 16 43,2
39 12 32,4
40 1 2,7
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20

Haufigkeit

36 37 38 39 40 4
Gestationsalter

Abbildung 9: Gestationsalter Neugeborene

Die Abbildung zeigt die Verteilung des Gestationsalters in der Studienkohorte mit Hilfe eines Histo-
gramms. Die Haufigkeit ist auf der Y-Achse in absoluten Zahlen angegeben. Das Gestationsalter ist
auf der X-Achse aufgetragen. Die Verteilung war wie folgt: 8 NG der 37. SSW, 16 NG der 38. SSW,
12 NG der 39. SSW und 1 NG der 40. SSW.

Das Geburtsgewicht lag zwischen 2090g und 4290g, mit einem medianen Gewicht von 3200g.
Wie bereits im Abschnitt Material und Methoden erwéhnt, wurden alle Neugeborenen durch
eine Sectio caesarea in der Frauenklinik des Universitatsklinikums Homburg entbunden. Es
wurde das Nabelschnurblut von 16 mannlichen und 21 weiblichen Neugeborenen durchflusszy-
tometrisch gemessen. Das Kollektiv beinhaltete 33 Einlinge und 4 Mehrlinge. Der arterielle
Nabelschnur-pH lag median bei 7,33.

52



Ergebnisse

4.1.2 Schwangere

Bei dem Patientenkollektiv der Schwangeren handelte es sich um 36 Frauen zwischen 21 und
41 Jahren; das mittlere Alter lag bei 33 Jahren (SD +3,9).

Tabelle 18: Altersverteilung der Schwangeren

Mittelwert 33 (£3,9)
Median 32,5
Varianz 15,693

Minimum 21

Maximum 41

Haufigkeit

20 25 30 35 40 45

Alter

Abbildung 10: Altersverteilung Schwangere.

Die Abbildung zeigt die Verteilung des Alters der Schwangeren in der Studienkohorte mit Hilfe eines
Histogramms. Die H&ufigkeit ist auf der Y-Achse in absoluten Zahlen angegeben. Das Alter der
Schwangeren ist auf der X-Achse aufgetragen.

Der Mittelwert der Gravida lag in dieser Gruppe bei 2,26 (SD+0,22) und der der Para bei 1,94
(SD+0,19). Unter den rekrutierten Schwangeren gaben drei Frauen ein Asthma bronchiale und
acht Frauen eine allergische Rhinitis als Vorerkrankung an. Insgesamt war bei elf Schwangeren

eine atopische Vorerkrankung bekannt.
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Tabelle 19: Absolute Haufigkeiten der Gravida in der Kohorte der Schwangeren

Anzahl Gravida Haufigkeit Prozent
1 10 27,8
2 14 38,9
3 7 19,4
4 2 5,6
5 1 2,8
7 1 2,8
Fehlend 1 2,8

Tabelle 20: Absolute Haufigkeiten der Para in der Kohorte der Schwangeren.

Para Hiufigkeit Prozent
1 14 38,9
2 13 36,1
3 6 16,7
5 2 5,6
Fehlend 1 2,8
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4.2 Vergleich von Nabelschnurblut der Neugeborenen und peripherem Blut der

Schwangeren

4.2.1 B-Lymphozyten

Es wurde das Nabelschnurblut (NSB) von 37 Neugeborenen und das periphere Blut (PB) von
36 Schwangeren durchflusszytometrisch untersucht und hinsichtlich 14 verschiedener B-Lym-

phozyten Subpopulationen analysiert und miteinander verglichen (Tabelle 13).

Statistisch signifikant hohere Werte (p<0,001) wurden im NSB in den Gruppen der CD19+

Zellen, naiven B-Zellen, transitionalen B-Zellen, CD19+CD5+ B1-Zellen gemessen.

Signifikant hthere Werte (p<0,001) im peripheren Blut der Schwangeren wurden bei unreifen
B-Zellen, CD20+CD27+CD43+CD38- B1-Zellen, sowie der B2-Zellen zwischen peripherem

Blut von Schwangeren und Neugeborenen gemessen.

In den Gruppen der Marginalzonen B-Zellen, klassengewechselten B-Zellen, spaten Gedachtnis
B-Zellen, Plasmablasten, CD20+CD27+CD43+CD69- B1-Zellen und
CD20+CD27+CD43+CD70- B1-Zellen gab es keine signifikanten Unterschiede. Mit Aus-
nahme der CD27+CD43+ B-Zellen und CD19+CD5+ B1-Zellen, zeigten alle B1-Zell Defini-
tionen annahernd gleiche Werte. Die Population der unreifen B-Zellen, klassengewechselte B-
Zellen, CD27+CD43+ B1-Zellen und B2-Zellen ergaben im PB der Schwangeren hdhere
Werte. Die restlichen B-Zell Subpopulationen zeigten héhere Werte im Nabelschnurblut. Eine
ausfihrliche Darstellung der Mittelwerte, der zugehdrigen Standardabweichung und p-Werte
zeigt Tabelle 21.

Tabelle 21: Relative Anteile der B-Lymphozyten Subpopulationen.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p = 0,05. Die Testgruppen wurden unterteilt in Schwan-
gere (n=36) und Neugeborene (NG) (n=37).

B-Lymphozyten Gruppe Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung
[%o]
CD19+ Zellen Schwangere 0,05 (£0,04) <0,001
(Anteil an lebenden Zellen) NG 0,15 (+0,07)
Unreife B-Zellen Schwangere 27,87 (£9,24) <0,001
(Anteil an CD19+) NG 6,40 (+3,79)
Schwangere 41,00 (£10,71) <0,001
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naive B-Zellen NG 73,86 (£9,92)
(Anteil an CD19+)
Marginalzonen B-Zellen Schwangere 0,99 (+0,88) 0,371
(Anteil an CD19+) NG 1,17 (+1,69)
Klassengewechselte B-Zellen Schwangere 6,17 (£4,09) 0,749
(Anteil an CD19+) NG 5,48 (£3,28)
Spite B-Gedichtniszellen Schwangere 2,04 (£1,39) 0,716
(Anteil an CD19+) NG 2,31 (+2,18)
Plasmablasten Schwangere 4,04 (£2,92) 0,07
(Anteil an CD19+) NG 5,32 (£3,21)
Transitionale B-Zellen Schwangere 52,92 (£12,28) <0,001
(Anteil an CD19+) NG 84,26 (+8,77)
B1-Zellen CD27+CD43+ Schwangere 2,85 (£1,82) 0,163
(Anteil an CD20+) NG 2,64 (£2,4)
B1-Zellen Schwangere 1,81 (£1,41) 0,641
CD20+CD27+CD43+CD69- NG 1,92 (£1,42)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen Schwangere 1,24 (+0,86) 0,206
CD20+CD27+CD43+CD70- NG 1,03 (£0,83)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen Schwangere 0,32(x0,3) <0,001
CD20+CD27+CD43+CD38- NG 0,04 (£0,07)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen CD19+ CD5+ Schwangere 4,05 (£3,69) <0,001
(Anteil an lebenden Zellen) NG 14,08 (+5,8)
B2-Zellen Schwangere 1,51(x1,71) <0,001
(Anteil an CD20+) NG 0,27 (+0,33)
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Abbildung 11: B-Zellsubpopulationen im peripherem Blut und Nabelschnurblut.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der B-Zellpopulationen mit signifikanten Unterschieden zwischen
NSB und PB. Rote Balken stehen fir PB der Schwangeren, blaue Balken fir NSB. Ausreif3er sind
als Punkte markiert. Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an
CD19+, CD20+ Zellen bzw. lebenden Zellen [%]. Die Whisker-Box-Plots sind angegeben mit Me-
dian (M), Minimum (Min.) und Maximum (Max). A: Unreife B-Zellen NG M 5,28 (Min. 2,15; Max.
18,2), SW M 27,5 (Min. 9,1; Max. 57,8); B: naive B-Zellen NG M 76,9 (Min. 51,2; Max. 88,1), SW
M 40,3 (Min. 12,8; Max. 62,5); C: Transitionale B-Zellen NG M 87,8 (Min. 60,9; Max. 95,3), SW
M 54,3 (Min. 24; Max. 80=; D: B2 Zellen NG M 0,13 (Min 0,03; Max. 1,4), SW M 0,86 (Min. 0,05;
Max. 7,23), E: CD20+CD27+CD43+CD38low B1-Zellen NG M NG M 0,0001 (Min. 0; Max. 0,003),
SW M 0,0023 (Min. 0; Max. 0,01), F: CD19+CD5+ B1 Zellen NG M 14,1 (Min. 5,2; Max. 28,9),
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4.2.2 T-Lymphozyten

Im T-Zell Panel 1 wurde NSB von 37 Neugeborenen und PB von 32 Schwangeren durchflusszy-
tometrisch untersucht und hinsichtlich 15 verschiedener Subgruppen miteinander verglichen.
Im T-Zell Panel Il wurden Blutproben von drei Schwangeren und das NSB von 27 Neugebore-
nen gemessen und die Unterschiede in sieben Subgruppen untersucht. Dabei wurden signifi-
kante Unterschiede zwischen NSB und PB von Schwangeren uber alle Subgruppen hinweg

gemessen.

Im Panel I wurden signifikant héhere Werte (p<0,001) im NSB in den Gruppen der T-Helfer-
zellen, Gedachtnis Effektor T-Helferzellen, naiven Effektor T-Helferzellen, Gedachtnis Effek-
tor zytotoxische T-Zellen, naive Thymusnegative T-Helferzellen, sowie naive Thymuspositive

T-Helferzellen gemessen.

Im Panel Il waren naive T-Helferzellen Typ | und naive T-Helferzellen Typ Il signifikant héher
(p<0,001) im NSB messbar.

Im Panel | zeigten zytotoxische T-Zellen, Aktivierte T-Helferzellen mit of-TZR, aktivierte zy-
totoxische T-Zellen mit aff-TZR, Gedachtnis zentrale T-Helferzellen, naive zentrale T-Helfer-
zellen, naive Effektor zytotoxische T-Zellen, naive Effektor zytotoxische T-Zellen, und naive
zentrale zytotoxische T-Zellen signifikant héhere Werte (p<0,001) im peripheren Blut der
Schwangeren.

Gedachtnis T-Helferzellen Typ | (p<0,001), T-Helferzellen Typ Il (p<0,011), Gedéchtnis T-
Helferzellen Typ Il (p<0,001), sowie regulatorische T-Zellen (p<0,015) waren im Panel Il im

peripheren Blut der Schwangeren signifikant hoher als im NSB.
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Tabelle 22: Relative Anteile der T-Lymphozyten Subpopulationen.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Messungen wurden in zwei verschiedenen
Panels durchgefiihrt (Tabelle 12).Die Testgruppen im Panel | wurden unterteilt in Schwangere (n=32)
und Neugeborene (NG) (n=37). Panel Il enthielt n=3 Schwangere und n=27 Neugeborene.

T-Lymphozyten Gruppe Mittelwert + p- Wert
Standardabweichung
[%6]
Panel |
T-Helferzellen Schwangere 62,59 (£8,53) <0,001
(Anteil anCD3+CD4+) NG 75,79 (£6,96)
Zytotoxische Zellen Schwangere 33,08 (£7,29) <0,001
(Anteil anCD3+CD8+) NG 25,83 (+7,78)
Aktivierte TH-Zellen mit af-TZR Schwangere 3,16 (£2,04) <0,001
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) NG 1,96 (+1,75)
Aktivierte zytotoxische Schwangere 3,34 (£1,71) <0,001
TH-Zellen mit af-TZR NG 0,79 (x0,73)
(Anteil an TZR-ap+ Zellen)
Gedachtnis Effektor TH-Zellen ~ Schwangere 20,07 (£9,03) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 50,95 (+14,77)
Gedachtnis-zentrale TH-Zellen ~ Schwangere 18,75 (6,16) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 6,25 (£3,59)
naive Effektor TH-Zellen Schwangere 30,85 (x£10,82) 0,098
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 37,45 (£13,51)
naive zentrale TH-Zellen Schwangere 30,33 (£9,48) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 5,33 (£7,14)
Gedachtnis Effektor zytotoxische Schwangere 24,02 (x£10,83) <0,001
T-Zellen NG 52,44 (+13,85)

(Anteil an CD3+CD8+ Zellen)
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Gedachtnis zentrale zytotoxische ~ Schwangere 8,09 (£3,63) 0,085
T-Zellen NG 7,09 (+5,55)
(Anteil anCD3+CD8+ Zellen)
naive Effektor zytotoxische Schwangere 43,08 (x11,19) 0,008
T-Zellen NG 36,39 (+12,61)
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen)
naive zentrale zytotoxische Schwangere 24,81 (+8,86) <0,001
T-Zellen NG 4,08 (£3,30)
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen)
Naive Thymus negative TH-Zel-  Schwangere 13,44 (x4,71) <0,001
len NG 19,59 (+8.72)
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen)
Naive Thymus positive Zellen Schwangere 37,33 (£10,64) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 68,59 (+9,73)
Panel 11
T-Helferzellen Typ | Schwangere 2,15 (£1,55) 0,426
(Anteil an CD3+) NG 2,8 (£1,72)
naive T-Helferzellen Typ | Schwangere 56,27 (£11,67) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 87,75 (+6,76)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ I Schwangere 43,73 (£11,66) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 12,25 (6,76)
T-Helferzellen Typ Il Schwangere 1,31 (+0,29) 0,011
(Anteil an CD3+) NG 0,59 (+0,38)
naive T-Helferzellen Typ Il Schwangere 31,43 (£10,3) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 67,25 (£10,05)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ Il Schwangere 68,57 (x10,3) <0,001
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) NG 32,75 (+10,05)
regulatorische T-Zellen Schwangere 3,43 (x0,26) 0,015
(Anteil an CD3+ Zellen) NG 2,34 (+0,66)
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Abbildung 12: T-Zellsubpopulationen im Nabelschnurblut und peripherem Blut.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der signifikanten Unterschiede in den T-Zellsubpopulationen zwi-
schen NSB und PB. Rote Balken stehen fir PB der Schwangeren (SW), blaue Balken fiir NSB von
Neugeborenen. Ausreiller sind als Punkte markiert. Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozyten-
subpopulation anteilig an CD19+ bzw. CD20+ Zellen [%]. Die Whisker-Box-Plots sind angegeben mit
Median (M), Minimum (Min.) und Maximum (Max.). A: T-Helferzellen NG M 76,2 (Min. 61,6; Max
87,3), SW M 63,75 (Min 43; Max 74); B: Zytotoxische T-Zellen NG M 24,5 (Min 12,2; Max 42,9),
SW M 32,85 (Min. 21,5; Max. 47,6); C: Aktivierte T-Helferzellen NG M 1,28 (Min. 0,54; Max. 3,38),
SW M 3,05 (Min 0,68; Max. 9,31) D: Aktivierte zytotoxische T-Zellen NG M 1,28 (Min. 0,54; Max.
7,89), SW M 2,7 (Min 1,3; Max. 10,4); E: Gedachtnis Effektor T-Helferzellen NG M 5,42 (Min.
1,29; Max. 15,6), SW M 18,8 (Min. 4,46; Max. 40,4); F: Gedachtnis zentrale T-Helferzellen NG M
5,4 (min. 1,29; Max. 15,6), SW M 17,3 (Min. 7,03; Max. 33,3); G: Naive zentrale T-Helferzellen NG
M 3,94 (Min. 1,49; Max. 46,1), SW M 30,1 (Min. 13,2; Max. 49,6); H: Gedé&chtnis Effektor zytoto-
xische T-Zellen NG M 55,5 (min 10,8; Max. 70,9), SW M 23,4 (Min. 5,97; Max 44,6); J: naive
zentrale zytotoxische T-Zellen NG M 3,56 (Min. 1,02; Max. 20,3), SW M 23,25 (Min. 11,3; Max.
43); K: naive Thymus negative T-Helferzellen NG M 18,2 (Min. 4,14; Max. 81,6), SW M 11.95 (Min
5,97; Max. 24,4); L: naive Thymus positive T-Helferzellen NG 69,4 (Min. 42,6; Max. 81,6), SW M
37,85 (Min. 19,2; Max. 56,8); M: naive T-Helferzellen | NG M 89,3 (Min. 68,7; Max. 94,7), SW
M62,7 (Min. 1,09; Max. 3,93); N: Gedachtnis T-Helferzellen Typ I NG M 10,7 (Min. 5,31; Max.
31,3), SW M 37,3 (Min. 36,7; Max. 63,3); O: naive T-Helferzellen Typ Il NG M 65,5 (Min. 51,8;
Max. 88,8), SW M 29,4 (Min, 22,3; Max. 42,6); P: Gedachtnis T-Helferzellen Typ Il M 35,5 (Min.
11,2; max. 48,2), SW M 70,6 (Min. 57, 4; Max. 77,7).
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4.3 Nabelschnurblut von méannlichen und weiblichen Neugeborenen

4.3.1 B-Lymphozyten

Es wurde das Nabelschnurblut von ménnlichen Neugeborenen (n=16; Ausnahme B1 Zell Po-
pulationen n=15) mit dem von weiblichen Neugeborenen (n=21) der Studienkohorte vergli-
chen. Marginalzonen B-Zellen (p=0,01), CD20+CD27+CD43+ B1-Zellen (p=0,023),
CD20+CD27+CD43+CD69- B1-Zellen (p=0,025) und CD20+CD27+CD43+CD70- B1-Zellen
(p=0,007) zeigten signifikant hohere Werte im NSB von mannlichen NG. Auch bei den anderen
Gruppen, mit Ausnahme der naiven B-Zellen, transitionalen B-Zellen und
CD20+CD27+CD43+CD38- B1-Zellen, waren die Zellzahlen im Nabelschnurblut der mannli-
chen Neugeborenen hoher. Nur die Population der CD20+CD27+CD43+CD38- B1-Zellen war
signifikant héher im NSB von weiblichen Neugeborenen (p=0,021). Tabelle 23 gibt einen ge-

nauen Uberblick tber die einzelnen B-Lymphozytensubpopulationen.

Tabelle 23: B-Lymphozyten bei mannliche und weiblichen Neugeborenen.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Gruppen bestanden aus n=16 mannlichen
NG und n=21 weiblichen NG.

B-Lymphozyten Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%]
CD19+ Zellen m 0,16 (+0,06) 0,108
(Anteil an lebenden Zellen) w 0,13 (+0,07)
Unreife B-Zellen m 6,65 (£4,02) 0,797
(Anteil an CD19+) w 6,22 (£3,70)
naive B-Zellen m 71,98 (£11,72) 0,534
(Anteil an CD19+) W 75,29 (£8,32)
Marginalzonen B-Zellen m 1,67 (x2,11) 0,01
(Anteil an CD19+) W 0,79 (%1,20)
Klassengewechselte B-Zellen m 5,69 (+4,08) 0,844
(Anteil an CD19+) w 5,33 (+2,61)
Spate B-Gedéachtniszellen m 3,17 (£2,69) 0,073
(Anteil an CD19+) w 1,67 (+1,45)
Plasmablasten m 5,49 (£3,99) 0,844
(Anteil an CD19+) w 5,19 (£2,57)
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64

Transitionale B-Zellen m 82,74 (£10,98) 0,892
(Anteil an CD19+) w 85,42 (+6,69)
B1-Zellen CD27+CD43+ m 3,71 (x£2,92) 0,023
(Anteil an CD20+) w 1,82 (+1,53)
B1-Zellen CD20+CD27+CD43+CD69- m 2,57 (£1,57) 0,025
(Anteil an CD20+) w 1,45 (+1,13)
B1-Zellen CD20+/CD27+CD43+CD70- m 1,47 (£1,02) 0,007
(Anteil an CD20+) w 0,71 (£0,47)
B1-Zellen CD20+CD27+CD43+CD38low m 0,06 (£0,1) 0,021
(Anteil an CD20+) w 0,01 (x0,01)
B1-Zellen CD19+CD5+ m 15,21 (£5,93) 0,28
(Anteil an lebenden Zellen) W 13,22 (+5,73)
B2-Zellen m 0,31 (+0,32) 0,13
(Anteil an CD20+) w 0,23 (0,34
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Abbildung 13: B-Lymphozyten von mannlichen und weiblichen Neugeborenen.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der B-Zellsubpopulationen mit signifikanten Unterschieden. Rote
Balken stehen fir NSB von weiblichen NG (w), blaue Balken fiir das NSB von méannlichen NG(m).
Ausreiller sind als Punkte dargestellt. Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation
anteilig an CD19+ bzw. CD20+ Zellen [%]. Die Whisker-Box-Plots sind angegeben mit Median (M),
Minimum (Min.) und Maximum (Max.). A: CD20+CD27+CD43+CD69- B1-Zellen M m=2,31 w=1,37
(Min. m=0,29, w=0,15; Max. M= 6,1, w=4,19); B: CD20+CD27+CD43+CD70- B1-Zellen M m=1,29
w=0,66 (Min. m=0,17, w=0,11; Max. m= 3,93, w=1,62); C: CD20+CD27+CD43+ Bl-Zellen M
m=2,7, w= 1,6 (Min. m=0,3, w=0,2); Max. M=10, w=5,8); D: CD20+CD27+CD43+Cd38low M
m=0,03 w=0,01 (Min. m=0, w=0; Max. M=0,038, w=0,053); E: MZ-B-Zellen m=0,8, w= 0,4 (Min.
m=0,1, w= 0,1; Max. m= 7, w=4,3).

4.3.2 T-Lymphozyten

Im T-Zell-Panel | untersuchten wir jeweils 16 mannliche und 21 weibliche Neugeborene und
im T-Zell-Panel 11 analysierten wir jeweils 11 mannliche und 16 weibliche Neugeborene mittels
Durchflusszytometrie.

Naive Thymus-negative TH-Zellen waren im Nabelschnurblut mé&nnlicher Neugeborener sig-
nifikant haufiger vorhanden (p=0,05). Zytotoxische T-Zellen, naive Effektor-TH-Zellen, naive
Effektor-zytotoxische T-Zellen und naive Thymus-negative TH-Zellen zeigten alle einen ho-
heren Trend im Nabelschnurblut ménnlicher Neugeborener. Zwolf weitere T-Zell-Subpopula-
tionen (T-Helferzellen, T-Helferzellen mit af3-TCR, aktivierte zytotoxische T-Helferzellen mit
ap-TCR, Geddachtnis-Effektor-T-Helferzellen, naive zentrale T-Helferzellen, naive periphere
T-Helferzellen, Gedéachtnis-Effektor-zytotoxische T-Zellen, Gedéchtnis-periphere zytotoxi-
sche T-Zellen, naive periphere zytotoxische T-Zellen und naive Thymus-positive T-Helferzel-
len) zeigten eine nicht signifikant hthere Anzahl im Nabelschnurblut weiblicher Neugeborener
im Vergleich zu mannlichen Neugeborenen. Die Ubrigen untersuchten Subpopulationen (T-

Helferzellen 1, naive T-Helferzellen 1, Gedachtnis-T-Helferzellen 1, T-Helferzellen 2, naive T-
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Helferzellen 2, Gedachtnis-T-Helferzellen 2 und regulatorische T-Zellen) zeigten ahnliche

Zellzahlen in beiden Geschlechtern.

Tabelle 24: T-Lymphozyten bei mannlichen und weiblichen Neugeborene.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Gruppen bestanden aus n=16 mannlichen
NG und n=21 weiblichen NG in Panel I und n=11 ménnliche NG und n=16 weibliche NG in Panel II.

T-Lymphozyten Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%0]
Panel |
T-Helferzellen m 74,43 (£6,59) 0,229
(Anteil an CD3+CD4+) w 76,84 (£7,22)
Zytotoxische T-Zellen m 27,91 (£7,64) 0,123
(Anteil an CD3+CD8+) w 24,24 (£7,69)
Aktivierte TH-Zellen mit ap-TZR m 1,46 (£1,25) 0,175
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) w 2,33 (¥2,01)
Aktivierte zytotoxische TH-Zellen mit af- m 0,64 (x0,63) 0,267
TZR w 0,89 (+0,8)
(Anteil an TZR-ap+ Zellen)
Gedachtnis Effektor T-Helferzellen m 49,49 (+13,62) 0,457
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 52,07 (£15,83)
Gedachtnis-zentrale T-Helferzellen m 5,73 (£2,82) 0,575
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 6,65 (+4,1)
naive Effektor T-Helferzellen m 40,85 (£15,23) 0,165
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 34,85 (£11,76)
naive zentrale T-Helferzellen m 3,92 (x1,35) 0,617
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 6,41 (£9,36)
Gedachtnis Effektor zytotoxische T-Zellen m 50,81 (+13,83) 0,404
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) w 53,69 (+14,08)
Gedachtnis zentrale zytotoxische T-Zellen m 6,18 (+4,29) 0,66
(Anteil anCD3+CD8+ Zellen) w 7,78 (6,36)
naive Effektor zytotoxische T-Zellen m 39,42 (£14,62) 0,241
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) w 34,09 (+10,64)
m 3,58 (+1,63) 0,728
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naive zentrale zytotoxische T-Zellen w 4,47 (£4,15)
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen)
Naive Thymus negative TH-Zellen m 24,42 (£9,77) 0,005
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 15,91 (£5,69)
Naive Thymus positive TH-Zellen m 65,73 (£9,41) 0,055
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 70,78 (£9,62)
Panel 11
T-Helferzellen Typ I (Anteil an CD3+) m 2,85 (x1,58) 0,61
W 2,76 (+1,86)
naive T-Helferzellen Typ | m 87,24 (+6,98) 0,544
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 88,11 (6,8)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ | m 12,76 (£6,99) 0,512
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 11,90 (+6,8)
T-Helferzellen Typ 1l m 0,69 (x0,49) 0,544
(Anteil an CD3+) w 0,53 (x0,29)
naive T-Helferzellen Typ Il m 66,75 (+8,65) 0,904
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) W 67,59 (£11,17)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ |1 m 33,25 (£8,65) 0,904
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) w 32,41 (£11,17)
regulatorische T-Zellen m 2,29 (+0,64) 0,79
(Anteil an CD3+ Zellen) w 2,38 (+0,68)
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Abbildung 14: T-Lymphozyten von mannlichen und weiblichen Neugeborenen.

Zu sehen ist ein Box-Whisker-Plot von naiven Thymusnegativen T-Zellen mit signifikanten Unter-
schieden. Der Rote Balken steht fiir NSB von weiblichen NG (w), der blaue Balken fiir das NSB von
mannlichen NG (m). AusreiRer sind als Punkte dargestellt. Die y-Achse beschreibt die naiven Thymus
negativen T-Zellen anteilig an CD3+CD4+ Zellen [%]. Median m= 21, w=16,2; Min. m=9,4, w=4,2;
Max. m042,3, w= 27,1).
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4.4 Vorerkrankungen als Einflussfaktoren auf die Lymphozyten Subpopulatio-

nen im peripheren Blut von Schwangeren

In der Gruppe der Schwangeren wurden eine Kontrollgruppe (n=29) gesunder Probandinnen
mit einer Gruppe (n=3) asthmatischer Probandinnen verglichen. Hierbei ergaben sich keine sig-
nifikanten Gruppenunterschiede, sowohl beim Vergleich der B-Zell Subpopulationen, als auch
beim Vergleich der T-Zell Subpopulationen. Bei dem Vergleich einer Kontrollgruppe (n=24)
gesunder Probandinnen mit einer Gruppe (n=8) von Probandinnen mit anamnestisch vorbe-
kannter allergischer Rhinitis konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied bei B- und T-Zell-

populationen detektiert werden.

Des Weiteren wurden die Schwangeren mit vorbekannten atopischen Erkrankungen (n=11) mit
einer gesunden Kontrollgruppe (n=21) verglichen. Als atopische Erkrankungen definierten wir
Asthma bronchiale, allergische Rhinitis und atopische Dermatitis. Hier zeigten Marginalzonen

B-Zellen signifikant héhere Werte in der Kontrollgruppe (p=0,03).

Tabelle 25: B-Lymphozyten Subpopulationen im peripheren Blut der Schwangeren.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Gruppen bestanden aus n=21 nicht vorer-
krankten Schwangeren und n=11 Schwangeren mit atopischer Vorerkrankung.

B-Lymphozyten Atopie Mittelwert + p-Wert
Mutter Standardabweichung [%0]
Unreife B-Zellen 1 29,2 (£9,7) 0,53
(Anteil an CD19+) 0 27,6 (£10,2)
Naive B-Zellen 1 38,4(£9,3) 0,35
(Anteil an CD19+) 0 41,1 (£12)
Marginalzonen B-Zellen (An- 1 0,6 (x0,4) 0,03
teil an CD19+) 0 1,3 (+1)
Klassengewechselte B-Zellen 1 6,1 (£3,4) 0,76
(Anteil an CD19+) 0 6,9 (£4,5)
spate Gedachtnis B-Zellen 1 1,86 (£1,3) 0,41
(Anteil an CD19+) 0 2,3 (£1,4)
Plasmablasten 1 4,3 (£2,8) 0,93
(Anteil an CD19+) 0 4,3 (£3,1)
Transitionale B-Zellen 1 49,9 (x12,5) 0,39
(Anteil an CD19+) 0 53,7 (x13)
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CD20+CD27+CD43+ 1 2,5 (+1,8) 0,43
B1-Zellen 0 3,2(x1,9)
(Anteil an CD20+)
CD20+CD27+CD43+CD70- 1 1,34 (1,02) 0,94
B1-Zellen 0 13 (0,79)
(Anteil an CD20+)
CD20+CD27+CD43+CD69- 1 1,52 (1,25) 0,29
B1-Zellen 0 211 (1,51)
(Anteil an CD20+)
CD20+CD27+CD43+CD38low 1 0,24 (0,19) 0,35
B1-Zellen 0 0,38(0,34)
(Anteil an CD20+)
CD19+CD5+ B1-Zellen 1 3,33 (2,08) 0,43
(Anteil an lebenden Zellen) 0 4,33 (4,1)
B2-Zellen 1 1 (x0,6) 0,61
(Anteil an CD20+) 0 2 (x2,1)
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Abbildung 15: Atopie bei Schwangeren Marginalzonen-B-Zellen.

Zu sehen ist ein Box-Whisker-Plot der Marginalzonen B-Zellen im PB von Schwangeren. Der rote
Balken steht fiir PB von gesunden Miittern ohne eine atopisches Vorerkrankung (G), der blaue Balken
fur Mdtter mit einer atopischen Vorerkrankung (AV). Ausreier sind als Punkte angegeben. Die y-
Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an CD19+ [%]. Der Whisker-Box-
Plot ist angegeben mit Median G= 0,98 AV=0,7, Minimum G=0,08, AV=0,17 und Maximum G=4,54,
AV=1,41.
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4.5 Vorerkrankungen der Mutter als Einflussfaktoren auf die Lymphozytensub-

populationen im Nabelschnurblut von Neugeborenen

4.5.1 B-Lymphozyten

Es wurde das Nabelschnurblut einer Gruppe von Neugeborenen mit gesunden Mdttern, sowie
das Nabelschnurblut je einer Gruppe von Neugeborenen, bei deren Mitter anamnestisch
Asthma oder allergische Rhinitis bekannt war, untersucht und hinsichtlich je 14 B-Zell Subpo-
pulationen miteinander verglichen. Dabei ergab sich im Vergleich der Kontrollgruppe (n=31)
mit der Gruppe der Neugeborenen mit asthmatischen Mittern (n=3) kein signifikanter Unter-
schied. Bei dem Vergleich der Kontrollgruppe (n=26) mit NSB von Neugeborenen, deren Miit-
ter eine allergische Rhinitis angegeben hatten, zeigten sich signifikant hhere Werte im NSB
bei vorerkrankten Miittern in den Gruppen der unreifen B-Zellen (p=0,01), der klassengewech-
selten B-Zellen (p=0,01) und der Plasmablasten (p=0,01). Transitionalen B-Zellen waren in der
Kontrollgruppe signifikant erhéht (p=0,01). In den Gbrigen Subgruppen zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 26 nach-
zuvollziehen.

Tabelle 26: B-Lymphozytensubpopulationen im Nabelschnurblut bei allergischer
Rhinitis.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-

Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Gruppen bestanden aus n=26 Kindern von
nicht vorerkrankten Schwangeren und n=8 Schwangeren mit allergischer Rhinitis.

B-Lymphozyten Allergische Mittelwert + p-Wert
Rhinitis Standardabweichung [%]
Unreife B-Zellen 1 9,11 (3,80) 0,01
(Anteil an CD19+) 0 5,26 (£3,28)
Naive B-Zellen 1 69,63 (+10,74) 0,1
(Anteil an CD19+) 0 76,26 (+8,41)
Marginalzonen B-Zellen 1 1,47 (£2,19) 0,39
(Anteil an CD19+) 0 1(x1,51)
Klassengewechselte B-Zellen 1 8,06 (+3,66) 0,01
(Anteil an CD19+) 0 4.5 (£2,72)
spite Gedichtnis B-Zellen 1 2,84 (£2,98) 0,59
(Anteil an CD19+) 0 2,00 (+1,81)
Plasmablasten 1 7,84 (£3,57) 0,01
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(Anteil an CD19+) 0 4,36 (+2,68)
Transitionale B-Zellen 1 78,2 (£9,12) 0,01
(Anteil an CD19+) 0 86,85 (£7,03)
B1-Zellen 1 3,48 (£3,08) 0,27
(Anteil an CD20+) 0 2,18 (£1,93)
B1-Zellen 1 2,27 (1,43) 0,4
CD20+CD27+CD43+CD69- 0 1,77 (1,41)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen 1 1,18 (0,67) 0,24
CD20+/CD27+CD43+CD70- 0 0,93 (0,77)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen 0,02 (0,01) 0,9
CD20+CD27+CD43+CD38- 0 0,03 (0,04)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen CD19+ CD5+ 1 15,15 (7,21) 0,8
(Anteil an lebenden Zellen) 0 13,81(5,52)
B2-Zellen 1 0,23 (x0,18) 0,24
(Anteil an CD20+) 0 0,27 (£0,38)
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Abbildung 16: B-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei allergischer Rhinitis der
Mutter.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der B-Zellsubpopulationen mit signifikanten Unterschieden. Rote
Balken stehen fiir NSB von Kindern mit Mittern mit einer allergischen Rhinitis (AR), blaue Balken fir
Kindern mit gesunden Mittern ohne eine allergische Rhinitis (G). Ausreifler sind als Punkte angegeben.
Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an CD19+ Zellen [%]. Die
Whisker-Box-Plots sind angegeben mit Median (M), Minimum (Min.) und Maximum (Max.). A: Un-
reife B-Zellen M G=4,69, AR=8,35 (Min. G=2,15, AR=4,56; Max. G=18,2 AR=14,9), B: klassenge-
wechselte B-Zellen M G=4, AR=8,25 (Min. G=0,81, AR=1,95;Max. G=10,5 AR=12,5), C: Plasmab-
lasten M G=3,8, AR=8,03 (Min. G=0,73, AR=1,86;Max. G=10,3 AR=11,8), D: Transitionale B-Zellen
M G=89,15, AR=79,7 (Min. G=65,5, AR=60,9; Max. G95,3= AR=89,9).

Auch zur Untersuchung des NSB verglichen wir die Testgruppe von Kindern mit atopischen
Miittern (n=11) (Asthma bronchiale, allergische Rhinitis und atopische Dermatitis) mit Kindern
von Schwangeren ohne Vorerkrankungen (n=23). Wir fanden signifikant Unterschiede fiir fol-
gende Subpopulationen: unreife B-Zelle (p=0,05), klassengewechselte B-Zellen (0,04), Plas-
mablasten (p=0,046) und transitionale B-Zelle n (p=0,009). Mittelwerte und Standardabwei-
chung sind Tabelle 27 zu entnehmen.
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Tabelle 27: B-Lymphozytensubpopulationen im Nabelschnurblut bei Atopie der
Mutter.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney-U-
Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Die Gruppen bestanden aus n=23 NSB von Kindern mit nicht vorer-
krankten Mttern und n=11 NSB von Kindern mit Muttern mit atopischer Vorerkrankung.

B-Lymphozyten Atopie Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%]
Unreife B-Zellen 1 8,73 (£5,21) 0,05
(Anteil an CD19+) 0 4,95 (£1,95)
Naive B-Zellen 1 70,69 (+12,58) 0,291
(Anteil an CD19+) 0 76,61 (£6,75)
Marginalzonen B-Zellen 1 1,15 (£1,92) 0,8
(Anteil an CD19+) 0 1,10 (£1,58)
Klassengewechselte B-Zellen 1 7,23 (+£4,04) 0,04
(Anteil an CD19+) 0 4,44 (+2,48)
spite Gedichtnis B-Zellen 1 2,46 (£2,58) 0,4
(Anteil an CD19+) 0 2,08 (£1,92)
Plasmablasten 1 7,03 (£3,96) 0,046
(Anteil an CD19+) 0 4,29 (£2,44)
Transitionale B-Zellen 1 79,3 (£10,19) 0,009
(Anteil an CD19+) 0 87,46 (£5,82)
B1-Zellen 1 2,73 (£2,89) 0,74
(Anteil an CD20+) 0 2,37 (£1,97)
B1-Zellen 1 1,78 (1,47) 0,51
CD20+CD27+CD43+CD69- 0 1,95 (1,4)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen 1 0,97 (0,67) 1,0
CD20+/CD27+CD43+CD70- 0 1,01 (0,79)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen 1 0,02 (0,01) 0,26
CD20+CD27+CD43+CD38- 0 0,,03 (0,05)
(Anteil an CD20+)
B1-Zellen CD19+ CD5+ 1 15,74 (7,61) 0,59
(Anteil an lebenden Zellen) 0 13,35 (4,83)
B2-Zellen 1 0,32 (£0,4) 0,2
(Anteil an CD20+) 0 0,23 (+0,31)
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Abbildung 17: B-Zellen im Nabelschnurblut bei Mittern mit Atopie.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der B-Zellsubpopulationen mit signifikanten Unterschieden. Rote Bal-
ken stehen fir NSB von Kindern mit Muttern mit atopischer Vorerkrankung, blaue Balken fir Kindern
mit Mtter ohne atopische Vorerkrankung. Ausreifler sind als Punkte angegeben. Die y-Achse beschreibt
die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an CD19+ Zellen [%]. Die Whisker-Box-Plots sind an-
gegeben mit Median, Minimum und Maximum. A: Unreife B-Zellen M G=4,72, A=8,14 (Min. G=2,12,
A=2,15; Max. G=10,9 A=18,2), B: klassengewechselte B-Zellen M G=4, A=7,89 (Min. G=0,81,
A=94;Max. G=10,3 A=12,2), C: Plasmablasten M G=3,8, A=7,72 (Min. G=0,84, A=0,73;Max. G=10,1
A=11,8), D: Transitionale B-Zellen M G=89, A=82,6 (Min. G=70,4, A=60,9; Max. G95,3= A=90,9).

4.5.2 T-Lymphozyten

Es wurde das Nabelschnurblut einer Gruppe von Neugeborenen mit gesunden Mdttern, sowie
das Nabelschnurblut je einer Gruppe von Neugeborenen, bei deren Mittern anamnestisch
Asthma oder Heuschnupfen bekannt war untersucht und hinsichtlich je 21 T-Zell Subpopulati-
onen miteinander verglichen. Wie bereits oben beschrieben erfolgte die Messung der T-Zellen
in zwei separaten Panels mit einer unterschiedlichen Probenanzahl. Beim Vergleich des NSB
bei miditterlich vorbekanntem Asthma (n=3) und NSB bei gesunden Mittern (n=31) wurden
signifikant hohere Werte bei der Subpopulation der naiven Thymuspositiven T-Helferzellen

(p=0,008) in der Kontrollgruppe gemessen.
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Tabelle 28: T-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei Mittern mit Asthma.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Im Panel | waren n=31 Kindern von nicht vor-
erkrankten Mittern und n=3 Mitter mit Asthma bronchiale. Im Panel Il waren n=23 Kinder von nicht
vorerkrankten Mittern und n=1 Mutter mit Asthma bronchiale.

T-Lymphozyten Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%0]
Panel |
T-Helferzellen 0 74,71 (£6,85) 0,41
(Anteil anCD3+CDA4+) 1 78,27 (24,83)
Zytotoxische Zellen 0 26,87 (£7,83) 0,35
(Anteil anCD3+CD8+) 1 21,53 (£5,97)
Akt. TH-Zellen mit ap-TZR 0 93,53 (1,76) 0,29
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) 1 92,33 (+2,34)
Akt. zytotoxische TH-Zellen mit ap-TZR 0 25,28 (£7,79) 0,19
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) 1 18,97 (£7,91)
Gedéachtnis Effektor T-Helferzellen 0 53,00 (£13,13) 0,08
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 32,04 (+26,43)
Gedéachtnis-zentrale T-Helferzellen 0 6,10 (£3,50) 0,26
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 8,90 (+5,14)
naive Effektor T-Helferzellen 0 36,85 (+14,51) 0,41
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 39,23 (%5,46)
naive zentrale T-Helferzellen 0 4,03 (x1,71) 0,07
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 19,83 (+22,98)
Gedachtnis Effektor zytotoxische T-Zellen 0 53,77 (x12,77) 0,41
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 42,47 (£27,47)
Gedéachtnis zentrale zytotoxische T-Zellen 0 5,84 (+3,86) 0,14
(Anteil anCD3+CD8+ Zellen) 1 12,94 (+11,45)
naive Effektor zytotoxische T-Zellen 0 36,91 (£13,32) 0,96
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 35,37
(+6,86)
0 3,49 (£1,91) 0,29
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naive zentrale zytotoxische T-Zellen 1 9,24 (£
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 9,65)
Naive Thymus negative TH-Zellen 0 19,25 (£8,37) 0,78
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 17,76 (x14,31)
Naive Thymus positive Zellen 0 70,41 (£8,85) 0,01
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 53,10 (+9,09)
Panel 11
T-Helferzellen Typ | 0 2,47 (x1,35) 0,5
(Anteil an CD3+) 1 1,39
naive T-Helferzellen Typ | 0 86,76 (+6,82) 0,75
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 90,4
Gedachtnis T-Helferzellen Typ | 0 13,24 (£6,82) 0,75
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 9,64
T-Helferzellen Typ 11 0 0,61 (x0,40) 1,00
(Anteil an CD3+) 1 0,5
naive T-Helferzellen Typ Il 0 65,95 (+10,15) 0,83
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 67,5
Gedachtnis T-Helferzellen Typ 11 0 34,05 (+10,15) 0,83
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 32,5
regulatorische T-Zellen 0 2,38 (+0,66) 0,5
(Anteil an CD3+ Zellen) 1 2,8
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Abbildung 18: T-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei Muttern mit Asthma.

Zu sehen ist ein Box-Whisker-Plot von naiven Thymuspositiven T-Helferzellen mit signifikanten
Unterschieden. Der rote Balken steht fiir NSB von Kindern mit Mittern mit
Asthma bronchiale (AB), der blaue Balken fiir Kindern mit gesunden Mittern ohne Asthma bronchiale
(G). AusreiBer sind als Punkte angegeben. Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpo-
pulation anteilig an CD3+CD4+ [%]. Der Whisker-Box-Plot ist angegeben mit Median G=71,3
AB=58,9, Minimum G=45,6, AB=42,6 und Maximum G=81,6 AB=58,4

Beim Vergleich des NSB bei anamnestisch vorbekannter matterlicher allergischer Rhinitis und
NSB der Kontrollgruppe zeigte die Versuchsgruppe signifikant hohere Werte in der Gruppe der
naiven Effektor T-Helferzellen (p=0,017). Im T1 Panel wurden hier 26 NSB-Proben von ge-
sunden Schwangeren mit 8 NSB Proben mit vorerkrankten Schwangeren verglichen. Im T2
Panel waren es 18 gesunde und 6 vorerkrankte NSB.

Tabelle 29: T-Lymphozyten Subpopulationen im Nabelschnurblut bei Mittern
mit allergischer Rhinitis.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p=0,05. Im Panel | waren n=26 Kindern von nicht vor-
erkrankten Schwangeren und n=8 Schwangeren mit allergischer Rhinitis. Im Panel Il waren n=18
Kindern von nicht vorerkrankten Schwangeren und n=6 Schwangere mit allergischer Rhinitis

T-Lymphozyten Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%0]

Panel |
T-Helferzellen 0 75,74 (£6,75) 0,288
(Anteil anCD3+CD4+) 1 72,70 (6,48)
Zytotoxische Zellen 0 25,68 (£7,96) 0,253
1 28,73 (£7,06)
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(Anteil anCD3+CD8+)

Aktivierte TH-Zellen mit af-TZR 0 93,75 (£1,53) 0,064
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) 1 92,36 (+2,31)
Akt. zytotoxische TH-Zellen mit af-TZR 0 24,02 (+8,28) 0,25
(Anteil an TZR-af+ Zellen) 1 27,00 (6,39)
Gedachtnis Effektor T-Helferzellen 0 53,24 (£15,31) 0,06
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 44,38 (+14,28)
Gedachtnis-zentrale T-Helferzellen 0 6,93 (£3,86) 0,13
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 4,47 (£2,21)
naive Effektor T-Helferzellen 0 33,91 (£11,36) 0,02
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 47,30 (+17,18)
naive zentrale T-Helferzellen 0 5,91 (+8,46) 0,95
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 3,86 (£1,27)
Gedachtnis Effektor zytotoxische T-Zellen 0 53,62 (£14,90) 0,41
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 50,01 (+12,66)
Gedachtnis zentrale zytotoxische T-Zellen 0 7,06 (£5,50) 0,33
(Anteil anCD3+CD8+ Zellen) 1 4,54 (£2,78)
naive Effektor zytotoxische T-Zellen 0 34,90 (£11,79) 0,16
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 42,86 (+14,93)
naive zentrale zytotoxische T-Zellen 0 4,43 (+£3,76) 0,08
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 2,60 (+1,26)
Naive Thymus negative TH-Zellen 0 19,27 (£9,28) 0,62
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 18,61 (+7,21)
Naive Thymus positive Zellen 0 67,65 (+10,50) 0,19
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 72,88 (£7,62)
Panel 11
T-Helferzellen Typ | 0 2,65 (£1,37) 0,16
(Anteil an CD3+) 1 1,75 (x1,09)
naive T-Helferzellen Typ | 0 85,91 (£7,41) 0,28
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 89,92 (£2,47)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ | 0 14,09 (£7,41) 0,28
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 10,09

80



Ergebnisse

T-Helferzellen Typ 1l 0 0,66 (+0,44) 0,42
(Anteil an CD3+) 1 0,45 (0,19)
naive T-Helferzellen Typ Il 0 64,12 (£9,61) 0,08
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 71,68 (+9,40)
Gedachtnis T-Helferzellen Typ 11 0 35,88 (+9,61) 0,08
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 28,32 (+9,40)
regulatorische T-Zellen 0 2,31 (x0,65) 0,16
(Anteil an CD3+ Zellen) 1 2,68 (+0,62)
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Abbildung 19: T-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei Muttern mit Allergischer

Rhinitis

Zu sehen ist ein Box-Whisker-Plot von naiven Effektor T-Helferzellen mit signifikanten Unterschie-
den (p=0,02). Der rote Balken steht fir NSB von Kindern mit Mittern mit allergischer Rhinitis (AR),
der blaue Balken fur Kinder mit Muttern ohne allergische Rhinitis (G). AusreiBer sind als Punkte
angegeben. Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an CD3+CD4+
Zellen [%]. Der Whisker-Box-Plot ist angegeben mit Median G=30,2 AR=40,65, Minimum G=19,6,

AR=28,1 und Maximum G=67 AR=76,2.

Der Vergleich des NSB von atopisch vorerkrankten Schwangeren ergab signifikante Unter-

schiede in den Subpopulationen der naiven TH2-Zellen (p=0,04), sowie Gedachtnis TH2-Zel-

len (p=0,04).
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Tabelle 30: T-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei Schwangeren mit Atopie.

Angabe mit Mittelwert und Standardabweichung [%]. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gemessen. Signifikanzniveau p = 0,05. Die Gruppen bestanden im Panel | aus n=23
NSB von Kinder mit nicht-vorerkrankten Mittern und n=11 NSB von Kindern mit Mittern mit atopi-
scher Vorerkrankung. Im Panel Il aus n=19 NSB von Kinder mit nicht-vorerkrankten Mittern und n=5
Kindern mit Mittern mit atopischer Vorerkrankung.
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T-Lymphozyten Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung [%0]
Panel |
T-Helferzellen 0 74,68 (£7,14) 0,67
(Anteil anCD3+CD4+) 1 77,02 (£3,08)
Zytotoxische Zellen 0 26,48 (£7,96) 0,93
(Anteil anCD3+CD8+) 1 25,96 (+7,33)
Aktivierte TH-Zellen mit ap-TZR 0 93,29 (+1,84) 0,45
(Anteil an TZR-ap+ Zellen) 1 94,20 (+1,48)
Aktivierte zytotoxische TH-Zellen mit 0 24,84 (£8,19) 0,08
ap-TZR 1 24,02 (£6,59)
(Anteil an TZR-ap+ Zellen)
Gedéachtnis Effektor T-Helferzellen 0 49,74 (£15,75) 0,14
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 59,32 (+10,46)
Gedachtnis-zentrale T-Helferzellen 0 6,01 (£3,37) 0,39
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 8,34 (£5,06)
naive Effektor T-Helferzellen 0 38,66 (x14,31) 0,10
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 27,76 (+6,05)
naive zentrale T-Helferzellen 0 5,58 (£7,98) 0,67
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 4,56 (+3,22)
Gedachtnis Effektor zytotoxische T-Zellen 0 51,30 (+14,86) 0,23
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 61,34 (+5,96)
Gedéachtnis zentrale zytotoxische T-Zellen 0 6,32 (£5,2) 0,48
(Anteil anCD3+CD8+ Zellen) 1 7,31 (+4,65)
naive Effektor zytotoxische T-Zellen 0 38,21 (x13,11) 0,09
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen) 1 28,46 (+7,28)
0 4,18 (+3,65) 0,42
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naive zentrale zytotoxische T-Zellen 1 2,92 (£1,23)
(Anteil an CD3+CD8+ Zellen)

Naive Thymus negative TH-Zellen 0 19,85 (£9,18) 0,21
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 14,82 (+3,60)
Naive Thymus positive Zellen 0 68,34 (+10,30) 0,54
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 1 72,04 (£8,72)

Panel 11

T-Helferzellen Typ |
(Anteil an CD3+)

2,63 (+1,33) 0,10
1,65 (+1,19)

naive T-Helferzellen Typ |
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen)

86,09 (+7,24) 0,30
90,04 (+2,74)

Gedachtnis T-Helferzellen Typ | 13,91 (£7,24) 0,30
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 9,97 (+2,73)

(Anteil an CD3+) 0,49 (+0,18)

naive T-Helferzellen Typ Il 64,02 (£9,35) 0,04

(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 73,60 (£9,11)

Gedachtnis T-Helferzellen Typ |11
(Anteil an CD3+CD4+ Zellen) 26,40 (£9,11)

35,98 (+9,35) 0,04

0
1
0
1
0
1
T-Helferzellen Typ 11 0 0,64 (x0,43) 0,84
1
0
1
0
1
0

regulatorische T-Zellen 2,33 (+0,63) 0,24
(Anteil an CD3+ Zellen) 1 2,69 (+0,70)
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Abbildung 20: T-Lymphozyten im Nabelschnurblut bei Muttern mit Atopie.

Zu sehen sind Box-Whisker-Plots der T-Zellsubpopulationen mit signifikanten Unterschieden. Rote
Balken stehen fiir NSB von Reifgeborenen von Mittern mit atopischer Vorerkrankung, blaue Balken
fir NSB von NG von Mittern ohne atopische Vorerkrankung. AusreiBRer sind als Punkte angegeben.
Die y-Achse beschreibt die jeweilige Leukozytensubpopulation anteilig an CD3+CD4+ Zellen [%].
Die Whisker-Box-Plots sind angegeben mit Median, Minimum und Maximum. A: Gedé&chtnis T-Hel-
ferzellen Typ Il M G=37,9 A=28,3 (Min. G=11,2, A=12,4; Max G=48,2, A=35,6), B: Naive T-Hel-
ferzellen Typ Il M G=62,1 A=71,7 (Min. G=51,8, A=64,4; Max G=88,8, A=87,6).
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der Lymphozytensubpopulationen von Mutter (peripheres Blut)
und Kind (Nabelschnurblut)

Die Entwicklung des menschlichen Immunsystem beginnt schon intrauterin und ist bei Geburt
noch nicht vollstandig ausgereift. Daher unterscheidet sich die GroRe der Zellpopulationen im
NSB von der im peripherem Blut von Erwachsenen [135,136]. Wir konnten — in Ubereinstim-
mung mit friheren Publikationen — nachweisen, dass im Nabelschnurblut mehr Lymphozyten
enthalten sind als im peripheren Blut der Miitter. Bei unseren Messungen konnten signifikante
Unterschiede zwischen dem NSB und peripheren Blut von Schwangeren in vielen Subpopula-
tionen gemessen werden. Im Folgenden wird genauer auf die einzelnen Gruppenunterschiede

eingegangen.

Unreife B-Zellen werden vom Knochenmark ins Blut ausgeschwemmt und stellen eine hetero-
gene Gruppe dar [137]. Sie wandern in die Milz, Lymphknoten und andere lymphatische Ge-
webe und reifen dort zu naiven B-Zellen [8,138,139]. Unreife B-Zellen wurden als
CD19+CD27-IgD-1gM- definiert. Der Oberflachenmarker CD27 dient hierbei der Unterschei-
dung zwischen ,,nicht-Gedéchtnis“- (CD27-) und ,,Gedachtnis*“-B-Zellen (CD27+). In der
Durchflusszytometrie zeigten unreife B-Zellen einen signifikanten Unterschied (p<0,001) zwi-
schen NSB und PB der Schwangeren (NSB 6,4%20,62; PB 27,87%z=1,54). Piatosa et al.. be-
zeichnen diese Zellgruppe als ,,Doppelt-negative B-Lymphozyten®. Die Messwerte zeigen ei-
nen dhnlichen Trend, allerdings wiesen sie nach, dass diese Population im NSB im Vergleich
zu Kindern alterer Altersgruppen in hoherer Zahl vorkommt. [7] Die hier vorliegenden Mess-
werte flr unreife B-Zellen stehen im Gegensatz zu den Werten in der Literatur. Der Anteil der
unreifen B-Zellen im peripheren Blut wurden hier deutlich héher gemessen, als die in der Lite-
ratur gefundenen Referenzwerte von 3,3% Anteil an CD19+ B-Zellen (Altersgruppe 26-50
Jahre). Zwar ist auch in der Arbeit von Morbach et al.. der prozentuale Population der
CD19+CD27-IgD-1gM- Zellen im adulten Blut gréRer, allerdings stimmen die Relationen nicht
mit unseren Messerwerten Uberein [140]. Die Heterogenitét der unreifen B-Zellen wird auch in
den grofien Ranges bei den in der Literatur angegebenen Werten deutlich [7]. Das gleiche gilt
auch fir unsere Messwerte. Um unsere Ergebnisse fur diese Population besser einordnen zu
konnen, sollten die Ergebnisse mit dem peripheren Blut zu einem spéateren Zeitpunkt im Leben

verglichen werden.
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Naive B-Zellen exprimieren IgD auf ihrer Oberflache, aber noch kein CD27. Piatosa et al..
zeigen, dass der Grofiteil der B-Zellen im NSB aus naiven B-Zellen besteht, wahrend sie im
peripheren Blut von Erwachsenen einen kleineren Teil ausmachen [7]. Auch bei unseren Mes-
sungen konnte eine grole Anzahl an naiven B-Zellen im NSB gemessen werden
(73,86%=1,63), die sich signifikant (p<0,001) von naiven B-Zellen im peripheren Blut der
Schwangeren unterschied (41%=1,8). Bei naiven B-Zellen handelt es sich um eine Subpopula-
tion an reifen Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatte. Zum Zeitpunkt der Geburt stand
das kindliche Immunsystem nur in geringem Kontakt zu Antigenen, die vorrangig von der Mut-
ter stammen. Nach der Geburt &ndert sich dies und es kommt zu einer massiven Veranderung
in der Zusammensetzung der Immunzellen, unter anderem ausgeltst durch Antigenstimulation
aus der Umwelt [141,142]. Im ersten Lebensjahr nimmt die Anzahl an naiven B-Zellen zu und
anschlieRend uber die Folgejahre ab, wobei sie im Alter zwischen 5 und 10 Jahren ein Plateau
erreicht [7].

Die naiven B-Zellen entwickeln sich tber die Zwischenstufe der transitionalen B-Zellen zu B-
Gedachtniszellen und Plasmablasten. Unsere Ergebnisse ergaben einen signifikanten Unter-
schied (p<0,001) zwischen den transitionalen B-Zellen im NSB und denen im peripheren Blut
(NSB 84,27%=1,44; PB 52,92%x2,05). Piatosa et al. [7] beschreiben auch eine Abnahme der
transitionalen B-Zellen im Verlauf der Entwicklung. Sie definieren transitionale B-Zellen al-
lerdings als CD19+IgMhighCD38high. Deshalb sind die Werte der beiden Arbeiten nur be-
grenzt vergleichbar. Die Subpopulation der transitionalen B-Zellen wurde in dieser Arbeit de-
finiert als CD19+CD20+CD27-CD38+ Zellen [5,143]. Sie bilden eine Zwischenstufe zwischen

den unreifen Zellen des Knochenmarks und den reifen Zellen der Peripherie [143-145].

In den ersten flinf Lebensjahren &ndert sich die Zusammensetzung der B-Zell-Subpopulation
und die absolute Anzahl der B-Zellen verringert sich. In dieser Zeitspanne kommt es zu einer
Abnahme der transitionalen B-Zellen und naiven B-Zellen, wohingegen die Fraktion der Ge-
dachtnis B-Zellen ansteigt [140]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Abnahme der B-
Zell Population vor allem mit der sinkenden Zahl an transitionalen B-Zellen und naiven B-

Zellen- im Zuge einer Verringerung des Knochenmarks- zusammenhéangt [140].

B-Zellen, die IgM und IgD produzieren und einen B-Zellrezeptor exprimieren werden als reif
bezeichnet und differenzieren zu Gedachtnis B-Zellen und Plasmablasten [4]. Die Forschungs-
gruppe um Piatosa et al.. konnte nachweisen, dass die Anzahl an Gedachtnis B-Zellen in der

Entwicklung des Immunsystem und durch den vermehrten Antigenkontakt zunimmt und im
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Alter von 10-16 Jahren das ausgereifte Niveau erreichen [7]. Dies lasst sich durchflusszytomet-
risch durch die Anderung von CD27- zu CD27+ Zellen nachweisen [7,138]. Allerdings zeigten
sich in der hier vorliegenden Arbeit ahnliche Werte im NSB und peripheren Blut der Schwan-
geren, wobei die Zahl der spaten Gedéchtnis B-Zellen (CD19+, CD27+, CD38+, IgM+) im
NSB der Kinder sogar etwas hoher war (NSB 2,31+0,35; PB 2,04+0,23).

Eine mogliche Erklarung fir die vorliegenden Messergebnisse konnte sein, dass die Schwan-
geren infolge der Isolation wahrend des Lockdowns deutlich weniger Stimulation des Immun-
system erfahren haben und sich dadurch nur sehr wenige neu gebildete B-Gedéchtniszellen im
Blut befinden. Die groRten Reservoire fir Gedachtnis B-Zellen bilden die Milz und Tonsillen
[3]. Fruhere Studien postulieren, dass Gedéchtnis-B-Zellen vor dem 2. Lebensjahr nicht in der
Lage sind, die Marginalzone der Milz zu besiedeln. Stattdessen findet man hier naive B-Zellen.
Im weiteren Verlauf werden diese durch Geddchtnis B-Zellen ersetzt. Dies scheint auch ein
Grund dafir zu sein, warum das Immunsystem von Kindern nicht in der Lage ist, eine schnelle
sekundare humorale Immunantwort, die mit der eines Erwachsenen vergleichbar ist, zu initiie-
ren [146]. Folglich kdmen Gedéachtnis-B-Zellen im NSB vermehrt vor, wéhrend sie beim Er-
wachsenen vorrangig in der Milz und den sekundar lymphatischen Organen sind. Eine andere
Ursache konnte auch eine generelle Veranderung von Immunzellen im Rahmen der Toleranz-
mechanismen in einer Schwangerschaft sein. Generell 1&sst sich sagen, dass der prozentuale
Anteil sowie die absolute Zahl der B-Zellen im Verlauf der Schwangerschaft abnimmt [147].

Sanz et al.. beschreiben, dass die Subpopulation der CD19+CD27+IgM+1gG+ MZ-B-Zellen
nur eine kleine Gruppe im NSB darstellt und im Rahmen der Entwicklung der Marginalzone
im peripheren Blut zunimmt [4]. Die MZ-B-Zellen in dieser Arbeit machten sowohl im NSB
als auch im peripheren Blut der Schwangere nur einen geringen Anteil an den CD19+ Zellen
aus (NSB 1,17+0,28, PB 1%+0,15). MZ-B-Zellen sind insbesondere in den lymphatischen Or-
ganen wie der Milz und Lymphknoten lokalisiert [142,148]. Da in dieser Arbeit nur Werte zu
zwei festen Zeitpunkten im Leben vorliegen, lasst sich keine Aussage Uber die Verénderung
der Population der Marginalzonen B-Zellen im Verlauf der Entwicklung treffen. Hierflr wéren

sequentielle Blutkontrollen in verschiedenen Altersgruppen notwendig.

Klassengewechselte B-Zellen waren im peripheren Blut der Schwangeren geringfligig hoher,
als im NSB (PB 6,17 (x4,09); NG 5,48 (+3,28)). Diese Zellen sind bereits in der Lage 1gG zu

sezernieren und spielen somit eine entscheidende Rolle in der spezifischen Immunantwort. Sie
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besitzen die Fahigkeit, bereits bekannte Antigene schneller zu erkennen und eine verstarkte

Produktion von spezifischen Antikorpern gegen diese Antigene zu induzieren [149].

Plasmablasten bilden eine kleine Gruppe der B-Zellen mit meist Werten unter 5% und zeigen
keine signifikanten Verédnderungen im Verlauf der Entwicklung des Immunsystems [140]. In
dieser Arbeit zeigten die Ergebnisse flir NSB- und PB-Werte in diesem prozentualen Bereich
(NSB 5,31+0,53; PB 4,04+0,49), auch wenn die Zahl an Plasmablasten geringfiigig uber 5%
lag. Da Plasmablasten eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
spielen, ist es erwahnenswert, dass Plasmablasten weder im NSB, noch im peripheren Blut der
Schwangeren, 5% deutlich tbersteigen. Eine Vermehrung der Plasmablasten deutlich Uber 5%
kénnte ein Indikator fur eine systemische Autoimmunerkrankung sein und korreliert mit der
Krankheitsaktivitat [140]. Zwar ist die Plasmablasten Fraktion in den hier vorliegenden NSB-
Messungen nicht signifikant tber 5% (5,31%0,53), dennoch waére es interessant, dieses Mes-
sergebnis in weiteren Studien zu verfolgen. Insbesondere im Hinblick auf die Entstehung von

Autoimmunerkrankungen im Verlauf der kindlichen Entwicklung.

Die Auswahl der Marker Kombinationen der Oberflachenmarker der einzelnen Subpopulatio-
nen wurde an bereits aus der Literatur bekannte Definitionen angelehnt [14,15,150]. An dieser
Stelle nehmen die B1-Zellen eine Sonderstellung ein. In den letzten Jahren gab es verschiedene
Definitionen fir B1-Zellen. Abzugrenzen sind hier auch die murinen CD19+CD5+ B1-Zellen.
CDA43 ist ein Marker, der vor allem auf B1-Zellen zu finden ist, CD70 und CD69 findet man
auf aktivierten B-Zellen, nicht jedoch auf B1-Zellen. CD38 wird oft als Marker fur aktivierte
oder reife B-Zellen verwendet. B1-Zellen exprimieren diesen aber nur in geringem MalRe. Die
Ergebnisse in diesen verschieden definierten Gruppen waren in den vorliegenden Messungen
immer dhnlich. Dies stutzt die Plausibilitat unserer Ergebnisse, da dies bedeutet, dass unabhan-
gig der exakten Definition, Zellen, die am ehesten der Fraktion der B1-Zellen zugehérig sind,

ahnliche Messergebnisse erzielen.

B1-Zellen machen einen grofRen Anteil der B-Lymphozyten bei Neugeborenen aus (50%). Ihr
Anteil verringert sich im Laufe der Entwicklung auf etwa 10% [14]. Zwar reagieren B1- Zellen
beim Erwachsenen mit einem breiten Spektrum an Antigenen, allerdings nur mit einer geringe-
ren Affinitat. Deshalb weist man ihnen eine Rolle in der angeborenen Immunitat bei Neugebo-
renen zu. Es ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen NSB und PB. Die B1-Zellen, die
mit den Oberflachenmarkerkombinationen CD20+CD27+CD43+,
CD20+CD27+CD43+CD70- und CD20+CD27+CD43+CD69- markiert wurden, zeigten keine
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signifikanten Unterschiede. Die Zellen mit den Oberflaichenmarkerkombinationen
CD20+CD27+CD43+CD38- (PB 0,32(+0,3); NSB 0,04 (x0,07)) und murine B1-Zellen CD19+
CD5+ (PB 4,05 (£3,69); NSB 14,08 (+5,8)) wiesen signifikante Unterschiede auf. Einschréan-
kend muss hinzugefugt werden, dass die Zellzahlen hier sehr gering waren. Die ersten vier
Markerkombinationen zeigten einen dhnlichen Trend der Messwerte. Die murinen B1-Zellen

ergaben abweichende Werte, mit signifikant hoheren Messwerten im NSB.

Frihere Studien zeigten, dass die Anzahl an B1-Zellen im Laufe der Entwicklung abnimmt,
wéhrend sie in der Maus mit den Jahren zunimmt [14,17,18].Griffin et al.. beschrieben eine
Spanne von weniger als 1%-9% sowie einen im Alter abnehmenden Trend [150]. Es finden sich
aber auch Arbeiten mit einem im Vergleich zu Erwachsenen geringeren Anteil der B1-Zellen
im NSB [151]. Fur ein besseres Verstandnis fur die Funktion der B1-Zellen ist es unerlasslich,
eine einheitliche Definition fur diese Subpopulation festzulegen, um Messwerte besser in der

Literatur vergleichen zu kdnnen.

B2-Zellen machen den Groliteil der B-Zellen aus. Hier ergaben unsere Messungen einen signi-
fikanten Unterschied zwischen NSB und peripherem Blut von Schwangeren (NSB 0,27+0,05;
PB 15,07+0,29). Im Gegensatz zu B1-Zellen, die haufiger im NSB vorkommen, dominieren
nach der Geburt und bis ins Erwachsenenalter die B2-Zellen, da sie sich nach der Geburt haupt-

séchlich aus Knochenmarkvorlaufern entwickeln [3].

Der Anteil an unreifen und naiven T-Lymphozyten im NSB ist hoher als bei Erwachsenen
[152]. Anders als B-Lymphozyten sind T-Zellen im NSB insgesamt nicht nur naiv, sondern
vielmehr unreif [153]. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen NSB und peripherem
Blut tiber alle Gruppen hinweg, mit der Ausnahme der naiven Effektor TH-Zellen, Ged&chtnis-
zentrale-zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen Typ I.

T-Helferzellen waren im NSB signifikant hdher (PB 62,595+8,53; NSB 75,795+6,96), wahrend
zytotoxische T-Zellen, wie bereits bekannt [154] einen signifikant hoheren Anteil im periphe-
ren Blut der Schwangere zeigten (PB 33,08+£7,29; NSB 25,83+7,78).

Die Subpopulationen der aktivierten T-Helferzellen mit ofj-TZR (PB 3,16+2,04: NSB
1,96+1,75) und die aktivierten zytotoxischen T-Zellen mit af-TZR (PB 3,34+1,71; NSB
0,79+0,73) zeigten im peripheren Blut signifikant héhere Werte. Die Aktivierung der T-Zellen

mit af}-TZR beginnt, wenn die Zelle spezifische Antigene erkennt, die von antigenprésentie-
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renden Zellen préasentiert werden [155]. Die Aktivierung fuhrt zu einer Vermehrung und wei-
teren Differenzierung. Wegen des mangelnden Antigenkontakts der Zellen im NSB intrauterin,
hat die Aktivierung der T-Zellen noch nicht oder nur in geringem Mal3 stattgefunden.

Gedéachtnis-Effektor-T-Helferzellen (PB 20,07+9,03), NSB 50,95+14,77) und naive Effektor-
T-Helferzellen (PB 30,85+£10,8; NSB 37,45£13,51) im NSB zeigten h6here Werte als bei den
Schwangeren, bei den Gedéchtnis-Effektor-T-Helferzellen waren sie im signifikanten Bereich
(<0,001). Effektorzellen sind kurzlebige Zellen, die nach Antigenkontakt und T-Zellaktivierung
entstehen. Die Gedachtnis-Effektor T-Zellen haben Potential zum langerfristigen Uberleben
und befinden sich in kirzlich infiziertem Gewebe. Sie sind in der Lage, bei erneuter Infektion
eine schnellere Immunreaktion zu etablieren [156]. Naive T-Zellen kommen im NSB vermehrt
vor [154]. Die Tatsache, dass auch Geddachtnis-Effektor-T-Helferzellen in hoherer Anzahl im
NSB gemessen wurden, legt nahe, dass bereits intrauterin ein immunologisches Gedachtnis
heranreift. Dies geschieht am ehesten durch den Antigenkontakt, welchen der Fetus Uber die
Mutter erféhrt.

Die Populationen der Gedachtnis-zentralen T-Helferzellen (PB 18,75+6,16; NSB 6,25 +3,59)
und naiven zentralen T-Helferzellen (PB 30,33+9,48; NSB 5,33+7,14) waren im Mutterblut
signifikant hoher. Zentrale T-Zellen siedeln sich nach einer primaren Immunantwort in lym-
phatischen Organen wie Lymphknoten und der Milz an. Sie haben eine langere Lebensdauer
als Effektor-T-Zellen. Bei erneutem Antigenkontakt kdnnen sie sich teilen und Gedachtnis-Ef-
fektor T-Zellen produzieren [156]. Da fir die Differenzierung der Gedachtnis-zentralen T-Zel-
len ein erster Antigenkontakt nétig ist, macht diese Population im NSB noch einen geringeren

Anteil aus.

Naive CD4 T-Zellen aus dem NSB unterscheiden sich von adulten naiven CD4-T-Zellen in der
Oberflachenexpression von CD26. Nur ein Bruchteil der Effektor/Gedachtnis-T-Zellen im Blut
von Erwachsenen exprimiert CD26, wahrend praktisch alle T-Zellen im NSB hohe Mengen an
CD26 exprimieren [157]. In dieser Arbeit wurde der Oberflachenmarker CD26 nicht in die
Definition eingeschlossen. Um die Werte in dieser Studie besser einordnen zu kdnnen, sollte in

nachfolgenden Kohorten dieser Marker mitaufgenommen werden.

Gedéachtnis-Effektor-zytotoxische T-Zellen (PB 24,02+10,83; NSB 52,44+13,85), naive Effek-
tor-zytotoxische-T-Zellen (PB 43,08+£11,19; NSB 36,39+12,61) und naive zentrale zytotoxi-
sche T-Zellen (PB 24,81+8,86; NSB 4,08+3,30) waren signifikant hoher im Mutterblut. Auch
Gedachtnis zentrale zytotoxische T-Zellen zeigten eine hdhere, wenngleich nicht signifikante
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Zellzahl in der Kohorte der Schwangere. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass zytotoxi-

sche T-Zellen im NSB in geringer Zahl vorkommen [154].

Naive Thymus-negative T-Helferzellen (PB 13,44+4,71; NSB 19,59+8,72) waren signifikant
hoher im NSB, wahrend naive Thymus-positive T-Zellen (PB 37,33+£10,64; NSB 68,59+9,73)
signifikant hoher im peripheren Blut gemessen wurden. Thymus-negative T-Zellen haben die
Reifung im Thymus noch nicht durchlaufen, wahrend es sich bei Thymus-positiven T-Zellen
um reife T-Zellen handelt, die bei einer spateren Aktivierung an einer Immunantwort beteiligt
sind [3].

Naive T-Helferzellen Typ I (PB 56,27+11,67; NSB 87,75+6,76) und Typ Il (PB 43,73+11,66;
NSB 12,25+6,76) waren signifikant hoher im NSB. Diese Messung stimmt auch mit der Lite-
ratur uberein [169].

Typ 2-T-Helferzellen (TH2) (PB 1,31+0,29; NSB 0,59+0,38) waren signifikant hoher im Mut-
terblut. Die Funktion der TH2-Zellen besteht darin, die Bildung von Antikdrpern gegen extra-
zellul&re Pathogene und Allergene zu fordern. Ein GberméaRiger Anteil an TH2-Zellen kann zur
Entwicklung allergischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale fiihren. Bisher ging man davon
aus, dass die perinatale Immunantwort von Neugeborenen einer TH2-dominierten Immunant-
wort entspricht. Neuere Daten zeigen aber, dass es sich bei der perinatalen Immunantwort um
komplexere Mechanismen handeln muss [172]. So wird durch die TH1/TH2-Polarisierung ver-
mehrt IFN-y bzw. IL-5 im Vergleich zu adultem Blut produziert [172].

Gedachtnis-T-Helferzellen Typ | (PB 68,5£10,3; NSB 32,75+10,05) und Typ Il (PB
68,57+10,3; NSB 32,75+10,05) zeigten signifikant hohere Werte im Blut der Schwangeren. Da
der Fetus noch keinen oder nur den uber die Mutter vermittelten Antigenkontakt hatte, wurden
noch nicht viele Gedéchtnis-T-Helferzellen gebildet [169].

Regulatorische T-Zellen waren signifikant hoher in der Gruppe der Schwangere (PB 3,43+0,26;
NSB 2,34+0,66). In der Schwangerschaft wird die feto-maternale Toleranz tber Treg-Zellen
aufrechterhalten. Eine verminderte Anzahl an Treg-Zellen wird in Verbindung mit Fehlgebur-
ten gebracht [173], [174].
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5.2 Vergleich von NSB von ménnlichen und weiblichen Neugeborenen

Diese Arbeit liefert geschlechterspezifische Referenzwerte fur die Mittelwerte von 13 B-Zell-
und 21 T-Zellsubpopulationen. Darlber hinaus konnten in diesen Subpopulationen signifikante
Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Neugeborenen nachgewiesen werden. Ob-
wohl geschlechtsbezogene Unterschiede in der Immunreaktion bei Kindern und Erwachsenen
bereits bekannt sind, ist sehr wenig tiber geschlechterspezifische immunologische Unterschiede
zum Zeitpunkt der Geburt bekannt. Die Forschungsdaten zu diesem Thema sind sparlich und
die pathophysiologischen Grundlagen und Mechanismen bisher unklar. Geschlechtsunter-
schiede in der Immunantwort lassen sich auf zwei Hauptfaktoren zuruickfihren: den Einfluss
von Sexualhormonen wie Testosteron und Ostrogen sowie Unterschiede in der Anzahl von im-

munrelevanten Genen auf dem X-Chromosom [42,45,176].

Die Produktion von Androgenen im mannlichen Fetus beginnt bereits ab der zehnten Schwan-
gerschaftswoche. Dieser friihe Beginn der Produktion von Sexualhormonen betrifft auch das
sich entwickelnde Immunsystem. Auf die Reifung von B-Zellen hat Testosteron in vitro, in
nicht-toxischen Dosen, keinen Einfluss. Estradiol hingegen erhéht in vitro die Anhdufung von
B-Zellen, beeinflusst aber in nicht-toxischen Dosen nicht die Proliferationsreaktion. Diese Wir-
kung hat es sowohl auf die Lymphozyten von méannlichen wie auch von weiblichen Feten [148].
Auch T-Zellsubpopulationen werden von Sexualhormonen beeinflusst. Hier unterdriickt Tes-
tosteron die Lymphopoese in friihen Stadien. Im weiteren Reifungsprozess exprimieren T-Zel-
len keine Androgenrezeptoren mehr. Ostrogenrezeptoren hingegen werden in jedem Entwick-
lungsstadium von T-Zellen exprimiert, was dazu fiihrt, dass Ostrogen im gesamten Reifungs-
prozess Einfluss auf die Lymphopoese nimmt: Niedrige Dosen von Ostrogen erhohen CD4+-
Zellen, wéhrend hohe Dosen die CD4- und CD8-Zellzahlen reduzieren [177]. In dieser Arbeit
waren die Mittelwerte von vier der 14 T-Zellteilpopulationen (zytotoxische T-Zellen, naive Ef-
fektor-TH-Zellen, naive Effektor zytotoxische T-Zellen, naive thymusnegative TH-Zellen) ten-
denziell hoher im NSB von mannlichen Neugeborenen. Die verbleibenden T-Zell-Teilpopula-

tionen zeigten im NSB weiblicher Neugeborener hohere Werte.

Wie bereits zuvor in dieser Arbeit erwéhnt, ermdglicht NSB einen besonderen Einblick in die
intrauterinen Lymphozytenprofile, da es eine Schnittstelle zwischen préanataler und postnataler

Physiologie darstellt. In unserer Analyse waren B-Zell-Populationen im NSB von ménnlichen
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Neugeborenen im Vergleich zu weiblichen héher, mit Ausnahme von naiven B-Zellen, transi-
tionalen B-Zellen und B1-Zellen CD20+CD27+CD43+CD38low B1-Zellen. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zum Verhaltnis von B-Zellen im Blut Erwachsener, bei denen beschrieben
ist, dass die B-Zellzahl bei Frauen hoher ist als bei M&nnern [76]. Mogliche Grinde daftr kénn-
ten abweichende Sexualhormonspiegel im Mutterleib im Vergleich zu den Spiegeln postpartal
sein. Grundsitzlich gilt: Ostrogen stimuliert die Proliferation von B-Zellen, wahrend Testoste-
ron diese unterdruckt [176]. Nach der Geburt steigen die Testosteronspiegel bei ménnlichen
Neugeborenen in den ersten drei Monaten zundchst an, bevor sie auf wesentlich niedrigere
Werte absinken, und schlieBlich ihre physiologisch niedrigen préapubertaren Werte erreichen
(etwa im Alter von 7-12 Monate). Weibliche Neugeborene hingegen erfahren unmittelbar nach
der Geburt einen Riickgang des Testosterons. Mit VVollendung des ersten Lebensjahres bis zur
Adoleszenz sind keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in den Testosteronspiegeln be-
schrieben [45,162]. Diese Tatsache lasst vermuten, dass Sexualhormone wahrend dieser Le-
bensphase weniger relevant sind und andere Faktoren mdglicherweise eine wichtigere Rolle bei

der Entwicklung des Immunsystems spielen.

Als weiteren Einflussfaktor auf die Entwicklung des Immunsystems muss das X-Chromosom
berucksichtigt werden. Der Einfluss von immunrelevanten Genen auf dem X-Chromosom, der
nicht zuletzt auch zu Geschlechtsunterschieden bei der Entwicklung von immunvermittelten
Krankheiten flhrt, beginnt bereits frih im Leben [45]. So fuhrt die X-Disomie zu einer hoheren
genetischen Vielfalt in immunrelevanten Genen bei Weibchen. Als Beispiel sei hier der Toll-
like-Rezeptor (TLR) 7/8, fiir den das X-Chromosom codiert, zu nennen. Dieser ist in der Lage,
virale einstrangige RNA (ss-RNA) zu erkennen und schiitzende Zytokinreaktionen, insbeson-
dere IFN-Reaktionen, hervorzurufen. Zwar unterscheiden sich mannliche und weibliche ange-
borene Immunzellen insgesamt nicht signifikant in ihrer TLR-7/8-Expression, dennoch zeigte
ein humanisiertes Mausmodell den positiven Einfluss der X-Chromosomen ,,Dosis* auf die
TLR7-Ligation auf plasmazytoide dendritische Zellen und die dadurch vermittelte IFN-a- und
TNF-Immunreaktion [179].

Des Weiteren finden sich Loci von mi-RNA in hoherer Anzahl auf X-Chromosomen als auf Y-
Chromosomen und Autosomen. Mikro-RNAs (mi-RNA), als nicht-kodierende RNAs, sind mit
entzundlichen Erkrankungen assoziiert [179]. Die X-chromosomale miR223 scheint eine ent-
scheidende Rolle zu spielen: Studien legen nahe, dass miR223-negative Mause nach Candida-
albicans-Infektion mehr entziindliche Symptome aufwiesen als nicht-defiziente Mause;
miR223 soll die Granulozytenbildung und -reifung negativ beeinflussen [164,165].
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Es wird davon ausgegangen, dass Manner starker zu infektionsbedingten Entziindungen, wie
Atemwegsinfektionen neigen. Schwere Verlaufe von Atemwegsinfektionen treten bei Mannern
haufiger auf als bei Frauen, obwohl diese empfanglicher fur Atemwegsinfektionen sind. Dies
konnte auf Unterschiede in der angeborenen Immunreaktion und ihren geschlechtsspezifischen
Unterschieden zurtickzufuhren sein. Eine mogliche Erklarung ist ein beobachtetes Ungleichge-
wicht von TLR-2 und TLR-4: bei mannlichen Mausen wurde eine héhere Expression von TLR-
4 in Makrophagen nach endotoxischem Schock festgestellt, was zu einer umfangreichen Pro-
duktion proinflammatorischer Zytokine fiihrt [74]. Ein protektiver Faktor hingegen scheint die
Expression von TLR-2 zu sein. Dieser ist bei weiblichen Mdusen vermehrt exprimiert, welches
die Resistenz gegen virale Infektionen (insbesondere Coxsackie-Viren) erhoht [49]. Das X-
Chromosom und die damit verbundenen immunrelevanten Gene wie die TLR 7/8 kodierenden
Gene konnten ebenfalls fiir geschlechtsspezifische Unterschiede in der infektionsbedingten

Entzindung verantwortlich sein [182].

Frihere Untersuchungen zeigten einen postnatalen Anstieg der CD19+-B-Zellen und CD3+-T-
Zellen bis zum 2. Lebensjahr, gefolgt von einem allmé&hlichen Rickgang bis zum Erwachse-
nenalter. Wahrend CD3+CD4+-T-Lymphozyten diesem Trend folgen, bleibt die Teilpopulation
der CD3+CD8+-T-Lymphozyten fir die ersten beiden Lebensjahre stabil und nimmt dann kon-
tinuierlich ab, bis sie &hnliche Werte wie bei Erwachsene erreicht [149]. In den genannten Stu-
dien wurden allerdings keine geschlechtsspezifischen Unterschiede berlcksichtigt. Es ist je-
doch wichtig, unterschiedliche Einflusse auf Lymphozytenpopulationen wie X-chromosomale
Gene innerhalb dieses Zeitraums zu beriicksichtigen, wenn Daten zum sich entwickelnden Im-
munsystem analysiert werden. Es gibt nur begrenzte Hinweise auf geschlechtsspezifische Ver-
anderungen in Lymphozytenteilpopulationen, und weitere Forschung ist erforderlich, um alle

Faktoren mit einzubeziehen, die zu diesen beobachteten VVeranderungen fuhren.

Obwohl viele Daten zu geschlechtsspezifischen Unterschieden bei CD4+- und CD8+-T-Zellen
im Allgemeinen vorhanden sind, gibt es weiterhin nur wenige Beweise flir geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede in kleineren Lymphozytenteilpopulationen. Wir liefern Referenzwerte fiir
die Mittelwerte von 21 verschiedenen T-Zell-Teilpopulationen. Weitere Studien sind erforder-
lich, um mehr Daten iber geschlechtsspezifische Unterschiede in diesen Untergruppen zu sam-

meln und geschlechtsspezifische Risikofaktoren fiir bestimmte Krankheiten zu identifizieren.
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Unabhéngig von den spérlichen Daten zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Immu-
nitat (oder der Immunentwicklung) von Neugeborenen zeigen veroffentlichte Forschungser-
gebnisse, dass mannliche Neugeborene eher zu einer robusten angeborenen Immunitét neigen,
die sich durch héhere NK-Zellen-, Monozyten- und Basophilenzahlen auszeichnet. Ménnliche
Neugeborene zeigen zusétzlich eine starkere proinflammatorische Reaktion im Vergleich zu
weiblichen Neugeborenen [42]. Frauen hingegen haben héhere CD4+-T-Zellen und CD4/CD8-
Verhéltnisse, niedrigere CD8+-T-Zellen und niedrigere Treg-Zellfrequenzen [42]. Die Anzahl
der B-Zellen, IgG und IgM ist bei beiden Geschlechtern &hnlich, wéhrend mannliche Neuge-
borene hohere IgA- und IgE-Werte aufweisen [42]. Unsere Daten legen nahe, dass es keine
Verénderungen in der Gesamtpopulation von B- oder T-Zellen gibt, aber Veranderungen in
ihren Teilpopulationen. Teilpopulationen von B- und T-Lymphozyten sind sehr inhomogene
Gruppen, die unterschiedlichen Einfliissen unterliegen und unterschiedlich auf bestimmte Reize
reagieren. Weitere Studien sind erforderlich, um die Faktoren zu identifizieren, die zu Veran-

derungen in Lymphozytenteilpopulationen fiihren [42].

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort sind wéahrend der gesamten Kind-
heit zu beobachten. Manner zeigen hohere Entziindungswerte und NK-Zellen, wéhrend
CD4/CD8-Verhéltnisse, CD8+-Zellen, CD4+-Zellen und B-Zell-Zahlen in beiden Geschlech-
tern ahnlich sind [42,167]. Der Beginn der Pubertat markiert eine Verschiebung in der ge-
schlechtsspezifischen Immunantwort, die potenziell durch Sexualsteroide beeinflusst wird. Bei
erwachsenen Frauen gibt es eine hohere Entziindungsreaktion, héhere CD4/CD8-Verhaltnisse
und hohere CD4+-Zellzahlen, wohingegen erwachsene Ménner hohere CD8+-Zellzahlen, B-
Zellen und Immunglobuline und Treg-Zellen aufweisen [42]. Nach den Wechseljahren zeigen
Ménner eine starkere proinflammatorische Reaktion, wahrend Frauen eine erhohte T-Zell-Ak-
tivierung aufweisen. Andere geschlechtsspezifische Unterschiede wie die Anzahl der
CD4+CD8+-Zellen und das CD4/CD8-Verhaltnis bleiben gleich verteilt [42] .

Diese Arbeit konnte einen signifikanten Unterschied bei MZ-B-Zellen (p=0,025) nachweisen.
Obwohl sie nur 5% aller B-Zellen ausmachen, spielen sie eine wichtige Rolle bei der friihen
Immunantwort. MZ-B-Zellen befinden sich an einer strategischen Schnittstelle zwischen Blut
und Lymphknoten und sind daher in der Lage, sofort mit Antikdrperantworten und bakteriellen
Pathogenen zu reagieren [148]. Sie schlielRen die Lucke zwischen friiher Immunantwort und
spaten adaptiven Antikorperreaktionen von follikuldren B-Zellen [162]. Dieses Ergebnis wi-
derspricht verdffentlichten Daten, da bei Frauen jeden Alters eine hohere Gesamtzahl von B-
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Zellen festgestellt wurde. Letzteres kénnte ein Beispiel fiir Verdnderungen in der Zusammen-
setzung der Lymphozytenpopulationen nach der Geburt sein, die zu geschlechtsspezifischen
Unterschieden bei Krankheiten, wéhrend der neonatalen Periode und spater im Leben beitragen

kdnnen.

Alle B1-Zelldefinitionen zeigten ebenfalls einen signifikanten Unterschied, , mit Ausnahme der
CD19+CD5+ B1-Zellen: CD20+CD27+CD43+ B1-Zellen (p=0,01),
CD20+CD27+CD43+CD70- B1-Zellen (p=0,007), CD20+CD27+CD43+CD69- B1-Zellen
(p=0,025) und CD20+CD27+CD43+CD38low B1-Zellen (p=0,021). B1-Zellen stellen den
Hauptteil der B-Lymphozyten bei Neugeborenen dar, sinken jedoch bis zum Erwachsenenalter
auf etwa 10% [29]. Dies verdeutlicht, dass B1-Zellen eine dynamische Komponente des Im-
munsystems sind, die kontinuierlichen VVeranderungen wéhrend der Entwicklung einer "ausge-
reiften” Immunantwort unterliegen. B1-Zellen spielen eine entscheidende Rolle im angebore-
nen Immunsystem. Bestimmte zugrunde liegende Pathomechanismen bleiben jedoch unklar
[184]. Die Festlegung einer einheitlichen Definition von Immunmarkern ist entscheidend, um
die Vergleichbarkeit von Studien sicherzustellen, die B1-Zell-(Sub-)Populationen untersuchen.
Ein wichtiges Ergebnis unserer Studie ist eine hdhere Anzahl von B1-Zellen bei méannlichen
Neugeborenen. B1-Zellen werden mit der Pathogenese von Asthma und Allergien in Verbin-
dung gebracht, insbesondere im Hinblick auf die Produktion von IgE-Antikdrpern, die Regula-
tion entziindlicher Prozesse [169,170] und die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, die
vor allem Frauen betreffen [37]. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass es nach der Geburt Ver-
anderungen in der Zusammensetzung von B1-Zellen gibt, die mdglicherweise auf Umweltein-
fliisse, Antigenexposition oder die Entwicklung der adaptiven Immunantwort zurlickzufiihren

sind.

Thymus-negative T-Zellen waren bei mannlichen Neugeborenen signifikant hoher (p=0,005).
Angeborene T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in den Thymus, wo sie sowohl positive
als auch negative Selektion durchlaufen. Wéhrend des positiven Selektionsprozesses erhalten
TH-Zellen, die in der Lage sind, MHC-Komplexe zu binden, ein positives Wachstumssignal
und treten in den Zellzyklus ein. Diese positive Selektion findet im postnatalen Thymus statt
und deutet darauf hin, dass die Reifung von TH-Zellen zum Zeitpunkt der Geburt noch im
Gange ist [148]. Thymus-negative T-Zellen sind angeborene Zellen, die die positive und nega-
tive Selektion noch nicht abgeschlossen haben. Nach der negativen Selektion tragen reife T-
Zellen, die das Thymusgewebe verlassen, in der Regel den CD31-Marker. Die negative Selek-
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tion spielt eine bedeutende Rolle bei der Verhinderung der Entwicklung von autoimmunreakti-
ven Zellen. Im Thymus werden gewebespezifische Antigene exprimiert. Autoimmune Regula-
tor-Gene (AIRE) kontrollieren die Expression dieser Antigene. Mutationen in diesem Gen kon-
nen zu einer Autoimmunerkrankung fihren, die als Autoimmune Polyendokrinopathie Typ 1
(APS-1) bekannt ist [3]. Anderungen in der Anzahl von Thymus-negativen T-Zellen konnten
an der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie APS-1 beteiligt sein. Es gibt Studien,
die auf einen Zusammenhang zwischen einem Versagen der negativen Thymusselektion und
rheumatoider Arthritis hinweisen [187]. Veranderungen in der Anzahl von thymusnegativen
Zellen kdnnten potenziell zu einer Dysregulation im Immunsystem und zu einer verminderten

oder falschen Erkennung von Pathogenen flhren.
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5.3 Vergleich von Blutproben bei vorbekannten atopischen Erkrankungen

Es wurden die Werte der B- und T-Lymphozytenpopulationen im NSB der Neugeborenen deren
Miitter eine atopische Erkrankung wie Asthma bronchiale, allergische Rhinitis oder atopische
Dermatitis angegeben hatten, mit den Leukozytenpopulationen der Neugeborenen von gesun-
den Muttern verglichen. Daruber hinaus wurde das periphere Blut von vorerkrankten und ge-

sunden Schwangeren verglichen.

Im Nabelschnurblut der Kinder mit asthmatisch vorerkrankten Mittern (AB) zeigte sich ein
signifikant erniedrigter Anteil (p=0,01) an Thymus-positiven T-Zellen im Vergleich zu Kindern
mit gesunden Muttern (G) (AB 70,41+8,85; G 53,1+9,09).

Auch im NSB von Kindern mit an allergischer Rhinitis (AR) vorerkrankten Muttern konnten
signifikante Unterschiede gemessen werden. Unreife B-Zellen (AR 9,11+3,8; G 5,26+3,28),
Klassengewechselte B-Zellen (AR 8,06+3,66; G 4,5+2,72), Plasmablasten (AR 7,84+3,57; G
4,36x2,68) waren signifikant hoher (p = 0,01) im NSB von Kindern mit Miittern mit allergi-
scher Rhinitis. Die Transitionalen B-Zellen (AR 78,2+9,12; G 86,85+7,03; p = 0,01) und naive
Effektor T-Helferzellen (AR 33,91+11,36; G 47,30+17,18; p= 0,02) waren im NSB von Kin-

dern mit gesunden Miittern signifikant hoher.

Um eine groRere Studienkohorte zu schaffen wurden atopische Erkrankungen zusammenge-
fasst und mit Kinder von nicht-vorerkrankten Muttern verglichen. Hier zeigten sich signifikante
Unterschiede in den Populationen der unreifen B-Zellen (A 8,73+5,21; G 4,95+1,95; p = 0,05),
klassengewechselten B-Zellen (A 7,23+4,04; G 4,44+2,48; p = 0,04), Plasmablasten (A
7,03£3,96; G 4,29+2,44; p = 0,046) und Transitionalen B-Zellen (A 79,3+10,19; G 87,46+5,82;
p = 0,009), naiven T-Helferzellen Typ Il (A 64,02+9,35; G 73,60£9,11; p = 0,04) und Gedé&cht-
nis T-Helferzellen Typ Il (A 35,98+9,35; G 26,40+9,11; p =0,04), im Vergleich zu den nicht-

vorerkrankten Miuttern.

Im peripheren Blut der Schwangeren unterschieden sich die MZ-B-Zellen signifikant (p = 0,03)
zwischen den atopisch vorerkrankten (0,6£0,4) und gesunden Schwangeren (1,3+1).

Eine signifikante Verminderung von Treg-Zellen bei Atopikern ist vorbeschrieben [128]. Die-
ser Zusammenhang konnte in unseren Messungen weder bei den atopisch vorerkrankten

Schwangeren noch bei Neugeborenen mit atopischen Mittern nachgewiesen werden.
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Allerdings zeigte sich insgesamt eine Veranderung im CD4-Kompartiment, die auf eine Akti-
vierung des Immunsystems im Rahmen von atopischen Erkrankungen hindeutet. Damit konn-
ten wir vorherige Ergebnisse bestatigen. Zuséatzlich konnten wir in einer kleinen Studienkohorte
erstmals zeigen, dass diese Aktivierung schon bei Kindern von Atopikern im NSB nachzuwei-

sen ist.
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5.4 Starken und Schwaéachen der Arbeit

In anderen Studien wurden zwar grofRere Kohorten untersucht, dafir aber weniger Leukozyten-
subpopulationen gemessen als in dieser Arbeit. Hier wird ein sehr breiter Uberblick tber eine
grol’e Anzahl an Leukozytensubpopulationen — insgesamt 14 B-Zellsubpopulationen und 21 T-
Zellsubpopulationen - geliefert.

Die Festlegung des Geburtsmodus ,,geplante Sectio caesarea* als Einschlusskriterium kann
kontrovers diskutiert werden. Es gibt bereits Studien darlber, dass Kinder, die per Sectio cae-
sarea entbunden werden im Verlauf der Entwicklung ein héheres Risiko fir verschiedene Er-
krankungen, wie Asthma, Heuschnupfen, Allergien und Gastroenteritis zeigen [172—-174]. An-
dererseits wird durch die Festlegung eines bestimmten Geburtsmodus als Einschlusskriterium,
eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet. Eine Spontangeburt birgt potenti-
elle Storfaktoren, wie eine unterschiedliche Wehendauer, die Freisetzung von unterschiedlichen
Zytokinen, verschiedene Optionen in der Schmerzmittelgabe, sowie potentielle Geburtskom-
plikationen. Es gibt diverse Studien die zeigen, dass der Geburtsmodus Einfluss auf die Ent-
wicklung des Mikrobioms des Kindes hat [138]. Mdgliche Griinde hierfur kénnten sein, dass
das Kind bei einer spontanen Geburt dem vaginalen und enteralen Mikrobiom der Mutter aus-
gesetzt wird, wahrend das Kind bei einer Sectio cesarea unmittelbar mit dem Krankenhausper-
sonal und der Klinikumgebung in Beriihrung kommt [139-141].

Aulerdem wurden nur Schwangere in die Studie aufgenommen, bei denen zum Zeitpunkt der
Geburt keine Infektion vorlag und in den letzten zwei Wochen prapartal keine Antibiotikaein-
nahme stattgefunden hatte. Einige Studien liefern Hinweise darauf, dass bereits eine pra- oder
perinatale Antibiotikagabe Einfluss auf die Immunentwicklung und die Entstehung von atopi-
schen Erkrankungen des Neugeborenen hat [142,143]. Die Angaben zur matterlichen Anam-
nese wurden mit Fragebdgen erhoben, was weniger zuverlassig ist als die arztlich erhobene

Anamnese.

Das Immunsystem von FG ist unreifer als das von RG. Sie haben eine geringere Anzahl an
Monozyten und Neutrophilen, die Produktion von Zytokinen und die Aktivierung von T-Zellen
ist eingeschréankt im Vergleich zu RG [179]. Deshalb wurde in dieser Arbeit nur das NSB von
RG eingeschlossen.
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Zusammenfassend gewahrleisten die strengen Ein- und Ausschlusskriterien eine maglichst ho-
mogene Studienkohorte, die durch Minimierung moglicher Storfaktoren die bestmdgliche Ver-
gleichbarkeit der Messwerte erbringt. Dies wurde zu Lasten der Gesamtgrélie der Studienko-

horte hingenommen.

Das Lockdown-Projekt startete im Februar 2021. Zu diesem Zeitpunkt herrschte im Saarland
noch ein Lockdown mit geschlossenen Restaurants, Geschéften und Freizeiteinrichtungen
[145]. Die Messergebnisse sind dementsprechend unter Beriicksichtigung der damals vorherr-

schenden MaRRnahmen zur Kontaktminimierung zu interpretieren.

Die Methode betreffend sei erwéhnt, dass in dieser Arbeit asservierte Proben mononukledrer
Zellen untersucht wurden. Dies ist naturgemaR mit einer geringeren Ausbeute an vitalen Zellen
verbunden, erlaubt jedoch die zeitlich versetzte Analyse. Aufgrund der begrenzten Zellzahl
wurden einige Proben flr die Untersuchungen von T- Zell-Subpopulationen und andere fiir die
Untersuchung von B-Zell-Subpopulationen verwendet. In einer zukinftigen Studie sollte eine
Methode verwendet werden, die z.B. durch ein leistungsstérkeres Durchflusszytometer mehr

Zellpopulationen mit geringerem Blutvorlumen darstellen kann.

Bezuglich der statistischen Auswertung, muss angemerkt werden, dass sich durch die grof3e
Anzahl an statistisch verglichenen Zellsubpopulationen ein héheres Risiko von Typ-I-Fehler

(falsch positive Ergebnisse) ergibt.

5.5 Konklusion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung der B- und T-Lym-
phozytensubpopulationen im NSB und PB der Schwangere signifikant unterscheidet. Dies deu-
tet darauf hin, dass die Leukozyensubpopulationen, im Rahmen der Entwicklung eines reifen
Immunsystem, Veranderungen unterworfen sind. Besonders hervorzuheben sind die signifikan-
ten Unterschiede in den B-Lymphozytensubpopulationen im Nabelschnurblut und im periphe-
ren Blut der Schwangeren. Fr einige dieser Subpopulationen, stimmten die Ergebnisse mit den
bisherigen Erkenntnissen iiber die immunologische Entwicklung tiberein. Uberraschend war
jedoch, dass im Gegensatz zur Literatur kein hoherer Anteil der Gedéchtnis-B-Zellen bei
Schwangeren, sondern ein erhohter Anteil im Nabelschnurblut gefunden wurde. Diese Ergeb-
nisse konnten in Zusammenhang mit dem verminderten Antigenkontakt der Schwangeren wah-
rend des Lockdowns stehen. Obwohl sich das immunologische Gedachtnis im Laufe des Lebens

weiter ausbildet, deuten die Daten darauf hin, dass eine Grundlage fir die immunologische
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Entwicklung bereits intrauterin gelegt wird. Dies unterstreicht die Dynamik des Leukozyten-

Repertoires, das sich im Laufe des Lebens an dulRere Einflusse anpasst.

Signifikante Unterschiede im Nabelschnurblut von ménnlichen und weiblichen Neugeborenen
wurden bei MZ-B-Zellen und B1-Zellen (CD20+CD27+CD43+CD69-,
CD20+CD27+CD43+CD70-, CD20+CD27+CD43+, CD20+CD27+CD43+CD38low) festge-
stellt. B1-Zellen stehen im Zusammenhang mit einem erhéhten Risiko fir Autoimmunerkran-
kungen, die bei Frauen h&ufiger auftreten. Diese Erkenntnisse sind entscheidend fiir die Erfor-
schung geschlechterspezifischer Krankheitsrisiken sowie flr die Entwicklung individueller
Therapiepléane, Medikamentendosierungen und Impfschemata. Die Erforschung der Mechanis-
men geschlechterspezifischer Unterschiede in der Immunantwort kdnnte neue préanatale Diag-
noseansatze erdffnen, die Risikofaktoren fiir Erkrankungen wie Autoimmunerkrankungen frih-
zeitig erkennen und praventive Therapien ermdglichen, um deren spétere Entstehung zu ver-

hindern.

Durch die Untersuchung von PB und NSB hinsichtlich der Unterschiede bei atopisch vorer-
krankten Muttern und gesunden Muttern, konnten friihere Erkenntnisse tber eine Aktivierung
der CD4+ Immunantwort bei Atopikern bestétigt werden. Dariiber hinaus liefern die hier be-
schriebenen Daten erste Hinweise darauf, dass schon im NSB Unterschiede zwischen atopisch
vorbelasteten Kindern und nicht vorbelasteten Kindern zu finden sind. Dies legt nahe, dass die
erbliche Komponente eine groRe Rolle bei der Entstehung atopischer Erkrankungen spielt. Die-
sen Ergebnissen sollten weitere Forschungsarbeiten in groReren Studienkohorten folgen. Zu-
dem sollte mit fortgeschrittenem Alter der Kinder das Auftreten von atopischen Erkrankungen

mit unseren Ergebnissen korreliert werden.
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Anhang

10.1 FragebOgen
Auswirkungen des Lockdowns in Deutschland auf die Modulation von Immunantworten im friihen Kindesalter

Fragebogen fur die Eltern:

Allgemeine Fragen

Alter des Vaters

Alter der Mutter

Berechneter Entbindungstermin

Tatsachlicher Entbindungstermin

Korpergrofle der Mut-
ter

KorpergrofRe des Va-
ters
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Bitte im Folgenden Zutreffendes ankreuzen:

Waren Sie oder Ihr Partner oder lhre Kinder mit dem Coronavirus Sars-CoV-2 infiziert?

0 nein

0 ja, Infektion bei Mutter
des Kindes

0 ja, Infektion bei Vater des
Kindes

0 ja, Infektion bei in Haus-

halt lebenden Kindern

0 ja, Infektion bei allen

Haushaltsmitgliedern

Wenn ja:

Wann? (Zeitraum)

sich jeweils gezeigt? (bitte

ankreuzen)

0 Atemnot/ Kurzatmig-
keit

O Fieber

0 Durchfall

0 Halsschmerzen
0 Schnupfen

0 Geschmacksverlust

0 Atemnot/ Kurzatmig-
keit

O Fieber

0 Durchfall

0 Halsschmerzen
0 Schnupfen

0 Geschmacksverlust

0 Atemnot/ Kurzatmig-
keit

O Fieber

0 Durchfall

0 Halsschmerzen
0 Schnupfen

0 Geschmacksverlust

Behandlung im Kranken- | 0 ja 0 nein O0ja Onein 0ja Onein O0ja Onein
haus?
welche Symptome haben | 0 Husten 0 Husten 0 Husten 0 Husten

0 Atemnot/ Kurzatmig-
keit

O Fieber

0 Durchfall

0 Halsschmerzen
0 Schnupfen

0 Geschmacksverlust
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0 Geruchsverlust
0 Mudigkeit

0 Kopfschmerzen

0 Gliederschmerzen

0 Geruchsverlust
0 Mdigkeit
0 Kopfschmerzen

0 Gliederschmerzen

0 Geruchsverlust
0 Mudigkeit

0 Kopfschmerzen

0 Gliederschmerzen

0 Geruchsverlust
0 Mudigkeit
0 Kopfschmerzen

0 Gliederschmerzen

Familienstand

0 verheiratet

0 liiert

0 geschieden

0 alleine lebend

Schulabschluss

Der Mutter des | 0 Hauptschule 0 Mittlere Reife 0 Abitur 0 Hochschule/ 0 Kein Abschluss | 0 Sonstiger Ab-
Kindes Universitat schluss
Des Vaters des | 0 Hauptschule 0 Mittlere Reife 0 Abitur 0 Hochschule/ 0 Kein Abschluss | 0 Sonstiger Ab-

Kindes

Universitat

schluss

Erwerbstatigkeit

Der Mutter des Kindes

0 Nicht berufstétig

0 Voll berufstatig

0 Halbtags berufstatig

0 Teilzeit berufstatig

Des Vaters des Kindes

0 Nicht berufstatig

0 Voll berufstatig

0 Halbtags berufstatig

0 Teilzeit berufstatig

Beschreibung der jetzigen bzw. wenn momentan nicht mehr berufstétig die letzte ausgelibte Tatigkeit (bitte eintragen)
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Beruf Branche Beginn/Ende (Jahr)
Der Mutter des Kindes
Des Vaters des Kindes
Erwerbstatigkeit wahrend des Corona- Lockdowns?
Der Mutter des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
Des Vaters des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
wenn erwerbstatig: im Homeoffice arbeitend?
Der Mutter des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
Des Vaters des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
Haben sie und/oder ihr Partner ihren Job in der Coronakrise verloren?
Der Mutter des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
Des Vaters des Kindes 0ja 0 nein 0 teilweise
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Leben weitere Kinder im Haushalt? Wenn ja, wie viele? 0 nein

0ja,

Wurden die Kinder wahrend des Lockdowns zu Hause betreut?

Alter
Kind 1 0ja | O nein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen
Kind 2 0ja | O nein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen
Kind 3 0ja | Onein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen
Kind 4 0ja | O nein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen
Kind 5 0ja | 0 nein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen
Kind 6 0ja | Onein | 0 von der Mutter | 0 vom Vater | 0 von beiden Elternteilen

weitere Kinder

Wie grold war fiir Sie personlich die Mehrbelastung, die durch die Kinderbetreuung entstanden ist?

(bitte Entsprechendes ankreuzen: 0-keine Mehrbelastung, 5-extreme Mehrbelastung)
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00 01 02 03 04

Hygiene in der Lockdown-Zeit

Bitte die am ehesten zutreffende Antwort ankreuzen (0- trifft Gberhaupt nicht zu, 5-trifft voll und ganz zu)

Ich habe die generellen Hygienevorschriften eingehalten.

Ich habe bei jedem Verlassen der Wohnung einen Mundschutz getragen.

Ich habe bei jedem Einkauf einen Mundschutz getragen.

Ich habe immer mindestens 1,5 m Abstand zu meinen Mitmenschen gehalten.

Ich habe nach jedem Kontakt mit meinen Mitmenschen die Hande mit alkoholischen Losungen desinfiziert.

Ich habe o6fters als gewohnlich meine Hande mit alkoholischen Ldsungen desinfiziert.

05
0 |0
1 |2
0 |0
1 |2
0 |0
1 |2
0 |0
1 |2
0 |0
1 |2
0 |0
1 |2
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Héndedesinfektion: durchschnittlich wie oft pro Tag?

Ich habe bei jeder Ruckkehr in meine Wohnung die Hande gewaschen.

Ich habe haufiger als gewohnlich meine Hande gewaschen.

*H&ndewaschen: durchschnittlich wie oft pro Tag?

Geanderte Gewohnheiten wahrend des Lockdowns

Ich habe den Kontakt zu Personen, die aufRerhalb meines Haushaltes wohnen, wéhrend des Lockdowns komplett

abgebrochen.

Ich habe mich gesiinder als gewohnlich erndhrt.

Ich habe mehr Sport als gewdhnlich getrieben.
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Ich habe mehr Alkohol als gewdhnlich getrunken.

*wenn ja: wie viele Glaser/Flaschenvon welchem Getrank pro Tag?

Ich habe mehr als gewohnlich geraucht.

*wenn ja : wie viele Zigaretten pro Tag?

0 |0
0 |1
0 |0
0 |1
0 |0
0 |1
0 |0
0 |1

Wurde bei Ihnen oder dem Vater des Kindes eine/mehrere der folgenden Erkrankungen

(Bitte Zutreffendes im Folgenden ankreuzen und auf die Linie die entsprechende Erkrankung notieren)

Mutter des Kin-

des

0 Asthma bronchiale

0 Heuschnupfen

0 Neurodermitis (atopisches Ekzem)

0 Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, Rheumatoide Arth-
ritis

0 Darmerkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa, Morbus Crohn

Genaues Krankheitshild:
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0 Schilddrisenerkrankungen, wie z.B. Hashimoto-Thyreoiditis

0 andere Erkrankungen

Vater des Kindes

0 Asthma bronchiale

0 Heuschnupfen

0 Neurodermitis (atopisches Ekzem)

0 Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, Rheumatoide Arth-
ritis

0 Darmerkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa, Morbus Crohn

0 Schilddrisenerkrankungen, wie z.B. Hashimoto-Thyreoiditis

0 andere Erkrankungen

Genaues Krankheitsbild:

Wurde wahrend ihrer Schwangerschaft eine der folgenden Erkrankungen diagnostiziert?

(Bitte Zutreffendes im Folgenden ankreuzen und auf die Linie die entsprechende Erkrankung notieren)
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Mutter des Kin-

des

0 Asthma bronchiale

0 Heuschnupfen

0 Neurodermitis (atopisches Ekzem)

0 Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, Rheumatoide Arth-
ritis

0 Darmerkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa, Morbus Crohn

0 Schilddriisenerkrankungen, wie z.B. Hashimoto-Thyreoiditis

0 andere Erkrankungen

Genaues Krankheitshild:

Haben Sie wahrend der Schwangerschaft regelméfig Medikamente genommen?

0 nein

0ja Wenn ja, welche? Dosis?

Ab welcher SSW?

Bis zu welcher SSW?
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Wurde bei einem oder mehrerer ihrer Kinder eine der folgenden Erkrankungen diagnostiziert?

(Bitte Zutreffendes im Folgenden ankreuzen und auf die Linie die entsprechende Erkrankung notieren)

Onein 0

ja

0 Asthma bronchiale

0 Heuschnupfen

0 Neurodermitis (atopisches Ekzem)

0 Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, Rheumatoide Arth-
ritis

0 Darmerkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa, Morbus Crohn

0 Schilddriisenerkrankungen, wie z.B. Hashimoto-Thyreoiditis

0 andere Erkrankungen

Genaues Krankheitshild:
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Gab es wahrend dieser Schwangerschaft Komplikationen (z.B. Gestationsdiabetes (Zuckererkrankungen wéhrend der Schwangerschaft), vorzeitige

Wehen, Infektionen)?

0 nein 0ja

Wenn ja, welche?

Auswirkungen des Lockdowns/ der Pandemie
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Bitte kreuzen Sie das am ehesten Zutreffende an (0- Gberhaupt nicht, 5-extrem).

Wie sehr haben sie sich durch die Ausbreitung des Coronavirus SARS-CoV-2 und die Gesamtsituation bedroht
gefiihlt?

Wie grol3 wirden Sie den Verlust einschatzen, den Sie persénlich durch die SARS-CoV-2-Pandemie erlitten

haben?

Wie groR wiirden Sie die Veradnderungen durch die SARS-CoV-2-Pandemie einschatzen?

Wie grol} schatzen Sie die Tragweite der SARS-CoV-2-Pandemie fir Sie personlich ein?

Ich hatte das Gefuhl beziiglich der Corona-Pandemie gut informiert zu sein.

Ich habe mir aufgrund der Corona-Pandemie mehr Sorgen beztiglich der bevorstehenden Geburt gemacht.

Ich habe mir aufgrund der Corona-Pandemie mehr Sorgen beziiglich der Gesundheit meines Kindes gemacht.
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Bitte kreuzen Sie im Folgenden die am ehesten zutreffende Antwortmdoglichkeit an.

Haben Sie in den letzten Wochen wegen Sorgen schlechter geschlafen? nein, gar | nicht schlechter | schlechter als | viel schlechter als
nicht als ublich ublich ublich

Haben Sie das Gefiihl gehabt, dauernd unter Druck zu stehen? nein, gar | nicht mehr als Gb- | mehr als Gblich | viel mehr als Ub-
nicht lich lich

Haben Sie sich in den letzten Wochen auf das, was Sie gemacht haben, | besser als | so wie ublich schlechter als | viel schlechter als

konzentrieren kénnen? ublich ublich ubrig

Haben Sie in den letzten Wochen das Gefihl gehabt, flr etwas natzlich zu | mehr  als | so wie ublich weniger als | viel weniger als

sein? ublich ublich ublich

Haben Sie in den letzten Wochen das Gefuhl gehabt, sich mit Ihren Prob- | besser als | so wie tblich weniger als ib- | viel weniger als

lemen auseinander zu setzen? ublich lich ublich

Ist es Ihnen in den letzten Wochen schwergefallen, Entscheidungen zu tref- | nein,  gar | so wie (blich schwerer als | viel schwerer als

fen? nicht ublich ublich

Haben Sie in den letzten Wochen den Eindruck gehabt, dass Sie mit Ihren | nein, gar | nicht  schlechter | schlechter als | viel  schlechter

Schwierigkeiten nicht zu Rande gekommen sind? nicht als Ublich ublich als Ublich

Alles in allem, haben Sie sich in den letzten Wochen einigermalien zufrie- | mehr  als | so wie Ublich weniger als Ub- | viel weniger als

den geflhit? ublich lich ublich
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Konnten Sie in den letzten Wochen Ihren Alltagsverpflichtungen mit | mehr  als | so wie ublich weniger als Ub- | viel weniger als

Freude nachgehen? ublich lich ublich

Haben Sie sich in den letzten Wochen unglucklich und deprimiert geftihlt? | nein,  gar | nicht mehr als Gb- | mehr als tiblich | viel mehr als b-
nicht lich lich

Haben Sie in den letzten Wochen einen Mangel an Selbstvertrauen ge- | nein,  gar | nicht mehr als ib- | mehr als tblich | viel mehr als Ub-

spart? nicht lich lich

Haben Sie sich in den letzten Wochen wertlos gefiihlt? nein, gar | nicht mehr als viel mehr als Ub-
nicht ublich mehr als Gblich | lich

Verarbeitung des Corona-Lockdowns:

Bitte denken Sie zuriick an die Zeit des Lockdowns und der Pandemie (im Folgenden als das ""Ereignis’ beschrieben.

Geben Sie im Folgenden an, wie Sie in der vergangenen Woche zu diesem Ereignis gestanden haben, indem Sie fur jede der folgenden

Reaktionen ankreuzen, wie haufig diese bei Ihnen aufgetreten ist.

0 Uberhaupt nicht

0 selten

0 manchmal

0 oft

Immer, wenn ich an das Ereignis erinnert wurde, kehrten die Gefiihle wieder.

Ich hatte Schwierigkeiten, nachts durchzuschlafen.
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Andere Dinge erinnerten mich immer wieder daran.

Ich flhlte mich reizbar und &rgerlich.

Ich versuchte, mich nicht aufzuregen, wenn ich daran dachte oder daran erinnert

wurde.

Auch ohne es zu beabsichtigen, musste ich daran denken.

Es kam mir so vor, als ob es gar nicht geschehen ware oder irgendwie unwirklich

war.

Ich versuchte, Erinnerungen daran aus dem Weg zu gehen.

Bilder, die mit dem Ereignis zu tun hatten, kamen mir plétzlich in den Sinn.

Ich war leicht reizbar und schreckhaft.

Ich versuchte, nicht daran zu denken.

Ich merkte zwar, dass meine Gefiihle durch das Ereignis noch sehr aufgewihlt
waren, aber ich beschaftigte mich nicht mit ihnen.

Die Gefiihle, die das Ereignis in mir ausloste, waren ein bisschen wie abge-

stumpft.

138




Anhang

Ich stellte fest, dass ich handelte oder fiihlte, als ob ich in die Zeit (des Ereignis-

ses)

zuriickversetzt sei.

Ich konnte nicht einschlafen.

Es kam vor, dass die Geflhle, die mit dem Ereignis zusammenhingen, pl6tzlich

fur kurze Zeit viel heftiger wurden.

Ich versuchte, es (das Ereignis) aus meiner Erinnerung zu streichen.

Es fiel mir schwer, mich zu konzentrieren.

Die Erinnerungen daran losten bei mir korperliche Reaktionen aus, wie Schwit-

zen, Atemnot, Schwindel oder Herzklopfen.

Ich trdumte davon.

Ich empfand mich selber als sehr vorsichtig, aufmerksam oder hellhorig.

Ich versuchte, nicht dartiber zu sprechen.
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