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1 Einleitung

1.1 Neugeborenensepsis

Die Neugeborenensepsis ist eine der wichtigsten Komplikationen bei der
Behandlung von Neu- und Fruhgeborenen. Der ,Global Burden of Disease”
schatzte 2016/2017 die Zahl der jahrlichen Falle weltweit auf 1,3 Millionen [4],
was zu 203.000 Sepsis-abhangigen Todesfallen fuhrte [5]. Die Inzidenz der
Neugeborenensepsis korreliert negativ. mit dem Geburtsgewicht und dem
Gestationsalter [6-9]. In Deutschland liegt die Inzidenz der klinischen
Neugeborenensepsis bei Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 15009
(very low birth weight infants, VLBWI) bei 30,3%, die der kulturgesicherten Sepsis
bei 12,8% [10].

Die Neugeborenensepsis wird nach Alter des Kindes in eine Early-onset-Sepsis
(EOS) und eine Late-onset-Sepsis (LOS) eingeteilt [10].

Die EOS zeigt klinische Manifestationen innerhalb der ersten 72 Lebensstunden
[11]. Sie wird durch Pathogene der maternalen rekto-vaginalen Flora verursacht
und bereits in utero oder durch eine vertikale Transmission bei der Passage
durch den Geburtskanal erworben [12-14]. Die haufigsten Erreger der EOS sind
Streptococcus agalactiae (Gruppe-B-Streptokokken, GBS) und Escherichia coli
(E. coli; 34,6%) [15, 16].

Die LOS zeigt klinische Manifestationen nach den ersten 72 Lebensstunden und
wird erst postnatal erworben. Besondere Risikofaktoren fur eine LOS sind
Frihgeburtlichkeit, niedriges Geburtsgewicht, eine EOS in der Vorgeschichte
oder invasive Malnahmen wie beispielsweise das Vorhandensein eines
zentralen Venenkatheters oder eine endotracheale Beatmung [10-12, 17, 18].
Die LOS wird neben GBS durch eine Vielzahl von nosokomialen Keimen
verursacht. Insbesondere gram-negative Erreger und Koagulase-negative

Staphylokokken spielen hier eine Rolle [10, 15].

Neben einer hohen Mortalitat von bis zu 35% [19, 20] sind insbesondere

Folgeerkrankungen wie die Entwicklung einer Fruhgeborenen-Retinopathie
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(Retinopathia praematurorum, ROP), ein persistierender Ductus arteriosus
(PDA), die nekrotisierende Enterokolitis (NEC), die bronchopulmonale Dysplasie
(BPD) oder die periventrikulare Leukomalazie (PVL) Probleme, die infolge einer
Sepsis auftreten und das Leben der betroffenen Frihgeborenen langfristig

beeintrachtigen [10].

1.2 Gruppe-B-Streptokokken (GBS)

Streptococcus agalactiae (GBS) ist ein gram-positives p-hamolysierendes
Bakterium und wurde in den 1930er Jahren erstmals von Rebecca Lancefield
identifiziert [21] und 1938 als humanpathogen eingestuft [22, 23]. GBS kdnnen
nach ihren Kapselpolysacchariden in zehn Serotypen (la, Ib, II, IlI, IV, V, VI, VI,
VIII, 1X) eingeteilt werden [24, 25]. Besonders fir Risikogruppen wie
Schwangere, Neugeborene und altere Menschen (> 65-Jahrige) stellen GBS eine
Gefahr dar [26].

Weltweit erkranken 0,49%o aller Neugeborenen an einer Neugeborenensepsis
verursacht durch GBS. Dabei betragt die Sterblichkeit 1-8,4% fur Reifgeborene
und 5-20% far Frihgeborene [27, 28]. Etwa 50% der schwangeren Frauen, die
eine urogenitale oder gastrointestinale GBS-Kolonisation aufweisen, Ubertragen
diese auf ihr Neugeborenes. Ohne maternale Antibiotika-Prophylaxe entwickeln
1-2% dieser Neugeborenen eine durch GBS verursachte EOS [29, 30]. Daher
empfiehlt das ,American College of Obstetricians and Gynecologists“ zur
Pravention einer GBS-Infektion des Neugeborenen ein pranatales GBS-
Screening der Mutter mittels vaginal-rektalem Abstrich zwischen 36 0/7 SSW und
37 6/7 SSW. Beim Vorliegen eines positiven GBS-Screenings wird eine
peripartale intravendse Antibiotikaprophylaxe mit Penicillin mindestens 4h vor der
Geburt empfohlen. Bei einer geplanten Sectio caesarea ohne vorherigen
Blasensprung kann darauf verzichtet werden [31]. Die Einfuhrung der
Antibiotikaprophylaxe flhrte zu einer Reduktion der Inzidenz einer GBS-EOS von
uber 80% [32]. Dennoch ist unklar, warum Neugeborene deutlich anfalliger fur

invasive GBS-Infektionen sind als Erwachsene.
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1.3 Besonderheiten des neonatalen Immunsystems

Die Anforderungen an das Immunsystem Neu- und Frihgeborener sind sehr
komplex. Vor der Geburt befindet sich der Fetus in einer weitgehend sterilen
Umgebung. Zu dieser Zeit ist die Hauptanforderung an das Immunsystem, eine
gegenseitige  AbstolRungsreaktion zwischen fetalem und mautterlichem
Organismus zu vermeiden. Nach der Geburt muss sich das Immunsystem des
Neugeborenen rasch umstellen, um den Schutz vor bakteriellen und viralen
Infektionen zu gewahrleisten [33-36]. Diese speziellen Anforderungen bedingen,
dass Neu- und insbesondere Frihgeborene deutlich anfalliger sind fur

Infektionen als altere Kinder und Erwachsene [37].

Die Immunantwort des Neugeborenen weist einige Unterschiede zu der des
Erwachsenen auf. Auf Seiten der angeborenen Immunitat sind beispielsweise
Komplementfaktoren vermindert, was zu einer geringeren Aktivierung der
angeborenen und der adaptiven Immunitat fihrt [38-40]. Darlber hinaus ist die
Granulopoese bei Neugeborenen vermindert und neonatale Neutrophile zeigen
funktionelle Einschrankungen, wie beispielsweise eine reduzierte Chemotaxis
und verminderte antimikrobielle Eigenschaften [41-43]. Fetale Monozyten
exprimieren weniger MHCII, was deren Kapazitdt Antigene zu prasentieren
vermindert [44]. Aulerdem exprimieren sie weniger proinflammatorische
Oberflachenmolekile und proinflammatorische Zytokine als Monozyten von
Erwachsenen [45-52].

Im Gegensatz zum angeborenen unspezifischen Immunsystem ist die Aufgabe
des adaptiven Immunsystems, mittels T- und B-Zellen Pathogene spezifisch zu
eliminieren und ein immunologisches Gedachtnis aufzubauen [53]. Aufgrund
einer nur sehr geringen Exposition gegenuber Antigenen in utero findet der
Groldteil der Entwicklung des adaptiven Immunsystems postnatal statt.
Unterschiede der adaptiven Immunitat des Neugeborenen im Vergleich zum
Erwachsenen sind beispielsweise eine verminderte Aktivierbarkeit neonataler
zytotoxischer CD8" T-Zellen [54] und erhohte Zahlen suppressiv wirkender

regulatorischer T-Zellen [55].
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1.4 Co-stimulatorische und co-inhibitorische Molekiile

Die Aktivierung von T-Zellen durch Antigenprasentierende Zellen (APCs) erfolgt
nach Bindung von Uber MHC-Molekiile prasentierten Antigenen an den T-Zell-
Rezeptor (TCR). Gleichzeitig wird zur Aktivierung der T-Zelle ein zweites Signal
bendtigt, welches Uber sogenannte co-stimulatorische Moleklle auf APCs und
ihre entsprechenden Rezeptoren auf T-Zellen vermittelt wird. Neben co-
stimulatorischen Molekulen gibt es auch co-inhibitorische Molekule, welche durch
Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren eine Hemmung der T-Zell-
Aktivierung vermitteln. Die Balance zwischen co-stimulatorischen und co-
inhibitorischen Signalen bestimmt dartber, ob die Immunzelle aktiviert oder
inaktiviert wird. Co-inhibitorische und co-stimulatorische Molekule werden auch
als Immun-Checkpoint-Moleklle (ICM) bezeichnet. ICM weisen eine grole

Vielfalt in ihrer Expression, Struktur und Funktion auf [56-63].

Die bekanntesten Vertreter der co-stimulatorischen Molekule zahlen zur B-
7:CD28-Familie. CD28 ist ein stark co-stimulatorisch wirkender Rezeptor auf T-
Zellen, der an B7-1- (CD80) und B7-2- (CD86) Molektle auf APCs bindet. Ein
weiteres Mitglied der B7:CD28 Familie ist das zytotoxische T-Lymphozyten-
assoziierte Protein 4 (CTLA-4; CD152). Nach Antigenkontakt wird es abhangig
von der Starke des Signals aus einem intrazellularen Vorrat an der
immunologischen Synapse zwischen APC und Lymphozyt exprimiert. Es bindet
ebenfalls an B7-1- und B7-2-Molekile, wirkt jedoch als potent co-inhibitorischer
Rezeptor [64, 65]. CTLA-4-defiziente Mause zeigten einen fatal
lymphoproliferativen ~ Phanotyp auf, der zu tddlichen Multiorgan-
Gewebszerstorungen fuhrt [66]. Der Programmed-death 1 (PD-1; CD279) -
Rezeptor ist ebenfalls ein co-inhibitorischer Rezeptor, Gber den Signale vermittelt
werden, die bei der Selbsttoleranz und der Verhinderung von Autoimmunitat
wichtig sind. PD-1 kann von T-Zellen, B-Zellen [67], NK-Zellen, aktivierten
Monozyten und DCs exprimiert werden (zusammengefasst in [3]) und besitzt
zwei Liganden: PD-L1 (B7-H1; CD274) und PD-L2 (B7-DC; CD273) [68, 69],
welche von APCs exprimiert werden. Es wurde gezeigt, dass PD-1-defiziente
Mause lymphoproliferative oder autoimmune Krankheiten entwickeln wie

beispielsweise Lupus-ahnliche oder kardiale Erkrankungen [70-72].
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Abbildung 1: Co-stimulatorische und co-inhibitorische Molekiile

CD28 wirkt Uber die Bindung von B7-2 oder B7-1 costimulatorisch. CTLA-4 fihrt durch die
Bindung von B7-2 oder B7-1 zu einer Inhibition der T-Zelle. Die bidirektionale B7-1:PD-L1-
Interaktion I6st inhibitorische Signale in T-Zellen aus. Die Interaktion zwischen PD-L1 oder PD-
L2 und PD-1 wirkt ebenfalls inhibitorisch. Quelle [3] (Lizenz ID: 1291908-1)

CD200-Rezeptor (CD200R) ist ein inhibitorischer Immunrezeptor, der vor allem
auf myeloiden Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und DCs,
aber auch auf lymphoiden Zellen wie T- und B-Zellen exprimiert wird und an
CD200 bindet [73-75]. Eine CD200-Deletion in Mausen geht mit einer erhdhten
Anfalligkeit far Autoimmunerkrankungen und einer vermehrten myeloiden

Entzindungsantwort einher [76].

Die charakteristischen Eigenschaften von ICM werden insbesondere in der
Krebstherapie genutzt, um Immun-Escape-Mechanismen von Krebszellen zu
verhindern und damit die Immunantwort gegen Tumore oder Leukamiezellen zu

verbessern [3].
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Aber auch in der Pathogenese der Sepsis und der damit verbundenen
Immundysfunktion spielen ICM eine Rolle [77]. Einerseits vermitteln sie im
Fruhstadium einer Sepsis nach Antigenkontakt Uber APCs eine Aktivierung von
T-Zellen, andererseits kommt es im Rahmen einer Sepsis auch zur
Uberexpression von co-inhibitorischen Molekilen und damit zu einer T-Zell-

Inhibition und Immunsuppression im spateren Stadium der Erkrankung [78, 79].

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des co-
stimulatorischen Molekuls CD28 infizierte Mause vor einem septischen Schock
und dem Tod bewahrte, indem die Expression des antiinflammatorischen IL-10
herauf- und die des proinflammatorischen TNF-a herunterreguliert wurde [80].
Eine Blockade von CTLA-4 verminderte im Mausmodell eine Sepsis-induzierte

Apoptose von T-Zellen und verbesserte das Uberleben [81].

Fur die PD-1/ PD-L1-Achse konnte gezeigt werden, dass die Expression beider
Moleklle im Rahmen einer Sepsis erhdht [82] und mit der Morbiditat und
Mortalitat septischer Patienten assoziiert war [83, 84]. Eine Blockade von PD-1-
oder PD-L1 im adulten Sepsis-Mausmodell verhinderte eine Sepsis-induzierte

Immundysfunktion und verbesserte das Uberleben [82, 85, 86].

Es ware denkbar in der Zukunft Immun-Checkpoint-Regulatoren in der Therapie
einer Sepsis einzusetzen, bisher ist die Datenlage hierzu aber noch
unzureichend [77]. Uber die Rolle von co-inhibitorischen Molekiilen bei der
Immunregulation im Rahmen der Neugeborenensepsis ist bisher kaum etwas

bekannt.



1.5 Ziel der Arbeit

Trotz intensiver Forschung zur Funktion und den Besonderheiten des neonatalen
Immunsystems sind die Mechanismen, die die hohe Infektionsanfalligkeit von
Neugeborenen und die Entstehung von postinflammatorischen
Folgeerkrankungen nach einer Neugeborenensepsis bedingen, nur sehr

unvollstandig verstanden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte einer Stimulation neonataler
Immunzellen mit GBS in vitro genauer zu untersuchen und so einen Beitrag zum
besseren Verstandnis der Immunregulation in der Neonatalzeit zu leisten und
mdgliche neue Ansatzpunkte fur die Therapie der Neugeborenensepsis und die
Pravention postinflammatorischer Sepsis-assoziierter Komplikationen zu

identifizieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Das NSB wurde von gesunden reifen Neugeborenen (> 37+0 SSW) unmittelbar
nach Sectio caesarea oder vaginaler Geburt in der Universitats-Frauenklinik
Tdbingen mit dem schriftlichen Einverstandnis der Eltern enthommen. Die
Sammlung der Nabelschnurblut-Proben erfolgte anonym, sodass keine
Information Uber Geschlecht, exaktes Gestationsalter oder Geburtsmodus
vorlag. Neugeborene, welche aus einem Amnioninfektionssyndrom geboren
wurden, wurden nicht eingeschlossen. Peripheres Blut Erwachsener stammte

von gesunden, freiwilligen Spendern.

Das Vollblut wurde in 50ml-Réhrchen/ -Spritzen entnommen, die mit 2ml Heparin

gefullt waren und wurde unmittelbar nach Entnahme weiterverarbeitet.

Eine Genehmigung durch die Ethikkomission lag vor (458/2019BO1).

2.1.2 Antikorper
Die Antikérpermengen fur die durchgefihrten Versuche wurden bei Einfihrung

der Antikorper in der Arbeitsgruppe durch Titration bestimmt.

2.1.2.1 Extrazelluldre Antikérper
Tabelle 1: Liste der verwendeten extrazellularen ,,Mouse Anti-Human“-Antikorper fiir die

Durchflusszytometrie

Antikorper Klon Herstellerangaben

CD3 FITC REA613 Miltenyi, Art.#: 130-113-138
CD3 PerCP SK7 BD Bioscience, Art.#: 345766
CD4 APC RPA-T4 BD Bioscience, Art.#: 555349
CD4 PerCp RPA-T4 BD Bioscience, Art.#: 560650
CD8 PE SK1 BD Bioscience, Art.#: 345773
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CD8 PerCp SK1 BD Bioscience, Art.#: 565310
CD14 APC MoP9 BD Bioscience, Art.#: 345787
CD14 PE MS5E2 BD Bioscience, Art.#: 555398
CD14 PerCp TUK4 Miltenyi, Art.#: 130-113-150
CD19 FITC Leu-12 BD Bioscience, Art.#: 347543
CD25 FITC 2A3 BD Bioscience, Art.#: 345796
CD56 PerCp REA196 Miltenyi, Art.#: 130-114-551
CD66b FITC G10F5 BD Bioscience, Art.#: 555724
CD69 PE Leu-23 BD Bioscience, Art.#: 347827
CD80 PE L307.4 BD Bioscience, Art.#: 340294
CD86 PerCp 2331 BD Bioscience, Art.#: 561129
CD152 PE (CTLA-4) BNI3 BD Bioscience, Art.#: 555853
CD200 PE (OX-2) 0OX-104 BioLegend, Art.#: 329205
CD200R APC 0OX-108 BioLegend, Art.#: 329308

CD273 PE (B7-DC, PD-L2) 24F.10C12 BiolLegend, Art.#: 329606
CD274 APC (B7-H1, PD-L1) 29E.2A3 BioLegend, Art.#: 329707
CD279 APC (PD-1) NAT105 BioLegend, Art.#: 367406

2.1.2.2 Intrazelluldre Antikorper
Tabelle 2: Liste der verwendeten intrazelluldaren ,,Mouse Anti-Human‘“-Antikorper fiir die

Durchflusszytometrie

Antikorper Klon Herstellerangaben

Anti-ZAP70 PE 1E7.2 BD Bioscience, Art.#: 344635

Arginase-1 PE 658922 R&D Systems, Art.#: IC8026P

IDO PE 700838 R&D Systems, Art.#: IC6030P

iNOS APC (NOS2-AK) C-11 Santa Cruz Biotechnology,
Art.#: sc-7271
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2.1.3 Kits fiir die Separation von Monozyten/ T-Zellen

Die Kits wurden gemal} Herstellerprotokoll eingesetzt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Kits

Kit Herstellerangaben

CD14 MicroBeads human Miltenyi, Art.#: 130-050-201
Pan T Cell Isolation Kit Miltenyi, Art.#: 130-096-535
human

Pan Monocyte Isolation Kit Miltenyi, Art.#: 130-096-537

human

21.4 ELISA
Die Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISAs) wurden gemaf

Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

Tabelle 4: Liste der verwendeten ELISAs

ELISA Herstellerangaben

ELISA PD-L1 R&D, Human/ Cynomolgus Monkey PD-
L1/B7-H1 Immunoassay, Art.#: DB7H10

2.1.5 Chemikalien/ Reagenzien

Tabelle 5: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Substanz Herstellerangaben

Ammoniumchlorid (NH4CI) Sigma Aldrich, 250g, Art.#: 09718-250G

Ampuwa ® Spiillésung Fresenius, Plastipur Aqua ad injectabilia,
Art.#: B23067A
Bicoll Separating Solution Biochrom GmbH, density: 1,077g/ml, 500ml,

Art.#: L6115
BSA Pan Biotech, Art.#: P06-1402500
CFSE Invitrogen, Vybrant® CFDA-SE Cell Tracer

Kit, Art.#: 864067

10
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Columbia-Agar Sigma Aldrich, Art.#: 27688-100G

Cytofix/ Cytoperm BD Bioscience, Fixation and
Permeabilization, 125ml of 1x Solution,
Art.#: 554722

DHR 123 Sigma Aldrich, Art.#: D1054

EDTA Roth, 250 g, Art#: 8043.1

FACS-Flow BD Bioscience, 20I, Ref.#: 342003

FCS Biochrom GmbH, 500 ml, Art.#: S0115

Flow Cytometry Staining Thermo Fisher, Art.#: 00-4222-57
Buffer

Flagellin aus Salmonella Sigma Aldrich, Art.#: SRP8029
typhimurium Stamm 14028

(Cend = Tpg/ml)

Heparin-Natrium-5000 Ratiopharm, Injektionsldsung, 5x0,2ml
(50001.E./0,2ml)
HSA Pan Biotech, Art.#: P06-27100
Isotonische Kochsalzlosung Fresenius, Infusionslésung-Natriumchlorid
IFNy R&D, ProDots™ - Recombinant Human
(Cend = 100ng/ml) IFN-y, 5ug, , Art.#: PRD285
IL-2 R&D, Recombinant human IL-2,
Art.#: 202-IL
L-Glutamin Sigma Aldrich, concentration: 200mM,
Art.#: G7513

LPS aus E. coli Stamm Sigma Aldrich, Art.#: L3023

0111:B4

(Cend = Tpg/ml)

LTA aus Staphylococcus Sigma Aldrich, Art.#: L2515

aureus

(Cend = Tug/ml)

Natriumazid (NaNs3) Sigma Aldrich; 20 %ig, Art.#: 609374-
500MG
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OKT3
(Cend = 0,25/ 0,01/ 1ug/ml)

PBS Dulbecco
Penicilin/Streptomycin
Perm/Wash Buffer

PHA, Lectin aus Phaseolus
vulgaris

(Cend = 20pg/ml)

PMA

RPMI 1640 Zellkulturmedium
SEB

(Cend= 1ug/ml)

Spectinomycin

Trypanblau 0,4%

Invitrogen, LEAF purified anti-human CD3
(Clone: OKT3), Conc. 1mg/ml,

Art.#: 16003785

Biochrom GmbH, 500ml, Art.#: L1825
Biochrom GmbH, 50ml, Art.#: A2212

BD Bioscience, 100ml of 10x Solution,
Art.#:554723

Sigma Aldrich, Art.#: L8902

Sigma Aldrich, Art.#: P1585
Biochrom GmbH, 500ml, Art.#: F1215
Sigma Aldrich, Art.#: S4881

Sigma Aldrich, Art.#: S0692-1ML
Sigma Aldrich, Art.#: T8154-100ML

2.1.6 Puffer und Kulturmedien

Tabelle 6: Liste der verwendeten Puffer und Kulturmedien

Puffer/ Kulturmedium  Zusammensetzung Anwendung
FACS-Puffer FACS-Flow Waschlésung far
0,1% NaNs Antikorperfarbungen
MACS-Puffer PBS MACS
0,5% BSA/HSA
2 mM EDTA
RPMI-Medium RPMI 1640 Medium Zellkulturen
10% FCS

1% L-Glutamin

1% Penicillin/ Streptomycin
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21.7 Gerite

Tabelle 7: Liste der verwendeten Gerate

Gerate Herstellerangaben

autoMACS BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Hamozytometer Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland
SYSMEX-XP300

Mikroplatten-Reader Tecan Trading AG, Schweiz

Zentrifugen Rotanta 46RS und 460RS; Hettich, Tuttlingen,

Deutschland

2.1.8 Software

Tabelle 8: Liste der verwendeten Softwares

Software Herstellerangaben

CellQuest Pro Research BD Bioscience, Heidelberg,

Software Deutschland

EndNote 20.1.4 (2022) Thomas Reuters, New York City, USA
FlowJo Version 10 BD Bioscience, Heidelberg,

Deutschland
GraphPad Prism 8.1.0 (2018) GraphPad Software, San Diego, USA
Microsoft Word Version 2210 Microsoft Office, Albuquerque, USA

13
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufreinigung mononuklearer Zellen (PBMCs/ CBMCs) aus Vollblut

Die Isolation mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut Erwachsener
(PBMCs) und dem  Nabelschnurblut (CBMCs) erfolgte  mittels
Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum. Zur Aufreinigung unter der
Sterilbank wurde heparinisiertes Vollblut in einem Verhaltnis von 1:1-1:2 mit PBS
verdinnt. In einem 50ml Falcon wurde nun 35ml dieses Gemischs langsam auf
15ml Biocoll aufgeschichtet, ohne dabei die Flussigkeiten zu vermischen. Es
folgte eine Zentrifugation fur 25 min bei 400rcf und 20°C, nach der folgende
Schichten vorlagen (von oben nach unten (v.o.n.u.), Abb. 2): Plasma,
mononukleare Zellen, Biocoll, Granulozyten/Erythrozyten. Mit einer 10ml-Pipette
wurde nun die Interphase, welche mononukledare Zellen beinhaltet,
abgenommen, mit PBS auf 50ml aufgeflllt, und anschlieBend fir 10min bei
500rcf und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das
resuspendierte Zellpellet in 10ml PBS aufgenommen. Fir die Bestimmung der
Zellzahl mit Hilfe eines Hamozytometers (Sysmex) wurden vor dem folgenden
Zentrifugationsschritt (10min, 200rcf, 4°C) 100ul der Zellsuspension enthommen.
Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand erneut abgekippt, das

verbliebene Zellpellet resuspendiert und auf die gewlnschte Zellzahl eingestellt.

Blutprobe mit Plasma, Thrombozyten

PBS verdunnt Zentrifugation

>

PBMCs/ CBMCs (Interphase)

Biocoll Biocoll

Granulozyten, Erythrozyten (Pellet)
Abbildung 2: Schema der Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation dient der Separation mononuklearer Zellen und Granulozyten
aus Vollblut. Nach Zentrifugation der aufgeschichteten Blutprobe erhalt man folgende Schichten
(v.o.n.u.): Plasma, mononukleare Zellen (PBMCs/ CBMCs), Biocoll, Granulozyten und

Erythrozyten.
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2.2.2 Magnetische Zellseparation (MACS)

Mithilfe der magnetischen Zellseparation koénnen einzelne Zell-Fraktionen
anhand ihrer Oberflachenstrukturen aus einem Zellgemisch angereichert
werden. Durch die Markierung der Zellen mit Antikorper-gekoppelten
Magnetpartikeln (MicroBeads) kdnnen diese in einer magnetischen Saule von
den nicht markierten Zellen getrennt werden. Die Antikorper-markierten Zellen
bleiben in der Saule zurlick, wohingegen die nicht-markierten Zellen die Saule
ungehindert passieren konnen [87].

Die Anreicherung von Immunzellen mittels MACS wurde nach Protokollen des
Herstellers Miltenyi Biotec am autoMACS-Gerat durchgefihrt. Nach der
Separation wurde die Reinheit der isolierten Zellen durchflusszytometrisch

bestimmt und die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.2.1 Magnetische Zellseparation von Monozyten

FUr die Separation von Monozyten aus mononuklearen Zellen wurde das ,Pan
Monocyte Isolation Kit* (Miltenyi Biotec) entsprechend des zugehorigen
Herstellerprotokolls verwendet.

Kurz zusammengefasst wurden die mononukleéren Zellen (1x107 Zellen/ml) in
MACS-Puffer gewaschen und das gewonnene Zellpellet in 40ul MACS-Puffer/10”
Zellen aufgenommen. Nach der Zugabe von 10ul ,FcR Blocking Reagent‘/107
Zellen und 10l ,Biotin-Antibody Cocktail/10” Zellen wurde die Zellsuspension
gut vermischt und 5min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden 30pl
MACS-Puffer/10” Zellen und 20upl ,Anti-Biotin MicroBeads“/10” Zellen
hinzugefugt und far 10min im Kuhlschrank inkubiert. Es erfolgte dann die
Separation am autoMACS Separator mit dem Programm ,Depletes”. Die

Negativfraktion enthielt die separierten Monozyten.
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2.2.2.2 Magnetische Zellseparation von T-Zellen
Die Separation von T-Zellen aus mononuklearen Zellen erfolgte mit dem ,Pan T

Cell Isolation Kit* (Miltenyi Biotec) entsprechend des Herstellerprotokolls.

Mononukleare Zellen wurden fir 5min bei 400rcf und 10°C abzentrifugiert und
das gewonnene Zellpellet wurde in 40ul MACS-Puffer/107 Zellen aufgenommen.
AnschlieBend wurden 10ul ,Pan T Cell Biotin Antibody Cocktail/10” Zellen
hinzugeflgt, gut vermischt und fur 5min im Kuhlschrank (2-8°C) inkubiert. Es
erfolgte nun die Zugabe von 30ul MACS-Puffer/10” Zellen und 20ul ,Pan T Cell
MicroBeads Cocktail/10” Zellen und die Inkubation fir 10min im Kiihischrank. Im
Anschluss folgte die Separation am autoMACS Separator mit dem Programm

,Depletes®. In der Negativfraktion befanden sich die nun isolierten T-Zellen.

2.2.3 Bakterienkultur

Zur Stimulation von mononuklearen Zellen wurde in den hier durchgeflhrten
Versuchen der Gruppe-B-Streptokokken-Stamm BSU98 verwendet. Die
Bakterien wuchsen fir 16h auf einer Columbia-Blut-Agar-Platte mit 5%
defibriniertem Schafblut und Spectinomycin (150g/ml). Anschlieend wurden die
Bakterienkolonien in PBS resuspendiert und die Konzentration bestimmt. Bei
einer optischen Dichte (OD) von OD®® = 1 lagen 1x10° Bakterien/pl vor. Die
Hitzeinaktivierung erfolgte im Wasserbad bei 67°C flr 30min. Die GBS wurden in
EppendorfgefaRen zu je 1x107 GBS/ul im -80°C-Gefrierschrank bis zur

Verwendung aufbewahrt.

Die ,multiplicity of infection“ (MOI) gibt bei Stimulation von Immunzellen mit
Bakterien die verwendete Bakterienkonzentration an. Fur die Stimulation der
Zellen mit inaktivierten GBS wurden diese in einer MOI von 1:50 (das bedeutet

50 Bakterien pro Zelle) eingesetzt.

16



Material und Methoden

2.2.4 Zellkultur und Stimulation der mononuklearen Zellen

Mononukleare Zellen oder MACS-angereicherte Monozyten oder T-Zellen aus
PBMCs und CBMCs wurden auf 2x10°® Zellen/ml oder 4x10° Zellen/ml (3.1.6)
eingestellt und in RPMI-Medium in 6- , 24-, 48- oder 96-Well Mikrotiterplatten bei
37°C und 5% COz2 kultiviert. Die Stimulation der Zellen erfolgte entweder mit
inaktivierten GBS, mit bakteriellen Oberflachenmolekllen (Lipoteichonsaure
(LTA), Lipopolysaccharid (LPS), Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Flagellin),
IFNy oder den Zell-Stimulanzien Phytohamagglutinin (PHA) und OKTS3.

Die Stimulationszeit der Versuche zur Bestimmung der Expression
verschiedener Oberflachenmolekule (s. 3.1.3, 3.1.4, 3.1.6, 3.1.7, 3.2) betrug 18h.
Die Stimulationszeit der Proliferationsversuche mit GBS oder LTA (s. 3.1) betrug
72h. Die Vorstimulation der Monozyten/ T-Zellen der Proliferations- und
Hemmversuche mit GBS betrug 18h. AnschlieBend wurden diese aus der Platte
genommen und mit den unstimulierten T-Zellen/ Monozyten/ PBMCs unter
OKT3-Zugabe fur weitere 72h (s. 3.1.1) bzw. 96h inkubiert (s. 3.1.2, 3.1.5).

Nach erfolgter Inkubationszeit wurden die Zellen aus der Mikrotiterplatte
entnommen, gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert oder fur weitere

Versuchsschritte verwendet.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das die multiparametrische Analyse
von Zellpopulationen und die Sortierung (fluorescence associated cell sorting,
FACS) von Zellen fur weitere Analysen anhand ihrer Fluoreszenz und
Lichtstreuung ermdglicht. Die Zellen werden nach ihrer GroRRe, Granularitat und

Farbung mit spezifischen Antikdrpern charakterisiert.

FUr durchflusszytometrische Analysen werden Zellen zunachst mit
fluoreszierenden Reagenzien wie Fluorochrom-konjugierten Antikorpern (z.B.
CD3 FITC) oder (DNA-bindenden) fluoreszierenden Farbstoffen versetzt. Im
FACS-Gerat werden Zellen zunachst fokussiert, sodass sie einzeln einen

Laserstrahl passieren. Das dabei emittierte Streulicht wird dann von einem
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Detektor gemessen. Die Messung der Lichtstreuung erfolgt in zwei Richtungen:
Das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) hangt vom Volumen/ der Grolde
der Zelle ab, wahrend das Seitwartsstreulicht (SSC, Side Scatter) von der
Granularitat der Zellen bestimmt wird. Anhand dieser beiden Parameter lassen
sich bereits unabhangig von der Fluoreszenzmarkierung die Blut-Leukozyten wie
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unterscheiden. Der Einsatz von
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, welche gegen Strukturen auf
der Oberflache von Zellen oder im Intrazellularraum gerichtet sind, ermaoglicht

dann eine weitere Differenzierung von Zellen. [88].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein FACSCalibur® Geréat der Firma BD
verwendet. Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit der

CellQuest Pro Research Software® (BD) oder der Software FlowJo®.

2.2.6 Antikorperfarbung

FuUr die durchflusszytometrische Farbung wurden die zu analysierenden Zellen
auf eine Zellzahl von 1-4x10° Zellen/ml eingestellt. Die Waschschritte vor und
nach der Farbung erfolgten mit Waschpuffer (FACS-Puffer) und Zentrifugation
far 5 Minuten bei 350rcf und 4°C.

2.2.6.1 Extrazelluldrfarbung

Fir die Extrazellularfarbung wurden die extrazellularen Antikérper in den durch
die Arbeitsgruppe festgelegten Mengen zur Zellsuspension hinzugefugt,
gevortext und fur 10 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach einem

Waschschritt erfolgte dann die durchflusszytometrische Analyse.

2.2.6.2 Intrazelluldrfarbung
Fir die Intrazellularfarbung erfolgte zunachst eine Oberflachenfarbung wie unter
2.2.6.1 beschrieben. Im Anschluss daran wurden die Zellen durch Zugabe von

200ul Cytofix/Cytoperm fixiert und permeabilisiert. Dies ermdglichte die spatere
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Aufnahme der intrazellularen Antikorper in die Zelle. Nach einer Inkubationszeit
von 10 min bei 37°C erfolgte ein Waschschritt mit 1ml Perm/Wash Losung. Das
resuspendierte Zellpellet wurde nun in 250ul Perm/Wash aufgenommen und in
FACS-Roéhrchen mit je 50ul Zellsuspension uUberfuhrt. Nun wurden die
intrazellularen Antikdrper Zeta-assoziiertes Protein 70 (ZAP70; Positivkontrolle),
Arginase-1 (Arg1), induzierte NO-Synthase (INOS) und Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO) in den entsprechenden Mengen zugegeben und die
Roéhrchen fur 10min bei 37°C inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt mit
FACS-Puffer konnte nun die Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt

werden.

2.2.7 Messung der ROS-Produktion mit DHR/Rhodamin

Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kann durch Farbung mit dem
Farbstoff Dihydrorhodamin 123 (DHR) durchflusszytometrisch bestimmt werden.
DHR diffundiert als ungeladener nicht-fluoreszierender ROS-Indikator passiv in
die Zelle, wo es an ROS bindet. DHR wird zu kationischem Rhodamin 123
oxidiert, welches in den Mitochondrien lokalisiert eine grine Fluoreszenz zeigt

[89]. Diese kann dann mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden.

Zur Analyse der ROS-Produktion von PBMCs und CBMCs nach GBS-Stimulation
wurden 1x10°® Zellen fiir 4h mit GBS stimuliert. AnschlieRend wurde 1ml der
Zellsuspension in Ca?'- und Mg?*-haltigem RPMI-Medium mit DHR in einer
Endkonzentration von 100uM fir 5min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Als
Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Als Positivkontrolle erfolgte eine
Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 10pl mit 180ul RPMI; Cend =
1uM) fir 15min ebenfalls im Wasserbad bei 37°C. Nach der Inkubation wurden
die Rohrchen sofort auf Eis gestellt, mit 1ml eiskaltem PBS gemischt und
abzentrifugiert. Nach der Extrazellularfarbung des resuspendierten Zellpellets mit
anti-CD14 konnte die ROS-Produktion durchflusszytometrisch gemessen

werden.
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2.2.8 T-Zell-Proliferations-Assay

Durch Markierung von Zellen mit dem intrazellular fluoreszierenden Farbstoff
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) besteht die Mdglichkeit die Zell-
Proliferation durchflusszytometrisch zu analysieren. CFSE diffundiert passiv in
die Zelle und wird dann intrazellular kovalent an Proteine gebunden, sodass es
fur lange Zeit in der Zelle verbleibt. Bei einer Zellteilung wird der CFSE-Farbstoff
zur Halfte an die Tochtergeneration weitergegeben [90]. Aus der resultierenden
Verdinnung mit abnehmender Fluoreszenzintensitat konnen Rickschlisse auf

die Proliferationsaktivitat gezogen werden.

150 —

100 —

Count

50 H

FL1-H:: CFSE

Abbildung 3: Histogramm der T-Zell-Proliferation

Beispielhaft dargestellt ist ein Histogramm der T-Zell-Proliferation. Bei der Zellteilung wird der
intrazellular fluoreszierende CFSE-Farbstoff zur Halfte an die Tochtergeneration weitergegeben,
sodass durch die Farbintensitat die Proliferationsaktivitat der Zellen bestimmt werden kann. Auf
der x-Achse ist der CFSE-Gehalt innerhalb der T-Zellen und auf der y-Achse die Anzahl der

gemessenen Zellen aufgetragen. M1 bezeichnet die proliferierenden Zellen.

Fir die Analyse der Zellproliferation wurden PBMCs, CBMCs oder mittels MACS
isolierte T-Zellen mit PBS auf eine Zellzahl von max. 1x107 Zellen/ml eingestellt
und CFSE in einer Endkonzentration von 2,5uM zugefugt. Die Zellen wurden
dann fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe von
500ul FCS, um das Uberschussige CFSE zu inaktivieren. Nach Auffullen mit
RPMI-Medium wurde bei 400rcf und 10°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert, das Zellpellet resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die
Zellsuspension wurde nun auf 2x10° Zellen/ml in entsprechendem Kulturmedium

eingestellt. Fur die Proliferationsversuche wurde RPMI-Medium mit 10% FCS
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verwendet, fir die Hemmversuche RPMI-Medium mit 10% Spenderserum.

Je nach Setting wurde nach der CFSE-Farbung folgendermalien vorgegangen:

Isolierte \ £ GBS-/LTA-Kultivierung Inkubation | 4 gnti-cDa . Durchflusszytometrische
Zellen +anti-CD8 ’ Messung des
ere - Proliferationsverhaltens

+ gof. CFSE-Férbung
ggf. Zugabe frisch isolierter:
CFSE-gefarbter PB-T-Zellen
PB-Monozyten
CFSE-gefarbter PBMCs

Isolierte Zellen weiteres Kultivierung weiteres OKT3-
Vorgehen Vorgehen Stimulation

zu 3.1: Proliferation adulter und neonataler mononukleérer Zellen nach GBS-/LTA-Stimulation

PBMCs 72h +
72h GBS +
72h LTA + Durchflusszytometrische
CFSE- - Messung des
CBMCs Farbung  72h + Proliferationsverhaltens
72h GBS +
72h LTA +

zu 3.1.1: Adulte und neonatale T-Zell-Proliferation nach separater GBS-Vorstimulation von Monozyten oder T-Zellen

PB-Monozyten 18h +
18h GBS Zugabe frisch +
isolierter CFSE-
CB-Monozyten = 18h gefarbter +
PB-T-Zellen
18h GBS (2:1-Verhaltnis) +
Durchflusszytometrische
PB-T-Zellen 18h + 72h Messung des
Proliferationsverhaltens
18h GBS Zugabe frisch +
CFSE- isolierter
CB-T-Zellen Farbung  18h PB-Monozyten +
(1:2-Verhaltnis)
18h GBS +

zu 3.1.2: Einfluss von GBS-vorstimulierten adulten und neonatalen Monozyten auf die T-Zell-Proliferation

PB-Monozyten 18h +
18h GBS Zugabe frisch + Durchflusszytometrische
isolierter CFSE- 96h Messung des
CB-Monozyten = 18h gefarbter + Proliferationsverhaltens
PBMCs
18h GBS (1:2-Verhaltnis) +

zu 3.1.5: Einfluss von GBS-vorstimulierten adulten und neonatalen T-Zellen auf die T-Zell-Proliferation

PB-T-Zellen - 18h +
- 18h GBS Zugabe frisch + Durchflusszytometrische
isolierter CFSE- 96h Messung des
CB-T-Zellen - 18h gefarbter + Proliferationsverhaltens
PBMCs
- 18h GBS (1:2-Verhaltnis) +
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Abbildung 4: Settings des T-Zell-Proliferations-Assay

Zu 3.1: Zur Untersuchung der Proliferation adulter und neonataler mononukledrer Zellen nach
GBS-/ LTA-Stimulation wurden die CFSE-gefarbten PBMCs/ CBMCs uber Nacht mit GBS/ LTA
vorinkubiert oder unstimuliert Gber Nacht kultiviert und am nachsten Tag mit dem monoklonalen
Anti-CD3-Antikérper OKT3 (Cend = 0,25pg/ml) stimuliert. Nach 72h Inkubation bei 37°C und 5%
CO:2 erfolgte die Extrazellularfarbung der Co-Kultur mit anti-CD4 und anti-CD8. Die T-
Zellproliferation konnte nun anhand des CFSE-Gehalts der T-Zellen durchflusszytometrisch

bestimmt werden.

Zu 3.1.1: Zur Untersuchung der adulten und neonatalen T-Zell-Proliferation nach separater GBS-
Vorstimulation von Monozyten oder T-Zellen wurden Monozyten und T-Zellen aus
Erwachsenenblut (PB-Monozyten, PB-T-Zellen) und aus NSB (CB-Monozyten, CB-T-Zellen)
isoliert, die T-Zellen CFSE-gefarbt und jeweils Uber Nacht mit GBS stimuliert. Zellen ohne GBS-
Stimulation dienten als Kontrolle. AnschlieRend erfolgte die Zugabe frisch isolierter CFSE-
gefarbter PB-T-Zellen bzw. PB-Monozyten in eine 96-well-Rundbodenplatte und die Zugabe von
OKT3 (Cend = 0,01pg/ml). Nach weiteren 72h Inkubation erfolgte die Extrazellularfarbung und die

durchflusszytometrische Messung der T-Zellproliferation.

Zu 3.1.2: Um den Einfluss von GBS-vorstimulierten adulten und neonatalen Monozyten auf die
T-Zellproliferation zu untersuchen, wurden Monozyten aus Erwachsenenblut (PB-Monozyten)
und aus NSB (CB-Monozyten) jeweils Uber Nacht mit GBS stimuliert. Zellen ohne GBS-
Stimulation dienten als Kontrolle. Am nachsten Tag wurden frisch isolierte CFSE-gefarbte PBMCs
hinzugefugt, mit OKT3 (Cena = 0,01pg/ml) stimuliert und 96h co-kultiviert. Anschlielend erfolgte

die Extrazelluarfarbung und die durchflusszytometrische Messung des Proliferationsverhaltens.

Zu 3.1.5.: Um den Einfluss von GBS-vorstimulierten adulten und neonatalen T-Zellen auf die T-
Zellproliferation zu untersuchen, wurden T-Zellen aus Erwachsenenblut (PB-T-Zellen) und aus
NSB (CB-T-Zellen) jeweils tGber Nacht mit GBS stimuliert. Zellen ohne GBS-Stimulation dienten
als Kontrolle. Am nachsten Tag wurden frisch isoliete CFSE-gefarbte PBMCs hinzugeflgt, mit
OKT3 (Cena = 0,01pg/ml) stimuliert und 96h co-kultiviert. AnschlieRend erfolgte die

Extrazelluarfarbung und die durchflusszytometrische Messung des Proliferationsverhaltens.
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2.2.9 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein auf einer enzymatischen Farbreaktion basierendes
Nachweisverfahren zur Detektion und Quantifizierung von Antigenen [91, 92].
Beim direkten Sandwich-ELISA bindet ein an eine Mikrotiterplatte gebundener
»Capture-Antibody“ das nachzuweisende Antigen. Anschlielend wird ein zweiter
Enzym-gekoppelter Antikdrper hinzugegeben, der bei Hinzufigen eines
Farbstoffsubstrats zu einem Farbumschlag fihrt [93]. Die optische Dichte der

Farbreaktion gibt schliel3lich Auskunft Gber den Antigen-Gehalt in der Probe.

In den hier durchgeflihrten Versuchen wurde Plasma von erwachsenen
Spendern und Nabelschnurblut-Plasma auf das Vorhandensein des Antigens
PD-L1 untersucht. Das Plasma wurde bis zur Analyse bei -80°C im

Gefrierschrank gelagert.

Capture-
AK

Abbildung 5: Schema eines direkten Sandwich-ELISA

ELISA ist ein Verfahren zum Antigen-Nachweis mit Hilfe eines enzymgekoppelten Antikdrpers.
Das Antigen bindet Gber den ,Capture-Antibody“ an die Mikrotiterplatte. Ein Enzym-gekoppelter
Antikdrper bindet an das Antigen, was zur Aktivierung einer enzymatischen Farbreaktion mit

Farbumschlag der Probe fiihrt.

2.2.9.1 ELISA PD-L1
Fir den Nachweis von loslichem PD-L1 im Serum von Erwachsenenblut und

Nabelschnurblut wurde ein kommerziell erhaltlicher ELISA verwendet. Bei
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diesem ELISA war eine 96-Well Mikrotiterplatte bereits mit dem Capture-

Antibody beschichtet. Die Durchfliihrung erfolgte nach dem Hersteller-Protokoll.

Zunachst wurden alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur gebracht
und vorbereitet. Nun wurde in jedes Well 50l eines Verdliinnungsreagenz (Assay
Diluent RD 1-41) und 100yl der Proben bzw. der PD-L1-Standard-
Verdinnungsreihe gegeben. Dann wurde die Platte mit Klebefolie verschlossen
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schdittler inkubiert.
AnschlieRend wurde die Flissigkeit abpipettiert und die Platte in vier
Durchgangen mit je 300ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Dann wurden 200l
Human/Cynomolgus Monkey B7-H1 Conjugate in jedes Well pipettiert, die Platte
erneut mit Klebefolie verschlossen und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschvorgang. Nun wurden
200ul Substrate Solution pro Well hinzugefugt und die Platte bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss 30 Minuten inkubiert. Abschliefend wurde in jedes Well
50ul Stop Solution pipettiert und im Schattler vorsichtig durchmischt. Die optische
Dichte wurde bei 450nm und 550nm Wellenlange im Microplate Reader

bestimmt.

2.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism Version 8.0
durchgefuhrt. Die Werte wurden mit dem D’Agostino und Pearson omnibus
normality Test auf Gauss’sche Normalverteilung geprift. Proliferationsversuche
und Hemmversuche mit mehr als zwei Gruppen wurden mit Hilfe des Friedman
Tests und des Dunn’s multiple comparison Tests analysiert.
Proliferationsversuche mit zwei Vergleichsgruppen wurden mit dem Wilcoxon-
matched-paires signed rank Test analysiert. FUr Unterschiede in der Expression
von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Moleklilen wurde der Mann-
Whitney-Test angewandt. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert <0,05
angenommen. Im Ergebnisteil sind signifikante Werte folgendermalen im Text

genannt: mean + Standardabweichung, Stichprobenzahl (n), p-Wert.
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3 Ergebnisse

3.1 Beeinflussung der Proliferation von neonatalen und adulten T-Zellen
durch GBS-/ LTA-Stimulation

Zunachst wurde untersucht, ob eine Stimulation mit GBS oder LTA die
Proliferation von neonatalen und/oder adulten T-Zellen beeinflusst.

Hierfir wurden CBMCs und PBMCs aus NSB und Erwachsenenblut isoliert, fur
18h mit GBS oder LTA vorinkubiert und anschlieRend mit OKT3 in einer
Konzentration von 0,25ug/ml stimuliert. Nach weiteren 72h Inkubation wurde das
Proliferationsverhalten der CFSE-gefarbten T-Zellen durchflusszytometrisch

ermittelt.

Bei adulten Zellen zeigte sich nach GBS-Stimulation eine deutlich reduzierte
Proliferationsaktivitadt sowohl von CD4" als auch von CD8" T-Zellen im Vergleich
zu T-Zellen ohne GBS-Stimulation (CD4": 20,2% + 9,6% versus 58,9% + 16,2%,
n=18, p<0,0001, Abb. 6B; CD8": 27,3% + 19,3% versus 64,8% + 18,4% ohne
GBS-Vorstimulation, n=16, p<0,001, Abb. 6D). Bei neonatalen Zellen war weder
die CD4" noch die CD8" T-Zell-Proliferation durch Vorstimulation mit GBS
beeinflusst. Die Histogramme (6A+C) und die Saulendiagramme (6B+D) zeigen
die T-Zell-Proliferation im adulten Blut und im Nabelschnurblut mit und ohne

Vorstimulation mit GBS.
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Abbildung 6: Proliferation adulter und neonataler mononukleadrer Zellen nach GBS-

Stimulation

Mononukleare Zellen aus NSB reifer Neugeborener (CBMCs) und aus peripherem Blut gesunder
Erwachsener (PBMCs) wurden isoliert, CFSE gefarbt und tiber Nacht mit GBS stimuliert. Am
nachsten Tag erfolgte die OKT3-Stimulation. Nach weiteren drei Tagen wurde anhand des
CFSE-Gehalts der Zellen die Proliferation der CD4* und CD8* T-Zellen durchflusszytometrisch
ermittelt. PBMCs und CBMCs ohne GBS-Vorstimulation dienten als Kontroligruppe. A+C:
Reprasentative Histogramme zeigen die Proliferation von CD4* T-Zellen (A) und CD8* T-Zellen
(C) aus Erwachsenenblut (PB, linke Histogramme) und NSB (CB, rechte Histogramme) ohne
(ohne GBS) oder mit GBS-Stimulation (+GBS). B+D: Punkte-Saulendiagramme zeigen den
Anteil proliferierter CD4* (B) und CD8" (D) T-Zellen von allen CD4* und CD8* T-Zellen in PBMCs
(weille Saulen) und CBMCs (graue Saulen) ohne (einfarbige Saulen) oder mit (karierte Saulen)
GBS-Stimulation. Die Diagramme reprasentieren Daten von 18 (B) bzw. 16 (D) unabhangigen
Experimenten — jeder Punkt reprasentiert eine individuelle Probe. *** p<0,001, **** p<0,0001,
ns: nicht signifikant; Friedman Test und Dunn’s multiple comparison Test. Abbildung modifizier
nach [1, 2].
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Ahnliche Ergebnisse konnten fir das Proliferationsverhalten neonataler und
adulter T-Zellen nach LTA-Stimulation gezeigt werden (Abb. 7). Nach LTA-
Vorstimulation zeigten adulte CD4" und CD8" T-Zellen ebenfalls eine
verminderte Proliferationsaktivitat im Vergleich zu nur OKT3-stimulierten Zellen
(CD4": 26,1% + 15,45% versus 62,5% + 16,4%, n=15, p<0,001, Abb. 7B; CD8":
38,2% =+ 19,3% versus 67,7% + 16,5%, n=16, p<0,001, Abb. 7D). Diese
Reduktion der T-Zell-Proliferation war bei neonatalen T-Zellen nicht nachweisbar.
Tendenziell zeigte sich hier sogar eine erhdhte Proliferationsaktivitat nach LTA-

Stimulation.

27



Ergebnisse

A PB CB B
<
[ +
= CD4
g oo ns
s 100~ —
0 [ ]
67% 93% I .
s " 2 S 1 — T ] L See
10" 10 " .‘g 60— - : . i
_'q:v o3 . e
e L ]
. & : .
& 0] ) :
_I U
" 0 S PB PB cB
s 23% 90% +LTA +LTA

FLI-H . CFSE FL1-H: CFSE

C PB CB D
< . o]
[
-l 100
e "] 100+ 1
S <1740 . R
74% 93% s IO
o ° T T T = b
S g0 |e®
£ N
£ [ ]
2 404
. 150 o ° .
o] =
= 204
- 100 - [ ]
L o E 0
: 3 =] & +LTA +LTA
+  L137% 88%

FL1-H :: CFSE

Abbildung 7: Proliferation adulter und neonataler mononukledrer Zellen nach LTA-
Stimulation

Mononukleare Zellen aus NSB reifer Neugeborener (CBMCs) und aus peripherem Blut gesunder
Erwachsener (PBMCs) wurden isoliert, CFSE gefarbt und Gber Nacht mit LTA stimuliert. Am
nachsten Tag erfolgte die OKT3-Stimulation. Nach weiteren drei Tagen wurde anhand des CFSE-
Gehalts der Zellen die Proliferation der CD4* und CD8* T-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.
PBMCs und CBMCs ohne LTA-Vorstimulation dienten als Kontroligruppe. A+C: Reprasentative
Histogramme zeigen die Proliferation von CD4" T-Zellen (A) und CD8" T-Zellen (C) aus
Erwachsenenblut (PB, linke Histogramme) und NSB (CB, rechte Histogramme) ohne (ohne LTA)
oder mit LTA-Stimulation (+LTA). B+D: Punkte-Saulendiagramme zeigen den Anteil proliferierter
CD4* (B) und CD8" (D) T-Zellen von allen CD4* und CD8" T-Zellen in PBMCs (weil3e Saulen)
und CBMCs (graue Saulen) ohne (einfarbige Saulen) oder mit (karierte Saulen) LTA-Stimulation.
Die Diagramme reprasentieren Daten von 15 (B) bzw. 16 (D) unabhangigen Experimenten —jeder
Punkt reprasentiert eine individuelle Probe. *** p<0,001, ns: nicht signifikant; Friedman Test und

Dunn’s multiple comparison Test.
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3.1.1 Verminderte Proliferation adulter T-Zellen nach GBS-Stimulation —
ein Effekt von Monozyten und T-Zellen

Die Proliferation OKT3-stimulierter T-Zellen ist von der Interaktion zwischen T-

Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen, insbesondere Monozyten abhangig.

Daher sollte die Frage untersucht werden, ob die verminderte Proliferation

adulter T-Zellen nach GBS-Stimulation auf Veranderungen der Monozyten- oder

der T-Zell-Funktion zurtickzufthren ist.

Hierfir wurden Monozyten und T-Zellen jeweils mittels MACS aus peripherem
Blut Erwachsener isoliert und Gber Nacht mit GBS vorinkubiert. Am nachsten Tag
wurden T-Zellen und Monozyten eines neuen Spenders isoliert und zu den GBS-
stimulierten Monozyten bzw. T-Zellen hinzugefugt. Die T-Zellen waren dabei
jeweils CFSE-gefarbt. Es folgte dann der Zusatz von OKT3 (Cend = 0,01ug/ml)

und eine erneute Inkubation der Co-Kultur fur drei Tage.

Es zeigte sich, dass sowohl die Vorstimulation von Monozyten als auch die
Vorstimulation von T-Zellen zu einer signifikant verminderten T-Zell-Proliferation
von CD4" und CD8" T-Zellen flihrte (Abb. 8). Die Vorinkubation von Monozyten
bewirkte eine etwas starkere Reduktion der Proliferationsaktivitat (CD4": 24,3%
+ 21,7% versus 39,3% + 21,6%, n=6, p<0,05, Abb. 8A; CD8": 29,2% + 24,6%
versus 52,0% + 23,0%, n=6, p<0,05, Abb. 8B) als jene der T-Zellen (CD4": 29,3%
+ 17,6% versus 47,5% + 19,0%, n=6, p<0,05, Abb. 8C; CD8": 50,2% + 29,8%
versus 61,3% + 25,2%, n=6, p<0,05, Abb. 8D).

Die Vorstimulation von neonatalen Monozyten oder neonatalen T-Zellen mit GBS
flhrte hingegen nicht bzw. nur sehr gering zu einer Reduktion der T-Zell-
Proliferation (Abb. 9).

29



Ergebnisse

E 100 * 100- *
= —
= 80- c 80-
=] ,E . o '.o
(7 -] o o — L ]
o = 60 " T 60
> & 3 2 .
c 5 =
(o] - Q -
g2 g = @ °e
9 R - 2 . .
o ° 20+ . 20
c
2 ‘ \ 2 2
S 0 0
PB-Mo/ PB-Mo PB-Mo/ PB-Mo
PB-T + GBS/ PB-T + GBS/
PB-T PB-T
C D
100 % 100- [ — |
T — .
= 80 80 ® :
2 S . § .
£ g € 60
n - .
“é :.:’ 60 .. :d:.\
o = o0 = ®
> 9 404 . e S 40-
5 - () o e
3T 5 20- R = 204
N
= 0 0
PB-Mo/ PB-Mo/ PB-Mo/ PB-Mo/
PB-T PB-T PB-T PB-T
+ GBS + GBS

Abbildung 8: Adulte T-Zell-Proliferation nach separater GBS-Vorstimulation von

Monozyten oder T-Zellen

Monozyten oder T-Zellen wurden mittels MACS aus PBMCs separiert und Gber Nacht mit GBS
stimuliert. Am nachsten Tag wurden frisch isolierte CFSE-gefarbte T-Zellen in einem 2:1-
Verhaltnis zu den vorinkubierten Monozyten (A+B) gegeben oder es wurden frisch isolierte
Monozyten im Verhéltnis 1:2 zu vorinkubierten CFSE-gefarbten T-Zellen (C+D) hinzugefigt.
Zellen ohne GBS-Vorstimulation dienten als Kontrolle. Die Co-Kulturen wurden mit OKT3
stimuliert und nach weiteren 72h wurde die Proliferation von CD4* und CD8" T-Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. A+B: Punkte-Saulendiagramme zeigen die Proliferation von
CD4* (A) und CD8* (B) T-Zellen in Co-Kultur mit Monozyten ohne (einfarbige Saulen) und mit
(karierte Saulen) GBS-Vorstimulation. C+D: Punkte-Saulendiagramme zeigen die Proliferation
von CD4* (C) und CD8" (D) T-Zellen in Co-Kultur mit Monozyten nach Vorstimulation der T-Zellen
ohne (einfarbige Saulen) und mit (karierte Sdulen) GBS. Die Diagramme reprasentieren Daten
von 6 unabhangigen Experimenten — jeder Punkt reprasentiert eine individuelle Probe. * p<0,05,

ns: nicht signifikant; Wilcoxon matched-pairs signed rank Test. Abbildung modifiziert nach [1]
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Abbildung 9: Neonatale T-Zell-Proliferation nach separater GBS-Vorstimulation von

Monozyten oder T-Zellen

Monozyten oder T-Zellen wurden mittels MACS aus CBMCs separiert und Uber Nacht mit GBS
stimuliert. Am nachsten Tag wurden frisch isolierte CFSE-gefarbte adulte T-Zellen in einem 2:1-
Verhaltnis zu den vorinkubierten neonatalen Monozyten (A+B) gegeben oder es wurden frisch
isolierte adulte Monozyten im Verhaltnis 1:2 zu vorinkubierten CFSE-gefarbten neonatalen T-
Zellen (C+D) hinzugefligt. Zellen ohne GBS-Vorstimulation dienten als Kontrolle. Die Co-Kulturen
wurden mit OKT3 stimuliert und nach weiteren 72h wurde die Proliferation von CD4* und CD8*
T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. A+B: Punkte-Sdulendiagramme zeigen die
Proliferation von CD4* (A) und CD8* (B) adulten T-Zellen in Co-Kultur mit neonatalen Monozyten
ohne (einfarbige Saulen) und mit (karierte Saulen) GBS-Vorstimulation. C+D: Punkte-
Saulendiagramme zeigen die Proliferation von CD4* (C) und CD8* (D) neonatalen T-Zellen in Co-
Kultur mit adulten Monozyten nach Vorstimulation der T-Zellen ohne (einfarbige Saulen) und mit
(karierte Saulen) GBS. Die Diagramme reprasentieren Daten von 6 unabhangigen Experimenten
— jeder Punkt reprasentiert eine individuelle Probe. * p<0,05, ns: nicht signifikant; Wilcoxon

matched-pairs signed rank Test.
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3.1.2 Nach GBS-Stimulation erlangen adulte Monozyten suppressive
Aktivitat

Um die funktionellen Veranderungen von Monozyten nach GBS-Stimulation

weiter zu untersuchen und die Hypothese zu Uberprifen, dass adulte Monozyten

durch Stimulation mit GBS T-Zell-suppressive Aktivitat entwickeln, wurden im

nachsten Schritt Hemmversuche mit GBS-stimulierten adulten und neonatalen

Monozyten und frisch isolierten PBMCs eines anderen Spenders durchgefuhrt.

Sowohl unstimulierte adulte als auch unstimulierte neonatale Monozyten

zeigten keine T-Zell-suppressive Aktivitat (Abb. 10).
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Abbildung 10: Einfluss von vorkultivierten Monozyten auf die T-Zell-Proliferation

Monozyten wurden mittels MACS aus PBMCs und CBMCs gewonnen und Uber Nacht in
Medium kultiviert. Am nachsten Tag wurden sie zu frisch isolierten, CFSE -gefarbten und OKT3-
stimulierten PBMCs eines anderen Spenders hinzugefiigt. Nach vier Tagen wurde die T-Zell-
Proliferation anhand des CFSE-Gehalts durchflusszytometrisch emittelt. Das Saulendiagramm
zeigt die T-Zell-Proliferation ohne Zugabe von Monozyten (gestreifte Saule) und nach Zugabe
adulter (weilRe Saule) oder neonataler Monozyten (graue Saule). n=5, ns: nicht signifikant;

Friedman Test und Dunn’s multiple comparison Test.
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Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Proliferation von CD4* T-Zellen durch
die Zugabe GBS-stimulierter Monozyten aus Erwachsenenblut signifikant
gehemmt wurde im Vergleich zur Zugabe von unstimulierten Monozyten
(Proliferation 47,0% + 22,2% versus 70,0% + 13,5%, n=5, p<0,05, Abb.11B). Ein
solcher Effekt konnte bei neonatalen Monozyten nicht beobachtet werden
(Abb.11B).

Die suppressive Aktivitdt von Monozyten auf die CD8*-T-Zell-Proliferation wurde
weder bei adulten noch bei neonatalen Monozyten durch eine GBS-Stimulation
beeinflusst (Abb. 11D).
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Abbildung 11: Inhibition der T-Zell-Proliferation durch GBS-stimulierte adulte Monozyten

Monozyten wurden mittels MACS aus PBMCs und CBMCs separiert und Uber Nacht mit GBS
stimuliert. Monozyten ohne GBS-Stimulation dienten als Kontrolle. Am nachsten Tag wurden die
Monozyten zu frisch isolierten, CFSE-gefarbten und OKT3-stimulierten PBMCs hinzugefugt.
Nach vier Tagen wurde die Proliferation von CD4* und CD8* T-Zellen anhand des CFSE-Gehalts
durchflusszytometrisch bestimmt. Der Proliferationsindex wurde als Ratio aus T-Zell-Proliferation
mit und ohne Hinzufiigen von Monozyten gebildet. A+C: Reprasentative Histogramme zeigen die
Proliferation von CD4* (A) und CD8* (C) T-Zellen nach Zugabe von Monozyten aus PBMCs (PB-
Mo, linke Histogramme) und aus CBMCs (CB-Mo, rechte Histogramme) ohne (obere
GBS-Vorstimulation. B+D: Punkte-

Saulendiagramme zeigen den inhibitorischen Effekt von Monozyten auf die CD4*- (B) und CD8"-

Histogramme) oder mit (untere Histogramme)
(D) T-Zell-Proliferation. Die gestrichelte Linie zeigt die Proliferation der PBMCs ohne hinzugefiigte
Monozyten. Weille Saulen zeigen die T-Zell-Proliferation nach Hinzufigen adulter Monozyten,
graue Saulen jene nach Hinzufiigen neonataler Monozyten. Einfarbige zeigen die Effekte von
Monozyten ohne und karierte Saulen mit GBS-Vorstimulation. n=5, * p<0,05, ns: nicht signifikant;

Friedman Test und Dunn’s multiple comparison Test. Abbildung modifiziert nach [1].



Ergebnisse

3.1.3 Analyse co-stimulatorischer und co-inhibitorischer Molekiile und

Analyse von Effektorenzymen auf Monozyten nach GBS-Stimulation
Um Hinweise auf mdgliche Mechanismen fir das Erlangen der suppressiven
Eigenschaften von adulten Monozyten nach GBS-Stimulation zu erhalten, wurde
im Weiteren die Expression co-stimulatorischer (CD80, CD86) und co-
inhibitorischer (PD-L1 und PD-L2) Molekile sowie die Expression von
Effektorenzymen (Arg1, iNOS, IDO) auf Monozyten und deren Produktion von
ROS ohne und mit GBS-Stimulation bestimmt.

Fur die Expression der co-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf
Monozyten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen GBS -stimulierten
Monozyten aus Erwachsenenblut und GBS-stimulierten Monozyten aus NSB
(Abb. 12A+B). Im Gegensatz dazu exprimierten adulte GBS-stimulierte
Monozyten signifikant mehr PD-L1 im Vergleich zu GBS-stimulierten neonatalen
Monozyten (MFI 328,6 + 213,7 versus 24,8 + 9,6, n=9, p<0,0001, Abb. 12C). Fur
die PD-L2-Expression ergab sich kein Unterschied (Abb. 12D).
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Abbildung 12: Expression co-stimulatorischer und co-inhibitorischer Molekiile auf

Monozyten nach GBS-Stimulation

CBMCs und PBMCs wurden isoliert und tUber Nacht mit GBS stimuliert. Die Expression von

Oberflachenmolekiilen (A-D) wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Saulendiagramme
zeigen die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der Expression von CD80 (A), CD86 (B), PD-L1

(C) und PD-L2 (D) auf adulten (weil’e Saulen) und neonatalen (graue Saulen) Monozyten nach

GBS-Stimulation. Die reprasentativen Dot-Plot-Grafiken (E) zeigen die Expression von CD80,
CD86, PD-L1 und PD-L2 (y-Achse) auf CD14" adulten (PB) und neonatalen (CB) Monozyten (x-
Achse). n=5-9, **** p<0,0001, ns: nicht signifikant; Mann-Whitney-Test. Abbildung modifiziert

nach [1].
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Ebenfalls beobachteten wir keinen Unterschied in der Expression von Arg1 und
IDO und der Produktion von ROS (Abb. 13A+C+D) zwischen GBS-stimulierten
adulten und neonatalen Monozyten. Dagegen exprimierten neonatale Monozyten
nach GBS-Stimulation signifikant mehr iINOS als adulte Monozyten (MFI 177,4 +
60,1 versus 30,0 £ 12,2, n=5, p<0,01, Abb. 13B).
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Abbildung 13: Expression von Effektorenzymen auf Monozyten nach GBS-Stimulation

CBMCs und PBMCs wurden isoliert und iber Nacht mit GBS stimuliert. Die Expression von
intrazellularen Effektorenzymen (A-C) und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (D) wurden
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Saulendiagramme zeigen die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) der Expression von Arg1 (A), iNOS (B), IDO (C) und die ROS-
Produktion (D) von adulten (weil3e Saulen) und neonatalen (graue Saulen) Monozyten nach GBS-
Stimulation. Die reprasentativen Dot-Plot-Grafiken (E) zeigen die Expression von Arg1, iNOS,
IDO (y-Achse) auf CD14* adulten (PB) und neonatalen (CB) Monozyten (x-Achse) und die ROS-
Produktion (x-Achse) CD14* adulter (PB) und neonataler (CB) Monozyten (x-Achse). n=5-9, **
p<0,01, ns: nicht signifikant; Mann-Whitney-Test. Abbildung modifiziert nach [1].
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3.1.4 Phanotypisierung der T-Zellen nach GBS-Stimulation

Auf Seiten der T-Zellen wurde ebenfalls untersucht, ob es nach GBS-Stimulation
zu einem veranderten Phanotyp kommt, der die Ursache fur die unter 3.1
beobachtete Proliferationshemmung adulter Zellen sein kénnte. Hierzu wurde die
Expression der T-Zell-Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf adulten und

neonatalen T-Zellen nach GBS-Stimulation durchflusszytometrisch bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass neonatale T-Zellen nach GBS-Stimulation
signifikant weniger CD25 exprimierten als adulte T-Zellen (Abb. 14). Dies galt
insbesondere fir CD3*/CD4* T-Zellen (CD3*: MFI 20,0 + 4,6 versus 37,5 + 10,46,
n=6, p<0,01, Abb. 14A; CD3*/CD4" T-Zellen: MFI 24,8 + 4,9 versus 41,5 + 11,4,
n=8, p<0,01, Abb. 14C). Die CD25-Expression auf CD8" T-Zellen unterschied
sich zwischen den beiden Gruppen nicht (Abb. 14E). Auch die Expression von
CD69 auf CD3" T-Zellen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen GBS-

stimulierten neonatalen und adulten T-Zellen (Abb. 14B).
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Abbildung 14: Expression von Oberflachenmolekiilen auf T-Zellen nach GBS-Stimulation

CBMCs und PBMCs wurden isoliert und Uber Nacht mit GBS stimuliert. Zellen ohne GBS-
Stimulation dienten als Kontrolle. Die Expression der Oberflachenmolekiile CD25 und CD69 auf
T-Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Die Diagramme zeigen die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) fur die Expression von CD25 (A) und CD69 (B) auf CD3* T-Zellen
und CD25 auf CD3*/CD4" (D) und CD3*/CD8* (E) T-Zellen aus Erwachsenenblut (weille Saulen)
und aus Nabelschnurblut (graue Saulen) nach GBS-Stimulation. Die reprasentativen Dot-Plot-
Grafiken zeigen die Expression von CD25 und CD69 (y-Achse) auf CD3* adulten (PB) und
neonatalen (CB) T-Zellen (x-Achse) (C) und die Expression von CD25 (y-Achse) auf CD4" und
CD8* adulten (PB) und neonatalen (CB) T-Zellen (x-Achse) (F). n=6-8, **p<0,01, ns: nicht
signifikant; Mann-Whitney-Test. Abbildung modifiziert nach [1].
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3.1.5 Gering suppressive Aktivitat adulter T-Zellen nach GBS-Stimulation
Da CD25 von regulatorischen T-Zellen exprimiert wird, welche ebenfalls
suppressiv auf die T-Zell-Proliferation wirken, wurde weiter untersucht, ob die mit
GBS stimulierten CD4" T-Zellen ahnlich wie GBS-stimulierte Monozyten die
Proliferation von T-Zellen hemmen. Interessanterweise hemmte sowohl die
Zugabe von CD4" T-Zellen aus Erwachsenenblut als auch die Zugabe von CD4*
T-Zellen aus Nabelschnurblut zu PBMCs die T-Zellproliferation (Abb. 15). Eine
Vorstimulation mit GBS steigerte die suppressive Aktivitdt von CD4* T-Zellen,
jedoch zeigten sich keine Unterschiede zwischen CD4" T-Zellen aus adultem Blut
und Nabelschnurblut (CD4": PB-T + GBS 41,4% + 20,5% versus PB-T 53,8% +
21,4%, CB-T + GBS 39,8% + 22,57% versus CB-T 50,6 + 29,32%, n=5, p<0,05,
Abb. 15A; CD8": PB-T + GBS 49,0% + 21,6% versus PB-T 68,6% + 15,4%, CB-
T + GBS 45,2% + 25,97 versus CB-T 61,6% + 25,65%, n=5, p<0,05, Abb. 15B).
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Abbildung 15: Inhibition der T-Zell-Proliferation durch GBS-stimulierte T-Zellen

CD4" T-Zellen wurden mittels MACS aus CBMCs und PBMCs isoliert und uber Nacht mit GBS
stimuliert. Zellen ohne GBS-Stimulation dienten als Kontrolle. Die vorinkubierten CD4* T-Zellen
wurden am Folgetag zu frisch isolierten, CFSE-gefarbten und OKT3-stimulierten PBMCs
gegeben. Nach vier Tagen wurde die CD4*- und die CD8*-T-Zell-Proliferation anhand des CFSE-
Gehalts durchflusszytometrisch ermittelt. Der Proliferationsindex wurde als Ratio aus T-Zell-
Proliferation mit und ohne Hinzufligen von T-Zellen gebildet. Die Sdulendiagramme zeigen den
inhibitorischen Effekt von CD4* T-Zellen auf die CD4*- (A) und CD8*- (B) T-Zell-Proliferation. Die
gestrichelte Linie zeigt die Proliferation ohne Zugabe von CD4* T-Zellen. WeilRe Saulen zeigen
die Proliferation nach Zugabe adulter CD4* T-Zellen, graue Saulen die Proliferation nach Zugabe
neonataler CD4* T-Zellen. Einfarbige Saulen zeigen den Effekt auf die T-Zell-Proliferation von
unstimulierten CD4* T-Zellen und karierte Saulen den Effekt von GBS-stimulierten CD4* T-Zellen.
n=5, * p<0,05, ns: nicht signifikant; Friedman-Test, Dunn’s multiple comparison Test. Abbildung
modifiziert nach [1]
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3.1.6 PD-L1-Expression adulter und neonataler Monozyten nach

Stimulation mit verschiedenen weiteren Stimulanzien
SchlieRlich wurde untersucht, ob die verminderte PD-L1-Expression auf
neonatalen im Vergleich zu adulten Monozyten spezifisch fur die GBS-
Stimulation ist oder ob der Effekt auch nach Aktivierung mit anderen Substanzen
zu beobachten ist. Es zeigte sich, dass neonatale Monozyten nach Stimulation
mit allen untersuchten Stimulanzien weniger PD-L1 exprimierten als adulte
Monozyten (Abb. 16).

Tabelle 9: PD-L1-Expression von Monozyten nach Stimulation mit verschiedenen

Stimulanzien

Stimulanzien MFI neonatale vs. adulte Monozyten = Anzahl p-Wert

LTA MFI 18,4 + 11,3 versus 63,2 + 24,8 n=10 p<0,0001
Cend = 1ug/ml

(Abb. 16A)

Flagellin MFI 34,3 + 31,3 versus 155,8 + 176,3  n=7 p<0,05
Cend = 1Hg/ml

(Abb. 16B)

PHA MF1290,3 + 131,3 versus 614,7 £ 120,0 n=9 p<0,0001
Cend = 20pug/ml

(Abb. 16C)

OKT3 MFI 16,6 + 15,1 versus 355,1 + 285,8 n=7 p<0,001
Cend = 1ug/ml

(Abb. 16D)

LPS MFI 109,3 + 53,9 versus 356,6 + 142,0 n=12 p<0,0001
Cend = 1pg/ml

(Abb. 16E)

SEB MFI 134,5 + 73,0 versus 610,0 £ 181,5 n=38 p<0,0001
Cend = 1Hg/ml

(Abb. 16F)
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Abbildung 16: PD-L1-Expression von Monozyten nach Stimulation mit verschiedenen

Stimulanzien

PBMCs und CBMCs wurden isoliert und tiber Nacht mit verschiedenen Stimulanzien stimuliert.
Am Folgetag wurde die PD-L1-Expression auf Monozyten durchflusszytometrisch bestimmt. Die

Saulendiagramme zeigen die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der PD-L1-Expression auf

adulten (weil’e Saulen) und neonatalen (graue Saulen) Monozyten nach Stimulation mit LTA (A),
Flagellin (B), PHA (C), OKT3 (D), LPS (E) und SEB (F). n=7-12, * p<0,05, *** p<0,001, ****

p<0,0001; Mann-Whitney-Test.
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3.1.7 PD-L1-Expression im NSB nach IFNy-Stimulation

In Arbeiten anderer Gruppen konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression
von IFNy im NSB im Vergleich zum Erwachsenenblut vermindert ist [94-96].
Weiterhin ist bekannt, dass IFNy die Expression von ICM stimuliert [97]. Um
herauszufinden, ob die verminderte IFNy Expression im NSB eine Ursache fur
die verminderte PD-L1-Expression neonataler Monozyten sein konnte, wurde im
nachsten Schritt IFNy als Stimulus verwendet. Hier zeigte sich, dass unter
Stimulation mit IFNy NSB-Monozyten in gleichem Male in der Lage waren PD-

L1 zu exprimieren wie Erwachsenen-Monozyten (Abb. 17).
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Abbildung 17: PD-L1-Expression von Monozyten nach Stimulation mit IFNy

PBMCs und CBMCs wurden isoliert und tber Nacht mit IFNy (Cenda = 100ng/ml) stimuliert. Am
Folgetag wurde die PD-L1-Expression auf Monozyten durchflusszytometrisch bestimmt. Das
Diagramm zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der PD-L1-Expression auf adulten
(weiBe Saule) und neonatalen (graue Saule) Monozyten nach IFNy-Stimulation. n=6, ns: nicht

signifikant; Mann-Whitney-Test.
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3.1.8 Expression von léslichem PD-L1 in neonatalem und adultem Plasma
PD-L1 kann neben der membrangebundenen Form auch in |oslicher Form
(soluble PD-L1, sPD-L1) vorkommen. Daher wurde zuletzt untersucht, ob neben
der geringeren Fahigkeit von neonatalen Monozyten PD-L1 zu exprimieren auch
Unterschiede in der Expression von sPD-L1 im Plasma von NSB und

Erwachsenenblut vorliegen.

Hier zeigten sich interessanterweise geringfligig hohere Konzentrationen von
sPD-L1 im Nabelschnurblutplasma verglichen mit adultem Plasma (59,5pg/ml +

16,5pg/ml versus 49,7pg/ml + 10,0pg/ml, n=15, p<0,05, Abb. 18).
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Abbildung 18: Konzentration von sPD-L1 im Nabelschnurblut und im Blut von

Erwachsenen

Die Konzentration von sPD-L1 im Plasma von NSB und peripherem Blut gesunder Erwachsener
wurde mittels ELISA bestimmt. Die weilde Saule zeigt die Konzentration von sPD-L1 in adultem
Plasma (PB), die graue Saule die in Nabelschnurblutplasma (CB). n=15, *p<0,05; Mann-Whitney-

Test, Col stats.
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4 Diskussion

Noch immer stellt die neonatale Sepsis einen Hauptfaktor der Mortalitat und
Morbiditat innerhalb der ersten 28 Lebenstage dar. Nach Fruhgeburtlichkeit und
Geburtskomplikationen ist es die dritthaufigste Todesursache Neugeborener.
Trotz einer verbesserten Versorgung und Behandlung versterben jahrlich Gber
400.000 Kinder an einer Neugeborenensepsis. Die Ursachen fur die besondere
Empfindlichkeit Neugeborener fir Infektionen und die Regulation des neonatalen
Immunsystems sind nur unvollstandig verstanden [14, 98-100]. Insbesondere
auch die Beendigung von Entzindungsreaktionen scheint bei Neugeborenen
gestort zu sein und flhrt zu einer prolongierten Immunantwort [14, 101].
Postinflammatorische Folgeerkrankungen, wie beispielsweise eine BPD oder
eine PVL, sind haufig Folgen einer neonatalen Sepsis und beeintrachtigen die
Entwicklung der betroffenen Kinder oft langfristig. GBS gehéren zu den
haufigsten Erregern der Neugeborenensepsis und sind fur 40-50% der Falle
verantwortlich [14, 98, 99, 102]. Warum GBS bei Neugeborenen so haufig zu

schweren Infektionen fuhren, ist ebenfalls noch unzureichend verstanden.

In dieser Arbeit wurde die Reaktion neonataler Immunzellen auf eine Stimulation
mit GBS im Vergleich zu adulten Immunzellen in vitro untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Stimulation mit GBS bei adulten Zellen zu einer
deutlichen Reduktion der T-Zellproliferation flihrt — ein Effekt, der bei neonatalen
Zellen nicht beobachtet werden konnte. Diese unterschiedlichen Effekte konnten
auf Unterschiede sowohl in der Monozyten- als auch in der T-Zell-Funktion
zuruckgefuhrt werden. Adulte Monozyten erlangten nach GBS-Stimulation T-Zell-
supprimierende Eigenschaften und exprimierten hohe Level des ICM PD-L1.
Neonatale Monozyten wiesen dagegen keine T-Zell-suppressive Aktivitat auf und
exprimierten nahezu kein PD-L1. Die reduzierte PD-L1 Expression auf
neonatalen Monozyten zeigte sich auch nach Stimulation mit anderen
Stimulanzien. Interessanterweise waren neonatale Monozyten jedoch nach
Stimulation mit IFNy gut in der Lage, PD-L1 zu exprimieren. Auf Seiten der T-
Zellen zeigte sich eine erhdhte Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf
adulten im Vergleich zu neonatalen Zellen. Unterschiede in der suppressiven

Aktivitait von CD4" T-Zellen konnten nicht beobachtet werden. Die
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Konzentrationen von ldslichem PD-L1 waren im Nabelschnurblut im Vergleich

zum Erwachsenenblut etwas erhoht.

4.1 GBS-Stimulation reduziert die T-Zell-Proliferation in PBMCs, nicht
aber in CBMCs
Unsere Beobachtung einer gesteigerten Proliferation neonataler T-Zellen im
Vergleich zu adulten T-Zellen nach GBS-Stimulation stimmt mit Berichten
anderer Arbeitsgruppen Uberein [103, 104]. Risdon et al. beschrieben ein
hdheres Proliferationsausmal von T-Zellen aus NSB im Vergleich zu adulten T-
Zellen nach Inkubation mit Alloantigenen oder IL-2, IL-4 oder IL-6 [103]. Wang et
al. zeigten, dass neonatale T-Zellen nach Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28
schneller proliferierten als T-Zellen alterer Kinder. Diese starke
Proliferationskapazitat neonataler T-Zellen wurde mit einer hohen IL-2-Sekretion
in Zusammenhang gebracht [104]. Im Gegensatz dazu wurde in vorangegangen
Studien die Zytokinproduktion und die zytotoxische Aktivitat neonataler T-Zellen
im Vergleich zu adulten T-Zellen als vermindert beschrieben [103-106].
Orlikowsky et al. zeigten, dass T-Zellen aus NSB ohne bakterielle Stimulation
weniger stark proliferierten als T-Zellen aus Erwachsenenblut, was auf eine
verminderte Expression co-stimulatorischer Molekule auf neonatalen Monozyten
zuruckgefuhrt wurde [107]. Daneben enthalt Nabelschnurblut immunsuppressiv
wirkende Zellen, die ebenfalls zur verminderten T-Zell-Proliferation beitragen
konnten [2, 108, 109]. Interessanterweise zeigten unsere Versuche nach GBS-
oder LTA-Stimulation eine starke Suppression der Proliferation adulter T-Zellen,
wohingegen die Proliferation neonataler T-Zellen unverandert oder sogar erhoht
war. Eine Suppression der T-Zell-Proliferation bei Erwachsenen durch bakterielle
Antigene oder Bakterien konnte sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen
von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt werden [110-115]. Fur Neugeborene
existieren diesbezuglich nur wenige Ergebnisse. Majer et al. beobachteten eine
vermehrte Proliferation neonataler im Vergleich zu adulten CD4" T-Zellen nach
Stimulation mit SEB [116]. Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte

unsere Arbeitsgruppe in vorangegangenen Arbeiten bereits nachweisen, dass
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die Proliferation von CBMCs nach Stimulation mit E. coli unbeeinflusst war,
wahrend es bei PBMCs zu einer deutlichen Reduktion der T-Zell-Proliferation
kam [117]. Damit scheinen neonatale T-Zellen auf den Kontakt mit Pathogenen

anders zu reagieren als T-Zellen von Erwachsenen.

Obwohl bekannt ist, dass NSB im Vergleich zu Erwachsenenblut vermehrt
suppressive Mechanismen aufweist wie hohe Zahlen immunsuppressiver Zellen
wie myeloide Suppressorzellen (Myeloid-derived suppressor cell; MDSC) [108],
CD71" erythroide Zellen [118] und Tregs [119] und erhdhte Level
immunmodulatorisch wirkender l6slicher Stoffe wie Adenosin [120], zeigten wir
eine verstarkte Proliferation neonataler T-Zellen nach Stimulation mit GBS.
Goldberg et al. berichteten ebenfalls von einem stimulatorischen Effekt von LPS
auf die T-Zell-Proliferation neonataler Zellen [121]. Dies deutet auf eine hohe
inflammatorische Kapazitdt von CBMCs hin, die wahrscheinlich unter
physiologischen Bedingungen durch suppressive Mechanismen reguliert wird.
Dies konnte fur die verminderte Fahigkeit neonataler Immunzellen, eine
Inflammation zu beenden, mitverantwortlich sein und zum erhohten Risiko der
Entwicklung postinfammatorischer  Folgeerkrankungen bei Neu- und

insbesondere Fruhgeborenen beitragen.

In Neonaten scheinen wichtige Funktionen des angeborenen Immunsystems wie
beispielsweise die Chemotaxis Neutrophiler, die Freisetzung aggressiv-lytischer
Sauerstoffradikale durch Immunzellen (oxidativer Burst), Neutrophile
Extrazellulare Traps (NETs) [42] und die Produktion proinflammatorischer
Zytokine durch Monozyten [115] gegenuber Erwachsenen vermindert zu sein.
Andere Mechanismen, wie beispielsweise die Phagozytose, sind jedoch bei
Frilhgeborenen vergleichbar effektiv wie bei Erwachsenen [115]. Ahnliche
Beobachtungen wurden fur das adaptive Immunsystem gemacht. Wahrend die
neonatale TH1-Immunantwort auf einige Pathogene und Vakzine vermindert ist,
kénnen Neugeborene beispielsweise gegen das Cytomegalievirus (CMV) oder
gegen das Bacillus Calmette-Guérin-Vakzin gegen Mycobacterium bovis eine der
adulten TH1-Immunantwort ahnliche Immunreaktion entwickeln [122]. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die neonatale Immunantwort nicht generell
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beeintrachtigt ist, sondern dass die Qualitat des Stimulus die Immunantwort

bestimmt.

4.2 Adulte Monozyten erlangten nach GBS-Stimulation eine T-Zell-
supprimierende Aktivitat im Vergleich zu neonatalen Monozyten
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die verminderte Proliferation adulter
mononuklearer Zellen nach GBS-Stimulation auf veranderte Funktionen sowohl
der Monozyten als auch der T-Zellen zurtckzufihren war. Adulte Monozyten
erlangten nach GBS-Stimulation immunsuppressive Eigenschaften im Vergleich
zu neonatalen Monozyten. Die immunsuppressive Aktivitdt adulter Monozyten
wahrend einer Virus-Infektion oder einer Sepsis wurde bereits mehrmals

publiziert [123-125].

FUr neonatale Monozyten konnte mehrfach beschrieben werden, dass sie
weniger proinflammatorische Zytokine wie IFNy und TNFa im Vergleich zu
gesunden Erwachsenen [126, 127] und vermehrt anti-inflammatorische Zytokine
(IL-6, 1L-10, IL-23) exprimieren, was auf einen anti-inflammatorischen Zustand
neonataler Monozyten hinweist [49, 128]. Dazu passend konnten bei
Neugeborenen hohe Level lo6slicher Immunmodulatoren wie Adenosin,
Prostaglandine und Sexualhormone vorgefunden werden. Adenosin
beispielsweise hemmt die TNFa- und erhalt die IL-6-Produktion. Das vermehrte
Vorkommen dieser Substanzen bei Neugeborenen flhrt wahrscheinlich zu einer

Suppression pro-inflammatorischer Immunantworten [129-131].

Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass bei Neugeborenen im Vergleich zu
Erwachsenen eine 10fach hdhere Expression des proinflammatorischen Zytokins
Makrophagen migrationsinhibierender Faktor (MIF) vorliegt. Ebenfalls ist der MIF
in neonatalen Monozyten nach Stimulation mit E. coli oder GBS stark erhdht.
Eine Inhibition von MIF reduzierte die systemische Inflammation und Mortalitat
im Modell der murinen Neugeborenensepsis. Der MIF konnte demnach die
neonatale Immunsuppression kompensieren und damit zur Hyperinflammation

im Sepsisgeschehen beitragen [132].
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Heinemann et al. entdeckten eine spezifische Population inflammatorischer
Monozyten in Neugeborenen, die durch S100A8/A9 Alarmine (Damage-
associated molecular pattern; DAMP) negativ reguliert wurden. Im Serum
Neugeborener finden sich hohe Level dieser Alarmine, die durch neonatale
Monozyten bei der Geburt freigesetzt werden und erst nach einigen Wochen
absinken. Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass neonatale S100A9™"
Mause nach Sepsisinduktion durch LPS einen Uberlebensnachteil hatten.
S100A8/A9 Alarmine Ubernehmen demnach im Neugeborenen eine
regulatorische Rolle im Rahmen der Verhinderung der Geburt-assoziierten
Expansion spezifischer inflammatorischer Monozyten und vermindern damit die

Anfalligkeit Neugeborener fur Hyperinflammation und fatale Sepsis [133].

In Zusammenschau der bisher vorhandenen Literatur und unseren hier
prasentierten Ergebnissen kann man annehmen, dass neonatale Monozyten
keine intrinsisch verminderten inflammatorischen Kapazitaten im Vergleich zu
Erwachsenen aufweisen, stattdessen jedoch durch extrinsische Faktoren

kontrolliert werden.

4.3 Adulte Monozyten erlangten nach GBS-Stimulation einen veranderten
Phanotyp im Vergleich zu neonatalen Monozyten

Phanotypisch beobachteten wir eine deutlich reduzierte PD-L1-Expression auf

GBS-stimulierten neonatalen Monozyten im Vergleich zu Zellen des

Erwachsenen. Diese verminderte PD-L1-Expression zeigte sich auch nach

Stimulation mit LTA, Flagellin, PHA, LPS, SEB und OKT3.

Eine andere Studie wies eine vermehrte PD-L1-Expression auf Monozyten von
adulten Sepsispatienten nach. Reduzierte Neutrophilen- und
Monozytenfunktionen korrelierten positiv mit deren PD-L1-Expression und mit
der PD-1-Expression auf CD8" T-Zellen und NK-Zellen. Die Blockade von PD-
L1/PD-1 konnte die Funktionen von Monozyten, Neutrophilen, T-Zellen und NK-
Zellen in vitro wiederherstellen. Dies spricht flr eine immunsuppressive
Bedeutung des PD-L1/PD-1-Signalwegs im Rahmen der Sepsis [134]. Young et

al. zeigten im Mausmodell ein verbessertes Uberleben wahrend einer neonatalen
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polymikrobiellen Sepsis bei Fehlen von PD-1 [135], auch wenn der dafur
verantwortliche Zelltyp nicht identifiziert wurde. In vitro Studien zeigten, dass die
Stimulation von Monozyten gesunder Erwachsener mit Streptokokken Pyrogenic
Exotoxin A die Monozyten-mediierte Akkumulation von Tregs durch PD-L1 forderte
[136] und Streptococcus mitis, ein Keim der Mundhdhle, durch PD-L1-Induktion
auf Monozyten Immunantworten supprimierte [137]. Dies deutet auf eine
regulatorische Rolle von PD-L1 auf Monozyten im Rahmen einer Infektion bei
Erwachsenen hin. In unseren Versuchen untersuchten wir keine weiterfiihrenden
Signalwege der PD-L1-Aktivierung. So kdnnen wir nur annehmen, dass die
vermehrte PD-L1-Expression adulter Monozyten im Vergleich zu neonatalen
Monozyten ein Mechanismus fur die Ausbildung ihrer suppressiven Aktivitat ist.
Die PD-L1-Expression auf neonatalen Monozyten nach bakterieller Stimulation
wurde bisher unseres Wissens nach noch nicht untersucht. Zasada et al. zeigten
jedoch, dass samtliche untersuchte Monozyten-Subtypen am 5. Lebenstag PD-
1 exprimierten. Daten derselben Studie zeigten, dass bei Frihgeborenen im
Rahmen einer LOS vermehrt Monozyten mit PD-1-Expression vorlagen.
Besonders im Falle eines septischen Schocks oder eines fatalen Outcomes
konnte eine erhdhte PD-1-Expression beobachtet werden [138]. Gollwitzer et al.
beschrieben vor Kurzem, dass die PD-L1-Expression auf Immunzellen der Lunge
fur die Entwicklung von Toleranz gegenuber Allergenen in den ersten
Lebenswochen entscheidend ist [139]. Weitere Studien zur Untersuchung der
Rolle der PD-1/PD-L1-Achse im Kontext der Immunregulation wahrend der
Neugeborenenphase und der Pathogenese von Neugeborenensepsis und
postinflammatorischen Folgeerkrankungen sind notwendig. Madglicherweise
lassen sich daraus in Zukunft praventive oder therapeutische Ansatze

entwickeln.

IFNy ist ein wichtiger Stimulator fir die PD-L1-Expression [97]. Andere
Arbeitsgruppen konnten bereits nachweisen, dass die Expression von IFNy im
NSB im Vergleich zum Erwachsenenblut vermindert ist [94-96]. In unseren
Versuchen zeigten wir, dass unter Stimulation mit IFNy NSB-Monozyten in
gleichem Male in der Lage waren PD-L1 zu exprimieren wie Erwachsenen-

Monozyten. Die verminderte PD-L1-Hochregulation neonataler Monozyten
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konnte demnach mit der verringerten IFNy-Expression neonataler Zellen nach

GBS-Stimulation zusammenhangen [94].

Weiter untersuchten wir die Expression immunsuppressiv  wirkender
Effektormechanismen (Arg1, iINOS, IDO, ROS) in Monozyten nach Stimulation
mit GBS. Diese Effektormechanismen spielen besonders fur die
immunsuppressive Wirkung sogenannter myeloider Suppressorzellen (MDSC)
eine wichtige Rolle. Man unterschiedet hier je nach Expression von
Oberflachenmarkern monozytare von granulozytaren MDSC, wobei monozytare
MDSC phanotypisch Monozyten stark ahneln und sich vor allem durch ihre T-
Zell-suppressiven Eigenschaften auszeichnen [109, 140]. Daher vermuteten wir,
dass die Stimulation von adulten Monozyten mit GBS zu einer Bildung
monozytarer MDSC flihren kdnnte. Erstaunlicherweise konnten wir nach GBS-
Stimulation keine Unterschiede in der Expression der Effektorenzyme Arg1 und
IDO oder der ROS-Produktion adulter Monozyten im Vergleich zu neonatalen
Monozyten finden, die die T-Zell-supprimierende Aktivitat adulter Monozyten
erklaren konnten [141]. Stattdessen konnten wir eine vermehrte Expression der
NO-Synthase iINOS in Monozyten aus NSB im Vergleich zu adulten Monozyten
zeigen. In unserem Setting scheint demnach die NO-Produktion nicht primar fir
die suppressive Aktivitat adulter Monozyten verantwortlich zu sein. Eine erhdhte
NO-Produktion nach GBS-Infektion begunstigt moglicherweise das Entstehen
einer Pneumonie [142] und eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke [143]. Eine
Sepsis-assoziierte Enzephalopathie entsteht durch Neuroinflammation und
ischamische Insulte, die ihrerseits durch dysregulierte periphere
Immunantworten bedingt werden konnen [144]. In neonatalen Mausen fuhrte die
Induktion einer hypoxisch-ischamischen Hirnschadigung zur Infiltration
peripherer inflammatorischer Monozyten des Gehirns mit resultierenden
zerebralen Insulten [145]. AuBerdem beeinflussten Monozyten die Entstehung
einer BPD [146, 147]. Diese Beobachtungen kénnten darauf hindeuten, dass
eine vermehrte iINOS-Expression neonataler Monozyten im Rahmen einer
bakteriellen Infektion an der Entwicklung einer PVL und BPD beteiligt sein

konnte. Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig.
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44 Adulte T-Zellen zeigten im Vergleich zu neonatalen T-Zellen einen
veranderten Phanotyp nach GBS-Stimulation
Nach Stimulation mit GBS zeigten neonatale CD4" T-Zellen ebenfalls eine
verminderte Expression von PD-L1 im Vergleich zu adulten T-Zellen. Die Rolle
von ICM fur die neonatale T-Zell-Antwort besonders wahrend oder nach einer
Neugeborenensepsis ist bisher unzureichend untersucht. Walk et al.
untersuchten die Expression von sieben ICM auf neonatalen Zellen,
insbesondere auf Zellen des angeborenen Immunsystems. Dabei wiesen sie eine
erhohte Expression von LAIR-1, CD31 und CD200 im Vergleich zu adulten T-
Zellen nach und postulierten einen Zusammenhang mit der Abschwachung der
adaptiven Immunantwort in utero [148]. Miller et al. fanden eine verminderte
MRNA und Protein-Expression von CTLA-4 neonataler T-Zellen im Vergleich zu
adulten T-Zellen [149]. In vitro Studien zeigten eine reduzierte Apoptose von
Lymphozyten adulter septischer Patienten und eine Erholung von Effektorzellen
nach PD-1- und PD-L1-Blockade [134, 150-152]. In einem Mausmodell mit
intrazerebraler Blutung reduzierte PD-L1 die Anzahl an CD4" T-Zellen,
verminderte das Zellsterben und verbesserte die Integritat der Blut-Hirn-
Schranke [153-155]. Nach unserem Wissen liegen keine Erkenntnisse zur
Expression von PD-L1 auf neonatalen T-Zellen vor. Unsere Ergebnisse einer
verminderten PD-L1-Expression neonataler im Vergleich zu adulten T-Zellen
kénnte darauf hinweisen, dass neonatale T-Zellen Schwierigkeiten haben eine
einmal initiierte Entzindungsantwort wieder zu beenden. Dies kénnte ein Grund
fur das erhohte Risiko Neu- und Fruhgeborener sein, postinflammatorische

Folgeerkrankungen zu entwickeln.

Unsere Ergebnisse zeigen darUber hinaus eine vermehrte Expression des
Aktivitadtsmarkers CD25 auf adulten CD4" T-Zellen nach GBS-Stimulation im
Vergleich zu CD4" T-Zellen aus NSB.

CD25 (IL-2Ra) und CD122 (IL-2RpB) sind Untereinheiten des Rezeptors fur IL-2
(IL-2R). IL-2 wird v.a. von CD4"* T-Zellen nach TCR-Aktivierung produziert. IL-
2/IL-2R”- M&use weisen eine erhdhte Lymphozytenproliferation und Anfalligkeit
fur eine autoimmune Fehlsteuerung auf. Als Hauptgrund fur die Autoimmunitat

scheint ein Defekt in der Bildung regulatorischer T-Zellen zu sein [156].
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Die Beobachtung einer vermehrten Lymphozytenproliferation bei defekter
IL2/CD25-Achse passt zu unserem Ergebnis der ausgepragten Proliferation
neonataler T-Zellen und ihrer mangelnden CD25-Expression verglichen mit
adulten T-Zellen. CD25 ist daneben ein Marker flir Tregs [156]. Die Rolle von Tregs
im Kontext der adulten Sepsis ist umstritten: So beschrieben Scumpia et al.
erhohte Level von Tregs mit erhdhter suppressiver Funktion als Folge einer
Sepsis, was jedoch keine signifikante Auswirkung auf das Gesamtiberleben im
Maus-Modell hatte [157]. Heuer et al. hingegen konnten zeigen, dass der
adoptive Transfer in vitro stimulierter Tregs sowohl praventiv als auch
therapeutisch im Rahmen einer Sepsis zu einer signifikant verbesserten
bakteriellen Clearance und einem verlangerten Uberleben der M&use flihrte
[158]. An dieser Stelle ist es wichtig zu erwahnen, dass in unseren Versuchen
zwar Unterschiede in der Expression von CD25 auf neonatalen und adulten T-
Zellen nach GBS-Stimulation vorhanden waren, dass der Anteil an Tregs Sich aber
nicht unterschied (diese Untersuchungen wurden im Anschluss an diese Arbeit
durchgefuhrt und sind daher nicht Inhalt der Arbeit) [1]. Auch beobachteten wir
keine Unterschiede in der suppressiven Aktivitat von GBS-stimulierten
neonatalen und adulten T-Zellen, sodass davon ausgegangen werden muss,
dass die beobachteten Unterschiede in der Proliferation von neonatalen und
adulten T-Zellen nicht auf eine unterschiedlich starke Treg-Induktion

zurtckzufuhren sind.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Bedeutung der verminderten
Hochregulation von CD25 auf neonatalen T-Zellen fur die Immunantwort im

Rahmen einer Neugeborenensepsis genauer zu beleuchten.

4.5 Veranderte Expression von Iéslichem PD-L1 im Nabelschnurblut im
Vergleich zum Erwachsenenblut

Zuletzt zeigten wir, dass anders als die membrangebundene Form, I6sliches PD-

L1 (soluble programmed death ligand 1, sPD-L1) im Nabelschnurblut starker

exprimiert war als im peripheren Blut Erwachsener. Die I6sliche Form von PD-L1

entsteht durch Proteolyse von Membran- oder Exosom-gebundenem PD-L1 oder
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wird durch alternatives Splicing von PD-L1-mRNA generiert [159]. Eine
vermehrte Sekretion von sPD-L1 wurde im Rahmen verschiedener Pathologien
wie Krebs [160], pulmonalen Erkrankungen (z.B. idiopathische Lungenfibrose
und Nicht-kleinzelliges  Bronchialkarzinom [161, 162]), chronischen
Entzindungen, Autoimmunerkrankungen oder Virusinfektionen beschrieben
[159, 162, 163]. Erhdohte Konzentrationen von sPD-L1 und sPD-1 waren bei
Krebserkrankungen mit fortgeschrittenem Stadium und einer schlechten
Prognose assoziiert [164]. Hinsichtlich des Vorkommens von sPD-L1 bei
Sepsispatienten existieren widersprichliche Ergebnisse in der Literatur.
Kawamoto et al. beschrieben erhéhte Konzentrationen von sPD-L1, welche mit
der Schwere der Sepsis korrellierten [165, 166], wahrend Wilson et al. keinen
Unterschied in der Konzentration von sPD-L1 oder sPD-1 zwischen Patienten mit
und ohne Sepsis fanden [167]. Andererseits konnten in Uberlebenden
Patientinnen eines Acute Respiratory Distress Syndromes (ARDS)
hochregulierte Level von sPD-L1 im Vergleich zu Nicht-Uberlebenden
nachgewiesen werden. Xu et al. zeigten eine Verminderung der
Lungeninflammation durch Verabreichung von sPD-L1 in Mausen mit ARDS
[168]. Diese Daten weisen auf eine protektive Rolle von sPD-L1 im Rahmen des
ARDS hin. Interessanterweise zeigten Okuyama et al. erhdhte sPD-L1 Level bei
schwangeren Frauen im Vergleich zu den Neugeborenen oder nicht-
schwangeren Frauen [169]. Umgekehrt wurden hohere sPD-1 Level im Serum
nicht-Schwangerer im Vergleich zum Serum Schwangerer beobachtet. Anders
als sPD-L1 inhibiert sPD-1 die Interaktion zwischen PD-L1 und PD-1 auf T-Zellen
kompetitiv. Es wird angenommen, dass die erhdhten sPD-L1 und verminderten
sPD-1 Level bei schwangeren Frauen zu einer Immunsuppression und damit
zum Aufrechterhalten der feto-maternalen Toleranz beitragen [169-171].
Mdglicherweise sind die von uns gezeigten erhdohten sPD-L1-Spiegel im
Nabelschnurblut ein ,Relikt® aus der Fetalzeit, wo sie zur fetomaternalen
Toleranz beitragen. Die Bedeutung fur die Immunantwort im Rahmen der

neonatalen Sepsis bleibt unklar.
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5 Zusammenfassung

Die Neugeborenensepsis ist eine der wichtigsten Ursachen fur die Mortalitat und
Morbiditat  Neugeborener innerhalb der ersten 28 Lebenstage.
Postinflammatorische Folgeerkrankungen, welche nach einer Sepsis auftreten,
konnen langfristige Auswirkungen fur die betroffenen Kinder haben. Einer der
haufigsten Erreger der Neugeborenensepsis sind GBS. Trotz intensiver
Forschung zur Funktion und zu den Besonderheiten des neonatalen
Immunsystems sind die Mechanismen, die die hohe Infektionsanfalligkeit von
Neugeborenen und die Entstehung von postinflammatorischen
Folgeerkrankungen im Rahmen einer Neugeborenensepsis bedingen, nur sehr
unvollstandig verstanden. Uber die Auswirkungen von GBS auf die
Immunfunktionen neonataler Monozyten und T-Zellen im Vergleich zu adulten
Immunzellen ist bisher wenig bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
immunologischen Mechanismen im Rahmen einer neonatalen Infektion mit GBS
genauer zu untersuchen.

Hierzu wurde ein in vitro Infektions-Modell mit GBS und Immunzellen aus dem
Nabelschnurblut etabliert. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine stark
reduzierte Proliferationsaktivitdt adulter CD4* und CD8" T-Zellen nach GBS-
Stimulation, welche bei neonatalen Zellen nicht beobachtet werden konnte. Die
verminderte Proliferation adulter T-Zellen nach GBS-Stimulation war auf
Veranderungen in der Funktion von Monozyten und T-Zellen zurickzufuhren.
Insbesondere wiesen adulte Monozyten nach GBS-Stimulation suppressive
Eigenschaften auf. Phanotypisch exprimierten adulte Monozyten signifikant mehr
PD-L1 im Vergleich zu neonatalen Monozyten. Auch nach einer Stimulation mit
weiteren bakteriellen Antigenen und unspezifischen Stimulanzien zeigte sich eine
verminderte PD-L1-Expression neonataler Monozyten im Vergleich zu adulten
Monozyten. Nach IFNy-Stimulation dagegen waren neonatale Monozyten in
gleichem Malde dazu in der Lage PD-L1 zu exprimieren. Auf Seiten der T-Zellen
zeigte sich nach GBS-Stimulation eine signifikant verminderte Expression des
Aktivierungsmarkers CD25 auf neonatalen CD4" T-Zellen im Vergleich zu

adulten T-Zellen.
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Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass neonatale Immunzellen eine hohe
inflammatorische Kapazitat aufweisen, die unter physiologischen Bedingungen
wahrscheinlich durch suppressive Mechanismen reguliert wird, wahrend einer
Infektion oder Entziindungsreaktion jedoch fur eine prolongierte Immunantwort

verantwortlich sein konnte.
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6 Summary

Neonatal sepsis is a major cause for neonatal mortality and morbidity within the
first 28 days. Post-inflammatory diseases that often occur after sepsis can have
long-term effects on affected infants. One of the most common causative
pathogens of neonatal sepsis is group B streptococcus (GBS). Despite intensive
research on the function and characteristics of the neonatal immune system, the
mechanisms that cause the high susceptibility to infections in newborns and the
development of post-inflammatory diseases in the context of neonatal sepsis are
incompletely understood. Little is known about the effects of GBS on the immune
functions of neonatal monocytes and T cells compared to adult immune cells. The
aim of this work was to further investigate these mechanisms in the context of
infection with GBS.

For this purpose, an in vitro infection model with GBS and cord blood immune
cells was established. The results of this work show a strongly reduced
proliferative activity of adult CD4" and CD8" T cells after GBS stimulation which
could not be observed in neonatal immune cells. Reduced proliferation of adult T
cells after GBS stimulation was due to effects of monocytes and T cells. Adult
monocytes showed suppressive characteristics after GBS stimulation, while
neonatal monocytes did not. Phenotypically, adult monocytes expressed
significantly more PD-L1 than neonatal monocytes after stimulation with GBS.
The stimulation with other bacterial antigens and non-specific stimulants also
showed a reduced PD-L1 expression in neonatal monocytes compared to adult
monocytes, while after IFNy stimulation, cord blood monocytes were able to
express PD-L1 to the same extent as adult monocytes. On T cells, GBS
stimulation led to a significantly reduced expression of the activation marker

CD25 on neonatal CD4" T cells compared to adult T cells.

Our results suggest that neonatal immune cells have a high inflammatory
capacity that is likely regulated by suppressive mechanisms under physiological
conditions but may be responsible for a prolonged immune response during

infection or inflammation.
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