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Einleitung

1. Einleitung

Das Bestreben den Aufbau, die Funktion sowie die Entwicklung des Immunsystems zu
verstehen, steht schon lange Zeit im Zentrum des Interesses vieler Forschungsarbeiten,
insbesondere um auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse neue Behandlungsansitze

fiir immunologisch relevante Krankheitsbilder zu entwickeln.

Die Entwicklung des menschlichen Immunsystems beginnt bereits auf der Stufe des
Embryos, setzt sich wihrend der intrauterinen Reifung fort und ist auch einige Jahre nach
der Geburt noch nicht vollstindig abgeschlossen. Wihrend sich der Fetus in einer sehr
geschiitzten und keimfreien Umgebung entwickeln kann, wird das Kind mit seinem noch
unreifen Immunsystem bereits wéihrend der Geburt mit einer Vielzahl an Mikro-
organismen konfrontiert. Das Kind ist aufgrund der Unreife seines Immunsystems nicht
immer in der Lage, diesen potentiell schidigenden Einfliissen addquat zu begegnen. Um
dem immuninkompetenten Kind bereits in dieser Phase Schutz zu bieten, erfolgt sowohl
prianatal durch den diaplazentaren Transfer von miitterlichen Antikérpern (IgG) als auch
postnatal mit der Muttermilch eine Ubertragung von Stoffen, die das Kind sowohl passiv
schiitzen (IgG, sekretorisches IgA) als auch aktiv (Details sieche Abschnitt 1.4) an der
Reifung des Immunsystems Anteil nehmen (KELLY ET AL., 2000; HAMOSH, 2001;

LONNERDAL, 2003).

Die Entwicklung der eigenen Immunkompetenz ist fiir das Kind selbst von zentraler
Bedeutung. Eine entscheidende Rolle spielen in diesem Zusammenhang allgemeine
Schutzmechanismen wie effektive Epithelbarrieren, die Besiedelung mit niitzlichen
Mikroorganismen, die Schulung des Immunsystems, zwischen Selbst (Akzeptanz) und
Fremd (Abwehr) zu unterscheiden, sowie die Differenzierung, Reifung und Proliferation
der Zellen der erworbenen Immunitit. Diese Reifungsprozesse werden von diversen
externen Prozessen beeinflusst wie zum Beispiel der Auseinandersetzung mit zahlreichen
Antigenen, sowohl korpereigenen als auch korperfremden (Nahrungsantigene, Ober-
flichenmolekiile pathogener Erreger). Die Nahrung stellt dabei fiir die Beschaffenheit
unseres Immunsystems, vor allem in den frithen Lebensjahren, einen der wichtigsten
einflussnehmenden Umweltfaktoren dar, weshalb das Verstidndnis der immunologischen
Vorteile der natiirlichsten Form der Saduglingserndhrung, des Stillens mit Muttermilch,

von besonderem Interesse ist.
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1.1 Bedeutung des Immunsystems

Das Immunsystem dient dem Organismus zur Abwehr potentiell schiadigender Einfliisse. Die
Bedeutung der exakten Regulation und Steuerung des Immunsystems wird insbesondere dann
offenkundig, wenn es zu Fehlfunktionen innerhalb dieses komplexen Systems kommt. Am
Eindrucksvollsten wird das an extremen Uber- oder Fehlreaktionen, wie zum Beispiel im
Rahmen von Autoimmunerkrankungen und allergischen Reaktionen, sowie an abgeschwéch-
ten oder ineffektiven Immunreaktionen, beispielsweise bei Immundefizienz-Erkrankungen,
einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber Infektionskrankheiten und bei Tumorerkrankungen
deutlich.

Da das Immunsystem aus vielen verschiedenen Zellen und Botenstoffen besteht, welche auf-
einander wirken und sich gegenseitig beeinflussen, gibt es im Umkehrschluss natiirlich auch
viele Stellen an denen eine Fehlfunktion auftreten und in der Folge zu teilweise schwer-
wiegenden Krankheitsbildern fithren kann. Diese Tatsache unterstreicht die Bedeutung des

Verstindnisses der Zusammenhiénge der Reifung und Entwicklung des Immunsystems.

1.2 Einfiihrung in die Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem ldsst sich in zwei Kategorien unterteilen: die angeborene und die
erworbene Immunitiit. Natiirlich ist diese Einteilung aufgrund der vielfdltigen Wechsel-
wirkungen und der Komplexitit des Immunsystems unzureichend, soll den Uberblick in
diesem Falle jedoch vereinfachen. Sowohl bei der angeborenen als auch bei der erworbenen
Immunitdt spielen zelluldre und humorale Bestandteile eine Rolle.

Die zelluldren Bestandteile des Immunsystems tragen auf ihren Oberflichen diverse spezif-
ische Merkmale. Diese konnen durch fluoreszierende monoklonale Antikorper spezifisch
markiert werden und sind in der Durchflusszytometrie erkennbar bzw. messbar (Details siehe
Kapitel 5 — Methoden). In diesem Fall erfolgte die Markierung so genannter CD (cluster of
differentiation)-Antigene. Bei diesen handelt es sich meistens um membrangebundene Glyko-
proteine, die verschiedenste Funktionen haben konnen, z.B. Rezeptor- oder Signalfunktionen.
Einigen dieser Oberfldchenantigene lassen sich anhand der CD-Klassifikation spezifische
Zellpopulationen zuordnen (Siehe Tabelle 1.2). Auf diese Weise liefern sie Hinweise auf den
gegenwirtigen Zustand der humoralen und zelluldren Immunitit. Die Markierung der
Oberflachenmolekiile ermoglicht zudem Riickschliisse auf den Entwicklungsstand der Sub-

populationen, da zwischen naiven und aktivierten Effektorzellen unterschieden werden kann.
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Kombination der Antigene

funktionelle Identitiat der Zellen

CD3" T-Zelle
CD3"CD8/CD3"CD4" T-Helferzelle*
CD3"CD8*/CD3"CD4 zytotoxische T-Zelle
CD45RA" CD45RO naive T-Zelle

CD45RA™ CD45RO"

T-Gedichtniszelle

CD3 CD16" CD56"

natiirliche Killerzelle

CD3" HLA DR

aktivierte T-Zelle
(MHC-II-Expression)

CD3 CD19*

B-Zelle

Tab. 1.2 Zuordnung der antikorpermarkierten Oberfldchenantigene zur Identitét der Zellen

* Anmerkung: Da bei der Methodik der Zytokinfirbung (Kapitel 5, Abschnitt 5.3.3) im Rahmen
dieser Arbeit ausschlieflich Antikérper gegen CDS8 verwendet wurden und die CD3*CDS8 Zellen
fast ausschlieflich CD4 positiven Zellen entsprechen, werden die CD3"CD8 Zellen zur
Vereinfachung und zum besseren Verstindnis im Folgenden als CD3*CD4" Zellen gewertet und

als T-Helferzellen bezeichnet.
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Die angeborene oder auch unspezifische Immunitét besteht hauptsichlich aus Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten, natiirlichen Killerzellen (CD3'CD16"CD56") und dem Komple-
mentsystem, wohingegen die erworbene bzw. spezifische Immunitit T- (CD3") und B-
Lymphozyten (CD3'CD19") umfasst. Wihrend sich der GroBteil der Zellen der angeborenen
Immunitédt aus einer gemeinsamen myelopoetischen Stammzelle entwickelt, entstehen die
natiirlichen Killerzellen aus einer lymphopoetischen Stammzelle, aus welcher sich auch die T-
und B-Lymphozyten der erworbenen Immunitit entwickeln. Die natiirlichen Killerzellen
werden jedoch aufgrund der fehlenden Antigenspezifitit zum unspezifischen Immunsystem

gezidhlt (JANEWAY ET AL., 2002).

Gewebe

Lymphknoten

Grafik 1.2.1 Entstehung der zelluldren Bestandteile des unspezifischen (blau) und des spezif-
ischen (griin) Immunsystems, modifizierte Darstellung nach Janeway (JANEWAY
ET AL., 2002)
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Das angeborene Immunsystem bietet eine unmittelbare Form des Schutzes vor Infektionen
und lédsst sich grob in drei Komponenten gliedern: 1. Oberflichenepithelien [physische
Barriere] 2. antimikrobielle Peptide und Proteine (z.B. niedriger pH-Wert, Enzyme) [chem-
ische Barriere] 3. Makrophagen, neutrophile Zellen, natiirliche Killerzellen [mikrobiologische
Barriere]. Die Wirkungen der unspezifischen zelluldren Immunabwehr werden sowohl iiber
den direkten Zellkontakt (z.B. Phagozytose, direkte AbtStung) als auch indirekt iiber Boten-
stoffe wie Zytokine (z.B. Anlockung weiterer Entziindungszellen) vermittelt (Siehe Grafik

1.2.2) (JANEWAY ET AL., 2002).
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Grafik 1.2.2 Angeborenes bzw. unspezifisches Immunsystem (eigene vereinfachte Darstell-
ung anhand von Information aus JANEWAY ET AL., 2002)
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Das Komplementsystem, das sich primér als Teil des angeborenen Immunsystems entwickelt
hat, schiitzt auf drei Arten vor einer Infektion: 1. Opsonisierung: aktivierte Komplement-
proteine binden kovalent an Pathogene und markieren diese so fiir die Aufnahme durch
Phagozyten. 2. Wirkung als Chemoattraktor: kleine Fragmente einiger Komplementproteine
locken weitere Phagozyten an den Ort der Komplementaktivierung und aktivieren diese. 3.
Zerstorung bestimmter Bakterien: die letzten Bestandteile des Komplements konnen Poren in

der Bakterienmembran erzeugen und zerstoren damit das Bakterium (JANEWAY ET AL., 2002).

Das erworbene Immunsystem besteht ebenso wie das angeborene aus zelluldren und
humoralen Komponenten. Wihrend die T-Lymphozyten im Thymus ausdifferenzieren, ent-
wickeln sich die B-Lymphozyten im Knochenmark. Thymus und Knochenmark bilden die
zentralen lymphatischen Organe. T- und B-Lymphozyten lassen sich nicht nur anhand des
Ortes ihrer Reifung und ihre unterschiedlichen Funktionen (siehe unten) unterscheiden,
sondern auch durch die Molekiile, die sie auf ihren Oberflichen tragen, insbesondere den
Antigenrezeptoren (T-Zellrezeptor [TCR] und B-Zellrezeptor [BCR]). Die Spezifitit und
Vielfalt dieser Rezeptoren resultiert dabei sowohl aus der Verdnderung multipler Gen-
segmente, die fiir die Antigenbindungsstelle kodieren, als auch aus der klonalen Expansion

von spezifischen T- und B-Zellen in den peripheren Lymphorganen (JANEWAY ET AL., 2002).

Innerhalb der ersten Lebensjahre kommt es zu einer Reifung sowie Prigung der spezifischen
Immunitit, die sich aufgrund der Interaktion der T- und B-Lymphozyten mit den verschieden-
sten Antigenen in den peripheren lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz, lymphatische
Gewebe der Schleimhéute) entwickelt. Im Rahmen dieser Reifung erlangen die Lymphozyten
die Fihigkeit zwischen korpereigen und korperfremd zu differenzieren (positive bzw.
negative Selektion). Dabei ist es wichtig, dass so genannte autoaggressive Zellen, die Rezep-
toren tragen, die an korpereigene Antigene binden, selektioniert und durch Apoptose zerstort
werden (negative Selektion; Siehe Grafik 1.2.3). Lymphozyten, die Rezeptoren tragen, die fiir
Reaktionen mit fremden Antigenen besonders geeignet sind, empfangen hingegen Uber-
lebenssignale (z.B. sezernierte Wachstumsfaktoren, Zytokine wie IL7) durch Zellen in den
lymphatischen Geweben. Diese werden von den Antigenrezeptoren empfangen und hemmen

die Apoptose (JANEWAY ET AL., 2002).
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Grafik 1.2.3 Selektion, modifizierte Darstellung nach Janeway (JANEWAY ET AL., 2002)

Sowohl die reifen, naiven T-Lymphozyten (CD45RA*CD45RO) als auch die reifen, naiven
B-Lymphozyten zirkulieren mit dem Blutkreislauf und im lymphatischen System. Nach dem
Zusammentreffen mit einem spezifischen Antigen, welches als korperfremd erkannt wird,
proliferieren diejenigen T-Lymphozyten, die den passenden Antigenrezeptor auf ihrer Ober-
fliche exprimiert haben, und differenzieren zu antigenspezifischen Effektorzellen (CD45RA"
CD45RO") (zellvermittelte Immunantwort) und die antigenspezifischen B-Lymphozyten dif-
ferenzieren zu antikOrpersezernierenden Plasmazellen (humorale Immunantwort) (JANEWAY

ET AL., 2002).
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Grafik 1.2.4 Erworbenes bzw. spezifisches Immunsystem (eigene Darstellung anhand von
Information aus JANEWAY ET AL., 2002)

Die Proliferation, Funktion und Differenzierung wird dabei durch den direkten Kontakt, aber
auch durch zusitzliche Signale, zum Beispiel Botenstoffe wie Zytokine, vermittelt. Nach dem
Verschwinden des Antigens iiberleben einige der Zellen als Gedéchtniszellen. Sie bilden die
Grundlage des immunologischen Gedéchtnisses, das eine schnellere und wirksamere Reaktion
auf eine erneute Infektion mit demselben Krankheitserreger bietet und zu einer andauernden

Immunitét fithrt (JANEWAY ET AL., 2002).
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Zu den T-Effektorzellen, die sich aus einem aktivierten, spezifischen T-Lymphozyten ent-
wickeln, zihlen die zytotoxischen T-Zellen (abstammend von naiven CD8" T-Zellen) und die
so genannten T-Helferzellen (TH1- und TH2-Zellen; abstammend von naiven CD4" T-Zellen
[THO-Zellen]). Die Entscheidung, ob sich aus einem aktivierten CD4 positivem T-Lympho-
zyten eine TH1- oder eine TH2-Zelle entwickelt, ist von grundlegender Bedeutung fiir die Art
der Immunantwort. Werden nur TH1-Zellen gebildet, so kommt es zu einer zellvermittelten
Immunantwort, wihrend die iiberwiegende Expression von TH2-Zellen eine humorale
Immunitédt hervorruft (JANEWAY ET AL., 2002). Die Richtung der Entwicklung von THO-
Zellen kann von verschiedenen Faktoren beeinflusst werden. Hierzu zédhlen zum Beispiel die
Interaktionen des Antigens mit dem T-Zellrezeptor, Zytokine, Kostimulatoren und die Induk-
tion von Transkriptionsfaktoren (MURPHY ET AL., 2000; FARRAR ET AL., 2002; CARBALLIDO ET
AL., 1997; KUCHROO ET AL., 1995). Es wird — auch aufgrund von in-vitro-Experimenten —
vermutet, dass externe Faktoren (z.B. Nahrungsantigene, das Repertoire an vorhandenen
Zytokinen) einen groen Anteil an diesen Vorgidngen haben (JANEWAY ET AL., 2002). Die
frithkindliche Prigung scheint dabei eine besondere Rolle zu spielen, da das Immunsystem in
dieser Phase noch duflerst formbar ist. Wahrscheinlich haben diese friihen Vorginge einen
lebenslang bestehenden Einfluss auf das individuelle Immunsystem.

Die T-Effektorzellen tragen auf unterschiedliche Weise zu einer wirkungsvollen Immun-
reaktion bei. Die zytotoxischen T-Zellen konnen bestimmte Peptidfragmente der Erreger, die
an MHC-I-Molekiile auf der Oberfldache der infizierten Zelle gebunden sind, erkennen und
sind in der Lage diese infizierten Zellen direkt abzutéten. Dariiber hinaus kénnen sie THI1-
typische Zytokine und IL2 produzieren. Die TH1- und TH2-Zellen lassen sich anhand ihrer
unterschiedlichen Zytokinexpressionsmuster und Funktion unterscheiden. Wihrend THI-
Zellen vor allem IL2, IFNy, TNFf und TNFa produzieren, bilden TH2-Zellen vor allem 114,
IL5 und IL10 (MOSMANN ET AL., 1989; ROMAGNANI, 1991; Details zu den Funktionen der
einzelnen Zytokine unter Abschnitt 1.3). THO-Zellen konnen sowohl TH1 als auch TH2-
Zytokine produzieren (MOSMANN ET AL., 1996). TH1-Zellen aktivieren iiber den Kontakt zu
Antigenen, die an bestimmte Oberflichenmolekiile (sog. MHC-II-Molekiile) von Makro-
phagen gebundenen sind, die Makrophagen. Diese konnen dann die in ihnen enthaltenen
intrazelluldren Parasiten abtoten. Des Weiteren konnen TH1-Zellen die Bildung von IgG-
Antikorpern in B-Zellen anregen. IgG-Antikorper konnen extrazelluldre Pathogene fiir die
Aufnahme durch Phagozyten opsonisieren oder durch die Auslosung des Komplementsystems

beseitigen. TH2-Zellen konnen iiber die Freisetzung bestimmter Zytokine naive antigen-
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spezifische B-Zellen aktivieren. Diese durch Zytokine der TH2-Zellen (IL4 und ILS) ver-
mittelte Aktivierung und/oder das direkte Erkennen eines Peptidfragments durch die B-Zelle
selbst, fiihrt dazu, dass die B-Lymphozyten zu Plasmazellen differenzieren, die antigen-
spezifische Antikorper (IgM, IgA, IgE, Subtypen von IgG) sezernieren (humorale Immunitit).
B-Zellen sind zudem in der Lage, Peptidfragmente aufgenommener Antigene gebunden an

MHC-II-Molekiile auf ihrer Oberfldache zu priasentieren (JANEWAY ET AL., 2002).

1.3 Bedeutung der in dieser Arbeit analysierten T-Zell-Zytokine

Bei den komplexen Wechselwirkungen zwischen den Zellen des Immunsystems spielen
Botenstoffe, wie zum Beispiel Zytokine, eine bedeutende Rolle. Zytokine sind Proteine mit
einem niedrigen Molekulargewicht, die von verschiedenen Zellpopulationen produziert
werden und sowohl auf parakrinem als auch auf autokrinem Weg durch die Bindung an
spezifische Rezeptoren ihre Wirkung lokal, aber auch in weiterer Entfernung, entfalten und

Zell-Interaktionen beeinflussen konnen (JANEWAY ET AL., 2002).

IL2 ist ein autokriner T-Zell-Wachstumsfaktor, der von T-Zellen (aktivierte THO-, TH1-
Zellen, einige naive CD8 positive T-Zellen) mittels Kostimulation, z.B. durch dendritische
Zellen, selbst gebildet (Selbstaktivierungsweg) wird und deren Proliferation und Differenzier-
ung steuert (JANEWAY ET AL., 2002). Mittlerweile wird vermutet, dass die Rolle von IL2 fiir
CD4 positive Zellen vor allem in der Aufrechterhaltung der Toleranz liegt, indem es das

Uberleben von CD4*CD25" regulatorischen T-Zellen (Tyeg) unterstiitzt (MALEK ET AL., 2004).

IFNy wird insbesondere von TH1-Zellen (klassisches THI1-Zytokin), aber auch von zyto-
toxischen T-Zellen gebildet. IFNy fiihrt zu einer erhohten Expression von Molekiilen, die an
der Peptidbeladung beteiligt sind (z.B. MHC-1, MHC-II) und von Komponenten des Antigen-
prozessierungssystems. Uber IFNy konnen zytotoxische T-Zellen die Virusreplikation direkt
hemmen und das Virus ohne Zellzerstorung eliminieren. IFNy aktiviert Makrophagen
(wichtigstes Makrophagen-aktivierendes Zytokin), wodurch diese aufgenommene Bakterien
zerstoren und lockt weitere Makrophagen an den Infektionsherd. Es wirkt proinflamma-
torisch. Zudem hemmt [FNy die Entwicklung von TH2-Zellen (FITCH ET AL., 1993; JANEWAY
ET AL., 2002).

TNFa ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin, das vor allem von TH1-Zellen und
zytotoxischen T-Zellen gebildet wird. TNFa aktiviert ebenfalls Makrophagen (in Kooperation
mit IFNy) sowie Endothelzellen, erhoht die Permeabilitit der GefdBwinde und fiihrt so zu

einem verstirkten Einstrom von IgG, Komplement und Zellen in das Gewebe.

10
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TNFa vermittelt lokale Entziindungen und systemische Effekte wie Fieber, die Mobilisierung
von Metaboliten und — beim Auftreten einer Sepsis — den septischen Schock. Es stimuliert die
Wanderung der dendritischen Zellen zu den Lymphknoten und deren Reifung zu hochgradig

costimulierenden antigenprisentierenden Zellen (JANEWAY ET AL., 2002).

IL4 ist das wichtigste Effektormolekiil von TH2-Zellen (klassisches TH2-Zytokin). Es
aktiviert ebenso wie IL5 (ebenfalls ein TH2-Zytokin) B-Zellen (siehe oben). IL4 hemmt zu-
dem die Produktion von THI1-Zytokinen (JANEWAY ET AL., 2002) und stimuliert die Pro-

duktion von TH2-Zytokinen (SHEARER, 1997).

IL10 wird von TH2-Zellen gebildet und ist ein wirksamer Inhibitor der Funktionen von
Makrophagen und beendet auf diese Weise eine begonnene proinflammatrische Immunant-
wort. Es hemmt zudem die Produktion von TH1-Zytokinen (STREET ET AL., 1991; SHEARER,
1997). Interessanterweise ist eine erhebliche Menge an IL10 in Muttermilch enthalten

(GAROFALO ET AL., 1995).

TGFB wird von CD4 positiven T-Zellen produziert und kann das Zellwachstum sowie Ent-
ziindungen hemmen (JANEWAY ET AL, 2002). Bekannt wurde TGFp als Tumorsuppressor-
molekiil. TGFP kann jedoch auch stimulierende Wirkungen haben und ist notwendig fiir das
Uberleben von regulatorischen T-Zellen (T.,) ebenso wie von CD4 positiven Effektorzellen
(LI ET AL., 2006). TGFJ ist wahrscheinlich eines der wichtigsten immunmodulierenden Zyto-
kine. Zudem ist es, ebenso wie IL10, in einer erheblichen Menge in Muttermilch enthalten
(ODDY ET AL., 2010). Eine Rolle spielt in diesem Zusammenhang, dass TGFp antientziind-
liche Eigenschaften besitzt und gemeinsam mit IL10 die IgE-Synthese herunterregulieren

kann (BOTTCHER ET AL., 2003).

IL17 wird von T-Gedichtniszellen (CD4*CD45RO" und CD8"CD45R0O") produziert und ist
ein proinflammatorisches Zytokin. Es stimuliert Fibroblasten, epitheliale und endotheliale
Zellen zur Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die an inflammatorischen und himato-

poetischen Prozessen beteiligt sind (FOSSIEZ ET AL, 1996; KORN ET AL, 2007).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Zytokine eine zentrale Rolle bei der
Vermittlung zelluldrer und physiologischer Antworten iibernehmen und dass das Potenzial der
verschiedenen Zellpopulationen gewisse Zytokine zu produzieren, die Effektivitit des indivi-

duellen Immunsystems zumindest teilweise widerspiegeln kann.

11



Einleitung

1.4 Einfluss der Muttermilch

Muttermilch ist die natiirlichste Art und Weise der Erndhrung eines Neugeborenen bzw.
Sauglings. Einen klaren Vorteil gegeniiber kiinstlich erzeugter Muttermilchersatznahrung
stellt ihre erhohte Bioverfiigbarkeit dar. Vor allem ist jedoch davon auszugehen, dass die in
der Muttermilch enthaltenen bioaktiven Substanzen, neben ihrer nutritiven Funktion, wichtig
fiir die Reifung und Funktion des kindlichen Immunsystems sind (HAMOSH, 2001). Die
verschiedenartigen in der Muttermilch enthaltenen Faktoren sind in unterschiedlichen Mengen

in verschiedenen Phasen der Laktation vorhanden (LAWRENCE ET AL., 2005).

Muttermilch enthélt unter anderem Probiotika; Lactose; Lipide, z.B. Triglyceride und lang-
kettige ungesittigte Fettsduren; Oligosaccharide; Proteine, z.B. Immunglobuline (vor allem
sekretorisches IgA, weniger IgM und IgG), Lactoferrin, Lysozym, a-Lactalbumin und Kasein;
Nukleotide; Vitamine A, C und E; Enzyme, Hormone und Wachstumsfaktoren; Zytokine
sowie losliche Rezeptoren dieser Zytokine. Die immunologischen Vorteile werden dabei
durch eine Vielzahl von Mechanismen vermittelt: direkte und indirekte antimikrobielle
Aktivitdt, Stimulation der Entwicklung der Immunfunktion, antientziindliche Wirkungen,
Verbesserung des Wachstums und der Entwicklung von Geweben des Kindes, Modulation der
Immunfunktion (HAMOSH, 2001; LONNERDAL, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass Mutter-
milch einen direkten Einfluss auf die Zusammenstellung der Darmflora des Kindes hat.
Kinder, die gestillt wurden, zeigen im Gegensatz zu nicht-gestillten Kindern hohere Anteile
an Lactobacillus und Bifidobakterien (MOUNTZOURIS ET AL., 2002). Oligosaccharide, Pro-
teine, Peptide und Nukleotide tragen zum Wachstum von Laktobacillus und Bifidobakterium
bei (MOUNTZOURIS ET AL., 2002). Des Weiteren sind in der Muttermilch Substanzen ent-
halten, wie der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und TGFa, die die Reifung des Darm-
epithels und der Zellen im Darmtrakt verbessern (DONOVAN ET AL., 1994), was zu einer friiher

verfiigbaren effektiven Barriere gegen schiadliche Mikroorganismen beitragt.

Es gibt viele zusitzliche in der Muttermilch enthaltene Stoffe, deren Nutzen und Funktion fiir
das Kind bislang nicht geklart sind. Die belegten Auswirkungen der Erndhrung des Kindes
mit Muttermilch, wie zum Beispiel eine Verringerung von Infektionskrankheiten (CHIEN ET
AL., 2001; DUNCAN ET AL., 1993; CRUZ ET AL., 1988; BACHRACH ET AL., 2003; ASHRAFET AL.,
1991), die Senkung der Siuglingssterblichkeit (ARIFEEN ET AL., 2001), das geringere Vor-
kommen des plotzlichen Kindstods (ALM ET AL., 2002), einer Risikoverminderung fiir Diabe-
tes Typ 1 (FIELD, 2005) und Typ 2, fiir Lymphome, Leukdmien, Morbus Hodgkin (AMERICAN

ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005), fiir Ubergewicht und Adipositas (HORTA ET AL., 2007), fiir
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eine Hypercholesterindmie und Allergien (BERGMANN ET AL., 2003; AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2005), legen einen weitreichenderen Einfluss des Stillens auf die Entwicklung

des Immunsystems nahe.

Obwohl der Einfluss der Muttermilch auf die Entwicklung eines gut funktionierenden Immun-
systems ein wichtiges Thema ist, gibt es hierzu, vor allem hinsichtlich moglicher vorhandener
Unterschiede in den Zytokinmustern bei gestillten und nicht-gestillten Kindern, nur wenige

solide Daten.
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2. Problemstellung und Ziel der Arbeit

Stillen konnte ein wichtiger Faktor sein, der bei der Entwicklung und Differenzierung von T-
Zell-Subpopulationen und Zytokinmustern im S&uglings- und Kindesalter eine bedeutende
Rolle spielt. Bislang gibt es nur wenige solide Daten zur Zytokinexpression bei gesunden
Kindern (WIEGERING ET AL., 2009 [2]), vor allem Studien, die den Einfluss der Muttermilch
auf die Reifung bzw. Prigung des Immunsystems untersuchen, sind rar (PABST ET AL, 1997,
SRIVASTAVA ET AL., 1996). Die Zielsetzung der hier vorgelegten Promotionsarbeit war es, den
potentiellen Effekt des Stillens auf die Entwicklung der Immunantwort bei gesunden Kindern
zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde zunichst die Verteilung der T-, B- und NK-Zell-
Subpopulationen analysiert. Als Surrogatmarker der Immunfunktion wurde, in einem zweiten
Schritt, die Zytokinexpression von T-Zell-Populationen bei gestillten versus mit Formula-

Nahrung ernidhrten Kindern ermittelt.

Da beschrieben wurde, dass das Stillen Kinder auf der einen Seite vor Allergien schiitzt (TH2
vermittelte Krankheit) (SILVERS ET AL., 2012; WRIGHT ET AL., 2001) und auf der anderen Seite
gestillte Kinder wiéhrend der Kindheit weniger anfillig fiir schwerwiegende bakterielle
Infektionen (THI-Immunantwort benotigt) (BACHRACH ET AL., 2003) und THI1-vermittelte
Autoimmunerkrankungen (KOLETZKO ET AL., 1989; PISACANE ET AL., 1994) zu sein scheinen,
lag ein besonderer Fokus darauf, typische TH1-Zytokine wie IFNy, IL2 und TNFa sowie ein
typisches TH2-Zytokin wie IL4 im Vergleich zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern

zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Studienkohorte von 196 gesunden Kindern untersucht
(Patientencharakteristika siehe Kapitel 3 Tabelle 3.3, 3.4.1 und 3.4.2). Damit gewdhrleistet
war, dass die Ergebnisse auf den Faktor ,,Stillen* zuriickgefiihrt werden konnen und kein Bias
vorliegt, das durch andere Faktoren bedingt ist, wurden diese potentiellen Einflussgrofien, wie
erhaltene Impfungen, Nikotinexposition und allergische Erkrankungen in der Familie, im
Rahmen eines Fragebogens erfragt und auf ihre Signifikanz hin tberpriift (Siehe Kapitel 3
Abschnitt 3.4). Zwischen den beiden Studiengruppen (gestillt/nicht-gestillt) ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf exogene Faktoren.

Zur Untersuchung der T-, B- und NK-Zell-Subpopulationen sowie der intrazelluldren Zyto-
kinexpression durch T-Zell-Populationen wurden Methoden genutzt, die schon zuvor von der
Arbeitsgruppe um Frau Dr. Verena Wiegering im Stammzelllabor der Universititskinder-

klinik zu Wiirzburg etabliert wurden (WIEGERING, 2009 [1]).
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Alle immunologischen Parameter wurden in peripherem, heparinisiertem Blut untersucht.
Zunichst wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) eine Phinotypisierung, anhand von
antikorpermarkierten Oberflichenantigenen der T-, B- und NK-Zell-Subpopulationen
(,Immunstatus*), durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die mononuklearen Zellen des peri-
pheren Blutes (PBMC) mittels PMA und Ionomycin stimuliert und die Zytokinsekretion
durch Brefeldin blockiert. Durch FACS-Analyse wurde die nach 20-24 stiindiger Anregung in
der Kultur vorhandene intrazelluldare Zytokinexpression von IL2, IFNy, TNFa, IL4, IL10,
TGFB und IL17 in den T-Zell-Populationen, bei gleichzeitiger Oberflachenantigenmarkier-
ung, ermittelt. In einem weiteren Schritt wurde der Quotient aus IFNy und IL4 berechnet, um

die relative Verteilung zwischen TH1 und TH2 zu analysieren.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war, den potentiellen Effekt des Faktors Stillen auf die
Entwicklung, die Verteilung und die Differenzierung von Zellpopulationen, die Expression

von Zytokinen und einen moglichen Zytokinshift bei gesunden Kindern zu untersuchen.
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3. Studienkohorte

3.1 Gesamtheit der erfassten Kinder

In diese Studie wurden 196 Kinder, 105 gestillte und 91 nicht-gestillte Kinder, in einem Alter
zwischen 26 Tagen und 12 Jahren und 352 Tagen, eingeschlossen. Die verwendeten Blut-
proben stammen ausschlieBlich von gesunden Kindern, welche aufgrund von nicht-immuno-
logisch relevanten Erkrankungen bzw. Eingriffen in der Ambulanz der Kinderklinik bzw. in
der Kinderchirurgie der Universititsklinik in Wiirzburg vorstellig wurden. Ein positives
Votum der Ethikkommission der Universitit Wiirzburg (Studiennummer 133/04 vom
13.12.2004 mit Amendment vom 25.11.2005 bzw. 28.09.2007) liegt vor. Eine Einwilligung
durch die Erziehungsberechtigten, den institutionellen Richtlinien in Ubereinstimmung mit

der Deklaration von Helsinki folgend, liegt in allen Féllen schriftlich vor.

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Ein Hauptkriterium fiir die betrachtete Studienkohorte war die Stillzeit. Als nicht-gestillt*
wurden Kinder gewertet, welche nicht oder weniger als drei Wochen gestillt wurden. Als voll-
gestillt galten Kinder, welche mindestens vier Monate bis maximal 12 Monate ausschlielich
mit Muttermilch erndhrt wurden. Fiinf Kinder erfiillten dieses Kriterium nicht und wurden
von der Studie ausgeschlossen. Die maximale Altersgrenze der Studienkohorte wurde auf 12
Jahre und 364 Tage festgelegt. Zwei Kinder lagen iiber dieser Altersgrenze und wurden
ebenfalls von der Studie ausgeschlossen. Bereits im Vorfeld wurde darauf geachtet, dass die
erfassten Kinder keine Erkrankungen bzw. Zustinde aufwiesen, die einen Einfluss auf ihr
Immunsystem haben konnten. Von den im Rahmen dieser Studie evaluierten 198 Kindern
wurden fiinf aufgrund der Stillzeit und zwei aufgrund ihres Alters, welches mehr als 12 Jahre
und 364 Tage betrug, ausgeschlossen. Um weiterhin alters- und geschlechtskompatible
Gruppen zu erhalten, wurden Daten von fiinf bereits zuvor, in der Arbeitsgruppe um Frau Dr.
Verena Wiegering, untersuchten Kindern hinzugenommen. Diese Kinder konnten aufgrund
der passenden Stillzeiten, des passenden Alters und der gleichen Methoden der Bearbeitung
der Blutproben eingeschlossen werden. Die im Folgenden ausgewertete Studienkohorte
besteht somit aus insgesamt 196 gesunden Kindern, von denen 105 gestillt und 91 nicht-

gestillt wurden, in einem Alter zwischen 26 Tagen und 12 Jahren und 352 Tagen.

*Anmerkung: Im Folgenden werden die Begriffe ,,nicht-gestillt” und ,, Formula-erndhrt synonym
verwendet, da die als , nicht-gestillt” bezeichneten Kinder mit Muttermilchersatznahrung, so

genannter Formula-Nahrung, erndhrt wurden.
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3.3 Gruppeneinteilung

Die in die Studie eingeschlossenen 196 Kinder wurden in vier Gruppen eingeteilt (Siehe
Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4.1). Gruppe A umfasst dabei die Altersgruppe unter einem Jahr.
Diese Gruppe besteht aus 45 Kindern, von denen 22 weiblich und 23 ménnlich sind. Von
diesen Kindern wurden 22 gestillt und 23 wurden nicht gestillt. Das mediane Alter betragt
fiinf Monate. Gruppe B beinhaltet die Altersgruppe zwischen einem Jahr und drei Jahren, sie
umfasst 41 Kinder, von denen 21 weiblichen und 20 méannlichen Geschlechts sind. 20 dieser
Kinder wurden gestillt und 21 wurden nicht gestillt. Das mediane Alter betrdgt hier 25
Monate. In Gruppe C sind die Kinder im Alter zwischen drei und sechs Jahren erfasst. Es
handelt sich dabei um insgesamt 45 Kinder, von denen 23 weiblich und 22 minnlich sind.
Gestillt wurden in dieser Gruppe 24 Kinder und 21 wurden nicht gestillt. Das mediane Alter
betridgt hier 56 Monate. Gruppe D besteht aus der Altersgruppe zwischen sechs Jahren und 12
Jahren und 352 Tagen, insgesamt 65 Kinder, von denen 30 weiblich und 35 ménnlich sind. 39
dieser Kinder wurden gestillt und 26 wurden nicht gestillt. Das mediane Alter betrigt in dieser

Gruppe 118 Monate.

Stillen nicht-gestillt gestillt Gesamtzahl | Signifikanz
Altersgruppen (Jahre
A <1 Jahr 23 22 45 n.s.
B 1 - <3 Jahre 21 20 41 n.s.
C 3 - <6 Jahre 21 24 45 n.s.
D 6 - <13 Jahre 26 39 65 n.s.

Tab. 3.3 Verteilung der gestillten und nicht-gestillten Kinder innerhalb der Altersgruppen

3.4 Erfasste Daten des Fragebogens

Die Erziehungsberechtigten der Kinder, deren Blut in dieser Studie untersucht wurde, wurden
gebeten, neben der Einverstindniserkldrung zur Verwendung des Blutes, einen Fragebogen
(Abbildung im Anhang) auszufiillen. In diesem Fragebogen wurden, neben dem Haupt-
kriterium der Stillzeit, Parameter abgefragt, die einen Einfluss auf die Ergebnisse haben
konnten. Es wurde unter anderem abgefragt, ob die Kinder vegetarisch erndhrt werden, alle
Impfungen vorhanden sind, Allergien bei dem Kind oder den Eltern zu finden sind, ob die
Eltern rauchen und ob Nikotinabusus wihrend der Schwangerschaft bestand. Die Ver-

teilungen konnen den nachfolgenden Tabellen 3.4.1 und 3.4.2 entnommen werden.
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Es konnte bei keinem Kriterium ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Altersgruppen

bzw. den Faktor ,,Stillen* gefunden werden.

Altersgruppen A B C D
(Jahre) <1 1-<3 | 3-<6 | 6-<13 | X=196 | Signifikanz
Kriterium n=45 | n=41 | n=45 | n=65
medianes Alter (Monate) 5 25 56 118 n.s.
Stillen (nein/ja) 23/22 | 21/20 | 21/24 | 26/39 | 91/105 n.s.
Geschlecht (weiblich/méinnlich) 22/23 | 21/20 | 23/22 | 30/35 | 96/100 n.s.
vegetarische Ernihrung (nein/ja) 44/1 41/0 45/0 62/3 192/4 n.s
Impfung (nein/ja) 3/42 | 2/39 2/43 1/64 | 8/188 n.s
Allergien (nein/ja) 45/0 39/2 38/7 | 53/12 | 175/21 n.s
Atopie [Familie] (nein/ja) 43/2 35/6 38/7 | 55/10 | 171/25 n.s.
Nikotinabusus der Eltern (nein/ja) | 41/4 | 30/11 | 31/14 | 47/18 | 149/47 n.s.
géﬁgvt;‘r‘lagl;‘:;f;f‘: ‘t‘;’l‘;i - 432 | 347 | 369 | 50115 | 16333 | ns.
Tab. 3.4.1 Verteilung der Kriterien in Bezug auf die verschiedenen Altersgruppen
Kriterium Al nicht-gestillt gestillt Gesamtzahl | Signifikanz
ménnlich ] 47 53 100 n.s
weiblich 44 52 96 n.s.
medianes Alter (Monate) 55 61 n.s
vegetarische Ernidhrung (nein/ja) 90/1 102/3 192/4 n.s.
Impfungen (nein/ja) 4/87 4/101 8/188 n.s.
Allergien (nein/ja) 84/7 91/14 175721 n.s
Atopie [Familie] (nein/ja) 82/9 89/16 171/25 n.s.
Nikotinabusus der Eltern (nein/ja) 64/27 85/20 149/47 n.s
I;élli‘v’vt;‘;agz;‘::lf;g &3 wia) 7219 91/14 163/33 n.s

Tab. 3.4.2 Verteilung der Kriterien in Bezug auf den Faktor ,,Stillen*
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4. Material und Herstellung der benétigten Reagenzien

4.1 Probenmaterial

Die Blutproben wurden in Rohrchen, die Heparin als Antikoagulanz enthielten, gesammelt

und anschlieBend bis zur Bearbeitung bei Raumtemperatur gelagert.

4.2 Gerate
Geriite Geriitetyp Hersteller
Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer FACS Calibur BD, Heidelberg
Gefrierschrank -20°C GFL, Burgwedel
Kiihlschrank +4°C Liebherr
&?ﬁ;ﬁ;ﬁ;ﬁr mit RCT- Basis KIKA- Werke
Eppendorf Research/
Pipetten ieslrlr’ elll(c)fll’ 100u1, 200u1, Eppendorf, Hamburg
1000ul
Pipettierhilfe Accu- Jet® Braun, Melsungen
Sterile Werkbank Hera Safe, Klasse 2 Typ H Heraeus, Hanau
Vortexgerit Vortex REAX control Heidolph, Niirnberg
Waage BP 1200 Sartorius, Géttingen
Zentrifugen Rotixa 50 RS Hettich, Tuttlingen
Tab. 4.2 Gerite
4.3 Laborbedarf
Artikel / Beschreibung Hersteller

Einmalhandschuhe

Kimberly- Clark, Zaventum,
Belgien

Gewebekulturplatten, steril, 24Loch

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Tab. 4.3 Laborbedarf
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Artikel / Beschreibung

Hersteller

Glaswaren (Bechergliser, Erlenmeyerkolben,
Messzylinder) Schott Duran®

Schott, Mainz

Kunststoffrohrchen mit Schraubverschluss
15ml und 50ml

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Pipettenspitzen 1-10ul, 10-100ul, 100-1000u1

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Stangenpipetten Sml, 10ml, 25ml

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Tubes 1ml

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Reagenzgldser

NUNC. Roskilde, Ddnemark

Tab. 4.3 Laborbedarf (Fortsetzung)

4.4 Zellkulturmedien und Zusitze

Reagenzien

Hersteller

Fetales Kilberserum

Biochrom AG, Berlin

HEPES Buffer IM

Sigma, Taufkirchen

Kulturmedium RPMI 1640 Medium mit 2g/l NaHCOs

Biochrom AG, Berlin

L- Glutamin 200mM

Biochrom AG, Berlin

Natriumpyruvat 100mM

Biochrom AG, Berlin

nicht- essentielle Aminosiduren

Biochrom AG, Berlin

PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)

Sigma, Taufkirchen

Penicillin10000 Units/ml
Streptomycin 10mg/ml

Sigma, Taufkirchen

Tab. 4.4 Zellkulturmedien und Zusitze
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4.5 Stimulanzien

4.5.1 Tabelle Stimulanzien

Stimulans Hersteller

Brefeldin A Sigma, Taufkirchen

Ionomycin (Calciumsalz) Sigma, Taufkirchen

PMA (Phorbol- 12-Myristal- 13- Acetat) Sigma, Taufkirchen

Tab. 4.5.1 Stimulanzien fiir die Zellkultur der Zytokinfarbung

Von den jeweiligen Stimulanzien wurden Stocklosungen angelegt, die dann portionsweise a
500ul in 1ml Tubes bei -20°C im Gefrierschrank gelagert wurden. Die Verdiinnungen wurden

folgendermallen vorgenommen: Smg Brefeldin A wurde mit 500ul Ethanol absolut verdiinnt,

Img Ionomycin mit 253ul DMSO und 1mg/ml PFA in DMSO.

4.6 Antikorper

e | 1m | o | muortrom | Koyt | ot
CD3 UCHTI ?gg”lsi PerCP 20u1/10x6Zellen Elzhelberg
CD3 SK7 ?gguf; APC (i.g)tlgzr;ﬁ/ ]I?I]ji’delberg
CD4 | RPA-T4 ?gg“lsi PE, PerCP | 20ul/10x6Zellen Elzhelberg
CD8 | RPA-TS ?gg“lsi FITC 20u1/10x6Zellen Elg’delber .
CD16 3G8 i\gg‘fi PE 20u1/10x6Zellen }Blghelberg
CD19 HIB19 i\gg‘fi FITC 20u1/10x6Zellen }Blghelberg
CD19 SJ25C1 i\gg}lﬁi APC (i-grgzr:lﬁ/ I]?I]e)i’delberg
CD45 HI30 }\gg‘;ﬁ]( APC 20p1/10x6Zellen }Blg’delberg

Tab. 4.6.1 Antikorper fiir CD-Antigene
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An?i?éne Klon Isotyp | Fluorchrom Kogﬁﬁiigon/ Hersteller
CD45RA | HI100 }\gg‘;f,]( PE 20u1/10x6Zellen }Blghelberg
CD45RO | UCHLI i\gg‘ze]( FITC 20u1/10x6Zellen }Blghelberg
CD56 B159 i\gg“lsi PE 20u1/10x6Zellen }Blghelberg
Tab. 4.6.1 Antikorper fiir CD-Antigene (Fortsetzung)
Zytokine Klon Isotyp Fluorchrom Km‘l,z:l?ltlflzgon/ Hersteller
IL2 }\;IS i 2 ?gact}Za,K APC 0.Img I]?I];’delberg
IL4 MP4-25D2 | RatIgGl | FITC, APC 01'3 i‘fzr;ﬁ?f ﬁ‘;helberg
IL10 JES3-19F1 FgaCt}Za APC (i.g)fgzr:lﬁ];/ ]I?I]e)i’delberg
wr | S [ Nare | pe | Qe e
IFNy B27 }\;I(C)}ulsi PE, APC q.gigzgﬁz/ g]e)i’delberg
TNFa Mabl1 }\;I(C)}uls’i FITC, PE (i.g)fgzr:lﬁ];/ ]I?I]e)i’delberg
TGRp | TB2L | O PE Nicdorlands
Tab. 4.6.2 Antikorper fiir Zytokine
e ——
v5 TCR Bl }\gg“fi FITC 0-Img }Blghelberg
af TCR TIOE?- A i\gl(\)/}l,ie PE 20u1/10x6Zellen g]e)i’delberg
HLADR | L1243 ?gg‘;e]( PerCP | 20ul/10x6Zellen Elzhelber .
Ki67 B56 i\gg“lsi PE 20u1/10x6Zellen }Blghelberg

Tab. 4.6.3 Antikorper fiir sonstige Antigene
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4.7 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Produkt Hersteller
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt
DMSO (Dimethylsulfoxid) WAK-Chemie, Steinbach
FACS- Lysing Solution BD, New Jersey, USA
FACS Flow BD, New Jersey, USA
FACS Rinse BD, New Jersey, USA
FACS Clean BD, New Jersey, USA
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd (PFA) Sigma, Taufkirchen
Saponin Sigma, Taufkirchen

Tab. 4.7 Chemikalien und sonstige Reagenzien

4.8 Herstellung zusatzlich benoétigter Reagenzien

4.8.1 Kulturmedium

Das Kulturmedium wurde unter sterilen Bedingungen an der Werkbank hergestellt. Hierzu
wurde mit einer sterilen Stangenpipette 43ml RPMI 1640 mit 2g/l NaHCO; in ein 50ml
Kunststoffrohrchen mit Schraubverschluss gegeben. Diesem wurden Sml 10% FCS, 500ul 1%
Penicillin/Streptomycin, 500ul 1% L-Glutamin, 500ul 1% Na-Pyruvat und 500ul 1% nicht-
essentielle Aminosduren mittels einer sterilen Pipette (1000 pl) hinzugefiigt. Das Kultur-

medium wurde gut vermischt, das Rohrchen mit dem Schraubverschluss verschlossen und im

Kiihlschrank bei +4°C gelagert.

4.8.2 HBSS

Zur Herstellung von ,,Hank’s balanced salt solution® wurden zu 11 PBS genau 350mg

NaHCOj; hinzugefiigt und diese Mischung im Anschluss im Kiihlschrank bei +4°C gelagert.

Fiir das Fixativ wurde 1g PFA mit der Waage abgewogen, in ein Becherglas oder einen

Erlenmeyerkolben gegeben und mit HBSS auf 25ml aufgefiillt. Anschliefend wurde der Be-
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hilter mit einer Plastikschutzfolie abgedeckt. Dann wurde die Mischung mit dem Magnet-
rithrer auf der Warmeplatte bei +50°C unter dem Abzug geriihrt bis sich das PFA vollstiandig
gelost hatte. Etwa 10 Minuten abkiihlen lassen bis das Reagenz klar war. Das geloste PFA
hilt sich im Kiihlschrank bei +4°C 3 Tage.

Der Saponinpuffer wurde nach der gleichen Methode wie das 4%ige PFA hergestellt (Siehe
4.8.3), mit dem Unterschied, dass das Saponin mit 10ml HBSS aufgefiillt wurde um eine
10%i1ge Stocklosung zu erhalten. Die Saponinstocklosung ist im Kiihlschrank bei +4°C etwa

2-3 Wochen haltbar.

Kurz vor der Verwendung im Rahmen der Zytokinfarbung wurden 98ml HBSS (Siehe 4.8.2),
Iml 1M HEPES-Puffer und 1ml Saponinpuffer (Siehe 4.8.4) in einem Messbecher vermischt,

um eine 1%ige Saponin-Gebrauchslosung zu erhalten.
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5. Methoden

5.1 Funktion des Durchflusszytometers

Das Durchflusszytometer erlaubt die quantitative Vermessung und molekulare Charakterisier-
ung intakter Zellen innerhalb kurzer Zeit. Es kann sowohl Streulichtsignale einzelner, fokus-
sierter Zellen als auch Fluoreszenzsignale von mit den Zellen konjugierten Antikdrpern multi-
parametrisch analysieren. Die zu untersuchenden Zellen flieBen hintereinander durch eine
diinne Messkammer, die sog. Flusszelle ("Flow Cell"). In dieser werden sie von einem Laser
angestrahlt und erzeugen dabei, aufgrund ihrer jeweiligen physikalischen Eigenschaften, ein
fiir jeden Zelltyp charakteristisches Streulicht ("Light Scatter"). Beeinflussende Faktoren der
Lichtstreuung sind das Volumen und die Querschnittsflache der Zelle, der Refraktionsindex
und die Differenziertheit der Strukturen der Zellmembran sowie des Zytoplasmas. Auf diese
Art und Weise wird Licht unterschiedlicher Quantitit und Qualitit emittiert. Je volumindser
eine Zelle ist und je differenzierter die Strukturen im Zytoplasma sind, desto grofler ist das

entstehende Streulicht.

Das Streulicht — Licht der Wellenldnge, das der Laser aussendet — wird von zwei Photo-
detektoren erkannt, der eine davon, der sog. ”Sideward Scatter (SSC)*, steht im 90° Winkel
zum Laser und nimmt sdmtliches auftreffendes Licht wahr, wihrend der andere, sog.
“Forward Scatter (FSC)*“, entlang des einfallenden Lichtes positioniert und durch Blocker-
streifen vor dem Laser geschiitzt ist. Licht trifft auf diesen Detektor nur dann, wenn es durch
eine fokussierte Zelle gebrochen wird. Das SSC, bei dem Lichtbrechung und Reflexion eine
Rolle spielen, ist proportional zur Zellkomplexitit oder -granularitdt, wohingegen der FSC,
bei dem die Lichtbeugung wichtig ist, proportional zur Zelloberfliche bzw. -grofe ist. So
kann durch die beiden Photodetektoren, SSC und FSC, die Morphologie der durchflieBenden

Zelle bestimmt werden.

Leukozyten konnen nach diesem Prinzip, aufgrund ihrer individuellen Charakteristiken, in
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unterteilt werden. Zum Beispiel erzeugen
Granulozyten mit ihrem irreguldren Kern und den in ihnen enthaltenen Granula mehr Streu-
licht als Lymphozyten und weisen infolgedessen einen hoheren SSC auf. Des Weiteren haben
Monozyten einen hoheren FSC als Lymphozyten, da der Grad der Brechung proportional zur
GroBe der Zelloberflidche ist. Durch die Messung des Streulichts kann so auf relativ einfache
Weise eine Aussage iiber die Anzahl und Verteilung der verschiedenen Zelltypen in der Probe

getroffen werden.
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Laser 0

0 Zellen

Abb. 5.1.1 Exemplarische Darstellung der Ausrichtung der Photodetektoren: hier am Beispiel
eines Gerites, das 3 Fluoreszenzfarben erfassen kann (SACK ET AL., 2007)
Das in dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer FACS Calibur® der Firma Becton
Dickinson besitzt zudem vier weitere Photodetektoren, welche Licht einer anderen Wellen-
lange detektieren, dieses Licht entsteht durch Fluoreszenzfarbstoffe, die an bestimmte Anti-
korper gekoppelt sind. Die Fluoreszenzen werden in einem Winkel von 90° zum einfallenden
Licht gemessen. In den nachfolgend geschilderten Methoden des Immunstatus (Siehe 5.2) und
der intrazelluldren Zytokinfarbung (Siehe 5.3) wurden Antikorper, welche an die Fluoreszenz-
farbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Perinidin-Chlorophyll-A-
Protein (PerCP) bzw. Allophycocyanin (APC) gekoppelt sind, zur Markierung genutzt. Diese
Farbstoffe sind so aufgebaut, dass sie Licht einer Wellenldnge von 488nm absorbieren, jedoch
Licht mit voneinander unterschiedlichen Wellenldngen emittieren. APC besitzt als Lichtquelle

einen Helium- Neon- Zusatzlaser.

Fluoreszenz- Exzitation Absorptions- Emissions- Farbe des
farbstoff maximum maximum emittierten Lichtes
FITC 488nm 495nm ca. 520nm griin
PE 488nm 564nm 575nm gelb
PerCP 488nm 470nm 675nm rot
633nm
APC (HeNeLaser) 650nm 660nm orange-rot

Tab. 5.1.1 Wellenldngen in Bezug auf die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe
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Die Photodetektoren wandeln die optischen Signale in elektrische Spannungsimpulse um,
wozu verschiedene Verstirker benotigt werden. Ein logarithmischer Amplifikator sortiert die
auftreffenden Fluoreszenzsignale entsprechend ihrer Intensitidt. Diese werden wiederum von
einem analogen Digitalkonverter entsprechend der Stirke des Signals in bestimmte Gruppen
eingeteilt. So entsteht ein Histogramm, in dem nach rechts die Intensitit der Fluoreszenz und
nach oben die Anzahl der Ereignisse aufgetragen ist. AuBlerdem kann die graphische Dar-
stellung in Form eines sog. Dot-Plots erfolgen. Ein Dot-Plot ist eine zweidimensionale
Darstellung von Messwerten, bei der jede Zelle entsprechend ihrer x- und y-Signalintensitédten
als einzelner Punkt eingezeichnet wird. Hierbei steht jeder Punkt fiir eine bestimmte Zelle mit
zwei ausgewdihlten Eigenschaften. Dabei konnen alle Parameter miteinander in Zusammen-
hang gesetzt werden. Die verschiedenen Fluoreszenzsignale miissen jedoch gegeneinander
kompensiert werden, da sich die Bereiche des emittierten Lichtes der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe zum Teil iiberschneiden. Zum Beispiel wird ein Teil des von FITC
emittierten Lichtes auch von dem PE-Photodetektor erfasst und dann filschlicherweise in ein
PE-Signal iibersetzt. Dies bezeichnet man als ,,spektrale Uberstrahlung der Zytochrome*. Bei
der Kompensation wird der Anteil des FITC-Signals, der sich mit dem PE-Signal iiber-
schneidet, abgezogen. Auf diese Art und Weise werden alle vier Fluoreszenzsignale mit-

einander abgeglichen.

Das hier verwendete 4-Farben-Durchflusszytometer ermoglicht also die Erhebung von sechs
verschiedenen Parametern, um zum Einen die Morphologie von Zellen mittels SSC und FSC
zu bestimmen und zum Anderen einzelne, fluoreszenzmarkierte Zelloberflichenmolekiile

bzw. Zytokine diesen speziellen Zellen zuordnen zu kénnen.

5.2 Immunstatus

Fiir den Immunstatus wurden fiir jede erhaltene Blutprobe fiinf Reagenzglédser entsprechend
der Nummerierung des Firbeprotokolls (Siehe Tabelle 5.2.1) mit den Ziffern 1-5 gekenn-
zeichnet. In jedes dieser Reagenzgldser wurden 100ul des peripheren, heparinisierten Blutes
aus den Probenrohrchen pipettiert. Anschlieend wurden den jeweiligen Reagenzglidsern ent-
sprechend dem Firbeprotokoll je 4,5ul der Fluoreszenztfarbstoff-gekoppelten Antikorper hin-
zugefiigt. Ausnahmen bildeten hierbei die Antikorper fiir y3-TCR, von denen 1ul benutzt
wurde, CD16 und CD56, von denen jeweils 2,5ul verwendet wurden. Nachdem der Inhalt der

Reagenzgliser gut mittels Vortexgerit vermischt worden war, erfolgte eine Inkubation fiir 15
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Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden jeweils 1000ul FACS-Lyse
hinzupipettiert, der Inhalt der Reagenzglaser gut vermischt und dann erneut fiir 10 Minuten

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dem Ende der Inkubation wurden die Reagenzgléser in der Zentrifuge (Rotixa 50 RS,
Hettich, Tuttlingen) mit den Einstellungen: 531g, Bremse 9 fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der
Uberstand anschlieBend abgekippt und der Inhalt mit 2ml PBS aufgefiillt. Dieser Wasch-
vorgang wurde zweimal wiederholt. Danach wurden jedem Reagenzglas 100ul PBS hinzu-

gegeben und anschlieend die Signale mit dem Durchflusszytometer ausgezihlt.

Fluoreszenz-
arbung FITC PE PerCP APC
Nummer

1 Iso Iso CD3 CD45
2 CDS8 CD4 CD3 CD45
3 CD19 CD16/CD56 CD3 CD45
4 CD45RO CD45RA CD4 CD3
5 v6 TCR afy TCR HLA DR CD3

Tab. 5.2.1 Firbeprotokoll des Immunstatus

Die bei der Auszidhlung der mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern markierten
Zellen erfassten Signale werden in einem sog. Dot-Plot dargestellt. Das Eingrenzen und somit
die Auswahl bestimmter Punktwolken fiihrt dazu, dass nur diese in die Analyse einbezogen
werden. Dieser Vorgang wird als ,,Gating* bezeichnet und wurde mit dem Programm
CellQuestPro (Version 4.0.2, Becton Dickinson, Heidelberg) durchgefiihrt. Diese Trennung
von Messung und Datenanalyse erlaubt eine korrelierte Untersuchung der Messparameter fiir

verschiedene Populationen oder Gruppen von Zellen unter verschiedenen Fragestellungen.

5.3 Zytokinfarbung

Zunichst werden die Zellen aus peripherem, heparinisiertem Blut in einer Zellkultur dazu

angeregt Zytokine zu produzieren. Ionophore, wie das hier verwendete lonomycin, konnen
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Calcium-Ionen durch die Zellmembranen schleusen, das heifit es kommt zu einem Anstieg des
intrazelluldren Ca**-Spiegels. Der Phorbolester PMA i#hnelt strukturell dem Diacylglycerol
(DAG) und kann zusammen mit dem Calcium die Proteinkinase C aktivieren. Diese spielt
unter anderem eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation. Ionomycin und PMA dienen also
der Stimulation der Zytokinexpression. Brefeldin A, ein kiinstlicher Hemmstoff des Zytokin-
exports, wird genutzt, um die intrazellulire Ansammlung der erzeugten Zytokine herbei-
zufithren. Im néchsten Schritt der Bearbeitung dient Paraformaldehyd (PFA) zur Fixierung
der Zellen, deren Zellwand mithilfe der Saponin-Gebrauchslosung (Herstellung Siehe
Kapitel 4 Abschnitt 4.8.5) anschlieBend permeabilisiert wird, um den Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikorpern den Zugang zu den im Golgiapparat gespeicherten Zytokinen zu

ermoglichen.

Da die Antikorper nicht ausschlieBlich iiber ihren F,,-Teil an das jeweils spezifische Antigen
binden, sondern zudem in der Lage sind iiber ihren F.-Teil unspezifisch an die F.-Rezeptoren
der zu untersuchenden Zelle zu binden, kann es zur Ausbildung unspezifischer Bindungen
kommen. Aus diesem Grund wurde der Probeninhalt des Reagenzglases Nr.1 (Siehe Tabelle
5.3.3.1) nicht gefirbt, um einen Riickschluss auf die unspezifischen Bindungen ziehen und die

Grenzen fiir ein positives Signal definieren zu konnen.

Die Zellkultur wurde am Tag des Probeneingangs unter sterilen Bedingungen angesetzt. Die
Arbeiten wurden dabei ausschlielich an der sterilen Werkbank (Hera Safe Klasse 2 Typ H,
Heraeus, Hanau) durchgefiihrt. Zunichst wurden Arbeitsverdiinnungen der vorverdiinnten
Stimulanzien (Siehe Kapitel 4 Abschnitt 4.5.2) angefertigt: Brefeldin A 1:10 in RPMI,
Ionomycin 1:50 in RPMI und PMA 1:10 in RPMI. Zur Anlage der Zellkultur wurden je 900ul
Kulturmedium (Herstellung siehe Kapitel 4 Abschnitt 4.8.1) und 100ul peripheres,
heparinisiertes Blut aus dem jeweiligen Probenrohrchen in zwei Locher einer sterilen,
pyrogenfreien 24-Loch-Kulturplatte gegeben und beides miteinander vermischt. Diesen zwei
Lochern wurden jeweils 10ul PMA, Ionomycin und, nach kurzem zeitlichen Abstand,
Brefeldin A hinzugefiigt und der Inhalt gut vermischt. Im Anschluss wurden die Zellkulturen
fiir 20-24 Stunden im Brutschrank (Hera Cell 150, Heraeus, Hanau) bei 37°C und 5%CO,
inkubiert.
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Nach 20-24 stiindiger Anregung wurden die Zellen in den beiden Lochern der Kulturplatte
unter nicht-sterilen Bedingungen mithilfe einer Pipette resuspendiert und dann in ein 15ml
Rohrchen mit Schraubverschluss abgeerntet. Der Inhalt des Rohrchens wurde dann mit HBSS
aufgefiillt und fiinf Minuten bei 531g, Bremse 9 zentrifugiert, danach wurde der Uberstand
abgekippt, das Rohrchen mit HBSS aufgefiillt und der Inhalt resuspendiert. Der gesamte Vor-
gang wurde zweimal wiederholt. Wihrend dieses Waschvorganges wurden neun Reagenz-
gliser mit den Ziffern 1-9, entsprechend des Férbeprotokolls (Siehe Tabelle 5.3.3.1), be-
schriftet und im Anschluss daran die der jeweiligen Ziffer entsprechenden extrazelluldren
Antikorper (in der Tabelle rot markiert) vorpipettiert. Reagenzglas Nr.1 blieb als Isotyp-

Kontrolle ungefirbt.

Nach dem letzten Waschgang wurde, anstelle von HBSS, 1ml PBS in das Rohrchen gefiillt
und der Inhalt resuspendiert. Von dieser Blutsuspension wurden in jedes der neun Reagenz-
glidser 100ul gegeben. Der Inhalt der Reagenzgldser wurde anschlieBend mittels Vortexgerit
gemischt, damit sich die Antikorper und die Blutsuspension gleichmiBig verteilen konnten,
und danach bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach dem Ende der
Inkubationszeit, wurden jedem Reagenzglas zur Fixation 100ul 4%iges PFA hinzugefiigt, der
Inhalt gemischt und dann erneut bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Im Anschluss an die Inkubation folgte ein weiterer Waschgang mit je 2ml HBSS, dessen

Uberstand nach der Zentrifugation (5 Minuten, 531g, Bremse 9) abgekippt wurde.

In jedes der neun Reagenzglidser erfolgte die Zugabe von jeweils 100ul der Saponin-
Gebrauchslosung zur Permeabilisierung der Zellmembran. Der Inhalt wurde mittels Vortex-
gerdt vermischt und anschlieBend wurden die intrazelluldren Antikorper der jeweiligen
Nummer entsprechend (Farbeprotokoll siehe Tabelle 5.3.3.1) hinzupipettiert. Danach wurde
der Inhalt der Reagenzgliser erneut gemischt und ein letztes Mal fiir 20 Minuten bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Reagenzgléser
mit jeweils 2ml der 1%igen Saponin-Gebrauchslosung gewaschen (Einstellungen der Zentri-
fuge: 5 Minuten, 351g, Bremse 9). Nach letztmaligem Abkippen des Uberstandes, wurden
den neun Reagenzglisern jeweils zwei Tropfen PBS hinzugefiigt, der Inhalt resuspendiert und

die Signale mithilfe des Durchflusszytometers analysiert.
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luoreszenz-
arbung FITC PE PerCP APC
Nummer
1 ungefirbt ungefarbt ungefirbt ungefirbt
2 TNFa IFNy CD3 IL2
3 L4 Ki67 CD3 IL10
4 CD45RO TNFa CD3 IL2
5 CD45RO IL17 CD3 L4
6 CD45RO TGFpB CD3 IFNy
7 CD8 TGFp CD3 CD19
8 CD8 TNFa CD3 IFNy
9 CD8 Ki67 CD3 IL4
Tab. 5.3.3.1 Protokoll der Zytokinfarbung
Antikorper Menge
CD45RO0, CD8, CD3 4,5ul
CDI19 2,5ul
Ki67 Sul
TNFa, IL4, IFNy, IL17, TGFB, IL2, 1ul

1L10

Tab. 5.3.3.2 Menge pipettierter Antikdrper

Die Antikorper-markierten Zytokine konnen, im Anschluss an die Firbung, aufgrund der
gleichzeitig durchgefiihrten Antikorpermarkierung von Oberflichenantigenen (CD-Antigene),
durch die Messung der Fluoreszenzemissionen mittels Durchflusszytometrie bestimmten
Zellen zugeordnet werden (Siehe Kapitel 1 Tabelle 1.2). Die Auswertung der Zytokinfirbung
erfolgt analog der Auswertung des Immunstatus mittels ,,Gating* spezifischer Punktwolken
mit dem Programm CellQuestPro (Version 4.0.2, Becton Dickinson, Heidelberg). Durch

dieses ist die Erfassung der spezifischen Zellen mit deren Zytokinmustern sowohl qualitativ

als auch quantitativ moglich.
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5.4  Statistik

Die FACS-Daten wurden innerhalb der zuvor definierten Patientengruppen ausgewertet. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte, mit dem dazugehorigen Streubereich in Klammern (3-97%),
angegeben. Statistische Signifikanzen zwischen den Patientengruppen wurden mit Hilfe des
nichtparametrischen U-Tests von Wilcoxon, Mann-Whitney durch das Programm ,JMP*
(Version x 5.1.0.2; SAS Institute Inc., Ort Cary, USA) errechnet.

Die Nullhypothese postuliert die gleiche Grundgesamtheit der zu testenden Stichproben und
damit ein Gleichgewicht der Mediane. Sie wurde mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05
abgelehnt bzw. bei p>0,05 aufrechterhalten.

Zur bivariablen Analyse moglicher Beziehungen zwischen der Zytokinexpression und
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen wurde die Logitfunktion verwendet. Sie kann zur
Linearisierung von sigmoiden Kurven verwendet werden und ermoglicht dadurch den

Vergleich prozentualer Werte mit absoluten Ergebnissen.

Ein Logitwert L ist der Logarithmus eines Odds, wobei ein Odd der Wahrscheinlichkeit p
durch die Gegenwahrscheinlichkeit (1-p) entspricht.

L = In[p/(1-p)]
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6. Ergebnisse

6.1 Immunstatus

Die Analyse des Immunstatus spiegelt den Entwicklungsstand der Lymphozyten-Popula-
tionen wider und ermoglicht dadurch Riickschliisse auf die Immunkompetenz des einzelnen
Patienten. Zusitzlich kann in der Zusammenschau aller Ergebnisse eine Einschitzung der
altersabhingigen Beschaffenheit der Zellpopulationen erfolgen und ein Vergleich zwischen
der Expression von Oberflichenantigenen bei gestillten und nicht-gestillten Kindern gezogen
werden. Durch die Markierung spezifischer Oberfldchenantigene mittels immunfluores-
zierender Antikorper ist es moglich die verschiedenen Zellpopulationen zu identifizieren und
im Hinblick auf ihren prozentualen Anteil und Entwicklungsstand auszuwerten. Im Folgenden
sind, zum besseren Verstindnis, die Bezeichnungen der Oberflichenantigene in den Klam-

mern hinter den Zellpopulationen aufgefiihrt.

gruppen
Der prozentuale Anteil der T-Zellen (CD3") an der Gesamtzahl der Lymphozyten war in jeder
Altersgruppe jeweils groBer als der Anteil der B-Zellen (CD3°'CD19") oder der Anteil der NK-
Zellen (CD3'CD16"CD56"). Bei den T-Zell-Subpopulationen iiberwiegen prozentual die T-
Helferzellen (CD3"CD4") im Vergleich mit den zytotoxischen T-Zellen (CD3*CDS8"). Die
naiven T-Zellen (CD3"CD45RA") iiberwiegen im Vergleich mit den T-Gedichtniszellen
(CD3"CD45RO"). Es kommt in den beiden letztgenannten Fillen mit zunehmendem Alter zu
einer Anndherung der jeweiligen prozentualen Werte (Abbildung 6.1.1 A und B). Des
Weiteren zeigt sich in allen Altersgruppen, dass der iiberwiegende Anteil der T-Zellen (CD3™)
auf seiner Oberfliche den T-Zellrezeptor, bestehend aus einer o- und B-Kette, exprimiert
(CD3"TCRaf™).
Zwischen den Altersgruppen zeigen sich prozentual keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf den Anteil der T-Zellen (CD3%) an der Gesamtzahl der Lymphozyten sowie in
Bezug auf den Anteil der Expression des T-Zellrezeptors bestehend aus einer y- und 6-Kette
(CD3"TCRy8") bei den CD3 positiven Zellen und beziiglich des Anteils der Lymphozyten
(gesamt) an den Leukozyten (gesamt).

* Anmerkung: Die Prozentwerte der Lymphozyten (gesamt) beziehen sich hier auf deren Anteil an den
Leukozyten (gesamt), die prozentualen Werte der T-Zellen (CD3" Zellen), B-Zellen und NK-Zellen
beziehen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten (gesamt), bei den T-Helferzellen, zytotoxischen T-
Zellen, naiven T-Zellen, T-Gediichtniszellen sowie bei den Zellen, die TCRaf, TCRyS oder HLA DR*
exprimieren, stehen die Werte in Bezug zu den CD3" Zellen (gesamt).
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Die Ergebnisse zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Altersgruppen in Bezug auf
folgende Subpopulationen (Details sieche Tabelle 6.1.1):
e Zunahme des prozentualen Anteils* der zytotoxischen T-Zellen, der T-Gedéchtnis-

zellen sowie der natiirlichen Killerzellen mit steigendem Alter

e Abnahme des prozentualen Anteils* der T-Helferzellen, der naiven T-Zellen sowie der

B-Zellen mit zunehmendem Alter (Siehe Abbildung 6.1.1 A, B und C).
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Abb. 6.1.1 Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung® der Zellpopulationen in

Bezug auf die Altersgruppen

A) Konstanz des Anteils der CD3" T-Zellen an der Gesamtzahl der Lymphozyten sowie
Anndherung zwischen den Anteilen der T-Helferzellen und der zytotoxischen T-
Zellen

B) Anniherung zwischen den Anteilen der naiven T-Zellen und der T-Gedéchtniszellen

C) Abnahme des Anteils der B-Zellen sowie Zunahme des Anteils der natiirlichen
Killerzellen bezogen auf die Gesamtzahl der Lymphozyten

*Anmerkung: Die Prozentwerte beziehen sich bei den T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen auf deren
Jjeweiligen Anteil an den Lymphozyten (gesamt). Bei den T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen,
naiven T-Zellen und T-Geddchtniszellen beziehen sich die prozentualen Werte auf deren Anteil an
den T-Zellen (gesamt).
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Des Weiteren zeigen die Ergebnisse eine signifikante Abnahme des prozentualen Anteils an
der Gesamtzahl der CD3 positiven Zellen bei den T-Zellen mit T-Zellrezeptor bestehend aus
einer a- und B-Kette von 94+0.7% auf 88+0.6% sowie bei den aktivierten T-Zellen (HLA
DR") von 12+1.2% auf 6+0.9% zwischen der Altersgruppe der <l1Jihrigen und der
Altersgruppe der 6- <13Jahrigen.

A B C D . .
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
40423 | 46424 | 46423 | 47+1.9

Loyt () (36-45) | (41-51) | (41-50) | (43-51) n.s.
CD3" (%) 69+1.0 | 70+41.0 | 69+1.0 | 71+0.8 s
T-Zellen 66-71) | (68-72) | (67-71) | (70-73) '
CD3" CD4" (%) 69+13 | 64413 | 57412 | 55+1.0 £0.0001
T-Helferzellen 66-71) | (61-66) | (55-60) | (53-57) | P
CD3" CDS' (%) 27412 | 28412 | 33+1.1 34+0.9 £0.0001
zytotoxische T-Zellen 24-29) | (2631) | (3135 | (3236) | P
CD45RA* CD45RO (%) | 83+1.8 | 70+1.8 | 64+1.7 | 57+1.4 <0.0001
naive T-Zellen (79-86) | (66-73) | (61-68) | (54-59) | P=
CD45RO" CD45RA (%) | 3+1.2 | 10412 | 15¢1.2 | 21+1.0 <0.0001
T-Gedichtniszellen (0.7-5) (8-13) (13-17) (19-23) p<Y.

N 94+0.7 | 90+0.7 | 89+0.7 | 88+0.6 | <I vs.6-<I3:
LS oIS () 93-96) | (89-91) | (87-90) | (87-89) p<0.01

- 340.5 6+0.5 5+0.5 5+0.4
TCR 706 Kette™ (%) (2-4) (5-7) (4-6) (4-6) n.s.
HLA DR" (%) 12412 | 9+1.2 741.1 640.9 | <1 vs.6-<13:
aktivierte CD3" T-Zellen (9-14) (7-11) (4-9) (4-8) p<0.01
CD3 CD19" (%) 23409 | 19+0.8 18+0.8 16+0.7 0,001
B-Zellen (22-25) | (as821) | (16-20) | (14-17) p<b.
CD3 CD16' CD56" (%) | 9+0.8 | 12+0.8 14+0.8 14+0.6 .
el Kl (7-10) | (10-13) | (12-15) | (12-15) | P<0.0001

Tab. 6.1.1 Ergebnisse der Oberflichenantigenmarkierung in Prozent(%)*** mit Bezeichnung
der zugehorigen Zellen

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen Werte
treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.

**Der Vergleich der Prozentzahlen der natiirlichen Killerzellen zwischen der Altersgruppe der 3- <6
Jihrigen und der der 6- <13Jdhrigen zeigt keinen signifikanten Unterschied.

***Die Prozentwerte der Lymphozyten (gesamt) beziehen sich hier auf deren Anteil an den Leukozyten
(gesamt), die prozentualen Werte der T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an
den Lymphozyten (gesamt), bei den T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen, naiven T-Zellen, T-
Gedcichmiszellen sowie bei den Zellen, die TCRaf, TCRyS oder HLA DR" exprimieren, stehen die Werte
in Bezug zu den CD3" Zellen (gesamt).
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Im zweiten Schritt erfolgte eine Analyse der Verteilung der Zellpopulationen im Hinblick auf
ihren absoluten Anteil im Blut (Anzahl/ul) (Details siehe Tabelle 6.1.2). Es zeigt sich erwart-
ungsgemdl analog zur prozentualen Verteilung eine signifikante Zunahme der absoluten
Zahlen der zytotoxischen T-Zellen, der T-Gedéchtniszellen sowie der natiirlichen Killerzellen.
Dementsprechend offenbart sich bei dem Vergleich der absoluten Werte zwischen der Alters-
gruppe der <1Jihrigen und der der 6- <13Jédhrigen, eine Zunahme der zytotoxischen T-Zellen
um das 1.9-fache, der T-Gedichtniszellen um das 9-fache und der natiirlichen Killerzellen um

das 2.1-fache (Siehe Abbildung 6.1.2).

1400
1200
1000
800 7
600 7
P
200 s
P
O T T T 1
A B C D
<1 1-<3 3-<6 6-<13
zytotoxische T-Zellen
= == T-Gedichtniszellen
= natirliche Killerzellen

Abb. 6.1.2 Darstellung der Zunahme der Mittelwerte der absoluten Zahlen: der relative
Anstieg der T-Gedéchtniszellen ist am grof3ten

A B C D
o "
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
8000+500 8800+500 8300+500 8500+400
Leukozyten (/ul) (7100- (7800- (7300- (7700- n.s.
8900) 9700) 9200) 9200)
32464298 | 41124313 3678+298 3929+249
Lymphozyten (/ul) (2658- (3495- (3088- (3439- n.s.
3836) 4729) 4267) 4419)
<lvs. 1-<3
CD3" (/ul) 1849+212 2853+222 2490+212 2760+177 und
(1431- (2415- (2071- (2412- .
T-Zellen 2268 3292 2908 3108 | <Y<t
2268) 3292) ) 3108) p<0.01

Tab. 6.1.2 Ergebnisse der Oberfldchenantigenmarkierung in absoluten Zahlen (Zellen pro ul)
mit Bezeichnung der zugehorigen Zellen
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A B C D . . *
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
+ + 1895+191 25274200 2061+191 2153+159
g_%ilfgrl)guég‘l) (1517- (2131- (1684- (1839- n.s.
z 2272) 2922) 2438) 2467)
CD3" CDS8" (/ul) 716+105 | 1163+110 | 1181+105 1(31313(108_8 <0.01%
zytotoxische T-Zellen (508-924) | (945-1381) | (973-1389) ] 5())6) p<Y.
+ . 22474222 2826+233 2258+222 2236+185
f;i)v“:?_‘;e&z“mo D1 1500- (2367- (1819- (1971- n.s.
2686) 3286) 2697) 2601)
CD45RO" CD45RA (/ul) 91+75 421+78 527+75 819+62 <0.001
T-Gedéchtniszellen (16-238) (266-576) (379-675) (696-942) p<Y.
2531+290 3590+304 2876+290 3206+242
TCR of Kette® (/ul) (1959- (2990- (2304- (2730- n.s.
3103) 4190) 3449) 3682)
" 87+26 246428 162+26 159+22
I 5D LS ) (35-139) | (191300) | (114218) | (116202) | P<0-001
HLA DR (/ul) 318+54 320457 244454 237445 s
aktivierte CD3* T-Zellen (211-425) (208-433) (137-351) (148-326) e
CD3 CD19" (/ul) 658+72 T72+75 650+72 628+60 s
B-Zellen (516-800) (624-921) (508-792) (510-746) o
CD3 CD16" CD56" (/ul) 255+48 443+50 491+48 539+40 <001
natiirliche Killerzellen (160-349) (343-542) (396-586) (460-618) p<Y.

Tab. 6.1.2 Ergebnisse der Oberflachenantigenmarkierung in absoluten Zahlen (Zellen pro ul)

mit Bezeichnung der zugehorigen Zellen (Fortsetzung)

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen
Werte treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.
**Der Vergleich der absoluten Zahlen der zytotoxischen T-Zellen zwischen der Altersgruppe der I-
<3Jihrigen und der der 3- <6Jdhrigen zeigt keinen signifikanten Unterschied.

Entsprechend dem Vergleich der prozentualen Anteile iiberwiegen auch bei der Betrachtung

der absoluten Zahlen in jeder Altersgruppe die T-Helferzellen im Vergleich mit den zyto-

toxischen T-Zellen und die naiven T-Zellen iiberwiegen im Vergleich mit den T-Gedé4chtnis-

zellen. Es kommt in beiden Fillen mit zunehmendem Alter ebenfalls zu einer Anndherung der

jeweiligen absoluten Werte.

Zusammenfassend ldsst sich somit, in Bezug auf die T-Zellen, sowohl eine altersabhéingige

Zunahme der CD8 positiven T-Zellen und daraus resultierend eine Abnahme der relativen

Verteilung von CD4 positiven T-Zellen zu CDS8 positiven T-Zellen, der sog. CD4/CD8-Ratio,
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feststellen. Diese Rate liegt in der Gruppe der <1Jdhrigen bei etwa 2.6:1 verglichen mit einem
Verhiltnis von 1.6:1 in der Gruppe der 6- <13Jahrigen. Der Pool an T-Gedichtniszellen
nimmt mit dem Alter zu. Zusitzlich findet mit steigendem Alter eine Zunahme der B-Zellen

und eine Abnahme der natiirlichen Killerzellen statt.

Im Vergleich zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern, konnen im Hinblick auf die
Expression der untersuchten Oberflichenmarker, bei den betrachteten T-Zellpopulationen
(CD3", CD3"CD4", CD3'CD8*, CD3"CD45RA", CD3*CD45R0O", CD3'TCRap*, CD3"
TCRy&", CD3"HLA DR"), den B-Zellen (CD3'CD19") und den natiirlichen Killerzellen (CD3
CD16"CD56") keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Daten nicht dargestellt).

6.2 Zytokinexpression

Bei der Analyse der intrazelluliren Zytokinexpression ist es durch die gleichzeitige Anti-
korpermarkierung von Zelloberflichenantigenen (z.B. CD3 bei T-Zellen) und intrazellulidren
Antigenen (der intrazelluldren Zytokine) einer einzelnen Zelle moglich, die Zytokin-
expression einer bestimmten Zelle zuzuordnen (Details siehe Kapitel 5 Abschnitt 5.3). Dieses
Vorgehen ermoglicht es, Vergleiche in Bezug auf die Expression der jeweiligen Zytokine
durch die einzelnen betrachteten Zellpopulationen sowie zwischen den Altersgruppen anzu-
stellen. Des Weiteren kann eine genauere Betrachtung des Verhiltnisses von IFNy, einem
klassischen TH1-Zytokin, zu IL4, einem klassischen TH2-Zytokin, erfolgen. In diesem
Zusammenhang kann der potentielle Einfluss des Faktors Stillen auf die Expression dieser
Zytokine sowie die daraus resultierende mogliche Verschiebung des IFNy/IL4-Verhiltnisses

analysiert werden.

6.2.1.1 IL2

Die IL2 Expression wurde analysiert in der Gesamtheit der CD3" T-Zellen sowie in den Sub-
populationen der naiven T-Zellen und der T-Gedéchtniszellen (Details siehe Tabelle 6.2.1.1).
Die Anzahl an T-Zellen, die in der Lage sind IL2 zu produzieren, weist einen deutlichen
altersabhingigen Anstieg auf. Signifikant ist die Zunahme des prozentualen Anteils jedoch

nur zwischen der Altersgruppe der <1Jihrigen und der der 6- <13Jdhrigen. Bei der Betracht-
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ung der absoluten Zahlen an IL2 produzierenden T-Zellen ist zwischen allen Altersgruppen
ein signifikanter Anstieg des AusmaBes der IL2 Expression mit dem zunehmenden Alter der
Kinder zu verzeichnen. In jeder einzelnen Altersgruppe findet sich der grofite prozentuale
Anteil an IL2 produzierenden Zellen bei den naiven T-Zellen. Dieser Anteil bleibt zudem mit
zunehmendem Alter relativ konstant. Bei den T-Gedichtniszellen manifestiert sich ein
signifikanter, altersabhéingiger Anstieg des prozentualen Anteils an Zellen mit der Fihigkeit
zur Expression von IL2. In der Altersgruppe der 6- <13Jédhrigen betragt dieser mit 8.0+0.5%
knapp das 5.7-fache des Anteils an IL2 produzierenden Zellen, der in der Altersgruppe der
<1Jahrigen feststellbar ist. Der relative Anstieg ist damit bei den T-Gedéchtniszellen im

Vergleich mit allen anderen betrachteten Zellpopulationen am gréften.

A B C D . .
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
Zellzahl pro 577+108 707+113 830+108 1148+90
. p<0.001
CD3IL2* | M )
T-Zellen | ozentualer | 20422 1942.3 23+2.2 28+1.8 | <Ivs.6-13:
Anteil (%) (16-24) (14-23) (18-27) (24-32) p<0.01
CD45RA" CD45RO IL2* | 17.4+41.9 | 16.3+2.0 | 183+1.9 | 21.1+1.6 s
naive T-Zellen (%) (14-21) (12-20) (14-22) (18-24) >
CD45RO" CD45RA IL2* | 1.4+0.6 3.940.7 5.3+0.6 8.0+0.5 <0.001
T-Gediichtniszellen (%) | (0.12.6) | (2.652) | (4.1-65) | (6.99.0) | PV

Tab. 6.2.1.1 Absolute Anzahl IL2 exprimierender T-Zellen pro pl sowie prozentuale Anteile
IL2 exprimierender Zellen in Prozent (%)**
Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen
Werte treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.
**Dije Prozentwerte der CD3IL2" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten
(gesamt), bei den naiven T-Zellen und den T-Geddchtniszellen stehen die Werte in Bezug zu den
CD3"IL2" T-Zellen (gesamt).

Im Hinblick auf die Expression von IL2 durch die betrachteten Zellpopulationen lassen sich in
samtlichen Altersgruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen gestillten und

nicht-gestillten Kindern feststellen (Daten nicht dargestellt).

6.2.1.2 IFNy

In den Altersgruppen A, B und C zeigt sich fiir alle betrachteten Zellpopulationen eine signi-
fikante Zunahme des prozentualen Anteils an IFNy produzierenden Zellen (Siehe Tabelle
6.2.1.2.1). Dieser Anstieg wird exemplarisch anhand der CD3* T-Zellen in Grafik 6.2.1.2
abgebildet.
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Entsprechend dem altersabhingigen Anstieg des prozentualen Anteils an T-Zellen mit
positivem IFNy-Signal, ist bei der Sichtung der absoluten Zahlen ebenfalls ein signifikanter
Anstieg mit zunehmendem Alter der Kinder zu verzeichnen. Bei den T-Helferzellen steigt
der prozentuale Anteil der Zellen, die IFNy exprimieren, mit dem Alter signifikant an. T-
Helferzellen besitzen, bezogen auf die betrachteten Subpopulationen, bei den Kindern der
Altersgruppe der 6- <13 Jihrigen den hochsten prozentualen Anteil an Zellen mit positivem
IFNy-Signal. Es zeigt sich bei den zytotoxischen T-Zellen ebenfalls eine altersabhingige
Zunahme des prozentualen Anteils der IFNy produzierenden Zellen. Naive T-Zellen zeigen
bis zur Altersgruppe der 6- <13Jédhrigen eine signifikante Zunahme des prozentualen Anteils
der IFNy produzierenden Zellen mit dem Alter. Bei den <1Jéhrigen, den 1- <3Jdhrigen und
den 3- <6Jihrigen besitzen naive T-Zellen, bezogen auf die betrachteten Subpopulationen,
den hochsten prozentualen Anteil an Zellen mit positivem IFNy-Signal. Die grofite Steigerung
des Vermogens IFNy zu produzieren ldsst sich bei den T-Gedéchtniszellen finden. Mit einer
Erhohung des prozentualen Anteils an Zellen mit positivem IFNy-Signal um das 5.5-fache

zwischen der Altersgruppe der <1 Jihrigen und der der 6- <13Jdhrigen.

Altersgruppen (Jahre) ?1 1_B<3 3_C< 6 6- l:l 3 Signifikanz*
Zellzahl pro 151451 328+54 497+51 591+43 p<0.0001
CD3" IFNy* ul (50-252) (222-434) | (395-598) | (506-675)
S prozentualer |  5+0.8 8+0.8 1340.8 15+0.6
Anteil (%) (3.0-6.0) (6.1-10) (12-15) (13-16) p<0.0001

CD3" CD4" IFNy* (%) 3.1+0.6 5.8+0.6 8.7+0.6 10.14+0.5 <0.0001
T-Helferzellen (2.0-4.2) (4.6-6.9) (7.6-9.8) (9.2-11) p<v.
CD3" CD8" IFNy" (%) 2.4+0.5 4.0+0.6 6.6+0.5 6.7+0.5 <0.001%*
zytotoxische T-Zellen (1.3-3.5) (2.9-5.2) (5.5-7.7) (5.8-7.6) p<v.
CD45RA" CD45RO IFNy* 4.0+0.6 6.0+0.6 9.0+0.6 8.6+0.5 <0.001%*
naive T-Zellen (%) (2.9-5.1) (4.8-7.2) (7.9-10) (7.7-9.6) p<v.
CD45RO" CD45RA" IFNy* 1.5+0.5 3.7+0.6 6.3+0.5 8.340.5 <0.0001
T-Gedichtniszellen (%) 0.4-2.5) | (2.648) | (5273) | (7492 | P

Tab. 6.2.1.2.1 Absolute Anzahl IFNy exprimierender T-Zellen pro ul sowie prozentuale An-
teile IFNy exprimierender Zellen in Prozent (%)™***

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen
Werte treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.

**Der Vergleich der Prozentwerte zwischen der Altersgruppe der 3- <6Jihrigen und der der 6-
<13Jihrigen zeigt keinen signifikanten Unterschied.

**%Dje Prozentwerte der CD3"IFNy" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten
(gesamt), bei den T-Zell-Subpopulationen stehen die Werte in Bezug zu den CD3IFNy" T-Zellen
(gesamt).
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Grafik 6.2.1.2 A) Altersabhingige Expression von IFNy bezogen auf die Gesamtheit der
CD3 positiven T-Zellen in Prozent (%)
B) Dot Plots: IFNy exemplarisch fiir die verschiedenen Altersgruppen

Gestillte Kinder der Altersgruppe <l1Jahr zeigen eine statistisch signifikant geringere

Expression von IFNy durch die T-Gedéichtniszellen im Gegensatz zu nicht-gestillten Kindern

derselben Altersgruppe. Im Gegensatz dazu, wies die Altersgruppe der 3- <6Jidhrigen bei den

gestillten Kindern einen signifikant hoheren Anteil an IFNy produzierenden T-Gedichtnis-

zellen auf. In den beiden anderen Altersgruppen lassen sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern im Hinblick auf die Expression

von IFNy durch die betrachteten Zellpopulationen feststellen.

141



Ergebnisse

Stillen . . . S
o (G _ gestillt nicht-gestillt Signifikanz
A <1 1+0.4 2+0.4 p<0,05
B | 1-<3 | CD45RO* CD45RA" 3.6+0.6 3.740.6 n.s.
IFNY" (%)
C | 3-<6 | T-Gedichtniszellen 7.5+0.9 4.9+0.9 p<0.05
D | 6-<13 8.2+0.7 8.4+0.9 n.s.

Tab. 6.2.1.2.2 Anteil IFNy exprimierender T-Gedichtniszellen bei den gestillten und nicht-
gestillten Kindern in Prozent (%)*

* Anmerkung: Die Prozentwerte der IFNy" T-Geddichtniszellen beziehen sich auf deren Anteil an den
CD3"IFNy"* T-Zellen (gesamt).

6.2.1.3 TNFa

Es zeigt sich ein signifikanter, altersabhingiger Anstieg des prozentualen Anteils der Zellen
mit positivem TNFa-Signal bei den T-Zellen (ab der Altersgruppe der 1- <3Jdhrigen), den T-
Helferzellen, den zytotoxischen T-Zellen (Ausnahme beziiglich dieser Population siehe
Tabelle 6.2.1.3.1) und den T-Gedichtniszellen. Der prozentuale Anteil an naiven T-Zellen,
die TNFo exprimieren, bleibt mit zunehmendem Alter relativ konstant (Siehe Tabelle
6.2.1.3.1). T-Zellen mit positivem TNFa-Signal weisen, ab der Altersgruppe der 1- <3 Jéhri-
gen, eine deutliche altersabhingige Zunahme ihres prozentualen Anteils auf. Die Anzahl
TNFa positiver T-Zellen pro pl steigt mit zunehmendem Alter ebenfalls signifikant an. Die
Féahigkeit der T-Helferzellen TNFo zu exprimieren nimmt altersabhingig signifikant zu.
Innerhalb der Altersgruppen der 1- <3Jdhrigen, der 3- <6Jdhrigen und der 6- <13Jdhrigen
weisen die T-Helferzellen, bezogen auf die betrachteten Subpopulationen, den groéBten
prozentualen Anteil an TNFa positiven Zellen auf. Der prozentuale Anteil der zytotoxischen
Zellen mit positivem TNFa-Signal nimmt ebenfalls altersabhingig zu. Naive T-Zellen
weisen keine signifikanten altersbezogenen Unterschiede auf. Ihr prozentualer Anteil an
TNFa produzierenden Zellen fillt in der Altersgruppe der <1Jdhrigen, bezogen auf die
betrachteten Subpopulationen, am grof3ten aus. Der deutlichste Anstieg des prozentualen
Anteils TNFa produzierender Zellen lédsst sich bei den T-Gedéchtniszellen verzeichnen. Mit
einer Steigerung um das 4.7-fache zwischen der Altersgruppe der <1Jihrigen und der der 6-

<13Jéhrigen.
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A B C D . . "
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
Zellzahl pro 341+65 372+68 502 +64 630+54 p<0.01%%
1 214-469) | (239-505) | (375-629) | (524-73 '
— (214-469) | (239-505) | (375-629) | (524-736)
T-Zellen prozentualer 11+1.2 9+1.2 13+1.2 16+1.0 ( Apu<s(s)cggllss
o Q _1Z4 '_ 5] _ A_ o .
Anteil (%) (9.1-14) (7.0-12) (11-15) (14-18) <1Jiihrige)
CD3" CD4" TNFa" (%) 8.2+1.1 11.3+1.2 16.0+1.1 18.7+0.9 <0.001
T-Helferzellen (6.0-10) (8.9-14) (14-18) (17-21) p<v.
CD3" CD8" TNFa" (%) 1.5+0.5 1.5+0.5 2.8+0.5 4.0+0.4 <0.001%*
zytotoxische T-Zellen (0.7-2.5) (0.6-2.5) (1.8-3.7) (3.3-4.8) p<Y.
CD45RA* CD45RO TNFa" | 9.1+1.0 9.1+1.1 11+1.0 114+0.9 s
naive T-Zellen (%) (7.1-11) (6.9-11) (8.8-13) (9.1-13) ’
CD45RO* CD45RA TNFo" | 2.3+0.7 3.7+0.7 7.2+0.7 10.8+0.6 <0.0001
T-Gedichtniszellen (%) (1.03.6) | (2452) | (5985 | (97-12) | P

Tab. 6.2.1.3.1 Absolute Anzahl TNFa exprimierender T-Zellen pro ul sowie prozentuale
Anteile TNFa exprimierender Zellen in Prozent (%)***

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen
Werte treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.

**Der Vergleich der absoluten Zahl bzw. des prozentualen Anteiles zwischen der Altersgruppe der
<lJdhrigen und der der 1- <3Jihrigen zeigt keinen signifikanten Unterschied.

*#xDje Prozentwerte der CD3"TNFa" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten
(gesamt), bei den T-Zell-Subpopulationen stehen die Werte in Bezug zu den CD3*TNFa" T-Zellen
(gesamt).

Innerhalb der Altersgruppen der <1Jihrigen, der 1- <3Jdhrigen und der 6- <13Jédhrigen lassen
sich fiir die Expression von TNFa durch die betrachteten Zellpopulationen zwischen gestillten
und nicht-gestillten Kindern keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellen (Siehe
Tabelle 6.2.1.3.2). In der Altersgruppe der 3- <6Jihrigen weisen die gestillten Kinder eine
ausgepriigtere Fihigkeit zur Expression von TNFa sowohl in der CD3" Gesamtfraktion als

auch in der Subfraktion der zytotoxischen T-Zellen auf als die nicht-gestillten Kinder.

Stillen . . ; —
Altersgruppe (Jahre _ gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
CD3" TNFa" (%)
T-Zellen 11.242.0 11.742.0 n.s.
A <1
CD3" CD8" TNFa" (%)
zytotoxische T-Zellen 1.1+0.4 1.5+0.4 n.s.

Tab. 6.2.1.3.2 Anteil TNFa exprimierender T-Zellen bzw. zytotoxischer T-Zellen bei den
gestillten und nicht-gestillten Kindern in Prozent (%)*
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Stillen . . . -
Altersgruppe (Jahre _ gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
CD3" TNFo' (%)
T-Zellen 9.4+1.5 8.9+1.4 n.s.
B 1-<3
CD3* CD8* TNFu" (%)
zytotoxische T-Zellen 1.9+0.3 1.1+0.3 n.s.
CD3" TNFo' (%)
T-Zellen 3.540.5 240.5 p<0.05
C 3- <6
CD3" CD8" TNFa' (%)
zytotoxische T-Zellen 0.5+0.1 0.3+0.1 p<0.05
CD3" TNFa' (%)
T-Zellen 16.5+1.2 14.5+1.5 n.s.
D | 6-<13
CD3" CD8" TNFa' (%)
zytotoxische T-Zellen 3.440.7 4.9+0.9 n.s.

Tab. 6.2.1.3.2 Anteil TNFa exprimierender T-Zellen bzw. zytotoxischer T-Zellen bei den
gestillten und nicht-gestillten Kindern in Prozent (%)* (Fortsetzung)

* Anmerkung: Die Prozentwerte der CD3"TNFo" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an den
Lymphozyten (gesamt), bei den TNFa" zytotoxischen T-Zellen stehen die Werte in Bezug zu den
CD3"TNFo" T-Zellen (gesamt).

6.2.1.4 IL4

Der Umstand, dass IL4 insgesamt nur von einem sehr geringen Anteil der jeweiligen betrach-
teten Zellpopulationen exprimiert wird, macht eine repridsentative Auswertung anspruchsvoll.
Dennoch zeigt sich bei der Betrachtung der Expression von IL4 eine altersabhingige, signifi-
kante Zunahme bei den T-Zellen, insbesondere in den Subpopulationen der T-Helferzellen
und der T-Gedichtniszellen (Siehe Tabelle 6.2.1.4.1). Ein signifikanter Anstieg mit dem Alter
zeigt sich bei der Gesamtheit der CD3" T-Zellen sowohl bei den prozentualen Anteilen als
auch bei den absoluten Zahlen der IL4 positiven Zellen. Wihrend T-Helferzellen eine
signifikante altersabhédngige Steigerung des Anteils der Zellen mit positivem IL4-Signal bis
auf maximal das 2-fache zeigen, ist die grof3te altersabhéngige Zunahme von IL4 um das 5.5-
fache bei den T-Gedéachtniszellen zu dokumentieren. Bei der Betrachtung der zytotoxischen
T-Zellen und der naiven T-Zellen erweisen sich die altersabhingigen Unterschiede des pro-

zentualen Anteils an Zellen, die IL4 exprimieren, als nicht signifikant.
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A B C D o
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
Zellzahl pro 57+14 98+15 96+14 113+14 <1 vs. 6-13:
T-Zellen | jrozentualer | 1.8402 | 231024 | 254023 | 2.8+0.2 <001
Anteil (%) (1422) | (1.82.8) | (2029 | (2.4-32) p<b.
CD3" CD4" IL4* (%) 1.240.2 1.6+0.3 2.240.2 2.440.2 <0.01
T-Helferzellen 0.8-1.7) | (1.12.1) | (1.82.8) | (2.0-2.8) p<Y.
CD3*" CDS"' IL4* (%) 0.7+0.1 0.8+0.1 1.1+0.1 1.2+0.1 s
zytotoxische T-Zellen (0.5-1.0) (0.5-1.0) (0.9-1.4) (0.9-1.4) -
CD45RA* CD45RO" IL4* 1.84+0.3 1.940.3 1.9+0.3 2.5+0.3 s
naive T-Zellen (%) (1.2-2.4) (1.3-2.5) (1.3-2.5) (2.0-2.0) o
CD45RO* CD45RA " 1L4* 0.2+0.1 0.4+0.1 0.7+0.1 1.1+0.1 <0.0001
T-Gedichtniszellen (%) (0.01-0.3) | (0.2:0.6) | (0508 | (1.0-1.2) | P

Tab. 6.2.1.4.1 Absolute Anzahl IL4 exprimierender T-Zellen pro ul sowie prozentuale An-
teile IL4 exprimierender Zellen in Prozent (%)**

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen Werte
treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.

**Die Prozentwerte der CD3"IL4" T-Zellen bezichen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten (gesamt),
bei den T-Zell-Subpopulationen stehen die Werte in Bezug zu den CD3"IL4" T-Zellen (gesamt).

Die Gruppe der gestillten Kinder (Altersgruppe <1- <13Jahre; n=105) zeigt im Vergleich zu
der Gruppe der nicht-gestillten Kinder (n=91) einen signifikant hoheren prozentualen Anteil
an IL4 positiven Zellen bei den T-Helferzellen und den T-Gedéachtniszellen bezogen auf die
Gesamtheit der CD3" T-Zellen. Innerhalb der Altersgruppe der <1Jihrigen zeigt sich nur bei
den T-Helferzellen ein signifikant hoherer Anteil an Zellen mit positivem IL4-Signal im
Vergleich mit den nicht-gestillten Kindern der gleichen Altersgruppe. Innerhalb der
Altersgruppe der 1- <3Jdhrigen, der 3- <6Jdhrigen bzw. der 6- <13Jdhrigen ldsst sich im
Hinblick auf die Expression von IL4 durch die betrachteten Zellpopulationen keine statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den gestillten und den nicht-gestillten Kindern feststellen

(Siehe Tabelle 6.2.1.4.2).

Stillen . . . . .
Altersgruppe (Jahre) _ gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
CD3" CD4" IL4" (%) 2.240.2 1.7+0.2 <0.05
T-Helferzellen (1.9-2.5) (1.3-2.0) p<v.
<1-<13
CD45RO* CD45RA 114" (%) 0.7+0.1 0.5+0.1 <0.05
T-Gediichtniszellen (0.6-0.9) (0.4-0.7) p<t

Tab. 6.2.1.4.2 Anteil IL4 exprimierender Zellen in der Subpopulation der T-Helferzellen bzw.
T-Gedidchtniszellen bei gestillten und nicht-gestillten Kindern in Prozent (%)*
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Stillen . . . . .
Altersgruppe (Jahre) gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
CD3" CD4" I1L4" (%) 1.6+0.2 0.9+0.2 <0.05
\ || THelferzellen (1.1-2.1) (0.5-1.4) p<v-
<
CD45RO* CD45RA" 114" (%) 0.3+0.03 0.1+0.04 s
T-Gedichtniszellen (0.2-0.4) (0.06-0.2) o
CD3" CD4" IL4" (%) 1.7+0.4 1.5+0.4 s
T-Helferzellen (0.9-2.4) (0.8-2.3) o
B 1-<3
CD45RO* CD45RA 114" (%) 0.4+0.1 0.3+0.1 s
T-Gedichtniszellen (0.3-0.6) (0.2-0.5) )
CD3" CD4" I1L4" (%) 2.8+0.4 2.2+0.4 —0.06
T-Helferzellen (2.2-3.3) (1.4-3.0) p=v.
C 3-<6
CD45RO* CD45RA" IL4" (%) 0.840.2 0.6+0.2 s
T-Gedichtniszellen (0.4-1.1) (0.2-0.9) o
CD3" CD4" IL4" (%) 2.8+0.3 1.95+0.4 ~0.05
T-Helferzellen (2.2-3.3) (1.2-2.7) p=y.
D | 6-<13
CD45RO* CD45RA 114" (%) 1.34+0.1 0.9+0.2 —0.07
T-Gedichtniszellen (1.0-1.5) (0.6-1.2) p=y.

Tab. 6.2.1.4.2 Anteil IL4 exprimierender Zellen in der Subpopulation der T-Helferzellen bzw.
T-Gedichtniszellen bei gestillten und nicht-gestillten Kindern in Prozent (%)*
(Fortsetzung)

* Anmerkung: Die Prozentwerte der CD3"IL4" T-Helferzellen und T-Gediichtniszellen beziehen sich auf
deren Anteil an den CD3*IL4" T-Zellen (gesamt).

6.2.1.5 IL10

Die Expression von IL10 wurde ausschlieBlich in der Gesamtheit der CD3" T-Zellen
bestimmt. Die prozentualen Anteile der T-Zellen mit positivem IL10-Signal zeigen keine
signifikanten altersabhingigen Unterschiede. Im Gegensatz dazu ldsst sich bei der Betracht-
ung der absoluten Zahlen der IL10 produzierenden T-Zellen eine signifikante, altersabhingige

Zunahme feststellen (Siehe Tabelle 6.2.1.5).

A B C D . .
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz
Zellzahl pro 18+4 2545 33+4 37+4 <0.01
CD3* IL10° | M (1027) | (16:34) | (2441) | (30-44) Pt
T-Zellen prozentualer | 0.6+0.1 06402 | 0.8+0.1 | 1.04+0.12 N
Anteil (%) 03-0.9) | (0.3-0.9) | (0.6-1.1) | (0.8-1.3) S

Tab. 6.2.1.5 Absolute Anzahl IL10 exprimierender T-Zellen pro ul sowie prozentualer Anteil
IL10 exprimierender T-Zellen in Prozent (%)**

Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen Werte
treffen fiir alle Konstellationen zu.
**Die Prozentwerte der CD3"IL10" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil an den Lymphozyten (gesamt).
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In Bezug auf die Expression von IL10 durch die betrachtete Zellpopulation ldsst sich in
samtlichen Altersgruppen kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den gestillten

und den nicht-gestillten Kindern feststellen (Daten nicht dargestellt).

6.2.1.6 TGFB,Ki67 undIL 17

Fir TGFB, Ki67 und IL17 lassen sich keine statistisch signifikanten altersabhingigen
Unterschiede der prozentualen Anteile der Zellen mit positivem Signal in den betrachteten
Zellpopulationen feststellen (Siehe Tab. 6.2.1.6). Die absoluten Zahlen der T-Zellen mit
positivem TGFB-, Ki67- bzw. IL17-Signal zeigen ebenfalls keine signifikanten alters-
abhidngigen Veridnderungen. Folglich konnte fiir die betreffenden Zytokine keine Alters-
abhingigkeit nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Expression von
TGFp fallt auf, dass Kinder der Altersgruppe <1Jahr, gegeniiber den anderen Altersgruppen,

die Tendenz zu groBeren Anteilen TGFp produzierender Zellen bei den T-Zell-Populationen

zeigen.
A B C D . .
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6 <13 Signifikanz

TGFp

Zellzahl pro 57+13 26+13 24+13 27+11
CD3* TGFp* | 1l (32-83) | (0.1-53) | (2-49) | (6-48) n.S.
T-Zellen prozentualer 2.2+0.5 0.7+0.5 0.7+0.5 0.7+0.4

Anteil (%) (12-32) | (0.1-1.7) | (0.1-1.7) | (0.1-1.5) n.s
CD3" CD4" TGFB* (%) 3240.7 | 1.240.8 | 1340.7 | 1.4+0.6
T-Helferzellen (2.8-4.7) | (0.03-2.7) | (0.09-2.8) | (0.2-2.6) n.s.
CD3* CD8* TGFB* (%) 1.1+04 | 04404 | 0.6+04 | 0.9403 s
zytotoxische T-Zellen (0.3-1.9) | (0.01-1.2) | (0.01-1.3) | (0.3-1.6) >
CD45RA* CD45RO TGFB* | 3.9+09 | 0.9+09 | 1.0+09 | 0.8+0.7 s
naive T-Zellen (%) (2.2-5.6) | (0.08-2.7) | (0.7-2.7) | (0.06-2.3) o
CD45RO* CD45RA" TGFB* | 0.5+0.1 | 0.4+0.1 | 0.5+0.1 | 0.4+0.1 s
T-Gedéachtniszellen (%) (0.3-0.7) | (0.2-0.6) | (0.2-0.7) | (0.2-0.6) o
Ki67

Zellzahl pro 13+2 16+2 15+2 18+2
CD3* Ki67* | nul 9-17) | (1220) | (10-19) | (14-21) .
T-Zellen prozentualer | 0.5+0.1 | 04+0.1 | 0.4+0.1 | 0.5+0.04

Anteil (%) (0.4-0.6) | (0.3-0.5) | (0.3-0.5) | (0.4-0.6) n.8.

Tab. 6.2.1.6 Absolute Anzahl TGFp, Ki67 bzw. IL17 exprimierender T-Zellen pro ul sowie
prozentuale Anteile TGFp, Ki67 bzw. IL17 exprimierender Zellen in Prozent

(%)%
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A B C D .
Altersgruppen (Jahre) <1 1- <3 3. <6 6- <13 Signifikanz

CD3" CD4" Ki67" (%) 0.940.1 | 0.940.1 1.240.1 1.140.1
T-Helferzellen 0.6-1.1) | (0.6-1.2) | (1.1-1.6) | (0.9-1.3) n.S.
CD3" CDS8" Ki67" (%) 0.640.3 | 0.340.4 | 0.5+0.3 | 0.9+0.3 s
zytotoxische T-Zellen (0.1-1.2) | (0.3-1.0) | (0.2-1.2) | (0.4-1.5) )
IL17

Zellzahl pro 13+3 18+4 2343 2243
CD3*IL17* | nl 7200 | 1225 | (1629) | (16-27) n.s.
T-Zellen prozentualer | 05+0.1 | 04+0.1 | 0.6+0.1 | 0.5+0.1

Anteil (%) (0.3-0.7) | (0.2-0.6) | (0.5:0.8) | (0.4-0.7) n.s
CD45RA* CD45RO" IL17* 0.7+0.1 | 0.4+0.1 | 0.7+0.1 | 0.6+0.1
naive T-Zellen (%) (0.4-0.9) | (0.3-0.7) | (0.5-0.9) | (0.4-0.8) n.S.
CD45RO" CD45RAIL17* 0.540.1 | 0.3+0.1 | 0.6+0.1 | 0.6+0.1
T- Gedichtniszellen (%) (0.2-0.7) | (0.01-0.5) | (0.3-0.9) | (0.4-0.9) n.S.

Tab. 6.2.1.6 Absolute Anzahl TGFp, Ki67 bzw. IL17 exprimierender T-Zellen pro ul sowie
prozentuale Anteile TGFp, Ki67 bzw. IL17 exprimierender Zellen in Prozent
(%6)**
Anmerkungen: *Die Signifikanz wurde fiir alle Gruppen (jede gegen jede) gepriift. Die angegebenen Werte
treffen fiir alle Konstellationen zu, sofern keine weiteren Anmerkungen vorhanden sind.
**Die Prozentwerte der CD3"TGFf", CD3"Ki67" bzw. CD3"IL17" T-Zellen beziehen sich auf deren Anteil

an den Lymphozyten (gesamt), bei den T-Zell-Subpopulationen stehen die Werte in Bezug zu den
CD3*TGFB*, CD3*Ki67" bzw. CD3"IL17" T-Zellen (gesamt).

Vergleicht man die Expression der oben genannten Zytokine durch die betrachteten Zell-
populationen zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern, so lésst sich fiir TGFB, Ki67
bzw. IL17 kein relevanter statistisch signifikanter Unterschied feststellen (Daten nicht dar-

gestellt).

Die Auswertung der einzelnen Zytokine im Hinblick auf mdogliche Expressionsunterschiede
zwischen gestillten und Formula-erndhrten Kindern ergab eine hohere IL4-Expression der T-
Helferzellen bei gestillten Kindern (Siehe Tabelle 6.2.1.4.2). Diese Beobachtung wirft die
Frage auf, ob bei nicht-gestillten Kindern moglicherweise die Homdostase zwischen TH1-
und TH2-Zytokinen verdndert sein konnte. THI/TH2-Homdostasestorungen werden im
Zusammenhang mit der Atiologie diverser Autoimmunerkrankungen (CHEN ET AL., 2012;
STRUNK ET AL., 2000; ROVEDATTI ET AL., 2009), Neoplasien (SHURIN ET AL., 1999) und
allergischen Diathesen diskutiert (KAWAMOTO ET AL., 2006). Eine Dysbalance der TH1/TH2-
Homdostase in der nicht-gestillten Bevolkerung durch eine andere Immunmaturation konnte

eine mogliche Erkldrung fiir die erhohte Inzidenz autoimmunologischer und allergischer Er-
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krankungen in der nicht-gestillten Bevolkerung sein (SILVERS ET AL, 2012; KNIP ET AL, 2011).
Um in der untersuchten Studienkohorte das Verhiltnis von THI1- zu TH2-getriggerten
Immunantworten besser bewerten zu konnen, wurde daher der Quotient aus IFNy (%), einem
klassischen TH1-Zytokin, und IL4 (%), einem klassischen TH2-Zytokin, berechnet. Dieser
IFNy/IL4-Quotient soll zur Abschitzung des Gleichgewichts zwischen TH1- und TH2-
geprigten Immunantworten dienen, insbesondere in Bezug auf die untersuchten Einfluss-

faktoren ,,Stillen* und ,,Alter*.

Interessanterweise zeigten sich altersunabhiingig signifikante Unterschiede des IFNy/IL4-
Quotienten zwischen den gestillten und den nicht-gestillten Kindern: Gestillte Kinder zeigen
einen niedrigeren IFNy/IL4-Quotienten als nicht-gestillte Kinder. Das heilit bei den gestillten
Kinder ldsst sich im Vergleich zu den nicht-gestillten Kindern tendenziell eine niedrigere
IFNYy- und eine hohere 1L4-Expression feststellen. Es findet eine Verschiebung des TH1/TH2-
Gleichgewichts in Richtung der TH2-Zytokinexpression bei gestillten Kindern statt. Diese
Unterschiede zeigten sich insbesondere in der Zytokinexpression der T-Zell-Subfraktionen
der T-Helferzellen (p<0.01), der zytotoxischen T-Zellen (p<0.001) und der T-Gedichtnis-
zellen (p<0.001). In der Gesamtzahl der T-Zellen konnte nur eine Tendenz eines erhohten

IFNy/IL4-Quotienten dokumentiert werden (Siehe Tabelle 6.2.2.1 und Grafik 6.2.2.1).

100 3 T

60 3 :
<t n .
= 40 -
O = ! .
% 20 ! H
< - — = —
5 ==
Q 103 + — -
(=2 3 - -
=z 67 -} -
T 1
L, |
o I
4
(Y] 2 -1 l
.
O :
Q1

053

B T
nicht-gestillte gestillte Kinder
Kinder

Grafik 6.2.2.1 Dot Plot: Vergleich des IFNy/IL4-Quotienten in der Subfraktion der T-
Gedichtniszellen zwischen den gestillten und nicht-gestillten Kindern
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Zellpopulation sl gestillt nicht-gestillt Signifikanz
CD3" 6.543.0 1443.3 0,09
T-Zellen (0.5-12) (7.4-20) p=U.
CD3* CD4* 5.141.4 10£1.5 001
T-Helferzellen (2.4-7.9) (6.9-13) p<.
— IFNy/IL4

LR LLE 6.0+1.8 14.5+1.9 <0.001
zytotoxische T-Zellen = = p<t.
CD45RO* CD45RA" 10+1.9 1642.0 0.001
T-Gediichtniszellen (6.3-14) (12-20) p<v.

Tab. 6.2.2.1 IFNy/IL4-Quotient in unterschiedlichen Zellpopulationen bei den gestillten und
nicht-gestillten Kindern unabhéngig von deren Alter

Interessanterweise, kann der Unterschied des IFNy/IL4-Quotienten zwischen den gestillten
und nicht-gestillten Kindern innerhalb der verschiedenen Altersgruppen (A, B, C und D)
bestitigt werden. Wihrend kein signifikanter Unterschied der IFNy/IL4-Quotienten in der
Gruppe der unter Einjdhrigen besteht, lassen sich bereits in der Altersgruppe B (1-<3 Jahre)
signifikante IFNy/IL4-Quotient-Unterschiede bei der Gesamtfraktion der T-Zellen als auch
bei den Subfraktionen der T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen dokumentieren, was die
These einer Reifung des Immunsystems unterstiitzt. In den Gruppen C und D (3-<6 und 6-
<13Jahre) zeigen sich nur noch die Quotienten aus der Zytokinexpression der T-Gedéchtnis-
und der T- Helferzellen signifikant, jedoch ldsst sich die Tendenz in allen Subfaktionen

nachverfolgen.

Dass das Signifikanzniveau in den Gruppen C+D nur noch von den T-Gedichtniszellen
erreicht wird, weist auf die Bedeutung der Maturation des Immunsystems hin. Einschrinkend
muss gesagt werden, dass aufgrund der relativ kleinen Gruppengro3e und den zunehmenden
externen Einflussgrofen mit steigendem Alter das Signifikanzniveau des IFNy/IL4-
Quotienten wahrscheinlich unterschitzt wird. Daher ist in weiteren Arbeiten geplant, die
Anzahl der untersuchten Kinder, insbesondere in den Gruppen C und D zu erhdhen, um diese

Beobachtung zu validieren.

Exemplarisch wird die Expression von IFNy in verschiedenen T-Zell-Subfraktionen bei einem
10 Jahre alten nicht-gestillten Kind und die Expression von IL4 bei einem 4 Monate alten

gestillten Kind in Grafik 6.2.2.2 gezeigt.
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Grafik 6.2.2.2 Exemplarische Darstellung der Expression von IFNy in verschiedenen T-Zell-

Subfraktionen bei einem 10 Jahre alten nicht-gestillten Kind (obere Reihe) und
von IL4 bei einem 4 Monate alten gestillten Kind (untere Reihe)

Altersgruppe (Jahre) Stillen _ gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
g—%ﬁlen 4.310.6 4.4+1.5 n.s.
¥ +
A a ’E%}}fglgglien 2.740.6 3.9+1.6 n.s.
zytotoxische T-Zellen 3.5£0.9 4.9+2.1 n.s.
¥ -
T-Gedichuiszellen. | 6508 96121
g—%ﬁlen 4.0+1.4 9.5+7.8 p<0.05
+ +
B L < ]E'EI}FEIE%EC“ 4.3+1.2 8.9+1.5 p<0.05
zytotoxische T-Zellen 4.9+2.6 15.8+3.2 p<0.05
¥ -
i | o9s12 | 10016 | ns

Tab. 6.2.2.2 IFNy/IL4-Quotient in den unterschiedlichen Zellpopulationen bei gestillten und
nicht-gestillten Kindern in Bezug auf die verschiedenen Altersgruppen
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Stillen . i i —
Altersgruppe (Jahre) _ gestillt nicht-gestillt | Signifikanz
CD3"
T-Zellen 6.7+5.1 16.7+4.4 n.s.
CD3* CD4"
T-Helferzellen 5.643.5 10.743.0 n.s.
€ | <% T3 cos*
zytotoxische T-Zellen 8.0+3.1 12.942.6 n.s.
CD45RO" CD45RA"
T-Gedichtniszellen 7.6+2.8 15.7+2.4 p<0.05
CD3"
T-Zellen 6.8+10.4 15.847.7 n.s.
CD3* CD4"
T-Helferzellen 4.5+2.6 9.5+1.9 p<0.05
D o< epar cps*
zytotoxische T-Zellen 7.115.4 16.6+4.0 n.s.
CD45RO" CD45RA"
T-Gedichtniszellen 7.513.6 16.8+2.7 p<0.01

Tab. 6.2.2.2 TIFNy/IL4-Quotient in den unterschiedlichen Zellpopulationen bei gestillten und
nicht-gestillten Kindern in Bezug auf die verschiedenen Altersgruppen
(Fortsetzung)

Zusammenfassend konnte mit der hier vorliegenden Arbeit demonstriert werden, dass mit

steigendem Alter der Kinder eine Zunahme der Zytokinexpression fiir [FNy, TNFa und 1L4
bei der Gesamtfraktion der CD3" T-Zellen (sowohl % als auch /ul) besteht.

Im Gegensatz dazu bleibt die Expression von IL2 und TGF mit dem Alter relativ konstant.
Interessanterweise zeigt sich in der Altersgruppe der <lJihrigen eine Tendenz zu einem

hoheren Anteil an TGFP produzierenden T-Zellen, im Vergleich mit den anderen Alters-

gruppen.

In Bezug des hier untersuchten Einflussfaktor ,,Stillen auf die Reifung des Immunsystems
zeigen sich signifikante Unterschiede in der Expression von IFNy, TNFoa bzw. IL4 in
bestimmten T-Zell-Subpopulationen: Gestillte Kinder weisen insbesondere bei der Expression
von IL4 durch T-Helferzellen und durch T-Gedéchtniszellen deutlich hohere Werte auf als
nicht-gestillte Kinder (Siehe Tabelle 6.2.1.4.2). Der Anteil IFNy-produzierender T-Gedécht-
niszellen ist in der Altersgruppe der <1Jdhrigen bei den gestillten Kindern deutlich niedriger
als bei den nicht-gestillten Kindern. Wohingegen in der Altersgruppe der 3- <6Jihrigen der

prozentuale Anteil der IFNy produzierenden T-Gedéchtniszellen und der TNFa produzieren-
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den zytotoxischen Zellen bei den gestillten Kindern deutlich grofer ausfillt als bei den nicht-

gestillten Kindern.

Diese Unterschiede lassen sich besonders gut darstellen, wenn man exemplarisch fiir die
TH1/TH2-Homdostase den IFNy/IL4-Quotienten detaillierter analysiert. Zusammenfassend
zeigt sich fiir den IFNy/IL4-Quotienten, dass ehemals gestillte Kinder ab dem Alter von
einem Jahr einen TH2-Shift mit einer Pradominanz des Gleichgewichts in Richtung des TH2-
Zytokins IL4 aufweisen. Dieser TH2- Shift ldsst sich tendenziell bei allen T-Zellsubpopula-
tionen in den verschiedenen Altersgruppen nachverfolgen, ist jedoch nur in der Expression
der T-Gedichtniszellen iiber den gesamten untersuchten Zeitraum (bis zum 13. Lebensjahr),
also weit iiber die eigentliche Stillzeit hinaus, signifikant nachweisbar. Die Validierung dieser

Beobachtung in einem groBeren Kollektiv ist geplant.
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7. Diskussion

Wihrend in der Laienpresse Vor- und Nachteile des Stillens intensiv diskutiert werden, sind
solide wissenschaftliche Arbeiten iiber den Nutzen und den Einfluss des Stillens in Bezug auf
die Reifung des Immunsystems ebenso wie beziiglich des Einflusses auf verschiedene Krank-
heitsinzidenzen und -verldufe rar. Die wenigen vorhandenen Daten legen jedoch nahe, dass

Stillen einen Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems haben konnte.

Im Hinblick auf Infektionen konnte gezeigt werden, dass Stillen die Inzidenz und Schwere
von respiratorischen und gastrointestinalen Infekten bei Neugeborenen und Siuglingen so-
wohl in entwickelten als auch in sich entwickelnden Lindern reduzieren kann (CHIEN ET AL.,
2001). Es konnte zudem festgestellt werden, dass gestillte Kinder ein geringeres Risiko haben
eine Otitis media (DUNCAN ET AL., 1993), Diarrh6 (CRUZ ET AL., 1988), schwere Infektionen
der unteren Atemwege (BACHRACH ET AL., 2003) und eine neonatale Sepsis (ASHRAF ET AL.,
1991) zu entwickeln. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Dauer des alleinigen
Stillens und der Zeitpunkt der Einfithrung solider Nahrung die Pridvalenz allergischer Atem-
wegserkrankungen (wie z.B. Asthma bronchiale) positiv beeinflussen kann (WILSON ET AL.,
1998). Weitere belegte Auswirkungen des Stillens sind die Senkung der Sauglingssterb-
lichkeit (ARIFEEN ET AL., 2001), das geringere Vorkommen des plotzlichen Kindstods (ALM
ET AL., 2002), eine Risikoverminderung fiir Diabetes Typ 1 (MCKINNEY ET AL., 1999; FIELD,
2005) und Typ 2, fir Lymphome, Leukdmien, Morbus Hodgkin (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2005), fiir Ubergewicht und Adipositas (HORTA ET AL., 2007), fiir eine
Hypercholesterindmie und Allergien (BERGMANN ET AL., 2003; AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2005). Der Grofteil dieser Daten sind jedoch Einzelfallberichte mit teilweise nur

geringer Evidenz.

Stillen ist die natiirliche Form der Erndhrung eines menschlichen Sauglings. Neben ihrer
nutritiven Funktion besitzt Muttermilch vielfiltige Faktoren, die von Vorteil fiir das noch
unreife, sich entwickelnde Kind sind. Anhand dieser Faktoren lassen sich zumindest teilweise
die oben genannten Beobachtungen erkldren. Wahrend einige der enthaltenen bioaktiven
Faktoren den Schutz des Kindes auf der Ebene der mechanischen Barrieren, insbesondere im
Darmtrakt, gewihrleisten, unterstiitzen andere Faktoren, die immunmodulatorisch oder
wachstumsfordernd sind, die Reifung und die Entwicklung des kindlichen Immunsystems.
Verschiedene Inhaltsstoffe der Muttermilch tragen gemeinsam zu einer frither verfiigbaren

effektiven mechanischen Barriere gegen schiadliche Mikroorganismen bei.
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Die mit der Muttermilch iibertragenen Probiotika bilden eine niitzliche Mikroflora aus
Lactobacillus und Bifidusbakterien bei gestillten Kindern aus (MOUNTZOURIS ET AL., 2002).
Oligosaccharide, Proteine, Peptide und Nukleotide tragen zum Wachstum dieser Bakterien bei
(MOUNTZOURIS ET AL., 2002), und der epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und TGFa ver-
bessern die Reifung des Darmepithels und der Zellen im Darmtrakt (DONOVAN ET AL., 1994).
Immunologisch aktive Inhaltsstoffe wie sekretorisches IgA gegen miitterliche Darmbakterien
ermoglichen eine immunologische Toleranz des Neugeborenen gegeniiber diesen Bakterien
(HANSON ET AL., 2001). Das ausgereifte, schneller aktivierte und effektivere Immunsystem
der Mutter bildet Antikdrper gegen pathogene Erreger, denen die Mutter und das Kind
ausgesetzt sind. Aktivierte Zellen und Antikorper der Mutter konnen dann iiber die Mutter-
milch auf das Kind iibertragen werden und dieses so direkt gegen diese Erreger schiitzen
(GOLDMAN, 1993). Die passive Immunitit durch die Ubertragung von IgG und IgA und
immunmodulatorische Komponenten in der Muttermilch beeinflussen die Immunentwicklung

des Kindes (KELLY ET AL., 2000).

Die genannten Effekte, wie die Ausbildung effektiver Barrieren und die passive Immunitit,
erkldren vielleicht die geringen Infektionsraten gestillter Kinder wihrend der Stillzeit, aber sie
erkldren nicht, warum gestillte Kinder eine geringere Prédvalenz allergischer Atemwegs-
erkrankungen sowie eine Risikoverminderung fiir Diabetes, Lymphome, Leukimien, Morbus
Hodgkin und Allergien aufweisen, so dass eine anhaltende Beeinflussung des Immunsystems
durch das vormalige Stillen des Kindes mit Muttermilch in der frithen Kindheit bis ins

Erwachsenenalter anzunehmen ist.

Eine Hypothese, warum Muttermilch einen so langanhaltenden Einfluss haben kann, ist die
Prigung des Immunsystem wihrend der frithen Kindheit, die moglicherweise eine vulnerable
Phase darstellt, in der externe Faktoren das Immunsystem beeinflussen und zu Verinderungen
fiihren konnen. Es gibt bereits Erwédgungen, ob die Erndhrung in der frithen Kindheit einen
Einfluss auf Erkrankungen im spiteren Leben, wie Allergien und Asthma, hat (SILVERS ET
AL., 2012; WRIGHT ET AL., 2001; KULL ET AL., 2004). Die Nahrung ist in den frithen Lebens-
jahren vermutlich die bedeutendste Antigenherausforderung, mit der das Kind in Beriihrung
kommt, und konnte somit durchaus einer dieser externen Faktoren sein, die die Entwicklung

und Reifung des Immunsystems beeinflussen.
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Die Uberlegung, welche Bedeutung die Ernshrung mit Muttermilch fiir die immunologische
Entwicklung des Kindes haben kann, erfordert notwendigerweise die Kenntnis der physio-
logischen Veridnderungen des Immunsystems wihrend der Kindheit. Da der Fetus sich intra-
uterin in einer sehr geschiitzten Umgebung entwickelt, ist die Mehrzahl der Zellen des
spezifischen Immunsystems zum Zeitpunkt der Geburt naiv. Nabelschnurblut enthilt eine
groBe Anzahl an naiven T-Lymphozyten (CD45RA") verglichen mit T-Gedichtniszellen
(CD45RO") (CLEMENT ET AL., 1990). Die Antigen-Expositionen wiihrend der S#uglingsphase
und der frithen Kindheit sind deshalb essentiell fiir die Expansion und Priagung der Zell-

populationen der adaptiven Immunitét.

Die Differenzierung der T-Helferzellen ist ein zentraler Vorgang, der die Natur des sich
entwickelnden Immunsystems definieren kann, weshalb sich viele Studien mit den Mechanis-
men, die der TH1 bzw. TH2-Priagung zugrunde liegen, beschiftigt haben. Obwohl es fort-
wihrende Versuche gibt, Formula-Nahrungen, zum Beispiel durch den Zusatz von Bifidus-
bakterien, an die Muttermilch anzupassen, konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass der
Faktor Stillen zu einer unterschiedlichen Besiedelung des Darmes mit symbiotischen Bak-
terien von gestillten gegeniiber Formula-erndhrten Sauglingen fithren kann (MOUNTZOURIS ET
AL., 2002) und diese wiederum zum Teil einen Einfluss auf die Entwicklung von durch
dendritische Zellen bedingte TH1- und TH2-Antworten ausiiben kann (DE JONG ET AL, 2002).
In einer frither veroffentlichen Arbeit wurden bereits Unterschiede in der Zytokinexpression
zwischen gestillten und nicht-gestillten Kinder unter dem Gesichtspunkt der Entwicklung von
Atopie, aufgrund der Darmbesiedlung mit unterschiedlichen Bakterien und der daraus
resultierenden postnatalen Polarisation der Immunantwort in Richtung einer TH1- oder TH2-

Antwort, untersucht (BJORKSTEN, 1999).

Sowohl TH1-spezifische als auch TH2-spezifische Immunantworten werden fiir eine ange-
messene Pathogen-Kontrolle (THI-Antworten fiir klassische bakterielle und virale Infek-
tionen; TH2-Antworten fiir Parasiteninfektionen) bendétigt und um sicherzustellen, dass die
immunologische Aktivierung eingestellt wird, sobald das Pathogen beseitigt ist (AMSEN ET
AL., 2009; ABBAS ET AL., 1996; CHAUDHRY ET AL., 2011). Die Idealvorstellung ist ein Gleich-
gewicht zwischen diesen Antworten und daraus folgend die Fahigkeit des Immunsystems,
angemessene Reaktionen zu zeigen, ohne eine exzessive Entziindung oder sogar eine
Schidigung des Organismus auszulosen. Ein Ungleichgewicht mit Uberwiegen der TH1 oder

der TH2-Antwort kann weitreichende Folgen (siehe unten) nach sich ziehen.

56



Diskussion

Es wird angenommen, dass Stillen sowohl die Inzidenz von Allergien und Asthma reduzieren
kann als auch einen Nutzen bei der Risikoverminderung der Entwicklung von vielen Auto-
immunerkrankungen hat. Obwohl es innerhalb der Bevolkerung das starke Empfinden gibt,
dass Stillen die Inzidenz von Allergien und Asthma reduziert, bleibt die Datenlage in diesem
Fall widerspriichlich (VERHASSELT ET AL., 2008; PRESCOTT ET AL., 2008). Es gibt umfang-
reiches Datenmaterial, das zeigt, dass ausschlieBliches Stillen die Inzidenz von Autoimmun-
erkrankungen wie Zoliakie (IVARSSON ET AL., 2000), entziindlichen Darmerkrankungen
(KOLETZKO ET AL., 1989; KOLETZKO ET AL., 1991), rheumatoider Arthritis (BRUN ET AL.,
1995), multipler Sklerose (PISACANE ET AL., 1994) oder auch Typl Diabetes (MCKINNEY ET

AL., 1999) reduzieren kann.

Neben dem Umstand, dass viele Autoimmunerkrankungen als typische (durch THI1 ver-
mittelte) TH1-Erkrankung angesehen werden, wie M. Crohn (ROVEDATTI ET AL., 2009) oder
Multiple Sklerose (CHEN ET AL., 2012; STRUNK ET AL., 2000) und anderseits Allergien als
typische Erkrankungen mit einem Ubergewicht an TH2-Zytokinen verstanden werden, scheint
es interessant, dass Stillen bis zu einem gewissen Grad einen Schutz vor beiden Erkrankungs-
formen bieten soll. Da Muttermilch erhebliche Mengen an immunmodulatorischen Zytokinen,
wie IL10 (GAROFALO ET AL., 1995) und TGFp (ODDY ET AL., 2010), enthilt, ist eine Prigung
des Immunsystems durch Stillen gut vorstellbar. Aus diesem Grund war fiir diese Arbeit vor
allem die Untersuchung der verschiedenen Zytokinprofile, insbesondere des typischen TH1-
Zytokins IFNy ebenso wie die des klassischen TH2-Zytokins IL4, sowie deren Verhéltnis

zueinander, im Vergleich zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern von Interesse.

Die Durchflusszytometrie wurde genutzt, um die allgemeine altersabhiingige Entwicklung
verschiedener immunologisch relevanter Zellpopulationen, wie T-Helferzellen, zytotoxischer
T-Zellen, naiver T-Zellen, T-Gedichtniszellen, aber auch B-Zellen und natiirlicher Killer-
zellen, zu analysieren und um in einem zweiten Schritt die Expression der TH1-Zytokine IL2,
TNFa und IFNy, der TH2-Zytokine IL4 und IL10 sowie des immunmodulatorsichen Zytokins
TGFB durch verschiedene T-Zell-Subpopulationen abhingig vom Alter und zwischen
gestillten und nicht-gestillten Kindern zu untersuchen. Durch die Verwendung der intra-
zelluldaren Anfirbung von Zytokinen parallel zur Anfarbung von Oberflaichenmarkern kann
dabei die Zytokinexpression in definierten T-Zell-Subpopulationen genau bestimmt werden

(JUNGET AL., 1993; PRUSSIN ET AL., 1995). Die verwendeten Methoden wurden bereits zuvor
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von der Arbeitsgruppe um Frau Dr. Verena Wiegering im Stammzelllabor der Universitits-

Kinderklinik zu Wiirzburg etabliert (WIEGERING, 2009 [1]).

Die Mehrheit der bislang veroffentlichten Studienkonzepte, die die Entwicklung der T-Zell-
Subpopulationen und die von diesen produzierten Zytokine mit dem Alter behandeln, umfasst
nur kleine Studienpopulationen, welche oftmals auch Erwachsene einschlieBen (CHIPETA ET
AL., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurden hingegen mit 196 Kindern eine zum einen
relativ grole und zum anderen eine ausschlieBlich aus gesunden Kindern bestehende Studien-
kohorte analysiert. Da zuvor gezeigt werden konnte, dass die Zytokinexpression und die
Entwicklung der T-Zell-Subpopulationen abhéngig vom Alter ist, wurden beide Aspekte in
vier unterschiedlichen Altersgruppen zwischen vier Monaten und 12 Jahren und 352 Tagen
erfasst. WIEGERING ET AL. (2009 [2]) fanden in einer Studie von 117 gesunden Kindern und
Jugendlichen im Alter von O bis 18 Jahren gewisse signifikante Unterschiede der Zytokin-
expression von IL2 und IFNy zwischen Jungen und Midchen, weshalb in der vorliegenden
Arbeit auf eine ausgewogene Verteilung von Jungen und Midchen in den vier Altersgruppen

geachtet wurde.

Die im Immunstatus erhaltenen Ergebnisse zur Verteilung der T-, B- und NK-Zell-Subpopu-
lationen bestitigen bereits im Vorfeld beschriebene altersabhingige Verdnderungen: In Bezug
auf die T-Zellen ldsst sich eine Abnahme der relativen Verteilung von CD4 positiven T-Zellen
zu CD8 positiven T-Zellen, der sog. CD4/CD8-Ratio, feststellen. YANASE ET AL. (1986) fand
in einer Studie von 72 gesunden Japanischen Kindern im Alter zwischen zwei Monaten und
13 Jahren ebenfalls einen mit dem Alter zunehmenden prozentualen Anteil der CD8 positiven
Zellen sowie einen abnehmenden prozentualen Anteil der CD4 positiven Zellen und daraus
resultierend eine abnehmenden CD4/CD8-Ratio mit dem Alter. Dieser Umstand lésst eine
allméhliche Reifung der zytotoxischen Immunfunktion mit dem Alter vermuten. Der Pool an
T-Gedichtniszellen nimmt mit dem Alter zu. Die Messwerte zeigten eine progressive signifi-
kante Zunahme des prozentualen Anteils sowie der absoluten Anzahl an Zellen mit
Expression des CD45RO-Antigens auf ihrer Oberfldache mit dem Alter. Diese Zunahme wurde
bereits in vorherigen Studien (CHIPETA ET AL., 1998; WIEGERING ET AL., 2009[2]) beobachtet.
Die zunehmende CD45RO-Expression kann dabei als ein Zeichen der Reifung der bei Geburt
naiven T-Zellen zu reifen T-Gedédchtniszellen mit dem Alter betrachtet werden. Dieser Reif-
ungsprozess steht hochstwahrscheinlich im Zusammenhang mit der ausgepridgten Antigen-

Exposition nach der Geburt.
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Die Messwerte bekraftigen somit einerseits vorherige Studien (YANASE ET AL., 1986; CHIPETA
ET AL., 1998; WIEGERING ET AL., 2009[2]) im Hinblick auf eine Zunahme und Reifung der T-
Zell-Populationen und belegen andererseits, dass es sich bei der betrachteten Studienkohorte
um eine mit den typischen physiologischen Verdnderungen iibereinstimmende Kohorte bzw.

eine ,,normale Verteilung* handelt.

In Bezug auf die Entwicklung des Immunsystems mit dem Alter, wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass der Fetus wihrend der Schwangerschaft ein TH2-vorbeherrschtes Individuum ist
(CALDER ET AL., 2006). Das Uberwiegen der TH2-Zytokine ermoglicht das Uberleben des
Fetus, da IFNy zytotoxisch fiir die Plazenta ist und das Uberwiegen der TH1-Immunantwort
zu einer Plazentaablosung und dem Abgang des Fetus fithren kann (BJORKSTEN, 1999;
DELESPESSE ET AL., 1998). Wenn Zytokine in Nabelschnurblut bestimmt werden, finden sich
sehr hohe Spiegel an IL10 und TGFp und niedrige Spiegel von IFNy und TNFa (BELDERBOS
ET AL., 2009). In der Auswertung der altersabhingigen Zytokinexpression fiel auf, dass Sidug-
linge (Altersgruppe <1Jahr), im Vergleich mit dlteren Kindern, einen deutlich groBeren Anteil
an TGFB-produzierenden Zellen bei den T-Zell-Populationen (v.a. bei den naiven T-Zellen)
aufwiesen. Dies konnte die erhohte Anzahl an regulatorischen T-Zellen im fetalen Kreislauf
widerspiegeln. Eine hohe Anzahl an regulatorischen T-Zellen im Fetus kann Immun-
reaktionen unterdriicken und dadurch die feto-maternale Toleranz unterstiitzen (TAKAHATA ET

AL., 2004).

Des Weiteren ist bekannt, dass eine interindividuelle Diversitit der Leistungsfihigkeit
gewisse Zytokine zu bilden existiert, welche zumindest zum Teil durch Genvariationen, zum
Beispiel Promotor-Polymorphismen in den Genen der jeweiligen Zytokine, reguliert wird
(TURNER ET AL., 1997; WESTERNDORP ET AL., 1997). Dies konnte auch durch HALONEN ET AL.
(2009) belegt werden, die in ihrer Studie eine ausbleibende TH2-Vorherrschaft bei Neu-
geborenen, eine familiire Ubereinstimmung fiir Zytokinspiegel und einen relativ erhalten ge-

bliebenen TH1/TH2-Quotienten in der gesamten Gruppe zeigten.

Neugeborene und Sduglinge entwickeln T-Zellen eines THO-Phénotyps (naive T-Helferzellen,
die IL2 produzieren) und regulatorische T-Zellen, die TGF produzieren, aber ihnen mangelt
es an T-Zellen mit einem typischen TH1 oder TH2-Phinotyp. Altere Kinder besitzen hin-
gegen, aufgrund der altersabhingigen Zunahme der T-Gedichtniszellen, die Féahigkeit mehr

linientypische Zytokine, wie IL4, IFNy und TNFa, zu bilden.
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Mit Werten von <3% in allen Altersgruppen wurden IL4 und IL10 von einem deutlich ge-
ringeren Anteil der T-Zellen exprimiert als IL2, IFNy sowie TNFa. Auch in den betrachteten
T-Zell-Subpopulationen fiel der prozentuale Anteil der IL4 und IL10 produzierenden Zellen
geringer aus im Vergleich mit der Kapazitit an Zellen, die IL2, IFNy bzw. TNFa ex-
primierten. Somit lisst sich, unabhiingig vom Faktor Stillen, ein starkes Uberwiegen der
Expression von TH1-Zytokinen durch T-Zell-Populationen innerhalb der jeweiligen Alters-
gruppen feststellen. Die schwichere Expression von TH2-Zytokinen wurde bereits in anderen

gesunden Kollektiven beschrieben (WIEGERING, 2009 [1]).

Um eine Abschitzung des TH1/TH2-Gleichgewichts zu erhalten, wurde innerhalb der unter-
suchten Subpopulationen aus dem FACS-Datenmaterial ein IFNy (klassisches TH1-Zytokin)/
IL4 (klassisches TH2-Zytokin)-Quotient berechnet. Interessanterweise war in der Studien-
kohorte, unabhédngig vom Faktor Stillen, kein statistisch signifikanter Unterschied der
TH1/TH2-Balance zwischen den untersuchten Altersgruppen feststellbar. Dies ldsst sich mit
den in Kapitel 6 unter Abschnitt 6.2.1.2 und 6.2.1.4 aufgezeigten Ergebnissen, dass sowohl
die Expression von IFNy als auch die Expression von IL4 mit dem Alter zunimmt, in Zusam-
menhang bringen. Die Expression beider Zytokine nimmt zwar mit dem Alter zu, jedoch

bleibt das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Zytokinen mit dem Alter relativ stabil.

Es ist anzunehmen, dass die Regulation von TH1- und TH2-Zytokinen nicht unabhingig ist,
dennoch muss es dort einen zentralen Kontrollpunkt geben, um die beiden Antworten auszu-
balancieren. Kandidaten fiir Zellen, die das TH1/TH2-Gleichgewicht halten, konnten in der
Tat dendritische Zellen (DE JONG ET AL., 2002) sein, die das Vermogen besitzen die T-Zell-

Entwicklung nach einer Antigenprésentation in Richtung TH1, TH2 oder Treg zu polarisieren.

IL2 wird als autokriner T-Zell-Wachstumsfaktor zu einem erheblichen Anteil durch naive T-
Zellen produziert. Die IL2-Expression und die Expression des immunmodulatorischen Zyto-
kins TGFp in T-Zellen bleibt nach der Stimulation mit PMA und Ionomycin mit dem Alter
relativ stabil, wihrend ein signifikant positiver Korrelationsindex zwischen Alter und Zyto-
kinexpression fiir IFNy, TNFa und IL4 in den CD3" T-Zellen gefunden werden konnte, be-
gleitet von einer signifikant zunehmenden Population an T-Gedéchtniszellen. Insgesamt ldsst
sich somit in Bezug auf die meisten Zytokine eine klare Tendenz in Richtung einer an-
steigenden Expression mit dem Alter nachweisen. Dies unterstiitzt Ergebnisse, welche bereits
durch Frau Dr. Verena Wiegering und weitere Mitarbeiter der Universitidtsklinik Wiirzburg

veroffentlicht wurden (WIEGERING ET AL., 2009 [2]).
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Nachdem die Studienkohorte représentative, bereits beschriebene altersbedingte Veridnder-
ungen aufzeigte, richtete sich der Fokus dieser Untersuchung nun, in einem zweiten Schritt,
auf die moglicherweise vorhandenen Unterschiede bei der Expression der analysierten T-Zell-
Zytokine zwischen den gestillten und nicht-gestillten Kindern. Insbesondere die Frage, ob der
Faktor Stillen einen Einfluss auf das TH1/TH2-Gleichgewicht hat, stand hierbei im Mittel-
punkt.

Im Hinblick auf die T-Zell-Subpopulationen (Anzahl und Verhiltnisse der Zellen) zeigten
sich bei der Betrachtung der gesamten Studienkohorte ungeachtet des Alters zwischen den
gestillten und den nicht-gestillten Kindern keine signifikanten Unterschiede, so dass der
Faktor Stillen keinen detektierbaren Einfluss auf die Anzahl sowie das anteilige Verhiltnis
der vorhandenen Zellpopulationen zu haben scheint. Interessanterweise zeigten die Messwerte
der Zytokinexpression bei den gestillten Kindern jedoch eine erhohte Expression an IL4 in T-
Gedachtniszellen und T-Helferzellen, und es fiel zudem eine gegeniiber TH1 verstarkte TH2-
Antwort (reduzierte IFNy/IL4-Ratio) auf. Das reduzierte Verhiltnis von IFNy zu IL4 in der
Gruppe der gestillten Kinder (Siehe Kapitel 6 Tabelle 6.2.2.1 und Grafik 6.2.2.1) ergibt sich
dabei aus den hoheren prozentualen Anteilen der beiden oben genannten Subpopulationen an
der IL4-Expression bei den gestillten Kindern. Somit 1dsst sich eine Verlagerung in Richtung

des TH2-Zytokins IL4, ein so genannter TH2-Shift, bei gestillten Kindern nachweisen.

Da bekannt ist, dass nicht nur die Erndhrung einen Einfluss auf die Entwicklung des kind-
lichen Immunsystems hat, sondern auch andere Faktoren wie Impfungen, Nikotinexposition
(FELESZKO ET AL., 2006) und allergische Erkrankungen in der Familie (HRDY ET AL., 2010) in
diesem Zusammenhang diskutiert werden, wurde mittels eines Fragebogens (Abbildung im
Anhang) ein moglicherweise vorhandenes Bias weitgehend ausgeschlossen. Dabei zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede auf die oben genannten Faktoren zwischen den Gruppen
(Siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.4). Einschrinkend muss jedoch erwihnt werden, dass die
Studienkohorte eine geringfiigig hohere Anzahl an Familien mit Allergien in der gestillten
Gruppe enthielt, die jedoch nicht statistisch signifikant war. Die hohere Inzidenz an
allergischen Personen in der gestillten Gruppe vermag das Verstindnis in der deutschen
Bevolkerung widerspiegeln, dass Stillen protektiv gegeniiber der Entwicklung von Allergien

ist.

Bei dem genaueren Vergleich der gestillten und nicht-gestillten Kinder in den verschiedenen

Altersgruppen waren sehr interessante Unterschiede in den Zytokinmustern zwischen den
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beiden Gruppen feststellbar: Sduglinge (Altersgruppe <lJahr), die gestillt wurden, zeigten
eine geringere Expression von IFNy in T-Gedichtniszellen und eine hohere Expression von
IL4 in T-Helferzellen. Diese Daten entsprechen nicht der Hypothese, dass Stillen einen TH2-

gewichteten allergieanfilligen Phinotyp unterdriickt.

VERHASSELT ET AL. (2010) postulierten in ihrer Arbeit, dass das Stillen durch Toleranz-
induktion vor Asthma schiitzen konnte. Sie konnten in einem Mausmodell beobachten, dass
das in der Muttermilch enthaltene TGFp eine dullerst wichtige Rolle bei der Toleranz-
induktion spielt. Vorherige Tierstudien haben gezeigt, dass TGFp in der Lage ist Entziind-
ungen der Darmschleimhaut (PENTILLA ET AL., 2003) und Allergien bei allergieanfilligen
Ratten (PENTILLA, 2006) zu verhindern.

Sieht man diese Uberlegungen im Kontext mit der Anregung des Immunsystems nicht-
gestillter Kinder durch korperfremde Kuhmilchantigene, so ist es durchaus moglich, dass sich
ohne die immunsupprimierenden bzw. toleranzinduzierenden Effekte von Muttermilch (durch
TGEFp, aber auch IL10) eine proinflammatorische TH1-Antwort auf diese Antigene durch das

Individuum steigern kann und die Prigung des Immunsystem in Richtung TH1 verstirkt wird.

TGFpB positive T-Gedichtniszellen und CDS8 positive T-Zellen sind in 1- <3 Jahre alten
Formula-erndhrten Kindern reduziert (Daten nicht dargestellt), wihrend diese noch immer
einen erhohten IFNy/IL4-Quotient aufweisen, wie er in der Sduglingsgruppe beschrieben
wurde. So konnen Formula-erndhrte Kinder eine geringere T-Zell-Regulatorkapazitdt und

eine TH1-vorherrschende Antwort aufweisen.

Die Gruppe, der 3- <6 Jahre alten, gestillten Kinder wies ebenfalls, im Vergleich mit den
nicht-gestillten Kindern, eine signifikant verminderte IFNy/IL4-Ratio auf. Zudem hat sich
gezeigt, dass Vorschulkinder, die ehemals gestillt worden sind, ein gesteigertes Vermdgen
besitzen die proinflammatorischen Zytokine IFNy (in T-Gedichtniszellen) und TNFa (in
zytotoxischen Zellen) zu bilden. Dies vermag in der Tat erkldren, warum gestillte Kinder
innerhalb dieser Altersgruppe ein hoheres Vermdgen besitzen, mit verbreiteten Infektionen
der unteren Atemwege und Otitis media fertig zu werden (BACHRACH ET AL., 2003; DUNCAN
ET AL., 1993).

Bei der éltesten betrachteten Altersgruppe, den 6- <13 Jahre alten Kindern, war die IFNy/IL4-
Ratio, wie sie mittels FACS (T-Gedichtniszellen) bestimmt wurde, bei den Formula-

erndhrten Kindern erneut hoher. Weitere statistisch signifikante Unterschiede konnten nicht
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gezeigt werden. Diese Tatsache kann vermutlich darauf zuriickgefiihrt werden, dass es im
spiateren Leben viele weitere Faktoren gibt, die einen Einfluss auf die Entwicklung des
Immunsystems haben und sich zwischen den Individuen unterscheiden. Zu diesen Faktoren
konnten sowohl Umwelteinfliisse als auch genetische Priddispositionen zihlen, die in keinem

Zusammenhang mit dem Faktor Stillen stehen.

Zusammengefasst zeigte sich in allen Altersgruppen ein signifikanter TH2-Shift bei den
gestillten Kindern, der die Hypothese stiitzen kann, dass Stillen die Inzidenz von THI-
vermittelten Autoimmunerkrankungen wie Zoliakie (IVARSSON ET AL., 2000), entziindlichen
Darmerkrankungen (KOLETZKO ET AL., 1989; KOLETZKO ET AL., 1990), rheumatoider Arthritis
(BRUN ET AL., 1995), multipler Sklerose (PISACANE ET AL., 1994) oder auch Typl Diabetes
(MCKINNEY ET AL., 1999) reduzieren kann. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass der
Einfluss der Muttermilch {iber den eigentlichen Zeitraum des Stillens hinausreicht und
mindestens bis zu einem Alter von 13 Jahren anhilt. Eine Prigung des Immunsystems durch
die Muttermilch wihrend der frithen Kindheit erscheint deshalb sehr wahrscheinlich. Um die
Mechanismen hinter dieser Beobachtung besser verstehen zu konnen, sind weiterreichende

Untersuchungen notwendig.
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8. Zusammenfassung

Das Bestreben, den Aufbau, die Funktion sowie die Entwicklung des Immunsystems zu
verstehen, steht schon lange Zeit im Zentrum des Interesses vieler Forschungsarbeiten,
insbesondere um auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse neue Behandlungsansitze fiir

immunologisch relevante Krankheitsbilder zu entwickeln.

Stillen konnte ein wichtiger Faktor sein, der bei der Entwicklung und Differenzierung von T-
Zell-Subpopulationen und Zytokinmustern im Séduglings- und Kindesalter eine bedeutende

Rolle spielt.

Die Zielsetzung der hier vorgelegten Promotionsarbeit war es, den potentiellen Effekt des
Faktors Stillen auf die Entwicklung, die Verteilung und die Differenzierung von Zell-
populationen sowie die Expression von Zytokinen bei gesunden Kindern zu untersuchen. Dies
geschah insbesondere im Hinblick auf einen moglicherweise vorhandenen Shift der relativen
Verteilung der THI1- und TH2-Zytokinen, da in retrospektiven Kohortenstudien bereits
gezeigt werden konnte, dass gestillte Kinder eine geringere Anfélligkeit gegeniiber schwer-
wiegenden bakteriellen Infektionen (BACHRACH ET AL., 2003) sowie einer verminderten
Inzidenz von Autoimmunerkrankungen (KOLETZKO ET AL., 1989; PISACANE ET AL., 1994)

aufweisen.

Die Studienkohorte bestand aus 196 gesunden Kindern im Alter zwischen 26 Tagen und 12
Jahren und 352 Tagen. Diese wurde in vier Altersgruppen unterteilt (<1, 1- <3, 3- <6 und 6-
<13 Jahre) und mittels eines Fragebogens im Hinblick auf ein moglicherweise vorhandenes
Bias beziiglich exogener Einflussfaktoren wie Impfungen, Nikotinexposition (FELESZKO ET
AL., 2006) und allergische Erkrankungen in der Familie (HRDY ET AL., 2010), die in diesem
Zusammenhang diskutiert werden, iliberpriift. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen.

Alle immunologischen Parameter wurden in peripherem, heparinisiertem Blut ermittelt.
Zunichst wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) eine Phénotypisierung, anhand von
antikdrpermarkierten Oberfldchenantigenen der T-, B- und NK-Zellpopulationen (,,Immun-
status‘‘), durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) mittels PMA und Ionomycin stimuliert und die Zytokinsekretion durch Brefeldin
blockiert. Durch FACS-Analyse wurde die nach 20-24 stiindiger Anregung in der Kultur
vorhandene intrazelluldrer Zytokinexpression von IL2, IFNy, TNFa, IL4, IL10, TGFp und
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IL17 in den T-Zellpopulationen ermittelt. In einem zweiten Schritt wurde der Quotient aus

IFNy und IL4 berechnet, um das Verhiltnis zwischen TH1 und TH2 zu analysieren.

Das Datenmaterial zeigt die Entwicklung der T-Zell-Subpopulationen mit dem Alter. Junge
Kinder zeigen eine durch regulatorische T-Zellen (Treg) bzw. THO-Zellen vorherrschende
TGFpP und IL2-Expression, wihrend éltere Kinder das gesamte Repertoire an TH1 (IFNy,
TNFa) und TH2-Zytokinen (IL4), insbesondere durch T-Gedichtniszellen, exprimieren.
Diese Ergebnisse bestitigten bereits zuvor beschriebene — vom Faktor Stillen unabhingige —
altersabhingige Veridnderungen der Zellpopulationen und der Zytokinexpression. Aus diesem

Grund konnte von einer ,,normalen Verteilung* der Studienkohorte ausgegangen werden.

Zwischen gestillten und nicht-gestillten Kindern hat sich gezeigt, dass sich die Grofe und das
Verhiltnis der iibergeordneten Zellpopulationen (T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen)
sowie die Reifung der T-Zellen (naive T-Zellen, T-Gedachtniszellen) bezogen auf das Alter
nicht unterscheiden. Hingegen zeigt der Faktor Stillen in der Tat einen Einfluss auf die
TH1/TH2-Balance. Bei gestillten Kindern lédsst sich eine stirkere Gewichtung in Richtung der
TH2-Zytokine feststellen (niedrigere IFNy/IL4-Ratio), so dass davon auszugehen ist, dass
Stillen einen so genannten TH2-Shift induziert. Dieses gegeniiber nicht-gestillten Kindern
,verschobene‘ Gleichgewicht bleibt bis zur Altersgruppe der 6-13 Jihrigen konstant. Gestillte
Kinder haben zudem, im Vergleich zu Formula-ernidhrten Kindern, ein hoheres Vermogen

TH1-Zytokine wie TNFa und IFNy zwischen dem dritten und sechsten Lebensjahr zu bilden.

Diese Daten entsprechen nicht einem vorherrschenden TH2-Muster und einer Allergie-
disposition, aber sie konnen die geringere Inzidenz von bakteriellen Infektionen im Vor-
schulalter (TH1-Antworten benotigt) und von TH1-vermittelten Autoimmunerkrankungen bei

gestillten Kindern erkliren.

Aufgrund der Ergebnisse wird deutlich, dass Muttermilch einen bedeutenden Einfluss auf das
Immunsystem hat. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass der Einfluss der Muttermilch-
erndhrung iiber den eigentlichen Zeitraum des Stillens hinausreicht. Eine Prigung des Immun-
systems durch die Muttermilch, wihrend der frithen Kindheit, erscheint deshalb sehr wahr-
scheinlich. Diese Ergebnisse sollten selbstverstindlich durch weiterreichende Studien, die
eventuell vorhandene weitere Storgrolen wie genetische Préadispositionen oder auch Umwelt-

toxine einschlieflen, verifiziert werden.
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Zudem wire es von Interesse welche in der Muttermilch enthaltene Stoffe zu diesem TH2-
Shift beitragen oder ob es sich bei den Einflussfaktoren vielmehr um in der Muttermilch nicht
enthaltene Stoffe handelt, die in Formula-Nahrung enthalten sind, wie zum Beispiel Kuh-

milchantigene.

Schlussendlich bleibt festzuhalten, dass Muttermilch erwiesene positive Vorteile mit sich
bringt, wie geringere Infektionsraten (Atemwegsinfektionen, Otitis media) und eine Risiko-
verminderung fiir bestimmte Erkrankungen (Diabetes mellitus Typl, Morbus Crohn, Multiple
Sklerose) im spiteren Leben. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen bestitigen, dass das Stillen
mit Muttermilch tatsdchlich einen Einfluss auf die Entwicklung des individuellen Immun-

systems hat, der auch nach dem Abstillen weiter anhilt.

Eine wichtige Rolle kann diese Erkenntnis bei der Beratung werdender Miitter spielen, gerade
in Hinblick auf ein gegebenenfalls erhohtes endogenes familidres Risiko fiir beispielsweise
Autoimmunerkrankungen. Folgearbeiten sind sicher wiinschenswert, um den pathophysio-

logischen Hintergrund dieser beobachteten Daten besser zu verstehen.
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Anhang

Fragebogen (Vorderseite):

Universitits-Kinderklinik Wiirzburg
Padiatrische Onkologis A

Fragebogen zur Untersuchung zum Immunmonitoring

Mams des Kindas: . e2h.

Esrkrankung:

SCHWANGERSCHAFT:

Wurde ihr Kind zum arrachneten Termin sesbhoren?
O Ia

O Frithgeboranes, Schwangarschaftearocha:

ERNAHRUNG:

Wurds Ihr Kind gestillt?
O Nein, Art dar Babvnahming:
O Voll gastillt weniger als 3 Wochan
O Voll gastillt 1-4Monata
O Voll gastillt 4-6 honate

O Voll gastillt langar als 6 Monate { Monate)
Ermnihren Sis ihr Kind veestarisch? Gibt s ireendwalcha Besondarheiten baziielich dar
Emihrune?

O Ia

O Main

O Besonderhsiten:

IMPFUNG:
Istihr Kind reenlér peimpfi?
O Ja
O HNain, gar nicht
O Es fehlen Impfungen;
walchaT

Padiztrische Intensivmedizin \’_L/
Drigelctar: Prof Ot Ch P. Spesr
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Anhang

Fragebogen (Riickseite):

Universitits-Kinderldinil Witrzburg
Padiatrische Onkalogie s
Padiztrische Intensivmedizin

Dtirelctar: Prof Dir. Ch P. Speer

ALLERGIEN:
Sind Allersian in der Familiz balannt?
Beim Kind:
O Main
O Ja
O Atopische Dermatitis
O Neurodermitis
O Asthma
O Hsuschnupfan
O Andera:
Bei der Mutter:
O Main
O Ja:

Bzim Vatar:
O MNain
O Ja:

INFEKTIONEN
Sind bai Threm Kind Erlranlkunesn balanmt? Wurds a5 schonsinmal weesn sinar
schvrerwisesndan Infeltion im Krankephaus behand=lt?
O Main
O Ja: Erkrankung:
Art der Infaktion:

TABAKKONSUM:
Fauchen Sia?
O Mezin, beida Eltarn rauchan nicht
O Ja, nurdar Vatar
O Ja, hutter odar Mutter und Vatar
O Auch in dar Schwangarschaft
O HNicht in der Schwangerschaft

\Jlelen Dank fir lhre Hllf.u,
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