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1. Einleitung

1.1Die Entwicklung des kindlichen Immunsystems — ein sensibler Prozess

von seinen Anfangen bis tber die Geburt hinaus

Bereits in der Schwangerschaft werden die Weichen fir ein gesundes kindliches
Immunsystem gestellt. Exogene und endogene Faktoren, die Einfluss auf die
werdende Mutter ausiiben, konnen bereits zu diesem friihen Zeitpunkt im Leben des
Kindes das Risiko flr diverse Erkrankungen im spateren Leben erhéhen (Chung et
al. 2007, Gluckman et al. 2008). So erklart sich beispielsweise auch die steigende
Pravalenz atopischer und autoimmuner Erkrankungen (EURODIAB ACE Study
Group 2000, Bach 2002, Asher et al. 2006, Schmitz et al. 2014) nicht allein durch
eine genetische Pradisposition (Hinz et al. 2012, Peters et al. 2012). Auch
Umweltfaktoren und deren epigenetische Effekte beeinflussen die Entwicklung des
kindlichen Immunsystems und die Entstehung dieser Erkrankungen (Chung et al.
2007, Metsala et al. 2008, Szyf 2009, Martino 2011). Die mutterliche Exposition
gegenuber Tabakrauch (Metsala et al. 2008, Hinz et al. 2012), Mikroben (McKeever
et al. 2002, Schaub et al. 2009) und Allergenen (Hagendorens et al. 2004, Peters et
al. 2012), die mutterliche Ernahrung (Chatzi et al. 2008, Palmer 2011) sowie die
Stressbelastung wahrend der Schwangerschaft (Sausenthaler et al. 2009, Peters et
al. 2012, Hartwig et al. 2014) gelten unter anderem als solche Umweltfaktoren, die
das Risiko fur Allergien und atopische Erkrankungen erhdhen. Bereits im
Nabelschnurblut des Neugeborenen kann sich dieses Risiko beispielsweise in der
Zusammensetzung, der unterschiedlichen Ausdifferenzierung und Funktionalitat der
hamatopoetischen Stammzellsubpopulationen und der regulatorischen T-Zellen
abzeichnen (Upham et al. 1999, Haddeland et al. 2005, Fernandes et al. 2008, Hinz
et al. 2012). Reguliert wird die Hamatopoese und damit auch die Differenzierung der
hamatopoetischen Stammzellen durch den Wachstumsfaktor FIt3L (Fms-related
tyrosine kinase 3 ligand) und seinen Rezeptor (Small et al. 1994, Weisel et al. 2009).
Beide greifen aul3erdem Uber die dendritischen Zellen und regulatorischen T-Zellen
in die Immunantwort ein (Karsunky et al. 2003, Swee et al. 2009, Klein et al. 2013).
Durch seine Regulationsmdglichkeit scheint der FIt3L und sein Rezeptors ebenfalls
eine Rolle fir die Pathogenese und den Verlauf allergischer und atopischer
Erkrankungen zu spielen, wie Studien zum therapeutischen Einsatz beider Faktoren
erahnen lassen (Agrawal et al. 2001, Edwan et al. 2005). Inwieweit der FIt3L in der
Schwangerschaft bereits Hinweise auf das Zellprofil des Nabelschnurblutes offenbart
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und damit einen Ausblick auf das Risiko fur die Entstehung von allergischen und
atopischen Erkrankungen bietet, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
Darauf aufbauend schliel3en sich die Betrachtungen denkbarer Einflussfaktoren auf
den FIt3L an. Vorerst sollen nun jedoch die Entwicklung und Besonderheiten des
kindlichen Immunsystems nachvollzogen und zwei wichtige Bestandteile dessen —
die hamatopoetischen Stammzellen und die regulatorischen T-Zellen — naher
beleuchtet werden, um den Ausgangspunkt fur alle weiteren Zusammenhange zu
verdeutlichen.

1.2 Die Genese des
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entstehenden hamatopoetischen Stammzellen besiedeln im Verlauf die embryonalen
Anlagen des Thymus (Haynes und Heinly 1995) und der Milz sowie das
Knochenmark, wo sich schlief3lich zwischen der 10. und 15. SSW die Hamatopoese
zu etablieren beginnt (Charbord et al. 1996). Hiervon ausgehend erfolgt nun die
Weiterentwicklung und Ausreifung der spateren hamatopoetischen und
lymphatischen Organe (Cumano und Godin 2007). Abbildung 1 skizziert den
zeitlichen Verlauf dieser Entwicklung.

Die Entwicklung des T-Zell-Pools

Zwischen der 7. und 8. SSW wird die embryonale Anlage des Thymusepithels von
hamatopoetischen Stammzellen besiedelt (Haynes und Heinly 1995, Res und Spits
1999). Dies stellt den Ausgangspunkt fir die weitere T-Zell-Differenzierung dar.
Bereits ab der 8. SSW lassen sich erste reife T-Zellen nachweisen (Haynes und
Heinly 1995). Ab der 14. SSW zeigen sich regulatorische T-Zellen (Sakaguchi et al.
2010), die ab diesem Zeitpunkt die fetalen Organe besiedeln. Mit der 20. SSW ist die
Organogenese des Thymus abgeschlossen. Darauf folgt ein starkes
GroRRenwachstum (Haynes und Hale 1998) und das T-Zellrepertoire erweitert sich. Im
Verlauf erfolgt im Thymus die Selektion der T-Zellen. Zum einen sorgt die positive
Selektion unreifer doppelt positiver CD4CD8-Zellen daflr, dass T-Zellen nur weiter
zu einfach positiven CD4- oder CD8-Zellen ausreifen kdnnen, wenn sie in der Lage
sind, Selbst-MHC-Molekule zu erkennen (Cantani 2008, Murphy et al. 2009). Zum
anderen wird durch negative Selektion eine ausreichende Selbsttoleranz
gewahrleistet, indem stark autoreaktive T-Zellen in die Apoptose geleitet werden
(Cantani 2008, Murphy et al. 2009). Auf den Selektionsprozess folgt schlief3lich die
Emigration der naiven T-Zellen in das Blut und damit die Etablierung des peripheren
T-Zell-Pools (Haynes und Hale 1998, Murphy et al. 2009, Sakaguchi et al. 2010).

Physiologische Besonderheiten des kindlichen Immunsystems

Auch wenn die Entwicklung des kindlichen Immunsystems schon zu einem sehr
frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft beginnt, ist dieser Prozess weder mit der
Geburt des Kindes abgeschlossen noch erreicht das Immunsystem zu diesem
Zeitpunkt die Funktionalitdt des adulten (Adkins et al. 2004, Levy 2007, Ygberg und
Nilsson 2012, Speer und Gahr 2013). Vermindert funktionsfahige Immunzellen und



eine eingeschrankte Immunantwort kennzeichnen das Immunsystem des
Neugeborenen, wodurch eine nur unzureichende Abwehr von Infektionen bedingt ist
(Adkins et al. 2004, Ygberg und Nilsson 2012, Speer und Gahr 2013). Abhangig vom
Zelltyp auBert sich diese Beeintrachtigung beispielsweise in verminderter
Zytokinproduktion, reduzierter Zytotoxizitat oder verringerter Mitogenstimulierbarkeit
(Adkins et al. 2004, Levy 2007, Schaub et al. 2008b, Ygberg und Nilsson 2012,
Speer und Gahr 2013). Nabelschnurblutanalysen geben bereits unmittelbar nach der
Geburt Auskunft Uber die Reife des kindlichen Immunsystems (Basford et al. 2010,
D'Alessio et al. 2011).

Mit dem Austritt aus der mutterlichen Umgebung im Rahmen der Geburt steht das
Immunsystem des Kindes nun vor der Aufgabe weiter auszureifen. Es muss sich der
gegenuber dem intrauterinen Milieu aufRerst nuancenreichen Keimbesiedelung der
neuen Umwelt stellen, um so im Jugendalter schlie3lich seine volle
Funktionsfahigkeit erreichen zu kdnnen (Levy 2007, Ygberg und Nilsson 2012, Speer
und Gahr 2013, Aagaard et al. 2014).

1.3 Die hamatopoetische Stammzelle — Grundstein des Immunsystems
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Aumdiller et al. 2010). Aus den hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark
gehen fortdauernd neue Zellen dieser Art hervor, die im Verlauf in der lymphatischen
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veranschaulicht, geschieht dies Uuber Vorlauferzellen, die sich in ihrer



Ausdifferenzierung und damit ihrem Differenzierungspotenzial unterscheiden
(Passegué et al. 2003). Uber primitive oligopotente Progenitorzellen entwickeln sich
schlief3lich die reifen Zellen (Ogawa et al. 1983, Dexter und Spooncer 1987, Aumdiller
et al. 2010).

Das sensible Gleichgewicht der Hamatopoese wird durch Wachstums-  und
Transkriptionsfaktoren, Chemokine und die jeweiligen Rezeptoren reguliert (Dexter
und Spooncer 1987, Broxmeyer 2008, Aumdiller et al. 2010). Eine wichtige Rolle fur
diese Regulation spielen hierbei der Wachstumsfaktor FIt3L und sein Rezeptor
(Small et al. 1994). Sie werden in Abschnitt 1.4 ausfuhrlich besprochen. Wird das
hamatopoetische Gleichgewicht aus Zellerneuerung, Differenzierung und Zelltod in
besonderem Ausmald gestort, konnen daraus hamatologische Erkrankungen wie
beispielsweise Leukamien resultieren (McCulloch 1983, Parcells et al. 2006).

Die hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut - Spiegel des

kindlichen Immunsystems

Hamatopoetische Stammzellen sind nicht nur im Knochenmark zu finden, sondern
auch als mobilisierte Zellen im peripheren Blut (Barr et al. 1975). Das
Nabelschnurblut eines  Neugeborenen beinhaltet eine gro3e Menge
hamatopoetischer Stammzellen, was unter anderem dessen Wichtigkeit fur
Stammzelltransplantationen unterstreicht (Broxmeyer et al. 1989, Broxmeyer et al.
1992). Doch nicht nur fur die Diagnostik und Therapie hamatologischer
Erkrankungen ist das Nabelschnurblut von Bedeutung. Anhand diverser in
unterschiedlichem AusmalR exprimierter Oberflachenmolekile geben die
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen Auskunft Uber ihren Reife- und
Differenzierungsgrad. Oberflachenproteine wie CD34, CD133 und CD38 ermoglichen
es, den Differenzierungsgrad der Zellen zu unterscheiden und Stamm- von
Progenitorzellen und reifen Zellen abzugrenzen (Haddad 2004, Basford et al. 2010,
D'Alessio et al. 2011, Takahashi et al. 2014). Mithilfe des Nabelschnurblutes ist es
maoglich, die Reife des Kindes hinsichtlich der korperlichen Entwicklung und des
hamatopoetischen Systems zu charakterisieren und somit auch die Reife des
kindlichen Immunsystems zu beurteilen (Ballen et al. 2001, Aroviita et al. 2004,
Bizzarro et al. 2007, Rong-Hwa et al. 2008, D'Alessio et al. 2011, Wen et al. 2012).

Bereits zu diesem friihen Zeitpunkt kdnnen so beispielsweise anhand der Variabilitat



des Nabelschnurblutprofils prognostische Aussagen bezlglich des Risikos, eine
respiratorische oder atopische Erkrankung zu entwickeln, getroffen werden (Upham
et al. 1999, Fernandes et al. 2008).

Beeinflusst wird die Zusammensetzung des Nabelschnurblutes hinsichtlich
hamatopoetischer Stammzellen zum Beispiel durch miutterliche Eigenschaften wie
die Veranlagung fiur atopische Erkrankungen oder Variablen wie vorausgegangene
Schwangerschaften oder der Geburtsmodus (Rong-Hwa et al. 2008, Reece et al.
2011).

1.4 Die regulatorische T-Zelle - Stellschraube zwischen Toleranz und
Abwehr

Regulatorische T-Zellen sind durch ihre suppressive Aktivitat an der Kontrolle der
Immunantwort beteiligt. Sie sorgen fur die Toleranz des Immunsystems gegeniber
eigenen und fremden Antigenen (Murphy et al. 2009, Schmetterer et al. 2012).
Kommt es zur Stdrung dieser regulativen Funktion, kdnnen daraus unter anderem
Autoimmunerkrankungen, atopische Erkrankungen und Allergien resultieren (Murphy
et al. 2009, Sakaguchi et al. 2010). In der Schwangerschaft sind die regulatorischen
T-Zellen fur die gegenseitige Toleranz des mitterlichen und fetalen Immunsystems
Uberlebenswichtig (Aluvihare et al. 2004).

Bei den regulatorischen T-Zellen handelt es sich um eine heterogene Subpopulation
(Murphy et al. 2009). Die Zellen finden sich im peripheren Blut sowie im
Nabelschnurblut und werden durch Oberflachenmolekile wie CD25, dass sie in
hohem Malfie exprimieren, CD4 und CD45RA von anderen T-Zellen abgegrenzt und
in verschiedene Reifegrade unterteilt (Clement et al. 1990, Jonuleit et al. 2001,
Baecher-Allan et al. 2001, Murphy et al. 2009, Schmetterer et al. 2012). Die
suppressive  Aktivitat der regulatorischen T-Zellen lasst sich Uber den
Transkriptionsfaktor FoxP3, der ein spezifischer Marker dieser Zellen ist, abschatzen
(Fontenot et al. 2005, Godfrey 2005, Murphy et al. 2009).

Die regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut — Wie gesund wird das Kind?

Nicht allein die hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut eignen sich, um
die Reife des kindlichen Immunsystems zu beurteilen. Die regulatorischen T-Zellen

im Nabelschnurblut spiegeln ebenfalls den Entwicklungsstand des Kindes und damit
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auch des kindlichen Immunsystems wider (Clement et al. 1990, Steinborn et al. 2010,
Mukhopadhyay et al. 2014). Daruber hinaus ist es mit ihrer Hilfe moglich, eine
Aussage Uber das Risiko fur die Entwicklung einer atopischen oder allergischen
Erkrankung zu treffen (Hagendorens et al. 2004, Haddeland et al. 2005, Smith et al.
2008, Hinz et al. 2012). Umwelteinflisse, miutterliche Atopie und der mitterliche
Immunstatus in der Schwangerschaft wirken auch hier mitbestimmend auf das
Reifeprofil und die Funktionalitat der Zellen im Nabelschnurblut (Hagendorens et al.
2004, Schaub et al. 2008a, Schaub et al. 2009, Hinz et al. 2012).

1.5 Der FIt3-Ligand und sein Rezeptor

Der FIt3-Ligand

Der FIt3L (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand) ist ein Wachstumsfaktor, der tber
den Tyrosin-Kinase-Rezeptor CD135 (auch Flk-2, STK-1) die Proliferation von
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen reguliert (Lyman et al. 1993, Lyman
et al. 1994, Hannum et al. 1994). Er tritt als Homodimer auf und ahnelt in Grél3e und
Struktur den hamatopoetischen Wachstumsfaktoren CSF-1 und SCF, die ebenfalls
zu den Transmembranproteinen vom Typ 1 gezahlt werden (Lyman et al. 1993,
Hannum et al. 1994). Sowohl die membrangebundene als auch die I6sliche Form des
FIt3L zeigen biologische Aktivitat (Lyman et al. 1993, Lyman et al. 1994, Hannum et
al. 1994).

Der FIt3L verbessert die Wirkung von Wachstumsfaktoren auf Stamm- und primitive
Vorlauferzellen und sorgt so fur eine bessere Zellproliferation und eine erhohte
Gesamtzellzahl (Nakamori et al. 2012). Er nimmt — mit Ausnahme der erythroiden -
Einfluss auf die Generierung aller myeloiden Zelllinien (Hannum et al. 1994,
Nakamori et al. 2012). AuRBerdem besitzt der FIt3L einen wichtigen Stellenwert in der
T-Zell-Entwicklung (Hannum et al. 1994). Fur die Generierung friuher NK und B-
Zellstadien aus hamatopoetischen Progenitorzellen und als Wachstumsfaktor fur
dendritische Zellen ist der Ligand ebenfalls von Bedeutung (Maraskovsky et al. 1996,
Tobon et al. 2010, Nakamori et al. 2012). Vermittelt durch die dendritischen Zellen
sorgt der FIt3L aul3erdem fiir eine Vermehrung regulatorischer T-Zellen (Klein et al.
2013). Es ist offensichtlich, dass der FIt3L an vielen Punkten fir die Entwicklung und
Funktionalitét des Immunsystems essenziell ist, weshalb seine Rolle in der

Schwangerschaft in der vorliegenden Arbeit untersucht werden soll.
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Der FIt3-Rezeptor

Der Rezeptor fur den FIt3L, CD135, z&ahlt ebenso wie die Rezeptoren fir CSF-1 und
SCF (Ullrich und Schlessinger 1990), denen er strukturell &hnelt (Rosnet et al. 1993),
zu den Tyrosin-Kinase-Rezeptoren der Klasse 3 (Rosnet et al. 1991, Matthews et al.
1991, Rosnet et al. 1993, Small et al. 1994, Murphy et al. 2009). Das Gen fir den
humanen Flt3-Rezeptor liegt auf dem Chromosomenabschnitt 1312 (Rosnet et al.
1991). Zur Expression kommt es vor allem auf Stamm- und Progenitorzellen des
hamatopoetischen Systems (Matthews et al. 1991, Small et al. 1994, Rappold et al.
1997, Murphy et al. 2009). Seine funktionelle Bedeutung liegt vor allem in der
Regulation der Hamatopoese. Er beeinflusst die Proliferation und das Wachstum
friher ha&matopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (Small et al. 1994,
Mackarehtschian et al. 1995, Weisel et al. 2009).

Die Bedeutung des FIt3L und seines Rezeptors fur Erkrankungen des

Immunsystems

Eine Fehlregulierung durch den FIt3L und seinen Rezeptor kann die Entstehung
hamatologischer Erkrankungen zur Folge haben. Eine erhdhte Expression des FIt3-
Rezeptors wurde bei verschiedenen Leukamieformen nachgewiesen (Birg et al.
1992, Rosnet et al. 1993). Bei Patienten mit Fanconi-Andmie und erworbener
aplastischer Anamie zeigten sich massiv erhohte FIt3L-Serumkonzentrationen
(Lyman et al. 1995).

Neben onkologischen Krankheitsbildern ist dem FIt3L auch bei allergischen und
Autoimmunerkrankungen eine klinische Bedeutung beizumessen, weshalb er
vermehrt in den Fokus der Forschung ruckt. Das Sjogren-Syndrom, eine
Autoimmunerkrankung, die sich an Tranen- und Speicheldrisen manifestiert, geht
beispielsweise mit erhéhten Serum-FIt3L Levels einher. Seine Krankheitsaktivitat und
das Risiko fur eine Lymphomentwicklung werden durch die FIt3L Level beeinflusst
(Tobon et al. 2010). In der Therapie von Autoimmunerkrankungen gilt der Flt3-
Rezeptor  als madglicher Ansatzpunkt fir eine immunsuppressive Therapie
(Whartenby et al. 2005). Im Mausmodell zeigte sich bei einer Behandlung mit FIt3L
ein stadienabhéangiger Einfluss auf den Krankheitsverlauf eines

autoimmunassoziierten Diabetes mellitus Typ-1 (van Belle et al. 2010). In der
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Therapie des allergischen Asthmas zeigte sich ebenfalls im Mausmodell durch die
Behandlung mit dem FIt3L beziehungsweise mit einem das humane FIt3L-Gen
enthaltende Plasmid ein positiver praventiver und therapeutischer Effekt (Agrawal et
al. 2001, Edwan et al. 2005). Inwieweit der FIt3L als prognostischer Marker fur die
Entwicklung von atopischen, allergischen oder autoimmunen Erkrankungen geeignet
ist, bleibt von Interesse. Erste Betrachtungen zu dieser Fragestellung werden in der
vorliegenden Arbeit angestellt.

Der FIt3L und sein Rezeptor bei Mutter und Kind

Obgleich die Analysen von Nabelschnurblut und damit die Betrachtung des FIt3L im
Hinblick auf Stammzelltransplantationen und hamatoonkologische Fragestellungen
einen groBen Raum in der Forschung einnehmen, ist wenig bekannt Uber den
Einfluss des FIt3L auf die Reife des kindlichen Immunsystems im Verlauf der
Schwangerschaft und zum Zeitpunkt der Geburt. Wenige Studien haben sich mit
mutterlichem und kindlichem FIt3L und dessen Rezeptor beschaftigt (Malamitsi-
Puchner et al. 2005, Gonzalez et al. 2009). Malamitsi-Puchner et al. beschrieben
beispielsweise einen Zusammenhang zwischen mutterlichen Flt3-Level kurz vor der
Entbindung, jenen im Nabelschnurblut und den entsprechenden Level des
Neurotrophin-3 (NT-3), einem Faktor, dem neben seinem Einfluss auf die
Hirnentwicklung auch eine Beteiligung an immunologischen Reaktionen
zugesprochen wird (Malamitsi-Puchner et al. 2005). Ein Zusammenhang mit dem
Geschlecht, dem Gestationsalter oder dem Geburtsmodus und den genannten
Faktoren konnte die Arbeitsgruppe jedoch nicht darstellen (Malamitsi-Puchner et al.
2005). In den von Gonzales et al. dokumentierten Versuchen fanden sich im Plasma
des Nabelschnurblutes termingeborener Kinder um ein Vielfaches hohere
Konzentrationen des FIt3L als im mutterlichen Plasma (Gonzalez et al. 2009). Die
Versuche der Wissenschaftler zeigten auch, dass die Konzentrationen des FIt3L im
Nabelschnurblut frihgeborener Kinder hoher waren als jene bei termingerecht
geborenen Kindern (Gonzalez et al. 2009). Im neonatalen Mausmodell konnte durch
die Behandlung mit FIt3L ein positiver Effekt auf die Immunantwort und damit das
Langzeituberleben nach einer Infektion induziert werden (Vollstedt et al. 2003). Ob
jedoch bereits in der Schwangerschaft und im Nabelschnurblut anhand des FIt3L

eine Aussage Uber die Reife des kindlichen Immunsystems getroffen werden kann

13



und welche Einflussfaktoren diesbeziglich eine Rolle spielen, wurde noch nicht

untersucht. Dies wird deshalb im Fokus dieser Arbeit stehen.

1.6 Einflussreiche Schwangerschaft — programmierte Gesundheit

Die Entwicklung des kindlichen Immunsystems ist ein Uber die gesamte
Schwangerschaft andauernder und noch dartber hinausreichender Prozess (Ygberg
und Nilsson 2012). Wahrend dieser Zeit bietet sich Einflussfaktoren eine breite
Angriffsflache, die die spéatere Gesundheit des Kindes im Sinne einer fetalen
Programmierung modulieren, was zunachst im Zusammenhang mit der Entstehung
eines Diabetes mellitus (Hales und Barker 1992) und einer Adipositas (Whitaker und
Dietz 1998) diskutiert wurde. Mutterliches Alter, miitterliches Gewicht und Stress
wahrend der Schwangerschaft sind ebensolche Faktoren, die nicht nur im Hinblick
auf den Schwangerschaftserfolg eine intensivere Betrachtung sinnvoll machen (Nohr
et al. 2008, Nakamura et al. 2008, Chantrapanichkul und Chawanpaiboon 2013).
Auch in der Diskussion um mdgliche Risikokonstellationen beziglich der Entwicklung
des kindlichen Immunsystems erfordern sie eine tiefer gehende Untersuchung. In
den Betrachtungen der vorliegenden Arbeit werden sie deshalb ebenfalls Beachtung
finden.

Zu jung, zu alt — Risikofaktor mutterliches Alter?

In den Diskussionen um Risikoschwangerschaften ist das miutterliche Alter
omniprasent. Sowohl ein extrem niedriges als auch ein hohes miutterliches Alter
stellen ein erhdhtes Risiko fur Schwangerschaftserkrankungen und —komplikationen,
Frihgeburtlichkeit und intrauterine Wachstumsrestriktion dar (Alshami et al. 2011,
Chantrapanichkul und Chawanpaiboon 2013, Xiaoli und Weiyuan 2014). Dass ein
erhohtes mautterliches Alter ebenso das Auftreten von genetischen Defekten
bedingen kann, ist bekannt (Schaaf und Zschocke 2013). Auch im Hinblick auf das
kindliche Immunsystem zeigt sich der Einfluss des mitterlichen Alters. So kann
sowohl ein sehr niedriges als auch ein hohes mitterliches Alter das Risiko flr
Symptome kindlicher Atemwegsobstruktion und Asthma erhéhen (Sherriff et al. 2001,
Dik et al. 2004).

Ob sich der Einfluss des mutterlichen Alters dariiber hinaus auch in Bezug auf die

Entwicklung des kindlichen Immunsystems zeigt und in den Flt3L-Konzentrationen in
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der Schwangerschaft und im Nabelschnurblut widerspiegelt, wird ebenfalls in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

Zuviel des Guten — Risikofaktor Gewicht?

Die Einflisse des miitterlichen Gewichts und der mutterlichen Gewichtszunahme auf
den Schwangerschaftsverlauf und —erfolg wurden in zahlreichen Studien untersucht
(Nohr et al. 2008, Gaillard et al. 2013, Ferrari et al. 2014). Doch nicht nur im Hinblick
auf das unmittelbare Schwangerschaftsergebnis, sondern auch in Bezug auf die
weitere gesundheitliche Entwicklung des Kindes, kommt dem mitterlichen Gewicht
und der Gewichtszunahme in der Schwangerschaft eine grof3e Bedeutung zu.
Ubergewicht und eine exzessive Gewichtszunahme erhéhen beispielsweise nicht nur
das Risiko fir das Kind, selbst an Ubergewicht und einem metabolischen Syndrom
zu leiden (Boney 2005, Gaillard et al. 2013). Auch die Entwicklung kindlichen
Asthmas und anderer Atemwegserkrankungen im Kindesalter wird dadurch
beglnstigt (Haberg et al. 2009, Kumar et al. 2010, Lowe et al. 2011, Harpsge et al.
2013, Ekstrom et al. 2014).

Die Frage, inwieweit sich ein Einfluss des mutterlichen Gewichts auf das kindliche
Immunsystem bereits im Nabelschnurblut nachvollziehen lasst, bleibt derzeit noch

unbeantwortet und wird ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit sein.

Stress in der Schwangerschaft — Gestresste Mutter, gestresstes Kind?

Die Wurzeln der Stressforschung liegen in der wissenschaftlichen Arbeit von H.
Selye. Dieser untersuchte bereits im Jahr 1936 Stress als Reaktion eines
Organismus auf schadliche Substanzen oder Stimuli, den sogenannten Stressoren
(Selye 1998).

In der Schwangerschaft betreffen diese Stressoren gleichsam zwei Organismen.
Wahrend dieser Zeit befindet sich das mditterliche Immunsystem in einem
empfindlichen Gleichgewicht, um den Fetus immunologisch tolerieren zu kdénnen
(Reinhard et al. 1998, Arck und Hecher 2013, Arck et al. 2014). Diese Balance kann
durch Stress beeinflusst werden und sich nicht nur auf den Schwangerschaftserfolg,
sondern durch fetale Programmierung auch auf die spatere Gesundheit des
Neugeborenen auswirken (Knackstedt et al. 2005, Arck et al. 2007, Nakamura et al.

2008, Parker und Douglas 2010, Solano et al. 2011). Pranataler Stress begunstigt so
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zum Beispiel die Entstehung von Asthma und anderen atopischen Erkrankungen
(von Hertzen 2002, Sausenthaler et al. 2009, Hartwig et al. 2014).

Doch nicht erst im Sauglings- oder Kleinkindalter, wenn sich Allergien und atopische
Erkrankungen erstmals manifestieren, zeigt sich dieser Einfluss von pranatalem
Stress. Bereits im Nabelschnurblut kdnnen diesbezlglich Veranderungen
nachgewiesen werden. So lieBen sich bei hohem miutterlichen pranatalen Stress
beispielsweise erhdhte Immunglobulin-E(IgE)-Konzentrationen im Nabelschnurblut
messen, was mit einem erhdhten Risiko fur atopische Erkrankungen assoziiert sein
kann (Ferguson et al. 2009, Peters et al. 2012). Auch zeigten sich bei pranatalem
Stress veranderte Zytokinantworten im Nabelschurblut, welche ebenfalls das Risiko
fur die Entstehung allergischer Erkrankungen beeinflussen kdnnen (Wright et al.
2010).

Inwieweit sich der Einfluss des pranatalen Stresses in den FIt3L-Konzentrationen und
in Zellsubpopulationen im Nabelschnurblut widerspiegelt, soll in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden.

1.7 Zielsetzungen

Die vorliegende Arbeit erforscht den Einfluss des FIt3L auf die Reife des kindlichen
Immunsystems.

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, werden folgende Unterpunkte beleuchtet:

e der Zusammenhang des miitterlichen FIt3L wahrend der Schwangerschaft und
des kindlichen FIt3L im Nabelschnurblut

e der Zusammenhang des FIt3L im Nabelschnurblut mit der Reife der
hamatopoetischen  Stammzellen und regulatorischen  T-Zellen im

Nabelschnurblut

e der Einfluss des miutterlichen FIt3L in der Schwangerschaft auf die

Zellpopulationen im Nabelschnurblut

Dariiber hinaus werden folgende Faktoren im Hinblick auf ihren Einfluss auf den

FIt3L und das kindliche Immunsystem untersucht:

e das Gestationsalter
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e der kindliche Ponderalindex
e die mutterliche Gewichtszunahme in der Schwangerschaft
e das mutterliche Alter

e der mutterliche Stress wahrend der Schwangerschaft

Anhand der untersuchten Punkte wird weiterfihrend die Frage diskutiert, inwieweit
bereits anhand des FIt3L in der Schwangerschaft und im Nabelschnurblut Aussagen
Uber das Risiko, spater Allergien oder Asthma zu entwickeln, getroffen werden
kénnen und ob sich daraus ein moglicher pradiktiver Wert des FIt3L im Hinblick auf

die beschriebene Problematik ergeben kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Rekrutierung von Studienteilnehmerinnen

Die Rekrutierung der Studienteilnehmerinnen erfolgte im Rahmen der ,Prince-Studie’
(Prince — Prenatal Identification of Children’s Health), die in Zusammenarbeit
zwischen der Klinik fir Geburtshilfe und Pranatalmedizin mit dem Labor fir
Experimentelle Feto-Maternale Medizin am Universitatsklinikum Eppendorf in
Hamburg seit dem Jahre 2011 durchgefuhrt wird. In die Studienpopulation dieser
Arbeit wurden jene Teilnehmerinnen der ,Prince-Studie’ - mitsamt ihren
Neugeborenen - eingeschlossen, die im Zeitraum Januar bis Oktober 2012 am UKE
entbunden haben.

Die Teilnahme an der Studie war freiwillig. Die Teilnehmerinnen wurden Uber den
Studienablauf aufgeklart und unterzeichneten eine Einverstandniserklarung. Ein
positives Ethikvotum lag vor. Die erforderlichen Daten wurden in pseudonymisierter
Form erhoben und ausgewertet. Es wurden ausschlie3lich nichtrauchende Frauen
mit Einlingsschwangerschaften rekrutiert. Minderjahrige Schwangere,
Schwangerschaften als Resultat einer kunstlichen Befruchtung und Frauen mit

bekannten Infektionen (HIV, HBV etc.) waren von der Studie ausgenommen.

2.2 Studienablauf

An drei Untersuchungszeitpunkten - um die 14., 24. und 36. SSW — wurden bei den
Teilnehmerinnen jeweils 7,5 ml Blut in eine Sarstedt Monovette® Serum-Gel
entnommen. Aus diesem erfolgte innerhalb von zwei Stunden die Gewinnung von
Serum, in welchem zu einem spateren Zeitpunkt die FIt3L-Serumkonzentrationen
mittels ELISA bestimmt wurden. Zuséatzlich wurde an diesen drei Zeitpunkten der von
den Probandinnen in der Schwangerschaft erlebte Stress mit Hilfe des Stress-CAT-
Fragebogens erhoben. Am ersten Untersuchungstermin wurden zudem
soziodemographische, schwangerschafts- und allgemeinanamnestische Daten
mittels Fragebogen erfasst. Diese Daten sind den Tabellen zur Beschreibung der
Studienpopulation im Ergebnisteil zu entnehmen.

Nach der Geburt wurden jeweils 7,5 ml Nabelschnurblut in eine Sarstedt Monovette®
Serum-Gel und zwei Sarstedt Monovetten® EDTA entnommen. Die

Weiterverarbeitung des Nabelschnurblutes fir die durchflusszytometrischen
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Analysen, die Isolation von PBMCs und die Gewinnung von Serum zur FIt3L-
Serumkonzentrationsbestimmung mittels ELISA erfolgte innerhalb von 12 Stunden.
Nach der Entbindung wurden die Teilnehmerinnen gebeten, einen kurzen
Fragebogen zu Schwangerschaftskomplikationen und dem Verlauf der Entbindung
auszufullen. In diesem Zusammenhang wurden auch die Daten der Neugeborenen
erhoben. Die Angaben finden sich ebenfalls in den Tabellen zur Beschreibung der
Studienpopulation im Ergebnisteil.

2.3 Methoden

2.3.1 Computer Adaptiver Test zur Erfassung von Stress (Stress-CAT)

Der Stress-CAT wurde gewahlt, um den von den Studienteilnehmerinnen in der
Schwangerschaft wahrgenommenen Stress zu erfassen. Die Erhebung erfolgte zu
allen drei Untersuchungszeitpunkten.

Der Fragebogen wurde auf Grundlage einer Item-Datenbank entwickelt, die sich aus
Items der Stressfragebdgen PSQ, TICS, ABF und FESB zusammensetzt (Kocalevent
et al. 2009). Es wurde von den Teilnehmerinnen in den zurtckliegenden vier
Monaten wahrgenommener Stress erfasst.

Der Fragebogen beinhaltete 10 Items, die auf einer Skala von 1 bis 5 (1 ,nie 2
'selten* 3 ‘'manchmal’ 4 'haufig‘5 ’sehr hdufig‘) zu bewerten waren. Der Gesamtscore
berechnete sich aus der Summe der Punktwerte (1-5) der einzelnen Items dividiert
durch die Anzahl der Items. Je groBer der von den Teilnehmerinnen

wahrgenommene Stress war, desto hoher fiel der Gesamtscore aus.

2.3.2 Isolierung peripherer mononukleérer Zellen (PBMCs)

Die Isolierung der PBMCs erfolgte durchgehend unter sterilen Bedingungen unter
der Abzugshaube (MSC-Advantage, Thermo Scientific).

Das EDTA-Blut wurde, nach Abnahme des Blutes fur die Oberflachenfarbung im
Vollblut, in einer 50 ml Cellstar®-Tube (greiner bio-one) gesammelt. Das Volumen
wurde ermittelt und danach phosphatgepufferte Salzldsung (Dulbecco’s PBS (1x)
Without Ca & Mg, PAA Laboratories GmbH) in gleichem Volumenanteil zugegeben
und gemischt. Anschliel3end wurden in drei 15 ml Cellstar®-Tubes (greiner bio-one)
je 4 ml Lymphozytentrennmedium (LSM 1077 Lymphocyte Seperation Medium, PAA
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Laboratories GmbH) vorgelegt und danach in jede Tube die gleiche Menge der
Suspension (circa 8 ml) vorsichtig dariber geschichtet. Die Roéhrchen wurden
darauffolgend bei 400g und Raumtemperatur fur 35 Minuten ohne Bremse und
Beschleunigung zentrifugiert (ZentrifugeRotina 380 R, Hettich Zentrifugen).

Im Anschluss wurde der Uberstand bis auf 1 cm Uber der Interphase abgesaugt
(Vacusafe Comfort, IBS Integra Biosciences), die Lymphozytenschicht mit sterilen
Pasteurpipetten (Einweg-Pasteurpipetten 3,2 ml, Carl Roth GmbH) isoliert und in
einer 50 ml Cellstar®-Tube gesammelt. Danach wurde das Rdhrchen auf 50 ml mit
kaltem PBS aufgefullt und bei Raumtemperatur und 350g tber 10 min zentrifugiert.
Im nachsten Schritt wurde erneut der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in etwas
kaltem PBS gel6st und dann wieder mit PBS auf 25 ml aufgefillt. Eine weitere
Zentrifugation bei 4°C und 300g Uber 7 Minuten schloss sich an. Danach wurde
erneut der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml eines Mediums aus RPMI-
1640 (gibco® by life technologies™) und 10 % fetalen Rinderserums (FBS, gibco®
by life technologies™) aufgenommen.

10 pl dieser Losung wurden dann zu 90 pl Tark-Lésung (Flucal Analytical) gegeben.
Danach wurden 10 ul der Loésung fir die mikroskopische Bestimmung (Mikroskop,
Objektiv Ph1 10/0.22, Carl Zeiss) der Zellzahl in der Zahlkammer (Neubauer bright
line, Marienfeld Germany) verwendet.

AbschlieBend wurde aus den PBMCs das einer Million Zellen entsprechende
Volumen entnommen, in ein Polystyrol-Rundbodenréhrchen (BD Falcon Polystyrene
Round-Bottom Tube, BD Biosciences) aufgenommen und im weiteren Verlauf fir das

Protokoll zur intrazellularen Farbung mit FoxP3-Antikérpern verwendet.

2.3.3 Durchflusszytometrie

Prinzip

Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, diverse Merkmale von Zellen
darzustellen, die Expression verschiedenster Oberflachenrezeptoren zu untersuchen
und unterschiedliche Zelltypen zu identifizieren. Voraussetzung hierftr ist die
Markierung der zu untersuchenden Zellen mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Antikorpern. Die Probe der markierten Zellen wird nach entsprechender Préparation
im Durchflusszytometer angesaugt. Die Zellen werden in einem Flussigkeitsstrom

vereinzelt und durch einen Laserstrahl geleitet. Gro3e und Granularitat beeinflussen
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zum Einen die Streuung des Laserlichtes. Zum anderen werden die Fluorochrome
der Antikdrper durch die unterschiedlichen Wellenlangen der Laser angeregt. So
kénnen unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten detektiert werden, die Aufschluss

Uber die Eigenschaften der Zellen geben (Schitt und Broker 2011).

Oberflachenfarbung des Nabelschnurblutes

Fur die Oberflachenfarbung wurden je 100 pl EDTA-Nabelschnurblut in zwei
Polystyrol-Rundbodenréhrchen vorgelegt. Jedem Réhrchen wurden anschlie3end 70
pl eines spezifischen Antikérper-Gemisches zugegeben. Die verwendeten Antikdrper

sind Tabelle 1 und 2 zu entnehmen.

Antigenspezifitdt Fluorochrom Klon Verdinnung Hersteller
CD4 V500 RPA-T4 1:10 BD Biosciences

CD127 Bv421 A019D5 1:10 BioLegend

CD45R0O FITC UCHL1 1:3 BioLegend

CD25 PE BC96 1:4 BioLegend

CD39 PE/Cy7 Al 1:3 BioLegend

CD3 APC/Cy7 SK7 1:10 BioLegend

Tabelle 1 Verwendete Antikorper fur die durchflusszytometrischen Analysen der regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut
(Réhrchen 1)

Antigenspezifitdt Fluorochrom Klon Verdinnung Hersteller
CD45 V500 HI30 1:3 BD Biosciences
CD38 BVv421 HIT2 1:10 BioLegend
CD135 PE BV10A4H2 pur BioLegend
CD34 PE/Cy7 581 pur BioLegend
CD133 APC 293C3 pur Miltenyi Biotec

Tabelle 2 Verwendete Antikorper fir die durchflusszytometrischen Analysen der hamatopoetischen Stammzellen im
Nabelschnurblut (R6hrchen 2)

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden
den Réhrchen je 1 ml Lyse-Lésung (BD FACS™ Lysing Solution, BD Biosciences) in
einer Verdinnung von 1:10 zugegeben. Nach einer weiteren 10-mindtigen
Inkubationszeit unter gleichen Bedingungen wurden die Proben bei 1500 rpm Uber 5
Minuten zentrifugiert. Sodann wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet in 3 ml PBS
aufgenommen und bei 1500 rpm dber 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde

der Uberstand erneut dekantiert.
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Erschien das Zellpellet zu diesem Zeitpunkt noch blutig (rétlich-orange), erfolgte eine
erneute Zugabe von 300 pl Lyse-LOsung. Nach einer Inkubationszeit von 2 bis 3
Minuten und anschliel3ender Zentrifugation bei 1500 rpm tber 5 Minuten wurde der
Uberstand wieder dekantiert. Dann wurde das Zellpellet in 1 ml PBS aufgenommen
und erneut, wie bereits beschrieben, zentrifugiert.

Nach der Dekantierung des verbliebenen Uberstandes wurde das Zellpellet in 300 pl
PBS aufgenommen und bis zur durchflusszytometrischen Analyse bei 4°C gelagert.

Intrazellulare Farbung der PBMCs mit FoxP3-Antikdrpern

Zunachst wurde den entnommenen 1 Million zuvor isolierten PBMCs 1 ml kaltes PBS
zugegeben. Die Probe wurde dann 5 Minuten bei 4°C und 400g zentrifugiert. Nach
Dekantierung des Uberstandes erfolgte die Zugabe von 50 pl eines spezifischen

Antikdrper-Cocktails. Die verwendeten Antikorper sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Antigenspezifitat Fluorochrom Klon Verdinnung Hersteller
CD4 V500 RPA-T4 1:10 BD Biosciences

CD25 PE BC96 1:4 BioLegend

CD127 PerCP/Cy5.5 HCD127 1:3 BioLegend

HLA-DR FITC L243 1.3 BioLegend

CD45RA Pacific Blue HI100 1:10 BioLegend

Tabelle 3 Verwendete Antikorper fur die durchflusszytometrischen Analysen der regulatorischen T-Zellen in den zuvor aus dem
Nabelschnurblut isolierten PBMCs

Nach einer 30-minutigen Inkubation bei 4°C wurde der Probe erneut 1 ml kaltes PBS
zugefiugt. Danach wurde das Zellmaterial bei 400g und 4°C Uber 5 Minuten
zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand dekantiert.

Zwischenzeitlich wurden 300 pl eines Fixations- und Permeabilisationskonzentrats
mit 900 pl des zugehdrigen Verdinner-Mediums versetzt (Fixation/Permeabilization
Diluent + Concentrate — Kit, eBiosciences). 1 ml dieser Mischung wurde
anschlieBend auf das Zellpellet pipettiert und danach fir 30 Minuten bei 4°C
inkubiert.

Im Anschluss daran wurde die Probe zwei Mal mit je 2 ml kaltem PBS durch
Zentrifugation tber 5 Minuten bei 4°C und 400g gewaschen. Anschliel3end wurden
10 pl eines Antikorpers spezifisch fiur FoxP3 (AlexaFluor®647, Klon 259D,
BioLegend) in einer Verdinnung von 1:3 zum Zellpellet gegeben. Nach 30 Minuten
Inkubation bei 4°C wurden die Zellen noch einmal mit 1 ml kaltem PBS gewaschen
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und das Zellpellet schlief3lich in 300 ul PBS aufgenommen. Die Proben wurden bis
zur Messung kurzzeitig bei 4°C gelagert.

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten mit dem FACSCanto Il (BD
Biosciences). Die Auswertung wurde schlieRlich mithilfe der FlowJo Software
(Version 9.5.2, Tree Star) durchgefihrt. Die Auswertungsstrategien werden im

entsprechenden Abschnitt des Ergebnisteils erlautert.

2.3.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Serumkonzentrationen des FIt3L wurde der Quantikine®
Human Flt-3/Flk-2 Ligand Immunoassay (R&D Systems) verwendet, welcher nach
dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs funktioniert. Die Durchfiihrung erfolgte wie in
dem beiliegenden Manual beschrieben (R&D Systems 2010). Als Reagenzien

wurden ausschlief3lich die in den Kits vorhandenen verwendet.

Serumaufbereitung

Die Serum-Gel-Réhrchen wurden bei 2000g und Raumtemperatur Uber 15 Minuten
zentrifugiert. Anschliel3end wurden 250 pl Aliquots des Serums bei -80°C eingefroren
und bis zur Durchfiihrung des ELISAs aufbewabhrt.

Vorbereitung der Reagenzien

Fur eine hohe Homogenitat der verwendeten Serumproben wurden diese nach dem
Auftauen zunachst zentrifugiert. AnschlieRend wurden die oberen 150 pl der Probe
abpipettiert, mittels Vortex-Schittler (Press-To-Mix ,524‘, R LABIN) homogenisiert
und anschlieRend als Probenmaterial fiir die Bestimmung des FIt3L verwendet.

Alle Reagenzien des Kits wurden zunachst auf Raumtemperatur erwarmt. Um den
Wasch-Puffer herzustellen, wurden 20 ml Wasch-Puffer Konzentrat mit 480 ml
H2Ogest geMischt.

Der FIt3L-Standard wurde mit 1 ml H,Ogest Vermischt, um die Stammlésung mit einer
FIt3L-Konzentration von 10000 pg/ml herzustellen. Nach 15 Minuten wiederholten
Durchmischens wurde diese Losung zur Herstellung der Standardverdinnungsreihe

verwendet.
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Erstellung der Standardverdinnungsreihe

Fur die Standardverdinnungsreihe wurden zuerst 900 pl des Kalibrator-Verdiinners
RD6-11 in ein mit ,7000 pg/ml° beschriftetes Polystyrol-Rohrchen pipettiert und in
weitere sechs Polystyrol-Rohrchen jeweils 500 pl dieses Kalibrator-Verdinners
gegeben. Darauf wurden 100 pl der Stammldsung in das 1000 pg/ml Rdéhrchen
gegeben, welches nun den Ausgangspunkt fur die weitere Verdinnungsreihe
darstellte. Nach grundlichem Durchmischen wurden diesem Rdhrchen 500 pl Losung
entnommen und in das néchste Polystyrol-Rohrchen gegeben, welches nun eine
FIt3L-Konzentration von 500 pg/ml aufwies. Nach eben diesem Prinzip wurde auch
mit den weiteren finf R&6hrchen verfahren. Es ergab sich daraus eine
Verdunnungsreihe mit folgenden Flt3L-Konzentrationen: 1000, 500, 250, 125, 62.5,
31.2 und 15.6 pg/ml. Der Kalibrator-Verdunner diente mit der Konzentration 0 pg/ml
als Null-Standard. Abbildung 3 zeigt das Schema zur Erstellung der Standard-

Verdunnungsreihe.

100 ulL 500l 500uL  500pul 500uL 500 uL 500 uL

- [—— [ eI T

i [

10000 1000 500 250 125 62.5 31.2 15.6
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Abbildung 3 Erstellung der Standard-Verdinnungsreihe fur den ELISA zur Bestimmung der Flt3L-Serumkonzentrationen
(R&D Systems 2010).

Durchfihrung des Assays

Im nachsten Schritt wurden je 100 pl des Assay-Verdinners RDI1IW in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben und anschlieRend Dubletten mit je 50 pl
der Standardproben pro Vertiefung sowie Dubletten der Proben mit je 50 pl pro Well
bestickt. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen versiegelt und 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert.

Es schloss sich ein vierfacher Waschgang an, wobei um Kontaminationen durch zu
hohe Flissigkeitsniveaus in den Vertiefungen zu vermeiden, nur 200 ul des Wasch-

Puffers pro Durchgang verwendet wurden statt der im Manual vorgesehenen 400 pl.
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Nach jedem Waschgang wurde die Flussigkeit in den Vertiefungen der Platte
komplett entfernt, indem die Platten auf saubere Papiertticher gedriickt wurden.
Anschlie3end wurden 200 pl des Flt3L-Konjugates in jede Vertiefung gegeben, die
Platte wieder mit einem Klebestreifen versiegelt und 2 Stunden bei Raumtemperatur
und konstanter leichter Durchmischung auf einem Laborschiittler inkubiert. Es folgte
erneut ein vierfacher Waschgang wie oben beschrieben.

Circa 15 Minuten vor Einsatz der Substrat-Lésung wurde diese durch Mischen der
Farb-Reagenzien A und B zu gleichen Volumenanteilen hergestellt. Die Lésung
wurde lichtgeschitzt aufbewahrt. Nach dem letzten Waschgang wurden 200 pul dieser
Substrat-Losung in  jede Vertiefung gegeben wund die Platte dann bei
Raumtemperatur im Dunkeln fir 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss an die
Inkubation erfolgte die Zugabe von 50 pl der Stop-Lésung in jede Vertiefung. Es
zeigte sich darauf ein Farbumschlag von blau zu gelb.

Innerhalb der nachsten 30 Minuten erfolgte anschlieRend die photometrische
Messung der Flt3L-Konzentrationen der Proben.

Vorversuch

Um vor den Messungen der eigentlichen Proben zu evaluieren, inwieweit die FIt3L-
Serumkonzentrationen der Proben im messbaren Bereich liegen, wurden Testreihen
mit den Proben zweier Probandinnen und dem dazugehorigen Nabelschnurblut

durchgefihrt. Die Proben wurden in Verdiinnungen von 1:2 bis 1:16 gemessen.

Bei der Auswertung zeigte sich, dass zu hohe Verdinnungen FIt3L-Konzentrationen
im nicht mehr messbaren Bereich nach sich zogen. Lediglich in den unverdinnten
Proben war eine durchgehende Bestimmung der Konzentrationen mdglich. Folglich

wurden im Hauptversuch ausschlief3lich unverdiinnte Proben verwendet.

Hauptversuch
Im Hauptversuch wurden die gesamten Serumproben der drei Zeitpunkte in der
Schwangerschaft sowie die dazugehdrigen Nabelschnurblut-Seren nach der oben

beschriebenen Methodik gemessen.
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Messung und Auswertung

Zur Bestimmung der FIt3-Serumkonzentrationen in den Proben wurden die optischen
Dichten eben dieser mittels Microplate Reader (infinite M200, TECAN) bestimmt. Die
Ergebnisse wurden mit dem Programm Magellan V 6.6 (Tecan) ausgewertet.

Es wurde mit einer Messwellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von
540 nm gearbeitet.

Es wurden jeweils zwei Messungen der Standards bzw. der Proben durchgefuhrt.
Aus den jeweiligen Messergebnissen wurden anschlielend die entsprechenden
Mittelwerte berechnet.

Die gemittelten Messwerte fir die optische Dichte der Standards abziglich der
Leerwerte bildeten in Abh&ngigkeit von den Flt3L-Konzentrationen der Standards die
Standardkurve. Anhand dieser wurden abschlielend den Werten der optischen
Dichte der Proben die entsprechenden FIt3L-Serumkonzentrationen der Proben
zugeordnet. Fur jede Mikrotiter-Platte wurde eine gesonderte Standardkurve

ermittelt. Abbildung 4 zeigt beispielhaft eine dieser Standardkurven.

10

1 el

optische Dichte

0,1 -/

0,01 T T 1
10 100 1000 10000

Konzentration pg/ml

Abbildung 4 Beispiel einer Standardkurve flr die photometrische Messung der FlIt3L-Konzentrationen in den mittels ELISA

praparierten Proben
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Im Manual des Herstellers wird fir den verwendeten Assay eine Intra-Assay
Prazision von 1,9 pg/ml Standardabweichung fir mittlere Konzentrationen von
69,5pg/ml und eine Inter-Assay Préazision von 8,7 pg/ml Standardabweichung bei
mittleren Konzentrationen von 78,2 pg/ml angegeben. Bezlglich der Sensitivitat gibt
der Hersteller die kleinste messbare FIt3L-Konzentration von weniger als 7 pg/ml an
(R&D Systems 2010).

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Statistics 20 (IBM).

Zur Prifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
angewandt. Das Signifikanzniveau wurde hierfur auf einen p-Wert von kleiner als
0,001 festgelegt. Bei einem p-Wert kleiner als 0,001 wurde davon ausgegangen,
dass der betreffende Parameter nicht normalverteilt ist. Zusétzlich wurden sowohl bei
einem Quotienten aus Schiefe bzw. Kurtosis und dem zugehérigen Standardfehler
groRer als 3,29 und z-Werten der Variablen von grof3er als 3,29 (Tabachnick und
Fidell 2007) die entsprechenden AusreiRer auf Plausibilitat Gberpraft. Auch
offensichtliche visuelle Ausrei3er in den Box-Plot-Diagrammen wurden kontrolliert.
Die Werte einer Teilnehmerin mussten bei den Berechnungen mit den miitterlichen
FIt3L-Konzentrationen aufgrund ihrer offensichtlichen Ausreil3erposition in samtlichen
Berechnungen aus der Analyse ausgeschlossen werden.
Korrelationen wurden bei vorliegender Normalverteilung mit  dem
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Andernfalls wurde auf den
Rangkorrelationskoeffizienten von Spearman-Rho zurlickgegriffen.
Bei Gruppenvergleichen wurden, sofern keine medizinisch oder wissenschaftlich
begrindbare Einteilung vorgenommen werden konnte beziehungsweise eine solche
aufgrund der kleinen Stichprobenmenge nicht sinnvoll erschien, die Einteilungen
nach festgelegten Perzentilen vorgenommen. Abweichungen von dieser Einteilung
sind gesondert aufgefihrt.
Bei normalverteilten Werten innerhalb der Gruppen wurden Gruppenvergleiche unter
Verwendung des T-Tests flr unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Lag keine
Normalverteilung vor, wurde auf den Mann-Whitney U-Test zurtickgegriffen.
Allein bei dem Vergleich der mutterlichen Flt3L-Serumkonzentrationen wurde, sofern
eine  Normalverteilung vorlag, auf T-Tests fir verbundene Stichproben
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zuruckgegriffen, da es sich bei den Werten derselben Frau um wiederholte,
voneinander abhangige Messungen handelte. Konnte hier nicht von einer
Normalverteilung ausgegangen werden, wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
durchgefuhrt.

Die visuelle Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc.).
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Die Studienpopulation umfasst 35 Neugeborene, die am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf geboren wurden, sowie deren Miutter, die im Rahmen der
,Prince-Studie* (Prince — Prenatal Identification of Children’s health) rekrutiert worden
sind.

In Tabelle 4 sind die Charakteristika der Studienpopulation im Vergleich zur
Originialpopulation, d.h. den gesamten Ubrigen in der ,Prince-Studie’ rekrutierten
Frauen, aufgezeigt. Wie dort ersichtlich wird, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der aufgeflhrten
Eigenschaften der Neugeborenen (Geschlecht, Schwangerschaftsalter,
Geburtsgewicht und -lange, Ponderalindex). Auch bezlglich der mautterlichen
Charakteristika zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung, wie ebenfalls Tabelle
4 zu entnehmen ist. In wenigen Punkten unterschieden sich die beiden Gruppen
signifikant voneinander. In der Studienpopulation zeigte sich beispielsweise ein
signifikant hoherer matterlicher Altersdurchschnitt (32,7 Jahre versus 31,1 Jahre).
Auch hatten mehr Frauen in der Studienpopulation bereits ein oder mehrere Kinder
aus vorangegangenen Schwangerschaften (100% versus 64,3%) und waren seltener

in einer Beziehung (94,3% versus 100%).
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Studien- Original- p-Wert®

population population
N=35 N=76%
Angaben zur Mutter
Alter, Jahre 32,7[4,3]° 31,1[3,4] N=75 0,03+
BMI zu Studienbeginn, kg/m? 24,1[4,2] 24,2 [3,6] 0,76°
N=68
Herkunftsland, %
Mitteleuropa 97,1 93,4 0,42
Asien 2,9 1,3 0,57
Sonstige Staaten 0 53 0,17
Frithere Schwangerschaften 21, %
Ja 37,1 39,5 0,82
Kinder aus friiheren
Schwangerschaften 2 1, %'
Ja 100 64,3 0,01*
Hochster Bildungsgrad,%
Mittlere Reife 28,6 14,5 0,08
Fachabitur 11,4 6,6 0,38
Abitur 20,0 23,7 0,67
Hoch-/Fachhochschulabschluss 37,1 48,7 0,27
Berufstéatigkeit, % 91,4 88,2 0,61
In einer Beziehung, % 94,3 100 0,04*
Chronische Erkrankungen 21, %
Ja 11,49 21,1" 0,22
Komplikationen wahrend Schwangerschaft/Geburt 2 1, %
Ja 22,9 22,4 0,95
Entbindungsmodus, %
Vaginale Entbindung 85,7 85,3 0,84
Sectio 14,3 14,7 0,98
Angaben zum Kind
Geschlecht, %
Weiblich 40,0 35,5 0,75
Ménnlich 60,0 63,2 0,75
Schwangerschaftsalter, SSW 39,3 [1,5] 39,2 [1,7] 1,00°
N=75
Schwangerschaftsalter <37 SSW, % 2,9 7.9 0,31
Geburtsgewicht, g 3528,4 [466,9] 3440,5 [473,5] 0,36
N=75
Geburtslange, cm 51,9 [2,2] 51,8 [2,3] 0,88°
N=75
Ponderalindex, g/cm? 2,5[0,2] 2,5[0,2] 0,22°
N=75

a N=76, wenn nicht anders angegeben b Chi-Quadrat-Test nach Pearson, wenn nicht anders angegeben ¢ Mittelwert [SD] d Mittelwertvergleich mittels T-Test

e Mittelwertvergleich mittels Mann-Whitney-U-Test f Der prozentuale Anteil bezieht sich auf Frauen mit mindestens einer vorangegangenen Schwangerschaft

g Angegebene Erkrankungen: Hypothyreose (n=3), Migréne (n=1) h Angegebene Erkrankungen: Asthma (n=5), Epilepsie (n=1), Hyperthyreose (n=1), Hypothyreose
(n=9), Morbus Bechterew (n=1) i Angegebene Komplikationen: Fraktur (n=1), HELLP-Syndrom (n=1), Hypertonus (n=1), Infektionen (n=2), Schilddriisenzyste (n=1),
Sturz/Unfall (n=2), Vorzeitiger Blasensprung (n=1), Vorzeitige Wehentatigkeit (n=2) k Angegebene Komplikationen: Gestationsdiabetes (n=1), Hamorrhoiden (n=1),
Hypertonus (n=1), Infektionen (n=7), SGA (n=1), Symphysenlockerung (n=1), Vorzeitiger Blasensprung (n=1), Vorzeitige Wehentatigkeit (n=6) * Signifikant auf einem
Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,05

Tabelle 4 Charakteristika der Studienpopulation im Vergleich zur Originalpopulation der ,Prince-Studie’

Tabelle 5 zeigt den Vergleich der Studienpopulation mit den in der Jahresauswertung
der Geburtshilfe fur die EQS-Hamburg Landesgeschéftsstelle Qualitatssicherung
erfassten Geburten des Jahres 2012 in Hamburg (EQS Hamburg
Landesgeschaftsstelle 2013). Beide Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der
Angaben zum Kind bezuglich Geschlecht, Schwangerschaftsalter, Geburtsgewicht
und —lange nicht. Bei den Schwangeren hingegen gab es auch hier signifikante
Unterschiede hinsichtlich ihres Alters. Die Studienpopulation wies einen grél3eren
Anteil von Frauen im Alter von 30 bis 35 Jahren auf (57,1% versus 35,9%) und einen
geringeren Anteil von Schwangeren junger als 30 Jahre (17,1% versus 34,4%).

AulRerdem zeigte die Studienpopulation ein geringeres Spektrum an
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Herkunftslandern als die Hamburger Geburtskohorte. Zudem war die Anzahl
vorausgegangener Schwangerschaften in der Studienpopulation signifikant niedriger
(37,1% versus 58,1%). In der Studienpopulation waren dariiber hinaus mehr Frauen
zum Befragungszeitpunkt berufstétig (91,4% versus 53,1%) und haufiger in einer
Beziehung (94,3% versus 80,8%). Weiterhin zeigten sich unterschiedlich héaufig
bestimmte Komplikationen wéhrend der Schwangerschaft und Geburt, wie ebenfalls
Tabelle 5 zu entnehmen ist. Die Kinder der Studienpopulation wurden auf3erdem

seltener per Sectio entbunden (14,3% versus 32,4%).
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Studienpopulation Hamburger p-Wert®

N=35 Geburten 2012*
N=20564
Angaben zur Mutter
Alter, %
<30 Jahre 17,1 34,4 0,03*
30 - <35 Jahre 57,1 35,9 0,009**
35 - <40 Jahre 22,9 23,7 0,91
>= 40 Jahre 2,9 6,0 0,43
BMI bei Erstuntersuchung, %
<20 kg/m?2 14,3 14,0 0,96
20 - <25 kg/m? 45,7 49,2 0,68
25 - <30 kg/m?2 31,4 19,5 0,08
>30 kg/m?2 8,6 10,3 0,74
Herkunftsland, %
Mittel- /Nordeuropa, Nordamerika 97,1 79,4 0,01*
Mittelmeerlander 0 2,8 0,31
Osteuropa 0 6,3 0,13
Nordafrika 0 51 0,17
Asien 2,9 2,1 0,77
Sonstige Staaten 0 43 0,21
Anzahl friihere Schwangerschaften 2 1, %
Ja 37,1 58,1 0,01*
Anzahl Kinder aus friiheren Schwangerschaften 2 1, %°
Ja 100 79,9° 0,07
Berufstatigkeit wahrend der jetzigen Schwangerschaft, %
Ja 91,4 53,1 0,00***
In einer Beziehung, % 94,3 80,8 0,03*
Komplikationen wahrend Schwangerschaft/Geburt®, %
Vorzeitiger Blasensprung 2,9 19,6 0,01*
Vorzeitige Wehentétigkeit 59 2,2 0,17
HELLP-Syndrom 2,9 0,5 0,04*
Hypertonie 2,9 11 0,30
Entbindungsmodus, %
Spontan und vaginal operativ 85,7 67,5 0,02*
Sectio 14,3 32,4' 0,02*
Angaben zum Kind
Geschlecht, %
Weiblich 40,0 48,3° 0,32
Ménnlich 60,0 51,79 0,32
Schwangerschaftsalter, %
<37 SSW 2,9 9,4° 0,19
37 - <42 SSW 94,3 89,5° 0,35
>42 SSW 2,9 1,29 0,36
Geburtsgewicht, %
<1000 g 0 0,8° 0,59
1000 - < 15009 0 0,9° 0,58
1500 - < 25009 2,9 5,8° 0,45
2500 - < 4000g 85,7 81,9° 0,56
>4000g 11,4 10,5° 0,86
Geburtslange, %
<40 cm 0 0,7" 0,61
40 - <45 cm 0 16" 0,44
45 - <50 cm 11,4 17,7" 0,33
50 - <55 cm 77,1 67,0" 0,20
>55 cm 11,4 10,8" 0,90

a Geburten inklusive Mehrlingsschwangerschaften, wenn nicht anders angegeben b Chi-Quadrat-Test nach Pearson ¢ Der prozentuale Anteil bezieht sich auf Frauen mit
mindestens einer vorangegangenen Schwangerschaft d Anzahl Lebendgeburten aus vorangegangenen Schwangerschaften > 1 e Weitere aufgetretene Komplikationen in
der Studienpopulation sind Tabelle 4 zu entnehmen. Aufgrund nicht vorhandener Angaben diesbeziiglich in der Hamburger Gesamtkohorte wurde hier auf eine
vergleichende Auflistung verzichtet. f Entbindungsmodi bei Einlingsgeburten, n=20096 g Die Angabe bezieht sich auf alle 2012 geborenen Kinder, n=21035 h Die Angabe
bezieht sich auf alle 2012 lebend geborenen Kinder, n=20970 * Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,05 ** Signifikant auf einem Signifikanzniveau
mit einem p-Wert <0,01 *** Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,001

Tabelle 5 Charakteristika der Studienpopulation im Vergleich zu den in der Jahresauswertung der Geburtshilfe im Jahr 2012
erfassten Geburten in Hamburg (EQS Hamburg Landesgeschaftsstelle 2013)
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3.2 Der Fms-like tyrosine kinase 3 Ligand (FIt3L) in der Schwangerschaft

und im Nabelschnurblut

Um den Einfluss des FIt3L auf die Reife des kindlichen Immunsystems untersuchen
zu konnen, wurden zunachst einige allgemeine Betrachtungen zum FIt3L bei Mutter
und Kind angestellt. Hierfir wurden die FIt3L-Serumkonzentrationen mittels ELISA im
matterlichen Blut in der 14., 24. und 36. Schwangerschaftswoche und im
Nabelschnurblut bestimmt. Die Ergebnisse der Messungen sind im Folgenden
beschrieben.

Der Vergleich der mutterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen zeigte, dass sich die
mittleren FIt3L-Serumkonzentrationen der drei Zeitpunkte in der Schwangerschaft
nicht signifikant voneinander unterschieden. Die Werte waren jedoch im Durchschnitt
zu allen Zeitpunkten in der Schwangerschaft hdher als die gemessenen Werte im
Nabelschnurblut, was zur besseren Veranschaulichung in Abbildung 5 dargestellt ist.
Die einzelnen Mittelwerte und die jeweiligen Standardabweichungen sind der
Bildunterschrift zu entnehmen. Die Graphik zeigt sowohl die einzelnen gemessenen
Konzentrationen, als auch den Mittelwert samt Fehlerbalken fir die
Standardabweichung. Bei dem mit b markierten Wert handelt es sich um die FIt3L-
Konzentration im Nabelschnurblut des vor der 37. SSW entbundenen Kindes. Der im
Diagramm ersichtliche, &hnlich hoch liegende Wert ist einem termingerecht
geborenen Kind  zuzuordnen. Die  zugehorigen mtterlichen FIt3L-
Serumkonzentrationen des Frilhgeborenen lagen im Bereich der Fehlerbalken,

weshalb hier auf eine zusatzliche Markierung verzichtet wurde.
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a Mittelwert FIt3L-Serumkonzentration in pg/mi [SD] (N) : 14.SSW 94,63 [26,43] (34); 24.SSW 96,88 [26,23] (32); 36.SSW 99,85 [30,54] (34); NSB 63,63 [17,31] (35)

b Wert des vor der 37. SSW entbundenen Kindes *** Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert<0,001.

Abbildung 5 Unterschiede in den mittleren Flt3L-Serumkonzentrationen (pg/ml) in der Schwangerschaft und im
Nabelschnurblut (NSB)?

In  welchem Zusammenhang die FIt3L-Serumkonzentrationen der einzelnen
Studienteilnehmerinnen zu den verschiedenen Zeitpunkten in der Schwangerschaft
stehen, wurde ebenfalls rechnerisch untersucht. Es zeigte sich, dass die mitterlichen
FIt3L-Serumkonzentrationen zu den jeweiligen Messzeitpunkten in der
Schwangerschaft positiv miteinander korrelierten. Die Ergebnisse sind Tabelle 6 zu
entnehmen. Auf eine graphische Darstellung wurde an dieser Stelle zu Gunsten der

Ubersichtlichkeit verzichtet.

Messzeitpunkte der korrelierten Korrelationskoeffizient r® p-Wert
FIt3L-Serumkonzentrationen (N)

14. SSW und 24. SSW 0,789 (32) <0,001***
24. SSW und 36. SSW 0,753° (32) <0,001%*
14. SSW und 36. SSW 0,554° (34) 0,001**

a Korrelation nach Pearson, wenn nicht b
b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt
** Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,01

*** Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,001

Tabelle 6 Zusammenhang zwischen den mitterlichen Flt3L-Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft (pg/ml)
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Im néachsten Schritt wurde evaluiert, ob ein Zusammenhang zwischen dem
mdtterlichen FIt3L in der Schwangerschaft und dem FIt3L im Nabelschnurblut
nachgewiesen werden kann. Hierfur wurden die entsprechenden Konzentrationen
miteinander korreliert.

Es zeigte sich, dass die miutterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen der drei
Messzeitpunkte schwach positiv, jedoch nicht signifikant, mit den FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut korrelierten. Um den Zusammenhang der
Konzentrationen genauer im Hinblick auf die Verteilung der Einzelwerte und
Tendenzen der Korrelationen betrachten zu kdnnen, wurde auf die graphische
Darstellung (Abbildung 6 A-C) zurtickgegriffen. Mit a sind wiederum die dem vor der
37. SSW entbundenen Kind zuzuordnenden FIt3L-Konzentrationen markiert. In
Abbildung B fehlt jene Markierung, da zum zweiten Untersuchungszeitpunkt kein

mutterlicher Wert erhoben werden konnte.
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Korrelation nach Pearson: r=0,241, p-Wert=0,19
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Flt3L-Serumkonzentration 36.SSW (pg/ml)

Korrelation nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt: r=0,207, p-Wert=0,24

a Werte des vor der 37. SSW entbundenen Kindes

Abbildung 6 Zusammenh&nge zwischen den FIt3L-Konzentrationen im Nabelschnurblut und den miutterlichen FIt3L-

Serumkonzentrationen in der 14. (A), 24. (B) und 36. Schwangerschaftswoche (C).
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3.3 Der Einfluss des FIt3L im Nabelschnurblut auf die Reife des kindlichen

Immunsystems

Das kindliche Immunsystem zum Zeitpunkt der Geburt

Fur einen differenzierten Blick auf die Reife des kindlichen Immunsystems zum
Zeitpunkt der Geburt erfolgte im nachsten Schritt die Analyse der kindlichen
hamatopoetischen Stammzellen und der regulatorischen T-Zellen hinsichtlich ihrer
Ausdifferenzierung mittels Durchflusszytometrie. Die Analysen sind beispielhaft als
Punktwolken (Dot Plots) dargestellt, wobei hier jedem Punkt jeweils ein Ereignis

zugeordnet ist.

Analyse hamatopoetischer Stammzellen

Bevor die Einteilung der héamatopoetischen Stammzellen in die einzelnen
Subpopulationen erfolgte, wurden zunachst aus der Gesamtheit der Leukozyten all
jene Zellen ermittelt, die den Rezeptor CD135 fur den hamatopoetischen
Wachstumsfaktor FIt3L exprimieren. Abbildung 7 A zeigt diese Zellpopulation. Die
weitere Klassifizierung unterschiedlich differenzierter hamatopoetischer
Stammzellsubpopulationen erfolgte unter Zuhilfenahme der Oberflachenproteine
CD34 und CD133. In Anlehnung an die Arbeiten von D’Alessio et al., Basford et al.
und Takahashi et al. wurden die hamatopoetischen Stammzellen in solche Zellen
unterschieden, die in der Hamatopoese eine frihere Entwicklungsstufe umschreiben
und zu diesem Zeitpunkt lediglich CD133, nicht aber CD34 exprimieren (HSC®™),
solche, die als Ubergangsstufe sowohl CD133 als auch CD34 exprimieren (HSC™%)
und eben jene, die nur noch eine Exprimierung von CD34 zeigen und damit als am
weitesten differenziert von den drei genannten Subpopulationen gelten kdnnen
(HSC"™®) (Basford et al. 2010, D'Alessio et al. 2011, Takahashi et al. 2014).
Abbildung 7 B zeigt die Unterscheidung in eben diese Gruppen. Im nachsten Schritt
erfolgte die weitere Einteilung der CD34" hamatopoetischen Stammzellen anhand
ihrer Expression von CD45, CD135 und CD38. Ebenfalls in Anlehnung an die Arbeit
von D’Alessio et al. erfolgte die Unterscheidung in unreifere (CD45%"CD34*CD135";
CD45%™CD38) und weiter differenzierte Subpopulationen (CD45*CD34'CD135%;
CD45%™CD38") (D'Alessio et al. 2011). Abbildungen 7 C und D zeigen eben diese
Subpopulationen in den zur Abgrenzung verwendeten Gates. Aus den CD45%°™CD38"

37



und den CD45%™CD38" wurden abschlieRend die Zellen abgegrenzt, die sowohl
CD133 als auch CD135 exprimieren, wie Abbildung 7 E und F zeigen.
A B

HSClate

CD135
CD34

HSCearly

CD135
CD38

CD45 CD45

CD135

cD135

o
CD133 cD133

Abbildung 7 Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut

A Gesamtheit der CD135" Zellen in den Leukozyten (a) B Entwicklungsstufen der hamatopoetischen Stammzellen differenziert
anhand der Expression von CD133 und CD34 C Subpopulationen CD34" hamatopoetischer Stammzellen differenziert anhand der
Expression von CD45 und CD135 - CD45°"CD34'CD135" HSC (a) Gesamtheit der CD45"CD34'CD135" HSC (b)

D Subpopulationen CD34" hamatopoetischer Stammzellen differenziert anhand der Expression von CD45 und CD38 -
CD45°™CD38" HSC (a), CD45°™CD38 HSC (b) E Subpopulation der CD133'CD135" hamatopoetischen Stammzellen (a) aus der
Grundgesamtheit der CD45°"CD38" Zellen F Subpopulation der CD133'CD135" hamatopoetischen Stammzellen (a) aus der
Grundgesamtheit der CD45%"CD38" Zellen.

38



Frequenzen der hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut

Aus den oben beschriebenen Analysen ergaben sich die in Tabelle 7 aufgefiihrten
Frequenzen  der  Subpopulationen  hamatopoetischer  Stammzellen  im
Nabelschnurblut. Die Frequenzen verstehen sich generell als prozentualer Anteil
einer Grundgesamtheit. Die entsprechende Grundgesamtheit ergibt sich aus der
beschriebenen Auswertungsstrategie. Die Subpopulationen sind eingerickt

dargestellt gegeniiber der Grundgesamtheit, der sie entspringen.

Zellpopulation Mittelwert, % Standardabweichung
CD45*'CD135* gesamt 4,04 2,43
CD34'CD133" HSC (HSC®") 0,23 0,18
CD34'CD133* HSC (HSC ™) 0,26 0,12
CD34'CD133 HSC (HSC'™*) 5,56 1,60
CD34* HSC 16,62 7,58
CD45'CD135*CD34" HSC 16,90 10,09
CD45"™CD135" HSC 1,01 0,86
CD45"™CD38* HSC 1,75 2,28
CD133'CD135*CD38*HSC 42,41 15,09
CD45%™CD38 HSC 15,60 10,25
CD133*CD135*CD38HSC 5,86 6,05

Tabelle 8 Frequenzen der hamatopoetischen Stammzellsubpopulationen (N=34)

Die Analyse der gesamten CD135" Zellen ergab die in Abbildung 8 gezeigte
Verteilung der hamatopoetischen Stammzellsubpopulationen. Die CD34'CD133"
hamatopoetische Stammzellen (HSC'®®) nahmen hierbei im Verhéltnis zu den
weniger differenzierten hdmatopoetischen Stammzellen den grof3ten Anteil an den
gesamten CD135" Zellen ein. Der Anteil der friihen Subpopulation der CD34 CD133"
hamatopoetischen Stammzellen (HSC®™) betrug lediglich 0,31%.
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Abbildung 8 Prozentuale Anteile der CD34'CD133  (HSC™®), CD34'CD133" (HSC™)) und CD34CD133" (HSC*")

hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut an der Gesamtheit der CD45"CD135" Leukozyten.

Analyse regulatorischer T-Zellen

Die regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut ~ wurden anhand
durchflusszytometrischer Analysen, zum einen im Vollblut, zum anderen in zuvor
isolierten peripheren mononukleédren Zellen (PBMC), untersucht. Hierfur wurden
typische die regulatorischen T-Zellen charakterisierenden Oberflachenproteine
genutzt (Schmetterer et al. 2012). Das genaue Vorgehen wird im Anschluss naher
erlautert.

In der Analyse des Vollblutes erfolgte zuerst die Abgrenzung in CD4*CD3" T-Helfer-
Zellen nach dem Beispiel in Abbildung 9 A. Aus diesen Zellen wurden im Anschluss
die CD25'CD127" regulatorischen T-Zellen bestimmt, wie Abbildung 9 B zeigt.
Daraus hervorgehend wurde die Subpopulation abgegrenzt, die das
Oberflachenprotein CD39 aufweisen, welches auf FoxP3" regulatorischen T-Zellen
exprimiert wird und als wichtiger Faktor fur die suppressive Funktionalitat eben dieser
Zellen gilt (Deaglio et al. 2007, Borsellino et al. 2007). Abbildung 9 C zeigt diese
Subpopulation.

40



CD3
CcDh127

T T T T T
"
10 10 0 10% 10° 10* 10°

CD4

T maaay asan Bdan
0 102 10° 10* 10°

v

CD39

Abbildung 9 Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut
A CD3'CD4" T-Helferzellen (a) B CD25'CD127 regulatorischen T-Zellen C CD39" regulatorische T-Zellen (a)

In der durchflusszytometrischen Analyse der PBMCs wurde zunachst die
Abgrenzung der CD25'CD127 regulatorischen T-Zellen, wie im Vorangegangenen
erlautert, vorgenommen. Darauffolgend wurden aus diesen die FoxP3" Zellen
bestimmt, wie Abbildung 10 A zu entnehmen ist. Anhand der Exprimierung von HLA-
DR und CD45RA wurden, unter anderem in Anlehnung an die Arbeit von Takahata et
al. (Takahata et al. 2004), die naiven regulatorischen T-Zellen (HLA-DR'CD45RA")
von einer Zwischenstufe (HLA-DR'CD45RA’) und den reiferen aktiven
regulatorischen T-Zellen (HLA-DR'CD45RA") unterschieden, wie Abbildung 10 B

zeigt.
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Abbildung 10 Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der aus dem Nabelschnurblut isolierten PBMCs
A FoxP3" regulatorische T-Zellen B Differenzierung der regulatorischen T-Zellen nach der Exprimierung von HLA-DR und
CD45RA - reife HLA-DR'CD45RA” Zellen (a), HLA-DR'CD45RA’ (b), HLA-DR'CD45RA" (c)

Frequenzen der regulatorischen T-Zellen

Aus den beschriebenen Analysen ergaben sich die in Tabelle 8 aufgefiihrten
Frequenzen fir die Subpopulationen der regulatorischen T-Zellen, die im weiteren

Verlauf fur die Berechnung der Zusammenhange genutzt wurden.

Subpopulation Mittelwert, % (N) Standardabweichung

CD127'CD25" Tregs 7,82 (35) 1,77
CD39" Tregs 18,16 (35) 9,69

FoxP3" Tregs 5,51 (28) 1,41
naiveHLA-DR'CD45RA" Tregs 82,90 (28) 7,18
HLA-DR CD45RA Tregs 10,40 (28) 5,56
HLA-DR'CD45RA" Tregs 3,01 (28) 1,97

Tabelle 8 Frequenzen der regulatorischen T-Zellsubpopulationen

Der Einfluss des FIt3L im Nabelschnurblut auf die kindlichen

h&dmatopoetischen Stammzellen

Um den Zusammenhang zwischen dem FIt3L und dem kindlichen Immunsystem zu
untersuchen, wurden Korrelationen zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen und
den, anhand der Oberflachenmolekile CD133 und CD34 differenzierten,
hamatopoetischen Stammzellsubpopulationen berechnet. Auf diese Weise wurde
beurteilt, ob anhand einer Messung des FIt3L im Nabelschnurblut Aussagen uber

den Reifegrad der dort untersuchten hdmatopoetischen Stammzellen mdglich sind.
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Die Berechnungen ergaben eine signifikant positive Korrelation zwischen den FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und den Frequenzen der CD34"CD133"
hamatopoetischen Stammzellen (HSC™Y). Eine héhere FIt3L-Konzentration ging
folglich mit einer hbéheren Frequenz dieser Zellen einher und umgekehrt, wie
Abbildung 11 C zeigt. Aul3erdem zeigte sich eine negative, nicht signifikante
Korrelation mit den CD34 CD133* hamatopoetischen Stammzellen (HSC®*™), also
eine Abnahme der Frequenz dieser Zellen bei steigender Flt3L-Konzentration, wie
Abbildung 11 B zu entnehmen ist. Die Flt3L-Serumkonzentrationen im
Nabelschnurblut korrelierten weder mit den CD34'CD133" hamatopoetischen
Stammzellen (HSC™®) (Abbildung 11 D) noch mit den gesamten CD34+
hamatopoetischen Stammzellen (Abbildung 11 A). Um eine bessere Vorstellung von
der Verteilung der Werte zu bekommen und spater einen visuellen Vergleich mit den
Korrelationen der hamatopoetischen Stammzellen und den miitterlichen FIt3L-
Serumkonzentrationen zu ermoglichen, wurde hier auf eine graphische Darstellung
zuruickgegriffen. Die Markierung der dem vor der 37. SSW entbundenen Kind
zuzuordnenden Werte (a) wurde nur vorgenommen, sofern sie sich aul3erhalb des
Konfidenzintervalls befanden. Dies gilt ebenso fir alle folgenden Abbildungen, sofern

nicht anders kommentiert.
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Abbildung 11 Zusammenhang zwischen den Flt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und den CD34" (A), den CD34
CD133" (HSC*") (B), den CD34'CD133" (HSC™) (C) und den CD34*CD133” hamatopoetischen Stammzellen (HSC™®) (D).

Weiterhin wurde untersucht, ob sich der vorab dargestellte Zusammenhang auch in
der Betrachtung der Verhéaltnisse der Zellen zueinander zeigt. Diese Verhaltnisse
stellen ein relatives MalRR fur die Zusammensetzung der unterschiedlich reifen
hamatopoetischen Stammzellen dar. Sie wurden gebildet aus den Frequenzen der
unreiferen zu den reifen Zellen. Zum einen wurde das Verhaltnis der CD34"CD133"
(HSC™9) zu den CD34*CD133" (HSC'®*®) und zum anderen das Verhaltnis der CD34"
CD133" (HSC®") zu den CD34'CD133 hamatopoetischen Stammzellen (HSC'*®)
berechnet.

Hieraus ergab sich, dass die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut positiv,
aber nicht signifikant, mit dem Verhaltnis der CD34'CD133* (HSC™?) zu den
CD34'CD133  hamatopoetischen Stammzellen (HSC'™®) korrelierten, wie Abbildung
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12 B zeigt. Je mehr FIt3L also im Serum gemessen wurde, desto gréf3er war auch
die Frequenz der HSC™? im Verhéltnis zu den HSC™®. Zum Verhaltnis der CD34"
CD133" (HSC®"Y) zu den CD34'CD133 hamatopoetischen Stammzellen (HSC'**)
bestand hingegen keine Korrelation, wie Abbildung 12 A zu entnehmen ist. Beide

Ergebnisse sind, um den direkten Vergleich zu erméglichen, graphisch dargestellt.

A B
0.20+ 0.101
[} L)
E % . o o L
Q b 0
% 0.15- 0] 0.084 oo
>S5 L]
N >
z = 0.06-
¢ 0.10- 3
) . )
I I 0.04-
2 2 3 ,"‘ oo .
£ 0.054 = -
fe £ 0.02- o o see
s :
1 L] 1 L] L] 1
50 100 150 50 100 150
FIt3L Serumkonzentration Nabelschnurblut (pg/ml) FIt3L Serumkonzentration Nabelschnurblut (pg/ml)

Korrelation nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt: r=-0,181, Korrelation nach Pearson: r=0,281, p-Wert=0,11
p-Wert=0,31

Abbildung 12 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und dem Verhaltnis der CD34"
CD133" hamatopoetischen (HSC®™") zu den CD34*'CD133” hamatopoetischen Stammzellen (HSC'™®) (A) und dem Verhéltnis der
CD34'CD133" (HSC™) zu den CD34'CD133" hamatopoetischen Stammzellen (HSC®®) (B)

Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwiefern die FIt3L-Konzentrationen im
Nabelschnurblut mit der Exprimierung des Flt3-Rezeptors (CD135) auf den
hamatopoetischen Stammzellen zusammenhangen und ob sich ein Zusammenhang

auch fir die Grundgesamtheiten, aus denen die Subpopulationen entspringen, ergibt.
Es zeigten sich keine Korrelationen bezlglich dieser Fragestellung, weshalb auf eine

graphische Darstellung verzichtet wurde und die Ergebnisse lediglich gesammelt in
Tabelle 9 dargestellt sind.
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Mit FIt3L-Serumkonzentrationen im Korrelationskoeffizient p-Wert

Nabelschnurblut korrelierte Zellpopulationen r2
Gesamtheit CD45°'CD135" Zellen 0,073 0,68
CD45'CD135*CD34" HSC 0,182 0,30
CD45"™CD135" HSC -0,060° 0,74
CD45“™CD38* HSC -0,020° 0,91
CD133"CD135* CD38" HSC 0,057 0,75
CD45"™CD38 HSC -0,020 0,91
CD133'CD135" CD38 HSC 0,118° 0,51

a Korrelation nach Pearson, wenn nicht b

b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt

Tabelle 9 Zusammenhénge zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und den Subpopulationen der
hamatopoetischen Stammzellen, die den FIt3-Rezeptor exprimieren und den Grundgesamtheiten, aus denen sie hervorgehen
(N=34)

Der Einfluss des FIt3L im Nabelschnurblut auf die kindlichen regulatorischen
T-Zellen

Um zu untersuchen, inwieweit die Flt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut
einen Einfluss auf die Differenzierung der kindlichen regulatorischen T-Zellen
ausuben, wurden nun Korrelationen mit den unterschiedlich ausdifferenzierten
Subpopulationen eben dieser Zellen berechnet.

Es zeigte sich hierfir kein Zusammenhang, weshalb lediglich die tabellarische
Darstellung der Ergebnisse erfolgte (Tabelle 10). Auch die Verhéltnisse der reiferen
zu den naiven, also die Verhaltnisse der HLA-DR'CD45RA" zu den naiven HLA-DR’
CD45RA" und der HLA-DR'CD45RA™ zu den naiven HLA-DR CD45RA"
regulatorischen  T-Zellen, zeigten keine Korrelationen mit den  FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut, wie ebenfalls in Tabelle 10 ersichtlich

wird.
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Mit FIt3L-Serumkonzentrationen im Korrelationskoeffizient p-Wert
Nabelschnurblut korrelierte Subpopulation r® (N)
der regulatorischer T-Zellen

CD127CD25" Tregs 0,166 (35) 0,34
CD39" Tregs -0,055 (35) 0,76

FoxP3" Tregs als Anteil CD4" Zellen 0,026 (28) 0,89
naiveHLA-DR CD45RA" Tregs 0,025 (28) 0,90
HLA-DR CD45RA Tregs -0,031 (28) 0,88
HLA-DR'CD45RA Tregs 0,008 (28) 0,97

Verhaltnis der HLA-DR'CD45RATregs zu den -0,013 (28) 0,95

naiven HLA-DR'CD45RA" Tregs

Verhaltnis der HLA-DR'CD45RA Tregs zu 0,035 (28) 0,86

den naiven HLA-DR CD45RA" Tregs

a Korrelation nach Pearson
Tabelle 10 Zusammenhange der Flt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut mit den verschiedenen regulatorischen T-
Zellsubpopulationen

3.4 Der Einfluss des mutterlichen FIt3L in der Schwangerschaft auf die Reife

des kindlichen Immunsystems

Der Einfluss des mutterlichen FIt3L in der Schwangerschaft auf die kindlichen
h&dmatopoetischen Stammzellen

Um den Zusammenhang zwischen den miitterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen
und dem Reifegrad der kindlichen hamatopoetischen Stammzellen, und damit der
Reife des kindlichen Immunsystems zu untersuchen, wurden ebenfalls
Korrelationsberechnungen durchgefihrt.

Die FIt3L-Serumkonzentrationen in der 14. Schwangerschaftswoche korrelierten
negativ mit den Frequenzen der gesamten CD34" hamatopoetischen Stammzellen
im Nabelschnurblut, wie Abbildung 13 A zu entnehmen ist. Es wurde jedoch keine
Signifikanz erreicht (p-Wert=0,09). Weitere Korrelationen mit den anhand der
Expression von CD34 und CD133 differenzierten, hamatopoetischen
Stammzellsubpopulationen zeigten sich nicht. Um den visuellen Vergleich mit den
Korrelationen zwischen dem FIt3L im Nabelschnurblut und den hdmatopoetischen
Stammzellen durchfuhren zu kénnen, wurde hier die graphische Darstellung einer

tabellarischen vorgezogen (Abbildung 13 B-D).
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Abbildung 13 Zusammenhang zwischen den Flt3L-Serumkonzentrationen in der 14. SSW und den gesamten CD34" (A), den
CD34'CD133" (HSC®™) (B), den CD34'CD133" (HSC™) (C) und den CD34'CD133” hamatopoetischen Stammzellen (HSC"™)

).
Auch in Bezug auf die mutterliche Flt3L-Konzentration wurde ein Zusammenhang mit
den Frequenzen der CD135" hamatopoetischen Stammzellen und den
Grundgesamtheiten, aus denen sie hervorgehen, untersucht.

Die FIt3L-Serumkonzentrationen in der 14. Schwangerschaftswoche korrelierten
negativ, aber nicht signifikant, mit den undifferenzierten CD45%™CD34*CD38"
hamatopoetischen Stammzellen. Der Zusammenhang lasst sich Abbildung 14

entnehmen.
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Abbildung 14 Zusammenhang zwischen den Flt3L-Serumkonzentrationen in der 14. SSW und den CD45%"CD34'CD38"

h&matopoetischen Stammzellen.

Die CD45%™CD135" HSC korrelierten positiv, aber nicht signifikant, mit den FIt3L-
Serumkonzentrationen in der 14. Schwangerschaftswoche, wie Abbildung 15 A zeigt.
Sowohl die CD133"CD135'CD38" (Abbildung 15 B) als auch die
CD133"CD135'CD38" hamatopoetischen Stammzellen (Abbildung 15 C) korrelierten
signifikant  positiv.  mit den  Flt3L-Serumkonzentrationen in  der 14.
Schwangerschaftswoche. Dies zeigte sich auch in der 24. und 36.
Schwangerschaftswoche. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden jedoch nur die
Ergebnisse der 14. Schwangerschaftswoche graphisch dargestellt. Die Ubrigen
Ergebnisse finden sich gesammelt in Tabelle 11. Um einen direkten Vergleich der
Berechnungen anstellen zu kébnnen, wurden auch die bereits graphisch dargestellten
Ergebnisse in die Tabelle aufgenommen, auch wenn sich hieraus eine

Doppelnennung ergibt.
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Abbildung 15 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen in der 14. SSW und den gesamten CD45%"CD135"
(A), den CD133"CD135'CD38" (B) und den CD133°CD135'CD38 hamatopoetischen Stammzellen (C).
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FIt3L-

: 14. SSW(N=34) 24 SSW(N=32)  36. SSW (N=34)
Serumkonzentration

Korrelierte a
_ ré p-Wert ré p-Wert r p-Wert
Zellpopulation

CD45'CD135" gesamt 0,003 0,99 -0,010 0,96 -0,070° 0,70
CD34'CD133* (HSC®")  -0,049 0,78 -0,116 0,53 0,063 0,72
CD34'CD133" (HSC ™) 0,186 0,29 0,222 0,22 0,073° 0,68
CD34'CD133" (HSC'™®) -0,011 0,95 -0,001 0,99 -0,119° 0,50

HSCeY/HsC'ate -0,102° 0,57 -0,014° 0,94 0,133° 0,45
HSCMY/HSClate 0163 036 0179 033 0118° 051
CD34" HSC 0298 009 -0120 051  -0117° 051
ﬁgf’ CiblserClbi 0152 039 0088 063 -0025° 089

dim +
cH:gé5 Cbies 0287° 010 0114° 054 -0,028° 088

CD45%™CD38* HSC -0,060° 0,74 -0,011° 0,95 -0,176° 0,32
CD133'CD135" b
e e 0,524 <0,01* 0,479 <0,01* 0,339 0,05
CD45%MCD38 HSC -0,261 0,14 -0,173 0,34 0,032° 0,86

CD133'CD135" b b b
CD38HSC 0,365 <0,05* 0,240 0,19 0,191 0,28

a Korrelation nach Pearson, wenn nicht b
b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt
* Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,05

** Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,01

Tabelle 11 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft mit den hdmatopoetischen

Stammzellsubpopulationen im Nabelschnurblut

Der Einfluss des mutterlichen FIt3L in der Schwangerschaft auf die

Differenzierung der kindlichen regulatorischen T-Zellen

Um zu untersuchen, inwieweit die mutterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen in der
Schwangerschaft auf die Differenzierung der kindlichen regulatorischen T-Zellen
schlieen lassen, wurden ebenfalls Korrelationen berechnet.

Die FIt3L-Serumkonzentrationen in der 14. Schwangerschaftswoche korrelierten
negativ, jedoch nicht signifikant mit den naiven HLA-DR'CD45RA" regulatorischen T-
Zellen, wie Abbildung 16 A zeigt. Positive, nicht signifikante Korrelationen lagen
zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen in der 14. Schwangerschaftswoche und
den HLA-DR'CD45RA" (Abbildung 16 B), den HLA-DR'CD45RA™ (Abbildung 16 C),
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sowie den Verhéltnissen der HLA-DR'CD45RA" zu den naiven HLA-DR CD45RA"
(Abbildung 16 D) und der HLA-DR'CD45RA™ zu den naiven HLA-DR CD45RA"
regulatorischen T-Zellen (Abbildung 16 E) vor. Die gleichen Tendenzen zeigten sich
mit den FIt3L-Serumkonzentrationen in der 24. und 36. Schwangerschaftswoche.
Aus Griunden der Ubersichtlichkeit wurde aber auf die graphischen Darstellungen
dieser gleichartigen Tendenzen verzichtet und die Ergebnisse der Korrelationen
gesammelt in Tabelle 12 dargestellt. Auch die Korrelationen der 14.
Schwangerschaftswoche finden sich dort zur leichteren Vergleichbarkeit mit den

Ubrigen Ergebnissen, auch wenn sich hieraus eine Doppelnennung ergibt.
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CD45RA" regulatorischen T-Zellen (E).
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FIt3L- 14. SSW 24. SSW 36. SSW

Serumkonzentrationen

Korrelierte rA(N) p-Wert r®(N) p-Wert r°(N) p-Wert
Subpopulation
CD127'CD25" Tregs -0,227 0,20 -0,115 0,53 -0,107 0,55
(34) (32) (34)
CD39" Tregs 0,216 0,22 0,180 0,32 -0,103 0,56
(34) (32) (34)
FoxP3" Tregs -0,221 0,27 -0,031 0,88 -0,116 0,56
(27) (25) (27)
Naive HLA-DR’ -0,352 0,07 -0,311 0,13 -0,278 0,16
CD45RA" Tregs (27) (25) 27)
HLA-DR'D45RA 0,361 0,06 0,230 0,27 0,197 0,32
Tregs (27) (25) (27)
HLA-DR" 0,383 0,05 0,448 0,03* 0,350 0,07
CD45RA Tregs (27) (25) 27)
HLA-DR' CD45RA" 0,368 0,06 0,248 0,23 0,201 0,32
Tregs/naiven HLA-DR’ (27) (25) (27)
CD45RA" Tregs
HLA-DR'CD45RA 0,378 0,05 0,413 0,04* 0,340 0,08
Tregs/naiven HLA-DR’ (27) (25) (27)
CD45RA" Tregs

a Korrelation nach Pearson
b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt
* Signifikant auf einem Signifikanzniveau mit einem p-Wert <0,05

Tabelle 12 Zusammenhang zwischen den Flt3L-Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft und den regulatorischen T-

Zellsubpopulationen im Nabelschnurblut

3.5 Die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und die Reife des
kindlichen Immunsystems in Abhangigkeit von Gestationsalter und

kindlichem Ponderalindex

Der FIt3L im Nabelschnurblut in Abhangigkeit vom Gestationsalter und dem

kindlichen Ponderalindex

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter der
Neugeborenen sowie dem kindliche Ponderalindex und den Konzentrationen des
FIt3L im Nabelschnurblut besteht, wurden auch hier Korrelationen zwischen den
genannten Faktoren berechnet.
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Das Gestationsalter ist hierbei angegeben als die bei Geburt abgeschlossenen
Schwangerschaftswochen. Es wurde ausgehend vom Geburtstag des Neugeborenen
abzuglich des Tages der letzten Menstruation der Mutter berechnet.

Um die Nachteile einer absoluten MessgroRe wie der des Geburtsgewichts
auszuraumen, wurde zur Betrachtung des Schwangerschaftsoutcomes der
Ponderalindex gewahlt. Dieser versteht sich im vorliegenden Fall als der Quotient

aus dem Geburtsgewicht und der dritten Potenz der Geburtslange.

Die Berechnungen zeigten, dass die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut
negativ mit dem Gestationsalter korrelierten, wie Abbildung 17 B veranschaulicht.
Das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht. Weiterhin korrelierten die FIt3L-
Serumkonzentrationen schwach negativ mit dem kindlichen Ponderalindex, was in
Abbildung 17 A dargestellt ist.
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r=-0,253, p-Wert=0,14 r=-0,320, p-Wert=0,06

Korrelationen nach Pearson a Werte des vor der 37. SSW entbundenen Kindes

Abbildung 17 Die Flt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut in Abh&ngigkeit vom kindlichen Ponderalindex (A) und vom

Gestationsalter (B)

Da im Hinblick auf einen mdglichen Einfluss des Ponderalindex auf die FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut keine lineare Beziehung vermutet wurde,
erfolgte eine Gruppeneinteilung der Stichprobe beziiglich des betrachteten Faktors.
Da es sich lediglich um eine kleine Stichprobe handelte, wurde auf eine Einteilung in
Quartile zuruckgegriffen, wobei das 2. und 3. Quartil zu einer Gruppe
zusammengefasst wurden. Die einzelnen sich daraus ergebenden Grenzwerte flr die

Gruppeneinteilung sind Abbildung 18 zu entnehmen. Die Berechnungen ergaben
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keinen signifikanten Unterschied der FIt3L-Serumkonzentrationen zwischen den

verschiedenen Gruppen.
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Ponderalindex
a Werte des vor der 37. SSW entbundenen Kindes

Abbildung 18 Die FIt3L-Serumkonzentration im Nabelschnurblut in Abhé&ngigkeit vom kindlichen Ponderalindex

Mittelwertvergleiche mittels T-Test

Der Reifegrad der hamatopoetischen Stammzellen in Abhangigkeit vom

Gestationsalter und vom kindlichen kindlichen Ponderalindex

Um zu untersuchen, ob sich der angedeutete Einfluss des Gestationsalter und des
kindlichen Ponderalindex auf die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut
auch im Hinblick auf die Reife der hamatopoetischen Stammzellen zeigt, wurden
ebenfalls Korrelationsberechnungen durchgefihrt.

Es zeigte sich hierbei weder ein Zusammenhang zum kindlichen Ponderalindex, wie
Tabelle 13 zu entnehmen ist, noch zum Gestationsalter (Tabelle 14), weshalb auf

eine graphische Darstellung der Ergebnisse verzichtet wurde.
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Mit dem Ponderalindex

korrelierte Zellpopulation

CD45'CD135" gesamt
CD34CD133" HSC (HSC®™)
CD34'CD133* HSC (HSC ™)
CD34'CD133 HSC (HSC'™)
Verhéltnis HSC®" zu HSC'™*®
Verhéltnis HSC™? zu HSC'™*®
CD34" HSC
CD45'CD135'CD34" HSC
CD45%™CD135" HSC
CD45"™CD38* HSC
CD133'CD135'CD38"HSC
CD45%™CD38 HSC
CD133"CD135*CD38'HSC

a Korrelationen nach Pearson, wenn nicht b

b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt

Tabelle 13 Zusammenhang zwischen kindlichem Ponderalindex und

Stammzellsubpopulationen (N=34)

Mit dem Gestationsalter

korrelierte Zellpopulation

CD45'CD135" gesamt
CD34°CD133" HSC (HSC®™)
CD34'CD133* HSC (HSC ™)
CD34'CD133 HSC (HSC'™®)
Verhaltnis HSC®" zu HSC'™*®
Verhaltnis HSC™® zu HSC'™*®
CD34" HSC
CD45'CD135'CD34" HSC
CD45"™CD135" HSC
CD45"™CD38* HSC
CD133'CD135*CD38*HSC
CD45“™CD38 HSC
CD133'CD135*CD38'HSC

a Korrelationen nach Pearson, wenn nicht b

b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt

Tabelle 14 Zusammenhang zwischen dem
Stammzellsubpopulationen (N=34)

Gestationsalter

ré p-Wert
0,014 0,94
0,169 0,34
0,094 0,60
0,012 0,95
0,122° 0,53
0,029 0,87
0,025 0,89
-0,131 0,46
-0,151° 0,39
-0,016° 0,93
0,097 0,59
-0,133 0,45
0,118° 0,51

den Frequenzen der h&amatopoetischen

ré p-Wert
-0,162 0,36
0,163 0,30
-0,222 0,21
-0,226 0,20
0,173° 0,34
0,012 0,95
-0,016 0,93
-0,033 0,85
-0,110° 0,54
-0,081° 0,65
0,037 0,84
0,081 0,65
-0,100° 0,57

den Frequenzen der hamatopoetischen
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3.6 Der Einfluss miutterlicher Faktoren auf den FIt3L und die Reife des

kindlichen Immunsystems

Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sowohl die FIt3L-
Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft als auch jene im Nabelschnurblut und
die Reife des kindlichen Immunsystems durch verschiedene miutterliche Faktoren
beeinflusst werden. Hierbei wurden zum einen Parameter wie das miitterliche Alter,
der matterliche BMI und die Gewichtszunahme in der Schwangerschaft betrachtet
und zum anderen der Einfluss des mitterlichen Stresses in der Schwangerschaft

untersucht.

Der Einfluss mitterlicher Faktoren auf die mitterlichen FIt3L-

Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft

Um den Einfluss des miutterlichen Alters, des mitterlichen BMIs und der
Gewichtszunahme in der Schwangerschaft auf die mdatterlichen FIt3L-
Serumkonzentrationen zu  untersuchen, wurden Korrelationsberechnungen
durchgefuhrt.

Hierbei ergab sich eine positive, nicht signifikante Korrelation zwischen den
matterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen in der 36. Schwangerschaftswoche und der
prozentual zum Ausgangsgewicht bestimmten mitterlichen Gewichtszunahme in der

Schwangerschaft, wie Abbildung 19 verdeutlicht.
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Gewichtszunahme 14.SSW - 36. SSW
(% vom Ausgangsgewicht)

Korrelation nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt: r=0,323, p=0,07
Abbildung 19 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen in der 36. SSW und der prozentual zum

Ausgangsgewicht berechneten Gewichtszunahme in der Schwangerschaft, ((Gewicht 36. SSW — Gewicht 14. SSW)/Gewicht
14. SSW).
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Es zeigte sich weder eine Korrelation zwischen den mitterlichen FIt3L-
Serumkonzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft und dem mdatterlichen Alter
noch dem mitterlichen BMI zu den entsprechenden Zeitpunkten, weshalb auf eine
graphische Darstellung zu Gunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet wurde. Die

Ergebnisse finden sich in Tabelle 14.

FIt3L-Serumkonzentration, Zeitpunkt (N) ré p-Wert
Mutterliches Alter
14. Schwangerschaftswoche (34) 0,195 0,27
24. Schwangerschaftswoche (32) 0,225 0,22
36. Schwangerschaftswoche (34) 0,225 0,20
Mutterlicher BMI®
14. SSW  14. Schwangerschaftswoche (34) -0,020 0,91
24. SSW  24. Schwangerschaftswoche (31) 0,100 0,59
36. SSW  36. Schwangerschaftswoche (33) -0,091° 0,62

a Korrelation nach Pearson, wenn nicht b
b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt
¢ BMI, kg/m?

Tabelle 14 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen (pg/ml) in der Schwangerschaft und dem mutterlichen

Alter sowie dem muditterlichen BMI in der Schwangerschaft

Da eine Linearitat im Hinblick auf einen potenziellen Einfluss des mutterlichen Alters
nicht zu vermuten ist, wurde zudem ein Gruppenvergleich angestellt. Bezlglich des
Alters erfolgte die Einteilung der Gruppen in Quartile. Die Grenzwerte sind den
folgenden Abbildungen zu entnehmen.

In den verschiedenen Altersgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
den Flt3L-Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft, wie Abbildung 20 A-C

verdeutlicht.
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FIt3L-
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Abbildung 20 Flt3L-Serumkonzentrationen in der 14. (A), 24. (B) und 36. Schwangerschaftswoche (C) in Abhangigkeit vom

mutterlichen Alter.
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Der Einfluss mutterlicher Faktoren auf die FIt3L-Serumkonzentrationen im

Nabelschnurblut

Um nun den Einfluss mitterlicher Faktoren auf die Flt3L-Serumkonzentrationen im
Nabelschnurblut zu untersuchen, wurden Korrelationen zwischen eben diesen, dem
matterlichen Alter, dem mutterlichen BMI und der prozentualen Gewichtszunahme in
der Schwangerschaft berechnet.

Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren. Die

Ergebnisse finden sich in Tabelle 15.

FIt3L-Serumkonzentration Nabelschnurblut Korrelationskoeffizient

: o : . b p-Wert

Korrelierte mutterliche Einflussgrof3en r- (N)
Mutterliches Alter 0,218 (35) 0,21
Matterlicher BMI?

14. SSW -0,146 (35) 0,40

24. SSW -0,150 (34) 0,40

36. SSW -0,180 (34) 0,31
%Gewichtszunahme® -0,028 (34) 0,88
a BMI, kg/m?

b Korrelationen nach Pearson

¢ % Gewichtszunahme, Gewichtszunahme prozentual zum Ausgangsgewicht (Gewicht 36.SSW-Gewicht 14. SSW)

Tabelle 15 Zusammenhang zwischen den Flt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und dem miuitterlichen Alter, dem
mutterlichen BMI und der prozentual zum Ausgangsgewicht berechneten mitterlichen Gewichtszunahme in der

Schwangerschaft

Da im Hinblick auf einen mdglichen Einfluss des mitterlichen Alters auf die FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut keine lineare Beziehung vermutet wurde,
erfolgte eine Gruppeneinteilung der Stichprobe. Da es sich lediglich um eine kleine
Stichprobe handelte, wurde auch hier auf eine Einteilung in Quartile zurtickgegriffen.
Die sich so ergebenden Grenzwerte fir die Gruppeneinteilung sind der folgenden

Abbildung zu entnehmen.
Es konnte kein signifikanter Unterschied in den FIt3L-Serumkonzentrationen im

Nabelschnurblut zwischen den verschiedenen mdutterlichen Altersgruppen gezeigt

werden, was Abbildung 21 veranschaulicht.
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Abbildung 21 FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut in Abhéngigkeit vom mutterlichen Alter.

Der Einfluss der mutterlichen Gewichtszunahme in der Schwangerschaft auf

die hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut

Da eine positive Korrelation zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen der 36.
Schwangerschaftswoche und der prozentual zum Ausgangsgewicht berechneten
Gewichtszunahme in der Schwangerschaft gezeigt wurde, wurde nun der
Zusammengang zwischen der Gewichtszunahme und den hamatopoetischen
Stammzellen im Nabelschnurblut mittels Korrelationsberechnungen untersucht.
Diese ergaben eine signifikant positive Korrelation zwischen der mitterlichen
Gewichtszunahme in der Schwangerschaft, prozentual zum Ausgangsgewicht
berechnet, und den HSC®", wie Abbildung 22 A zu entnehmen ist. AuRerdem
korrelierte die Gewichtszunahme in der Schwangerschaft schwach negativ mit den
CD45%MCD38 hamatopoetischen Stammzellen, was Abbildung 22 B zeigt.
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Abbildung 22 Zusammenhang zwischen der prozentual zum Ausgangsgewicht bestimmten Gewichtszunahme in der
Schwangerschaft und den Frequenzen der CD34CD133" (HSC®™™) (A) bzw. den CD45%"CD38 hamatopoetischen
Stammzellen (B).

Weitere Korrelationen zeigten sich nicht, weshalb auf eine graphische Darstellung
verzichtet wurde. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 16. Die Werte der bereits
graphisch dargestellten Korrelationen sind fir eine bessere Vergleichbarkeit
ebenfalls in die Tabelle aufgenommen worden, auch wenn sich hieraus eine

Doppelnennung ergibt.
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Mit der prozentualen Gewichtszunahme

_ _ ré p-Wert
korrelierte Zellpopulation
CD45'CD135" gesamt -0,069 0,70
CD34'CD133" HSC (HSC®"™) 0,378 0,03
CD34'CD133* HSC (HSC ™) -0,026 0,89
CD34'CD133 HSC (HSC'™®) 0,049 0,79
Verhaltnis HSC®"Y zu HSC'™*® 0,164 0,36
Verhaltnis HSC™® zu HSC'®'® -0,055 0,76
CD34" HSC 0,074 0,68
CD45'CD135'CD34" HSC -0,204 0,26
CD459™CD135" HSC -0,047° 0,80
CD45%™CD38* HSC 0,070 0,70
CD133'CD135'CD38"HSC 0,098 0,59
CD45"™CD38 HSC -0,235 0,19
CD133"CD135"CD38'HSC -0,039° 0,83

a Korrelationen nach Pearson, wenn nicht b

b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt

Tabelle 16 Zusammenhang zwischen der prozentual zum Ausgangsgewicht bestimmten Gewichtszunahme in der

Schwangerschaft und den Frequenzen der hamatopoetischen Stammzellsubpopulationen (N=33)

Der Einfluss des in der Schwangerschaft wahrgenommenen miutterlichen

Stresses auf den FIt3L und die kindlichen hamatopoetischen Stammzellen

Um den Einfluss des mutterlichen Stresses zu verschiedenen Zeitpunkten in der
Schwangerschaft sowohl auf den mutterlichen als auch den kindlichen FIt3L und das
kindliche Immunsystem zu untersuchen, wurde der wahrgenommene miutterliche
Stress anhand des Stress-CAT Fragebogens in der 14., 24. und 36.
Schwangerschaftswoche erhoben. Die berechneten Scores wurden anschlieRend mit

den genannten Parametern korreliert. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

Die mutterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen in der Schwangerschaft in

Abhangigkeit vom mutterlichen Stress

Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen den mitterlichen FIt3L-
Serumkonzentrationen und dem wahrgenommenen Stress in der Schwangerschatt,
weshalb auf eine graphische Darstellung verzichtet wurde. Die Ergebnisse finden
sich in Tabelle 17.
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FIt3L-Serumkonzentrationen und

. _ r® (N) p-Wert

korrelierter Mutterlicher Stress

Stress-CAT

FIt3L 14. SSW und Stress-CAT-Score 14. SSW -0,171 (33) 0,34
FIt3L 24. SSW und Stress-CAT-Score 14. SSW -0,113 (31) 0,54
FIt3L 24. SSW und Stress-CAT-Score 24. SSW 0,058 (32) 0,75
FIt3L 36. SSW und Stress-CAT-Score 14. SSW 0,012" (33) 0,95
FIt3L 36. SSW und Stress-CAT-Score 24. SSW 0,040° (34) 0,82
FIt3L 36. SSW und Stress-CAT-Score 36. SSW 0,053 (34) 0,77

a Korrelation nach Pearson, wenn nicht b

b Korrelationen nach Spearman-Rho, da nicht normalverteilt

Tabelle 17 Zusammenhang der FIt3L-Serumkonzentrationen (pg/ml) in der Schwangerschaft mit dem erlebten mutterlichen

Stress in der Schwangerschaft

Der Einfluss des in der Schwangerschaft wahrgenommenen mutterlichen

Stresses auf die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut

Der wahrgenommene Stress (Stress-CAT Score) in der 14. Schwangerschaftswoche
korrelierte  signifikant  positiv. mit den  Flt3L-Serumkonzentrationen  im
Nabelschnurblut, wie Abbildung 23 zu entnehmen ist.

Zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und den
verschiedenen Stress-Scores in der 24. und 36. Schwangerschaftswoche zeigten
sich keine Korrelationen, weshalb auf weitere graphische Darstellung verzichtet

wurden und die Ergebnisse lediglich in Tabelle 18 dargestellt sind.
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Abbildung 23 Zusammenhang zwischen den FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut und dem Stress-CAT-Score in

der 14. Schwangerschaftswoche.

FIt3L-Serumkonzentrationen Nabelschnurblut

_ _ _ r (N) p-Wert
korreliert mit mitterlichem Stress
Stress-CAT
24. SSW 0,129 (35) 0,46
36. SSW 0,210 (35) 0,23

a Korrelation nach Pearson

Tabelle 18 Korrelationen der FIt3L-Serumkonzentrationen (pg/ml) im Nabelschnurblut mit dem wahrgenommenen bzw.

erlebten miitterlichen Stress in der 24. und 36. Schwangerschaftswoche

Da fir die Einteilung der Stress-Scores in gestresste und nicht gestresste Individuen
keine festgelegten Grenzwerte existieren, wurde hier zuséatzlich eine Einteilung in
Quartile vorgenommen, um zu untersuchen, ob sich die FIt3L-Serumkonzentrationen
im Nabelschnurblut von Kindern mit stark und weniger stark gestressten Muttern
unterscheiden. Die Grenzwerte, die nun die Gruppeneinteilung definieren, sind
Abbildung 24 zu entnehmen.

Es zeigte sich ein marginal signifikanter Unterschied der FIt3L-Serumkonzentrationen
im Nabelschnurblut  zwischen der niedrig (Stress-CAT-Score 14.
Schwangerschaftswoche) und der maRig gestressten Gruppe (Stress-CAT-Score

14. Schwangerschaftswoche), sowie zwischen der niedrig (Stress-CAT-Score 14.
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Schwangerschaftswoche) und der stark gestressten Gruppe (Stress-CAT-Score 14.

Schwangerschaftswoche), wie in Abbildung 24 dargestellt ist.
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Abbildung 24 Die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut in Abhéngigkeit vom mdtterlichen Stress in der 14.

Schwangerschaftswoche (Stress-CAT-Score).

Es konnte dariber hinaus kein signifikanter Unterschied der FIt3L-
Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut in den verschiedenen Stress-Gruppen in
der 24. und 36. Schwangerschaftswoche (Stress-CAT-Score 24. und 36.
Schwangerschaftswoche) gezeigt werden (Abbildung 25 A und B).
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Abbildung 25 Die FIt3L-Serumkonzentrationen im Nabelschnurblut in Abhéngigkeit vom mutterlichen Stress (Stress-
CAT-Score) in der 24. (A) und 36. Schwangerschaftswoche (B).
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Der Einfluss des miutterlichen Stresses in der Schwangerschaft auf die

Subpopulationen hamatopoetischer Stammzellen im Nabelschnurblut

Um abschlieBend den Einfluss des in der Schwangerschaft wahrgenommenen
matterlichen Stresses auf die Reife der hamatopoetischen
Stammzellsubpopulationen zu untersuchen, wurden Korrelationsberechnungen mit
den oben genannten Scores des Stress-CAT in der 14., 24. und 36.
Schwangerschaftswoche mit den Subpopulationen der hamatopoetischen
Stammzellen durchgefthrt.

Es zeigte sich hierbei eine schwach positive Korrelation zwischen dem Stress-CAT-
Score in der 24. Schwangerschaftswoche und den CD34'CD133" hamatopoetischen
Stammzellen (HSC'ate) (Abbildung 26 A) und eine signifikant negative Korrelation mit
den CD45%MCD135" hamatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut (Abbildung
26 B). Schwach negativ korrelierten der Stress-CAT-Score in der 24,
Schwangerschaftswoche mit dem Verhaltnis der CD34"CD133" (HSC ™% und der
CD34'CD133  hamatopoetischen Stammzellen (HSC™®) (Abbildung 26 C). Der
Stress-CAT-Score in der 36. Schwangerschaftswoche korrelierte negativ, jedoch
nicht signifikant, mit den CD45%™CD135" hamatopoetischen Stammzellen im
Nabelschnurblut (Abbildung 26 D) und schwach negativ mit dem Verhdltnis der
CD34'CD133" (HSC®") und CD34'CD133 hamatopoetischen Stammzellen
(HSC"™®) (Abbildung 26 E).
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Abbildung 26 Zusammenhang zwischen dem miitterlichem Stress in der 24. Schwangerschaftswoche und den CD34'CD133"
(HSC™) (A), den CD45°"CD135" hamatopoetischen Stammzellen (B) und dem Verhéltnis der CD34'CD133" (HSC ™) und
CD34'CD133" hamatopoetischen Stammzellen (HSC®®) im Nabelschnurblut (C), dem miitterlichen Stress in der 36.
Schwangerschaftswoche und den CD45°"CD135" hamatopoetischen Stammzellen (D) bzw. mit dem Verhdltnis der CD34"
CD133" (HSC**") und CD34'CD133 hamatopoetischen Stammzellen (HSC"™®) im Nabelschnurblut (E).
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4. Diskussion

Das kindliche Immunsystem entwickelt sich bereits frih in der Schwangerschaft
(Ygberg und Nilsson 2012) und steht schon wéahrend dieser Zeit unter dem Einfluss
aulBerer Umstande. Wichtig nicht nur fur die Entwicklung und Regulation der
Hamatopoese sondern auch des Immunsystems und der Immunantwort sind der
hamatopoetische Wachstumsfaktor FIt3L und sein Rezeptor (Antonysamy und
Thomson 2000, Weisel et al. 2009). Forschungsarbeiten zum FIt3L in der
Schwangerschaft und zum Zeitpunkt der Geburt sind jedoch rar, weshalb in der
vorliegenden Arbeit eben jener Aspekt untersucht wurde. Nicht nur die Beziehung
von mdutterlichem und kindlichem FIt3L zueinander, sondern auch zu den
Immunzellen im Nabelschnurblut wurde beleuchtet. Gleichsam wurden potenzielle
Einflussfaktoren auf den FIt3L untersucht.

Die  FIt3L-Konzentrationen wurden mittels ELISA im Blut von 35
Studienteilnehmerinnen zu drei Zeitpunkten in der Schwangerschaft und im
Nabelschnurblut ihrer Kinder bestimmt. Die mutterlichen Serumkonzentrationen des
FIt3L lagen hierbei wahrend der gesamten Schwangerschaft signifikant hoher als
jene Konzentrationen im Nabelschnurblut. Die mitterlichen Werte im Verlauf der
Schwangerschaft unterschieden sich hingegen nicht signifikant zu den
verschiedenen Zeitpunkten. Gleichwohl korrelierten die Konzentrationen der
einzelnen Messzeitpunkte aber positiv miteinander. Auch die miutterlichen und
kindlichen Werte korrelierten schwach positiv miteinander, wobei jedoch hier keine
Signifikanz erreicht wurde. In der Literatur finden sich bisher noch keine Arbeiten, in
denen der FIt3L wahrend der gesamten Schwangerschaft untersucht wurde. Die
Arbeit von Gonzalez et al. betrachtet allerdings den mdutterlichen FIt3L kurz nach
Geburt und jenen im Nabelschnurblut. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit zeigten sich dort weit hohere Plasmakonzentrationen des FIt3L
bei reif geborenen Kindern als bei den dazugehorigen Mittern (Gonzalez et al.
2009). Inwieweit diese abweichenden Ergebnisse durch unterschiedliches
Probenmaterial (Plasma versus Serum) oder Untersuchungsablaufe bedingt sind
oder unterschiedliche Charakteristika der Studienpopulation hierfir eine Rolle
spielen, kann zum jetzigen Zeitpunkt nur spekuliert werden. Puchner et al. verglichen
zudem die Konzentrationen des Rezeptors FIt3 im miuitterlichen Blut vor Geburt und
im Nabelschnurblut (Malamitsi-Puchner et al. 2005). Die mittleren Konzentrationen
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des mitterlichen FIt3-Rezeptors waren hoher als jene im Nabelschnurblut,
wenngleich dieser Unterschied nicht signifikant war (Malamitsi-Puchner et al. 2005).
Die Ergebnisse stehen jedoch in Einklang mit den Verhaltnissen der Konzentrationen
in der vorliegenden Arbeit. Hoéhere mdutterliche FIt3L-Konzentrationen lassen sich
zum einen durch die in der Schwangerschaft gesteigerte miitterliche Hamatopoese
erklaren (ElI-Badri und Groer 2008). Zum anderen werden hier die verdnderten
immunologischen Anforderungen an den miutterlichen Kérper in der Schwangerschaft
deutlich. Die fur eine erfolgreiche Schwangerschaft notwendige Immuntoleranz
gegenuber dem Fetus wird unter anderem durch regulatorische T-Zellen
gewahrleistet (Aluvihare et al. 2004, Aluvihare et al. 2005, Arck und Hecher 2013).
Diese wiederum werden durch den FIt3L indirekt Uber dendritische Zellen reguliert
(Karsunky et al. 2003, Klein et al. 2013). In der Literatur finden sich keine
vergleichenden Daten zu den Flt3L-Konzentrationen im Blut schwangerer und nicht
schwangerer Frauen. Gonzales et al. ermittelten jedoch im Plasma gesunder
Probanden niedrigere FIt3L-Konzentrationen als bei Frauen kurz nach Entbindung
(Gonzalez et al. 2009), was das Vorangegangene im Hinblick auf die
hamatopoetischen und immunologischen Veranderungen in der Schwangerschaft,
einhergehend mit einem erhohten Bedarf an FIt3L, unterstreicht. Differierende
Angaben zu mittleren FIt3L-Serum- bzw. Plasmakonzentrationen gesunder
Individuen in der Literatur und im Herstellermanual des in der vorliegenden Arbeit
verwendeten ELISAs (Lyman et al. 1995, Gonzalez et al. 2009, R&D Systems 2010)
lassen insgesamt auf eine gewisse interindividuelle Variabilitat der Werte schliel3en,
was sich auch anhand der Messungen der vorliegenden Arbeit nachvollziehen l&sst.
Wenn man bei den schwach positiven Korrelationen der miutterlichen FIt3L-
Konzentrationen in der Schwangerschaft mit den Werten im Nabelschnurblut davon
ausginge, dass hier eine ein- oder gegenseitige Beeinflussung vorlage, hiel3e das,
dass hohere mutterliche Werte ebenso hohere Werte im Nabelschnurblut bedingen.
Ob sich eine solche Beeinflussung auch in der Reife des kindlichen Immunsystems
zum Zeitpunkt der Geburt niederschlagt, wurde im Anschluss anhand
durchflusszytometrischer Analysen der Zellen im Nabelschnurblut untersucht. Hierftr
wurden Subpopulationen ha&matopoetischer Stammzellen und regulatorischer T-
Zellen anhand ihrer Oberflachenmolekile von den tbrigen Zellen abgegrenzt. Zudem
wurden die Zellen in undifferenzierte und differenziertere Stadien, reife und unreifere

Entwicklungsstufen unterteilt (Takahata et al. 2004, Basford et al. 2010, D'Alessio et
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al. 2011). Wie in Anbetracht der fast ausschliel3lich aus eutrophen, reifgeborenen
Kindern bestehenden Studienpopulation zu erwarten war, zeigte sich bei den
Analysen ein Uberwiegen der reiferen CD34'CD133" h&amatopoetischen
Stammzellen (HSC'™®) gegenuiber den weniger reifen CD34"CD133" (HSC™?) und
CD34°CD133" hamatopoetischen Stammzellen (HSC®*™). Eine Expression des Flt3-
Rezeptors CD135 fand sich vorrangig auf differenzierten hamatopoetischen
Stammzellen (HSC'®®), aber auch auf den weniger differenzierten Stammzellen
(HSC™9).  Beiden Subpopulatonen gemein ist die Expression des
Oberflachenmolekiils CD34. Das Vorhandensein von CD34 wurde in der Literatur
bereits als Voraussetzung fur eine Expression von CD135 postuliert (Small et al.
1994), wenn auch gleichsam bekannt ist, dass die Expression von CD135 nicht auf
CD34" Zellen beschrankt ist (Rappold et al. 1997). In der Zusammensetzung der
regulatorischen T-Zellen zeigte sich ebenfalls eine fur das Immunsystem des
Neugeborenen typische Konstellation. Die FoxP3" regulatorischen T-Zellen, eingeteilt
in naive und - Uber eine Zwischenstufe - ausgereifte Zellen, unterscheiden sich in
dem Ausmall ihrer suppressiven Aktivitat (Schaier et al. 2012). Wie zu erwarten war,
bestand der Hauptanteil dieser regulatorischen T-Zellen aus naiven regulatorischen
T-Zellen. Die reiferen aktiven Zellen zeigten sich anteilig in geringstem Ausmal3. Die
Ergebnisse entsprechen diesbeziglich also ebenfalls den in der Literatur zu
findenden Beschreibungen des regulatorischen T-Zell-Pools im Nabelschnurblut im
Vergleich zu jenem im adulten peripheren Blut (Wing et al. 2002, Takahata et al.
2004). Im nachsten Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit nun die Beziehung des
FIt3L zu den Immunzellen im Nabelschnurblut untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
der kindliche FIt3L im Nabelschnurblut und die CD34'CD133" hamatopoetischen
Stammzellen (HSC™Y) in einem positiven Zusammenhang zueinander stehen. Ein
negativer Zusammenhang bestand hingegen zu den CD34'CD133" Zellen (HSC®™),
wobei hier jedoch das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Das Verhdltnis der
CD34'CD133* (HSC™%) zu den CD34'CD133  (HSC®®) hamatopoetischen
Stammzellen stand in einem positiven Zusammenhang zu den FIt3L-Konzentrationen
im Nabelschnurblut, wobei auch hier das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde.
Auch, wenn ein Teil der gezeigten Zusammenh&nge nur angedeutet erscheint, so
mag es dennoch durchaus denkbar sein, anhand der FIt3L-Konzentrationen im
Nabelschnurblut Rickschlisse auf das Profil der hamatopoetischen Stammzellen im

Nabelschnurblut ziehen zu kdnnen. Hohere Konzentrationen des FIt3L scheinen auf
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hoéhere Frequenzen weiter differenzierter hamatopoetischer Stammzellen und
zugleich niedrigere Frequenzen friher Entwicklungsstadien schlieen zu lassen. So
kann die funktionelle Bedeutung des FIt3L als hdmatopoetischer Wachstumsfaktor
(Lyman et al. 1994, Hannum et al. 1994) auch im Zellprofil des Nabelschnurblutes
nachvollzogen werden. Der stimulative Effekt des FIt3L auf CD34" Stamm- und
Progenitorzellen und seine Funktion als Regulator der Hamatopoese (Lyman et al.
1993, Lyman et al. 1994, Small et al. 1994, Wodnar-Filipowicz 2003) findet sich in
den vorab beschriebenen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit angedeutet. Die
fehlenden Zusammenhange zwischen den FIt3L-Konzentrationen im Nabelschnurblut
und den ubrigen beispielsweise anhand des Flt3-Rezeptors CD135 differenzierten
Subpopulationen erinnern an die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen der
vielseitigen Effekte des FIt3L, die jedoch unabhangig vom Ausmald der Expression
des Rezeptors sind (Shah et al. 1996, Aurran-Schleinitz et al. 1999). DarlUber hinaus
ist hier auch zu beachten, dass ein Einfluss des FIt3L auf samtliche Zellpopulationen
ohne kostimulierende Faktoren, wie sie in der Literatur beschrieben sind (Petzer et
al. 1996, Rusten et al. 1996, Lyman und Jacobsen 1998, Robinson et al. 2000), nicht
denkbar ist und sich direkte Zusammenhéange in vivo deshalb mitunter nur schwer
visualisieren lassen. Weitergehende Studien in dieser Richtung konnten hier
maoglicherweise ein deutlicheres Bild zeichnen. Im Hinblick auf die verschiedenen
Subpopulationen  der  regulatorischen  T-Zellen zeigten sich  Kkeinerlei
Zusammenhange zum kindlichen FIt3L. Der in der Literatur beschriebene Einfluss
des FIt3L auf die regulatorischen T-Zellen (Swee et al. 2009, Klein et al. 2013)
spiegelte sich folglich nicht direkt im Zellprofil des Nabelschnurblutes wider. Zum
einen spielt hier vermutlich die indirekte Uber dendritische Zellen vermittelte
Beziehung (Darrasse-Jeze et al. 2009) eine Rolle, welche einen Zusammenhang von
kindlichem FIt3L und regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut in dieser
Stichprobe nicht offenbart. Zum anderen mag eine Beeinflussung der kindlichen
regulatorischen T-Zellen auch schon zu einem friheren Zeitpunkt geschehen. Um
dies zu evaluieren, wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die Zusammenhange
der einzelnen Zellpopulationen im Nabelschnurblut zu den mitterlichen FIt3L-
Konzentrationen untersucht. Tatsachlich zeigten sich im Gegensatz zum kindlichen
FIt3L bei den Werten in der Schwangerschaft Zusammenhange zu den
regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut. Die naiven regulatorischen T-Zellen

korrelierten mit den mutterlichen FIt3L-Serumkonzentrationen aller
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Erhebungszeitpunkte tendenziell negativ. Ein positiver Zusammenhang zeigte sich
dagegen mit den reiferen Subpopulationen. Hohere FIt3L-Konzentrationen in der
Schwangerschaft scheinen sich folglich im Nabelschnurblut in einer geringeren Zahl
naiver regulatorischer T-Zellen widerzuspiegeln. Dies deutet den Einfluss des FIt3L
auf die T-Zellentwicklung und seinen stimulierenden Effekt auf regulatorische T-
Zellen an (Wodnar-Filipowicz 2003, Klein et al. 2013). Auch sein Einfluss auf die
Aktivitat der regulatorischen T-Zellen und damit die Immunantwort, wie
beispielsweise im Mausmodell anhand verschiedener Krankheitsmodelle bereits
untersucht wurde (Edwan et al. 2004, Svensson et al. 2013), scheint hier deutlich zu
werden. Weitergedacht konnte dies wiederum ein Zeichen dafur sein, dass
Unterschiede in der Zusammensetzung der regulatorischen T-Zellen im
Nabelschnurblut, die auf das Risiko fir die Entwicklung bestimmter Erkrankungen im
Verlauf des Kindesalters hindeuten kénnen und die in der Literatur bereits vielfach
untersucht wurden (Haddeland et al. 2005, Hinz et al. 2012), nach diesen
Ergebnissen bereits durch die Flt3L-Konzentrationen in der Schwangerschaft
angekindigt und beeinflusst werden. Inwiefern die mdtterlichen FIt3L-
Konzentrationen auch auf die Zusammensetzung der kindlichen hamatopoetischen
Stammzellen schliel3en lassen, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Im
Vergleich zu den regulatorischen T-Zellen waren die Ergebnisse hier jedoch wenig
eindeutig. Zwar zeigten sich negative Zusammenhdnge zwischen den FIt3L-
Konzentrationen in der 14. SSW und den gesamten CD34" hamatopoetischen
Stammzellen sowie den undifferenzierten CD45%"CD34'CD38 Zellen. Das
Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht. Ein positiver jedoch ebenfalls nicht
signifikanter = Zusammenhang bestand zwischen den  undifferenzierten
CD45%MCD135" hamatopoetischen Stammzellen. Bei den Werten der 24. und 36.
SSW zeigten sich diese Beziehungen jedoch nicht. Die h&matopoetischen
Stammzellen, die sowohl CD133 als auch CD135 exprimieren, zeigten hingegen zu
allen Zeitpunkten wahrend der Schwangerschaft tendenziell einen positiven
Zusammenhang mit den miutterlichen Flt3L-Konzentrationen. Ob bei diesen lediglich
angedeuteten Zusammenhéangen auf eine Beeinflussung der kindlichen Stammzellen
durch den mudatterlichen FIt3L geschlossen werden kann, muisste anhand einer
grolReren Studienpopulation weitergehend untersucht werden, um hier einen

zufalligen Effekt auszuschliel3en.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben vielfaltige Zusammenhange zwischen
dem FIt3L und den Zellen im Nabelschnurblut aufgezeigt. Weitergehend wurden
deshalb potenzielle Einflussfaktoren auf den FIt3L untersucht. Am deutlichsten zeigte
sich hierbei ein Einfluss des Gestationsalters auf die FIt3L-Konzentrationen im
Nabelschnurblut. Je héher das Gestationsalter bei Geburt war, desto geringer waren
die FIt3L-Konzentrationen im Nabelschnurblut. Auch in der Arbeit von Gonzales et al.
wurden im Plasma von Frihgeborenen héhere Konzentrationen des FIt3L im
Vergleich zu reif geborenen Kindern beschrieben (Gonzalez et al. 2009). Bei
Puchner et al. hingegen zeigten sich, trotz vergleichbarer Zusammensetzung der
Studienpopulation, keine Korrelationen zum Gestationsalter (Malamitsi-Puchner et al.
2005). Eine Abnahme des FIt3L mit steigendem Gestationsalter ginge in Einklang mit
der in der Literatur beschriebenen Abnahme zirkulierender hamatopoetischer
Stammzellen im Verlauf der physiologischen fetalen Entwicklung (Bizzarro et al.
2007, Wen et al. 2012). Da der Anteil frihgeborener Kinder an der Studienpopulation
nicht ausreichend gro3 war, konnte diesbezlglich kein Gruppenvergleich
durchgefuihrt werden. Weiterfuhrende Studien kénnten an eben diesem Punkt
ansetzen. Als weiterer Einflussfaktor auf die FIt3L-Konzentrationen im
Nabelschnurblut wurde der kindliche Ponderalindex untersucht. Dieser Index stellt
ein relatives Mal3 fur die korperlichen Male des Neugeborenen dar. Wie ein
niedriges Gestationsalter wird auch ein niedriger Ponderalindex mit einem erhéhten
Risiko fur die Entwicklung eines Asthmas in Zusammenhang gebracht (Metsala et al.
2008). Ein Zusammenhang zwischen den Flt3L-Konzentrationen im Nabelschnurblut
und kindlichem Ponderalindex deutete sich in den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit lediglich an. Die Vermutung, dass ein héherer Ponderalindex geringere FIt3L-
Konzentrationen im Nabelschnurblut bedingen wirde, stiinde aber mit dem ebenfalls
im Vorangegangenen erwahnten negativen Zusammenhang zum Gestationsalter in
Einklang.

Neben dem Gestationsalter und dem Ponderalindex wurden auch mdatterliche
Einflussfaktoren auf den FIt3L untersucht. Es zeigte sich, dass in Bezug auf die
mutterlichen FIt3L-Konzentrationen in der 36. SSW ein positiver, jedoch nicht
signifikanter, = Zusammenhang zur Gewichtszunahme in der Schwangerschaft
bestand. Die in der Literatur beschriebenen Einflisse einer exzessiven
Gewichtszunahme in der Schwangerschaft auf das neonatale Outcome sind vielfaltig.

So zeigte sich eine Ubermalige Gewichtszunahme in der Schwangerschatft nicht nur
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im Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko fur Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen, sondern auch als negativer Einflussfaktor im Hinblick auf den
Apgar-Score und den pH-Wert des Nabelschnurblutes (Nohr et al. 2008, Gaillard et
al. 2013, Ferrari et al. 2014). Im Bezug auf die weitere immunologische Entwicklung
des Kindes zeigten Harpsge et al. ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung eines
Asthma bronchiale im Kindesalter (Harpsge et al. 2013). Diesbezuglich wéare zu
erwarten, dass sich eine verstarkte Gewichtszunahme auch in den FIt3L-
Konzentrationen im Nabelschnurblut widerspiegelt. Dieser Zusammenhang sollte in
weiterfihrenden Studien n&her untersucht werden. Auch zum miutterlichen Alter
bestanden keine Zusammenhange mit den miutterlichen oder kindlichen FIt3L-
Konzentrationen. Das mdutterliche Alter wurde in der Literatur vielfach als
Risikofaktor fur die erfolgreiche Schwangerschaft und die weitere kindliche
Entwicklung diskutiert (Sherriff et al. 2001, Dik et al. 2004, Chantrapanichkul und
Chawanpaiboon 2013, Xiaoli und Weiyuan 2014). Es hatte folglich nicht Uberrascht,
wenn die Hohe der Flt3L-Konzentrationen mit dem Alter variiert hétte, was jedoch
nicht der Fall war. Ein Grund hierfur kénnte die homogene Alterszusammensetzung
der Studienpopulation sein. Der grof3te Anteil der Frauen war zwischen 30 und 35
Jahren alt (n=20). 6 Teilnehmerinnen waren junger als 30 Jahre, 8 Frauen waren
zwischen 35 und 40 Jahren alt. Lediglich eine Teilnehmerin war mit 46 Jahren alter
als 40 Jahre. Die jungste Teilnehmerin war 21 Jahre alt. Um den Einfluss des Alters
auf den FIt3L besser bewerten zu kdonnen, wére in weiterfihrenden Studien eine
Studienpopulation mit einer gré3eren Anzahl an Teilnehmerinnen in allen genannten
Altersklassen hilfreich.

Im letzten Schritt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von wahrend der
Schwangerschaft wahrgenommenem Stress auf die FIt3L-Konzentrationen
untersucht. Negative Auswirkungen von pranatalem Stress auf die Gesundheit des
Kindes sind vielfach beschrieben worden (Hertzen, L. C. von 2002, Knackstedt et al.
2005, Sausenthaler et al. 2009), weshalb nun geprift werden sollte, ob sich dies
auch in den untersuchten Aspekten des kindlichen Immunsystems abzeichnet. Es
zeigte sich tatsdchlich ein gewisser Zusammenhang zwischen dem FIt3L im
Nabelschnurblut und dem Stress in der Schwangerschatft. Es fiel auf, dass die Level
des wahrgenommenen Stresses in der 14. SSW positiv mit den FIt3L-
Konzentrationen im Nabelschnurblut korrelierten. Folglich kdnnten mit steigendem

Stress hohere Flt3L-Konzentrationen im Nabelschnurblut erwartet werden. Auf den
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matterlichen FIt3L schien sich der in der Schwangerschaft wahrgenommene Stress
jedoch nicht messbar auszuwirken. Da sich fur den kindlichen FIt3L in der
vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang mit Subpopulationen der hAmatopoetischen
Stammzellen zeigte, wurde nun ebenfalls die Abhangigkeit dieser Zellen von
pranatalem Stress untersucht. Hierbei zeigte sich, dass eine hohere
Stresswahrnehmung in der 24. SSW und 36. SSW tendenziell mit héheren
Frequenzen differenzierterer Stammzellen (HSC™®) im Vergleich zu weniger
differenzierten (HSC®"; HSC™Y) einherging. Diese Ergebnisse erreichten jedoch
nicht das Signifikanzniveau. Gleichsam ergab sich, dass ein hdherer Stress zu
diesen Zeitpunkten mit weniger undifferenzierten CD45%™CD135* hamatopoetischen
Stammzellen im Nabelschnurblut einherging. Auch wenn die Ergebnisse nur
andeutungsweise in eine Richtung zeigten, so kann dennoch davon ausgegangen
werden, dass sich pranataler Stress Uber verschiedene Mechanismen zu allen
Zeitpunkten in der Schwangerschaft auf das Immunsystem des Kindes auswirken
kann. Diese Beeinflussung zeigte sich auch in Bezug auf den FIt3L.

Einfluss der verwendeten Methoden auf die Ergebnisse der Arbeit

Der Vergleich der Studienpopulation mit der Originalpopulation sowie mit den im
Jahre 2012 erfassten Hamburger Geburten (EQS Hamburg Landesgeschéftsstelle
2013) zeigte, dass es sich bei der Studienpopulation um eine reprasentative
Stichprobe der Neugeborenen handelt. Es ist folglich wahrscheinlich, dass die
gezeigten Zusammenhdnge auch im Hinblick auf die Vergleichspopulationen
Gultigkeit haben mdgen. Auch hinsichtlich der miutterlichen Eigenschaften
unterschied sich die vorliegende Studienpopulation von der Originalpopulation
abgesehen von kleinen Unterschieden nicht wesentlich. Die Ergebnisse mdgen
folglich auch auf die umfassendere Originalpopulation {bertragbar sein. Der
Vergleich mit den Eigenschaften der Frauen, deren Geburten im Jahr 2012 in
Hamburg erfasst wurden (EQS Hamburg Landesgeschaftsstelle 2013), zeigte
hingegen gréRere Unterschiede auf. Die Differenzen beider Populationen beziglich
Alterszusammensetzung,  Herkunft,  Berufstatigkeit und  Beziehungsstatus
beispielsweise mbégen zum einen durch die geringe Fallzahl in der Studienpopulation
bedingt sein. Zum anderen sind sie aber auch Ausdruck eines sehr selektiven
Patientenkollektivs freiwilliger Studienteilnehmerinnen in der Studienpopulation. Dies

hat zur Folge, dass die Ergebnisse, méchte man sie auf eine grol3ere Kohorte wie
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beispielsweise die gesamten Hamburger Geburten Ubertragen, als nur bedingt
reprasentativ angesehen werden konnen. In weiterfihrenden Studien sollten die
Tendenzen, die sich in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigen, in grof3eren
Stichproben untersucht werden. So wére auch eine gréRere Varianz hinsichtlich
untersuchter Merkmale wie dem mitterlichen Alter oder dem Gestationsalter
gewahrleistet. Eine grofRere Stichprobe kénnte zusatzlich die Interpretation der bisher
oft nur angedeuteten Zusammenhange erleichtern. Da die weitere Einteilung der
Studienpopulation in Untergruppen, wie sie fir die Gruppenvergleiche notwendig
war, die Problematik der geringen StichprobengrofRe zusatzlich verstarkte und
Vergleiche wie beispielsweise der von frih- und reifgeborenen Kindern aufgrund
dessen entfallen mussten, konnte auch hier eine gréf3ere Studienpopulation hilfreich
sein. So waren beispielsweise exaktere Aussagen zum bereits angedeuteten
Zusammenhang zwischen dem FIt3L im Nabelschnurblut und dem Gestationsalter
maoglich. Zusatzlich kénnten fur die Beurteilung des Einflusses von pranatalem Stress
auf den FIt3L in Schwangerschaft und Nabelschnurblut begleitende Messungen des
Stresshormons Cortisol eine gewisse Objektivierung des Stresses gewahrleisten und

so hilfreich fur die Beurteilung eines bestehenden Zusammenhangs sein.

Resiimee und Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte den hamatopoetischen Wachstumsfaktor FIt3L in
der Schwangerschaft und im Nabelschnurblut im Hinblick auf seine Beziehung zum
neonatalen Immunsystem. Beispielhaft hierfur wurden die unterschiedlichen
Subpopulationen hamatopoetischer Stammzellen und regulatorischer T-Zellen im
Nabelschnurblut mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierbei deutete sich zum
einen ein Zusammenhang zwischen kindlichem FIt3L im Nabelschnurblut und
unterschiedlich  differenzierten Stammzellen an. Zum anderen bestanden
Zusammenhange zwischen den mudatterlichen FIt3L-Konzentrationen in der
Schwangerschaft und einzelnen Subpopulationen sowohl der hamatopoetischen
Stammzellen als auch der regulatorischen T-Zellen. Hier schien sich folglich ein
Einfluss von kindlichem und mdutterlichem FIt3L auf die Ausreifung des kindlichen
Immunsystems abzuzeichnen. Der mdutterliche und der kindliche FIt3L schienen
auRerdem, wenn auch nur angedeutet in den Ergebnissen sichtbar, zueinander in
Beziehung zu stehen. Der kindliche FIt3L im Nabelschnurblut zeigte sich abh&ngig

vom Gestationsalter und vom kindlichen Ponderalindex. Der miutterliche FIt3L
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hingegen schien durch die Gewichtszunahme in der Schwangerschaft beeinflusst zu
werden. Die Ergebnisse zeigten zudem einen Einfluss von wahrgenommenen
matterlichem Stress, welcher in der 14. SSW gemessen wurde und den FIt3L-
Konzentrationen im Nabelschnurblut. Die gesamten Zusammenhange zwischen
matterlichem und kindlichem FIt3L und den Zellpopulationen im Nabelschnurblut
sowie die Einflussfaktoren auf den FIt3L sind in Abbildung 27 noch einmal stark

vereinfacht zusammengefasst.

Durchgehende Linien — wahrscheinliche Zusammenhénge mit signifikanten Korrelationen; unterbrochene Linien — mdgliche

Zusammenhange, Signifikanzniveau wurde nicht erreicht.

Abbildung 27 Stark vereinfachte Darstellung der Zusammenhange zwischen miitterlichem und kindlichem FIt3L und den

Zellpopulationen im Nabelschnurblut sowie den Einflussfaktoren auf den FIt3L

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es mdglich ist, nicht nur mit dem
FIt3L im  Nabelschnurblut auf die Zusammensetzung beziehungsweise
Ausdifferenzierung der Immunzellen eines Neugeborenen zu schliel3en. Bereits die
Bestimmung in der Schwangerschaft kénnte beispielsweise Auskunft Uber das

Verhaltnis der verschiedenen regulatorischen T-Zellen im Nabelschnurblut geben.
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Ginge man davon aus, dass sich die gezeigten Zusammenhange in grofer
angelegten Studien verifizieren lie3en, so waren durch die Bestimmung des FIt3L in
der Schwangerschaft bereits friihzeitig prognostische Aussagen zur Reife und
Funktionalitat des kindlichen Immunsystems zum Zeitpunkt der Geburt méglich. Setzt
man gleichzeitig voraus, dass es mdglich ist, anhand des Zellprofils im
Nabelschnurblut auf das Risiko fur bestimmte Erkrankungen zu schlief3en, wie es in
vielen Forschungsarbeiten bereits diskutiert wurde (Hagendorens et al. 2004,
Haddeland et al. 2005, Smith et al. 2008, Hinz et al. 2012), ergdbe sich eine
Maglichkeit, frihzeitig risikobehaftete Konstellationen zu erkennen und bestenfalls
positiv zu beeinflussen. Um beurteilen zu kénnen, ob dem FIt3L tatséachlich ein
prognostischer Wert in Bezug auf die Entwicklung des kindlichen Immunsystems und
das Risiko fur Krankheiten wie beispielsweise Allergien und Asthma zukommt,
musste die der Arbeit zugrundeliegende Geburtskohorte im Verlauf weiter begleitet
und im Hinblick auf die gesundheitliche Entwicklung untersucht werden. Eine
Bedeutsamkeit des FIt3L fur die Fraherkennung von immunologischen
Gesundheitsrisiken  bote frihzeitig die Moglichkeit  Einflussfaktoren, die
beispielsweise das Risiko fur atopische Erkrankungen erhéhen (Metsala et al. 2008,
Sausenthaler et al. 2009, Martino 2011) zu vermeiden und praventive Interventionen
zur Risikoreduktion zu ergreifen. So konnte bereits friih in der Schwangerschaft die

Weichenstellung fur ein gesundes kindliches Immunsystem erleichtert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Entwicklung des kindlichen Immunsystems beginnt bereits frih in der
Schwangerschaft und dauert Uber diese hinaus an. Wahrend dieser Zeit wird es
fortwahrend mit diversen Einflussfaktoren konfrontiert.
Eine wichtige Komponente fur die Entwicklung und Funktionalitdt des kindlichen
Immunsystems ist der Wachstumsfaktor FIt3L und sein Rezeptor. Er reguliert nicht
nur die Hamatopoese und damit die Differenzierung der hamatopoetischen
Stammzellen sondern hat gleichsam einen grol3en Stellenwert in der T-Zell-
Entwicklung inne. Verschiedene Forschungsarbeiten mutmaf3en dartber hinaus,
dass der FIt3L und sein Rezeptor an der Pathogenese allergischer und atopischer
Erkrankungen beteiligt ist und deren Verlauf beeinflusst.
Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss des FIt3L auf die Reife des
kindlichen Immunsystems im Verlauf der Schwangerschaft und zum Zeitpunkt der
Geburt. Die Rekrutierung der Studienteilnehmerinnen erfolgte im Rahmen der
,Prince-Studie’ (Prince — Prenatal Identification of Children’s Health), die in
Zusammenarbeit zwischen der Klinik fur Geburtshilfe und Pranatalmedizin mit dem
Labor fur Experimentelle Feto-Maternale Medizin am Universitatsklinikum Eppendorf
in  Hamburg durchgefuhrt wurde. Durchflusszytometrische Analysen des
Nabelschnurblutes der Studienpopulation bildeten die Grundlage fur die
Einschatzung der Reife des kindlichen Immunsystems. Unterschiedlich
ausdifferenzierte hdmatopoetische Stammzellen und regulatorische T-Zellen wurden
untersucht. Mutterliche und kindliche FIt3L-Serumkonzentrationen wurden mittels
ELISA bestimmt. Darauf folgten die statistischen Berechnungen der
Zusammenhange unter Bertcksichtigung denkbarer Einflussfaktoren.
In den Ergebnissen deutete sich zum einen ein Zusammenhang zwischen kindlichem
FIt3L im Nabelschnurblut und unterschiedlich differenzierten Stammzellen an. Zum
anderen bestanden Zusammenhdnge zwischen den miutterlichen FIt3L-
Konzentrationen in  der Schwangerschaft und  Subpopulationen  der
hamatopoetischen Stammzellen und der regulatorischen T-Zellen. Der miutterliche
und der kindliche FIt3L schienen dartiber hinaus zueinander in Beziehung zu stehen.
Beziglich der untersuchten Einflussfaktoren zeigte sich der kindliche FIt3L im
Nabelschnurblut abhangig vom Gestationsalter und vom kindlichen Ponderalindex.
Der mutterliche FIt3L hingegen schien durch die Gewichtszunahme in der
Schwangerschaft beeinflusst zu werden. Die Ergebnisse lassen auf3erdem einen
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Einfluss von mdutterlichem Stress in der Schwangerschaft auf die FIt3L-
Konzentrationen im Nabelschnurblut vermuten.
Insgesamt zeichnete sich in den Ergebnissen ein Einfluss des FIt3L wahrend der
Schwangerschaft auf die Ausreifung des kindlichen Immunsystems ab. Es liegt die
Vermutung nahe, dass eine Bestimmung des FIt3L in der Schwangerschaft bereits
einen Ausblick auf das Zellprofil des Nabelschnurblutes und damit die Reife des
kindlichen Immunsystems zum Zeitpunkt der Geburt geben kdnnte. Sollten sich diese
Tendenzen in weiterfihrenden Studien bestéatigen lassen, kénnte gegebenenfalls
schon frih in der Schwangerschaft das Risiko fiur die Entstehung von
immunologischen Erkrankungen abgeschatzt werden und im Rahmen dessen
relevante Risikofaktoren vermieden oder durch praventive MalRnahmen

gegengesteuert werden.
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Summary

The development of the immune system of children initiates in early pregnancy,
continues until birth and lasts furthermore during childhood. During its development
the immune system is constantly exposed to various influencing factors. One
important component for the development and functionality of the immune system of
children is the growth factor FIt3L and its receptor. Not only does it regulate
haematopoiesis and thereby the differentiation of the haematopoietic stem cells, but
it also plays an important role in the development of T cells. Various research works
further suggest that the FIt3L and its receptor are involved in the pathogenesis of
allergic and atopic diseases and that they influence their course of disease. The
present work examined the influence of FIt3L on the maturation of the foetal immune
system during pregnancy and at the time of birth. Recruitment of study participants
took place within the ,Prince-Studie‘ (Prince — Prenatal Identification of Children’s
Health) which was carried out as a cooperation with the Department of Obstetrics
and Fetal Medicine and the research group for Experimental Feto-Maternal Medicine
at the University Medical Centre Hamburg-Eppendorf. Flow-cytometric analyses of
cord blood samples of the study participants were performed to assess the
maturation of the immune system of children. Various states of differentiated
haematopoiectic stem cells and regulatory T cells were analysed. Maternal and cord
blood FIt3L serum concentrations were measured via ELISA. Statistical analyses
were performed to examine the correlations considering possible influencing factors.
The results suggest a correlation between FIt3L in cord blood and varied
differentiated stem cells. Also correlations between maternal FIt3L serum
concentrations in pregnancy and subpopulations of haematopoietic stem cells and
regulatory T cells have been recognized. Maternal and children’s FIt3L further
seemed to correlate with each other. Concerning the influencing factors, FIt3L in cord
blood appeared to depend on gestational age and children’s Ponderal Index.
Besides, maternal FIt3L seemed to be influenced by weight gain in pregnancy. The
results also hypothesize an influence of maternal stress experience in pregnancy on
FIt3L concentrations in cord blood. In summary the results suggest an influence of
the FIt3L on the maturation of the immune system of children during pregnancy. It
seems likely that measuring FIt3L in pregnancy could present an outlook on the cell
profiles in cord blood and therefore on the maturity of the immune system of children

at birth. Could this idea be confirmed by further studies, the risk for developing
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immunologic diseases might be estimated in early pregnancy already and

subsequently relevant risk factors might be avoided or preventive measures initiated.
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6. Abkirzungsverzeichnis

ABF — Alltagsbelastungsfragebogen

BMI — Body Mass Index

CD - Cluster of Differentiation

CLP — common lymphoid progenitor

CMP — common myeloid progenitor

CRH — Corticotropin-releasing Hormone

CSF-1 - Monozytenkolonien-stimulierender Faktor

EDTA - Ethylendiamintetraacetat

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FBS — fetales Rinderserum

FCS - Flow Cytometry Standard

FESB — Fragebogenskalen zur Erfassung der subjektiven Belastung
FITC - Fluorescein Isothiocyanat

FIt3L — Fms-like tyrosine kinase 3 Ligand

FoxP3 — Forkhead Box Protein P3

FSC — Forward Scatter

GM-CSF — Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GMP — myelomonocytic progenitor

H>Ogest — destilliertes Wasser

HBYV — Hepatitis-B-Virus

HIV — Humanes Immundefizienz-Virus

HSC — Hamatopoetische Stammzelle

LT-HSC — long term HSC

MEP — megakaryotic/erythroid progenitor

MPP — multipotent progenitor

n-3PUFA — n-3 mehrfach ungesattigte Fettsauren (Omega-3-Fettsauren)
NSB - Nabelschnurblut

PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cell



PBS — phosphatgepufferte Salzlésung

Pro-DC — Progenitor dendritic cell

Pro-NK — Progenitor Natural Killer cell

PSQ — Perceived Stress Questionnaire

PSS — Perceived Stress Scale

Rpm — Umdrehungen pro Minute

SCF - Stammzellfaktor

SD - Standardabweichung

SGA — Small for Gestational Age

SSC - Side Scatter

ST-HSC — short term HSC

Stress-CAT — Computer adaptiver Test zur Erfassung von Stress
SSW - Schwangerschaftswoche

TICS — Trier Inventory for the Assessment of Chronic Stress

Treg — regulatorische T-Zelle
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