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Einleitung

Friuhgeborene

Definitionsgemal handelt es sich bei Fruhgeborenen um Kinder mit einem Gesta-
tionsalter von unter 37 Schwangerschaftswochen bei Geburt. Die Schwanger-
schaftsdauer wird ab dem ersten Tag der letzten Regelblutung der Schwangeren
berechnet (Herting, 2019).

Laut der WHO kommen weltweit jedes Jahr ca. 15 Millionen Kinder als Fruhgebo-
rene auf die Welt. Der Anteil der Fruhgeburten an der Gesamtzahl der Geburten
schwankt dabei zwischen einzelnen Landern von 5% bis zu 18%. Fur Industrielan-
der liegt er im Mittel bei 8,6% (March of Dimes et al., 2012). In Deutschland wur-
den im Jahr 2020 7,73% der Kinder zu frih geboren (IQTIG, 2021).

Haufig ist die Fruhgeburt Folge einer vorzeitigen Wehentatigkeit, eines vorzeitigen
Blasensprungs oder der vorzeitigen Beendigung der Schwangerschaft durch medi-
kamentose Einleitung von Wehen oder einen Kaiserschnitt aufgrund einer mutterli-
chen oder kindlichen Indikation. Als mutterliche Indikation sind z.B. die Prae-
klampsie bzw. Eklampsie zu nennen. Eine intrauterine Wachstumsretardierung
des Kindes kann eine arztlich induzierte Fruhgeburt rechtfertigen (Goldenberg et
al., 2008). Es besteht eine Assoziation der Fruhgeburtlichkeit zu vorherigen Fruh-
geburten in der Anamnese sowie einem niedrigen soziookonomischen Status der
Mutter, einem Alter der Mutter unter 18 Jahren, mutterlichem Rauchen und Allein-
erziehendenstatus (Berger et al., 2019; Tucker und McGuire, 2004). Auch ein Ein-
fluss matterlicher wie kindlicher genetischer Faktoren ist anzunehmen (York et al.,
2014). Frauen afroamerikanischer Herkunft haben ein erhdhtes Risiko einer Frih-
geburt. Gleiches gilt z.B. bei Mehrlingsschwangerschaften oder einem erniedrig-
tem BMI der Mutter (Goldenberg et al., 2008). Besonders hervorzuheben ist die
Rolle von Infektionen und inflammatorischen Prozessen in der uteroplazentaren
Einheit. So sind eine bakterielle Vaginose und eine asymptomatische Bakteriurie
bekannte Risikofaktoren fur eine Fruhgeburt (Berger et al., 2019; Holst et al.,
1994). Bei etwa 32,4% der Patientinnen mit vorzeitigem Blasensprung lasst sich
intraamnial ein Erreger nachweisen (Romero et al., 2001). Umfangreiche Fort-
schritte in der Behandlung von Schwangeren und Friahgeborenen flhrten in den
vergangenen Jahrzehnten zu verbesserten Uberlebensraten der Kinder (Field et
al., 2008). Dennoch ist die perinatale Sterblichkeit insbesondere sehr unreifer
Frihgeborener weiter insgesamt hoch. So lag diese z.B. in Deutschland im Jahr

6



2020 bei ca. 36,4% fur Kinder unter 28 SSW und bei ca. 9,0% fur Kinder zwischen
28 SSW und 31 SSW (IQTIG, 2021).

Diese Patienten trifft neben gehauft und verstarkt auftretenden initialen Anpas-
sungsstérungen nach der Geburt auch ein deutlich erhdhtes Risiko von akuten
und chronischen Erkrankungen im weiteren klinischen Verlauf. Ursache hierfur ist
die Unreife der Organsysteme in Struktur und Funktion. Betroffen sind neben
Lunge, Herz-Kreislauf-System, Gastrointestinaltrakt, dem zentralen Nervensystem
und anderem auch das Immunsystem (Herting, 2019).

So sind Fruhgeborene hochgradig anfallig fur akute Infektionen, die einen potenzi-
ell lebensbedrohlichen Verlauf nehmen kénnen.

Daten des German Neonatal Network, einer Multicenter-Kohortenstudie VLBW-
Frihgeborener aus insgesamt 60 neonatologischen Intensivstationen in Deutsch-
land, zeigen, dass im Jahr 2016 insgesamt 25,6% der VLBW-Fruhgeborenen mit
einem Gestationsalter unter 32 Schwangerschaftswochen im Verlauf eine klini-
sche Sepsis entwickelten. Die Sepsis stellte bei verstorbenen VLBW-Frihgebore-
nen mit 15,8% die zweithaufigste Todesursache nach dem Atemnotsyndrom dar
(Kostlin-Gille et al., 2021).

Generell sind Erkrankungen mit groRer entztndlicher pathophysiologischer Kom-
ponente, wie die Sepsis, die bronchopulmonale Dysplasie oder die nekrotisierende
Enterokolitis, mit Sterblichkeit assoziiert (Stichtenoth et al., 2012).



Bronchopulmonale Dys

plasie

Definition und Epidemiologie

Die aktuell hauptsachlich verwendete Definition der bronchopulmonalen Dysplasie

entspricht im Wesentlichen dem Ergebnis der NIH Konsensuskonferenz aus dem

Jahr 2000.

Hierbei wird eine milde, moderate und schwere BPD unterschieden (vgl. Tabelle
1) (A. H. Jobe und Bancalari, 2001).

Gestationsalter

< 32 Wochen

> 32 Wochen

Untersuchungszeitpunkt

36 Wochen PMA oder Entlassung
aus Krankenhaus (friiherer Zeit-

punkt wird gewahlt)

Lebensalter > 28 Tage und < 56
Tage oder Krankenhausentlas-
sung (friherer Zeitpunkt wird ge-
wahlt)

FiO2 > 21% Uber mindestens 28 Ta

ge plus

Milde BPD

keine Notwendigkeit zur Sauer-
stofftherapie zum Untersuchungs-

zeitpunkt

keine Notwendigkeit zur Sauer-
stofftherapie im Lebensalter von
56 Tagen oder bei Kranken-
hausentlassung (friherer Zeit-

punkt wird gewahlt)

Moderate BPD

Notwendigkeit zur Sauerstoffthe-
rapie mit FiO2 < 30% zum Unter-

suchungszeitpunkt

Notwendigkeit zur Sauerstoffthe-
rapie mit FiO2 < 30% im Lebens-
alter von 56 Tagen oder bei Kran-
kenhausentlassung (friiherer Zeit-

punkt wird gewahlt)

Schwere BPD

Notwendigkeit zur Sauerstoffthe-
rapie mit FiO2> 30% und/oder
nasaler CPAP bzw. PAP zum Un-

tersuchungszeitpunkt

Notwendigkeit zur Sauerstoffthe-
rapie mit FiO2> 30% und/oder
nasaler CPAP bzw. PAP im Le-
bensalter von 56 Tagen oder bei
Krankenhausentlassung (friiherer

Zeitpunkt wird gewahlt)

Tabelle 1: BPD-Diagnosekriterien gemaR NIH Konsensuskonferenz 2000 (modifi-
ziert nach Jobe und Bancalari, 2001)
Die Diagnosestellung einer BPD erfolgt im Alter von 36 Wochen PMA fiir Frihgeborene
eines Gestationsalters unter 32 SSW bzw. im Lebenstag 29 bis maximal 55 bei einem
Gestationsalter gleich oder grofler 32 SSW. Voraussetzung ist die Notwendigkeit der
Sauerstofftherapie Uber mindestens 28 Tage in Summe. Anhand des Sauerstoffbedar-
fes bzw. der Notwendigkeit einer Atemhilfe zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wird
die BPD als mild, moderat oder schwer klassifiziert.

Zudem existieren weitere Definitionen einer BPD (Jensen et al., 2019). Bedeutsam

ist hier unter anderem auch die von Walsh et al publizierte ,physiologische” Defini-

tion einer BPD. Hierbei werden Fruhgeborene im postmenstruellen Alter von 36
SSW mit einem FiO2 Wert < 30% bei SpO2-Werten von 90-96% sowie diejenigen




mit einem FiO2 Wert >30% bei SpO2 Werten >96% einem Raumluftbelastungstest
unterzogen. Werden uber 30 Minuten SpO2-Werte >90% gehalten, wird die Diag-
nose einer BPD abgelehnt, wohingegen alle anderen Kinder der BPD-Gruppe zu-
geordnet werden. Im Falle einer Beatmung oder CPAP-Therapie sowie bei FiO2-
Werten FiO2 >30% bei SpO2-Werten von 90-96% erfolgt unmittelbar die Einord-
nung in die BPD-Gruppe ohne Durchfihrung des oben genannten Belastungstes-
tes (Walsh et al., 2004).

Eine weitere haufig genutzte Definition stammt von Shennan et al. aus dem Jahre
1988 und besagt, dass eine BPD immer dann vorliegt, wenn im postmenstruellen
Alter von 36 Wochen eine Notwendigkeit zur Sauerstoffsubstitution besteht.
(Shennan et al., 1988).

Neben dem Verstandnis der Pathophysiologie unterlagen auch klinische Diagno-
sekriterien der BPD in der Vergangenheit einem Wandel. Erstmals beschrieben
wurde die BPD im Jahre 1967 durch Northway et al. als Phanomen, dass bei
Frihgeborenen auftrat, die eine mechanische Beatmung sowie eine hochdosierte
Sauerstofftherapie erhielten. Die Patienten zeigten initial ein Atemnotsyndrom ge-
folgt von einem chronischen Fortschreiten der Erkrankung. In histopathologischen
Untersuchungen verstorbener Kinder konnten diffuse fibroproliferative Verande-
rungen sowie eine distale Inflammationsreaktion der Lunge nachgewiesen wer-
den. Es zeigten sich zudem vaskulare Umbauprozesse als Folge einer pulmona-
len Hypertension (Abman et al., 2017 nach Northway et al., 1967).

Aufgrund der in den 80er Jahren eingefuhrten Surfactanttherapie ist die seinerzeit
untersuchte Patientengruppe nicht mehr reprasentativ fur die heute typischerweise
an einer BPD erkrankenden Kinder. Das mittlere Gestationsalter der uberlebenden
Kinder in der Studie von Northway et al. betrug 34 SSW, das mittlere Geburtsge-
wicht 2311g. Die Mortalitat dieser nach heutigen Gesichtspunkten eher reiferen
Frihgeborenen war damals deutlich erhoht (Abman et al., 2017 nach Northway et
al., 1967). Im Zuge des Fortschritts in der Neonatologie erkranken Patienten die-
ses Gestationsalters heute deutlich seltener an einer BPD. Neuerungen wie die fe-
tale Lungenreifeinduktion durch pranatale Glucocorticoid Therapie, die Surfactant-
Behandlung und schonendere Beatmungsformen haben zu diesem Trend beige-
tragen (A. J. Jobe, 1999). Dennoch kam es insgesamt zu einer prozentualen Zu-
nahme an BPD Erkrankungen Frihgeborener im Zusammenhang mit steigenden
Uberlebensraten auch deutlich unreiferer Frilhgeborener (Stoll et al., 2015).



Die BPD stellt heute eine sehr haufige Komplikation bei der Betreuung besonders
unreifer Frihgeborener dar. Der Zusammenhang zwischen niedrigem Gestations-
alter und hoherer BPD-Pravalenz konnte in mehreren Studien nachgewiesen wer-
den (Gortner et al., 2011; Klinger et al., 2013). In einer amerikanischen Untersu-
chung erkrankten in der Gruppe der Kinder mit einem Gestationsalter bis ein-
schlieBlich 28 SSW etwa 42% der uberlebenden Patienten im weiteren Verlauf an
einer BPD. Die Pravalenz nahm hierbei mit sinkendem Gestationsalter zu. Bei
Frihgeborenen von 28 SSW lag sie bei etwa 23%, wohingegen Frihgeborene von
24 SSW in etwa 69% der Falle betroffen waren (Stoll et al., 2010).

In der Literatur zeigt sich weltweit eine gro3e Spannbreite der publizierten Pra-
valenzen der BPD (vgl. Tabelle 2).

Auch im innereuropaischen Vergleich zeigen sich Unterschiede in der Haufigkeit
der BPD. Unterschiede in der klinischen Behandlung unreifer Frihgeborener so-
wie genetische Faktoren werden als Ursache hierfur diskutiert (Gortner et al.,
2011).

Nach Entlassung aus der Klinik besteht fur die an einer BPD erkrankten Frihgebo-
renen ein deutlich erhohtes Risiko einer stationaren Wiederaufnahme im ersten
Lebensjahr. In einer retrospektiven Studie bei Frihgeborenen eines Gestationsal-
ters unter 33 Wochen wurden 49% der an BPD erkrankten Kinder innerhalb eines
Jahres erneut hospitalisiert, in der Gruppe der nicht an BPD erkrankten Kinder be-
trug diese Quote 23% (Smith et al., 2004).

Eine BPD erhoht insbesondere auch das Risiko Fruhgeborener innerhalb des ers-
ten Lebensjahres aufgrund einer Infektion mit dem Respiratorischen Synzytial-Vi-
rus (RSV) hospitalisiert zu werden. Zudem zeigen die Patienten deutlich schwe-
rere Verlaufe dieser Erkrankung (Chaw et al., 2020; Lee et al., 2015).

Das Risiko nach Entlassung innerhalb des ersten Lebensjahres zu versterben ist
nach Diagnosestellung einer BPD ebenfalls erhoht. In einer VLBW Frihgebore-
nen-Kohorte betrug die Mortalitat in diesem Zeitraum bei den an BPD Erkrankten
etwa 2% im Gegensatz zu 0,6% bei den nicht betroffenen Kindern (Kugelman et
al., 2007).

Bei an einer BPD erkrankten Kindern kann zudem am Ende des stationaren Auf-
enthaltes die Notwendigkeit einer Entlassung mit Heimsauerstoff bestehen. Dies
ist bei etwa 10-20% der Fruhgeborenen mit einem Gestationsalter bis einschlief3-

lich 26 SSW der Fall. Besonders diese Kinder trifft eine nochmals deutlich erhohte
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Kohorte/Studie | Land Einschlusskri- | BPD-Pravalenz nach Definition
terien Definition Definition Physiologis
NIH-Kon- Sauerstoffsubstitution che
sensuskon- | PMA 36 Wochen Definition
ferenz (Shennan et al., 1988) (Walsh et
(Jobe und al., 2004)
Bancalari,
2001)
NICHD/(Stoll Vereinigte Frihgeborene | 68% 42% 40%
etal., 2010) Staaten von | <28 SSW
Amerika
NRNJ/(Isayam | Japan Geburtsge- 14,6% (Definition Sauer-
aetal, 2012) wicht < 1500 stoffsubstitution im Alter
Gramm PMA 36 Wochen und am
Lebenstag 28)
Canadian Neo- | Kanada Fruhgeborene 46,1% (Definition Sauer-
natal Net- <28 SSW stoffsubstitution oder
work/(Shah et Atemhilfe im Alter PMA 36
al., 2012) Wochen oder bei Verle-
gung in Level 2 Zentrum)
Vermont Vereinigte Geburtsge- 26,2%
Oxford Net- Staaten von | wicht < 1500
work/(Horbar Amerika Gramm
etal., 2012)
PBFT/(Su et Taiwan Fruhgeborene 56%
al.,, 2015) <28 SSW, Ge-
burtsgewicht <
1500 Gramm
(Lin et al., China Geburtsge- 48,1%
2015) wicht < 1000
Gramm
(Poindexter et | Vereinigte Friihgeborene | 58,6% 40,8% 32,0%
al., 2015) Staaten von | <28 SSW
Amerika
CPQCC/(Lap- | Vereinigte Fruhgeborene 33,1% (Definition Uberle-
charoensap et | Staaten von | <29 SSW, Ge- bende Kinder mit Sauer-
al., 2015) Amerika burtsgewicht stoffsubstitution im Alter
401-1500 PMA 36 Wochen oder bei
Gramm Entlassung)
GNN/(Hartel et | Deutschland | Friihgeborene 27,9% (Definition Sauer-
al., 2018) <28 SSW, Ge- stoffsubstitution oder
burtsgewicht < Atemhilfe im Alter PMA 36
1500 Gramm Wochen)
SNN/(Adams Schweiz Geburtsge- 11,8% (Definition Sauer-
etal., 2018) wicht 501- stoffsubstitution im Alter
1500 Gramm PMA 36 Wochen oder im
Falle Verlegung im Alter
PMA 34-35 Wochen
(Marques et Portugal Frihgeborene | 41,0%
al., 2019) <28 SSW
KNN/(Lee et Sudkorea Geburtsge- 30%
al., 2019) wicht < 1500
Gramm

Tabelle 2: Auswahl von publizierten Pravalenzen der BPD in internationalen Ko-
hortenstudien
Die Vergleichbarkeit der publizierten Pravalenzen der BPD in internationalen Kohorten-
studien wird durch die Verwendung von unterschiedlichen Definitionen sowie von unter-
schiedlichen Einschlusskriterien der betrachteten Kohorten erschwert.
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Sterblichkeit im weiteren Verlauf (Cristea et al., 2013).

Es zeigen sich zusatzlich weitere Langzeitfolgen. Die Diagnosestellung einer BPD
geht mit einer eingeschrankten Lungenfunktion gemessen an der Einsekundenka-
pazitat (FEV+) im Schulalter einher. Des Weiteren klagen die Kinder haufiger tber
respiratorische Symptome wie z.B. belastungsinduzierte Bronchokonstriktion bzw.
sie erhalten haufiger Antiasthmatika (Joshi et al., 2013; vom Hove et al., 2014).
Computertomographische Untersuchungen betroffener Kinder im Alter von 6 bis 8
Jahren zeigen vermehrt auffallige Befunde wie Fibrosierung, Emphysem, Verdi-
ckung der Bronchialwande und streifige Verschattungen. Eine daraus erwachsene
mogliche Pradisposition der Kinder langfristig an einer COPD zu erkranken wird
diskutiert (Brostrom et al., 2010).

Eine wichtige Komplikation der BPD im Langzeitverlauf ist die Entwicklung einer
pulmonalarteriellen Hypertension. Diese geht mit einer erhdhten Mortalitat und
komplizierteren klinischen Verlaufen einher (Khemani et al., 2007; Kim et al.,
2012). Bei Uberlebenden zeigen sich eventuell auch Langzeitfolgen hinsichtlich
der rechtsventrikularen Funktion (Kwon et al., 2016).

Zusatzlich ist ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer BPD und neurolo-
gischen Langzeitfolgen anzunehmen, was sowohl die motorische als auch die
kognitive Entwicklung der Kinder einschliel3t (Cheong und Doyle, 2018).

So zeigten sich in einer Untersuchung aus den Niederlanden bei von einer BPD
betroffenen Frihgeborenen < 30 SSW im Vergleich zu den nicht an einer BPD er-
krankten Friuhgeborenen eine deutlich erhdhte Rate entwicklungsneurologischer
Defizite im korrigierten Alter von 2 Jahren und 5 Jahren. Hier war zudem eine As-
soziation zwischen dem Schweregrad der BPD und dem Auftreten der entwick-
lungsneurologischen Defizite nachweisbar (Katz et al., 2022).

Pathophysiologie

Bei der bronchopulmonalen Dysplasie handelt es sich um eine erworbene chroni-
sche Erkrankung der Lunge von Frihgeborenen, die v.a. im Zusammenhang einer
Sauerstofftherapie und mechanischer Beatmung auftritt (Christou und Brodsky,
2005). Nach heutigem Verstandnis ist die Erkrankung multifaktoriell bedingt. In
diesem Zusammenhang wird haufig in Abgrenzung zum seinerzeit von Northway
et al. beschriebenen Krankheitsbild der Begriff ,Neue BPD" verwendet (A. J. Jobe,
1999).
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Zusammenfassend stellt die ,Neue BPD" das klinische Syndrom der pulmonalen
Unreife des Frihgeborenen verbunden mit einer Stérung und folgenden diffusen
Verminderung von Alveolarisierung und Mikrovaskularisierung dar, die als Konse-
quenz einer Lungenschadigung beobachtet wird. Die Folge ist eine Verminderung
der zur Verfugung stehenden Gasaustauschflache. Daneben sind Inflammation
und Fibrosierung des Gewebes sowie eine Schadigung der Atemwege weitere
Teilaspekte der Erkrankung (Baraldi und Filippone, 2007; Thébaud et al., 2019).
Diese die Erkrankung kennzeichnenden Aspekte lassen sich in der pulmonalen
Bildgebung sowie Histologie nachvollziehen.

In der Magnetresonanztomographie kann die Erkrankungen ein Mischbild aus un-
terschiedlichen Befunden zeigen. Zu diesen gehéren u.a. eine generelle Uberbla-
hung sowie ein mosaikartiges Bild von Dichteunterschieden der Lunge. Es zeigen
sich emphysematische Areale sowie auch fibrds interstitielle triangulare
pleurastandige Verschattungen. Ebenso kdnnen bronchovaskulare Architektursto-
rungen auftreten (Higano et al., 2018).

Histopathologisch zeigen an BPD erkrankte und verstorbene Kinder eine simplifi-
zierte Alveolenstruktur und eine generelle Erweiterung der distalen Luftraume der
Lunge bzw. der Alveolen. Es Iasst sich eine alveolare septale Fibrosierung nach-
weisen. Gleichzeitig ist die interstitielle Kapillarisierung der Lunge reduziert und es
kommt zur Muskularisierung der kleinen Pulmonalarterien (Galambos et al., 2013;
Husain et al., 1998). Zudem gibt es Hinweise auf das Auftreten intrapulmonaler
Shunts durch arteriovendse Anastomosen (Galambos et al., 2013).

Hinsichtlich der Pathogenese der Erkrankung wird angenommen, dass verschie-
dene schadigende Faktoren pra- und postnatal auf die sich in der Entwicklung be-
findende Lunge einwirken und das Krankheitsbild hervorrufen (Baraldi und Filip-
pone, 2007; Herting, 2013; Shahzad et al., 2016). Zu den antenatalen Faktoren
zahlen u.a. eine intrauterine Wachstumsverzégerung und eine Chorioamnionitis,
zu postnatalen Faktoren gehoren beatmungsinduzierte Verletzungen der Lunge,
oxidativer Stress, Surfactantmangel, Infektionen sowie ein Flussigkeitsiberschuss
in der Lunge und Ernahrungsdefizite. Ante- und postnatale Exposition gegenuber
Steroiden ist ebenfalls als ein mdglicher Faktor zu betrachten (Baraldi und Filip-
pone, 2007; Shahzad et al., 2016).

Im Rahmen der Fruhgeburtlichkeit treffen diese Einflussfaktoren auf Lungenge-

webe, welches in diesem Zeitfenster normalerweise kritische fetale
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Entwicklungsschritte vollzieht. Dies trifft insbesondere auf sehr unreife Frihgebo-
rene zu, die einem erhohten Risiko an einer BPD zu erkranken unterliegen. Mit
Ubergang von der kanalikularen in die sakkuldre Phase der Lungenentwicklung
etwa um die 24. SSW herum beginnt eine weitergehende Septierung und Expan-
sion der Luftraume und damit VergroRerung der Oberflachen. Es kommt zur fort-
schreitenden Differenzierung von Typ |- und Typ |I-Pneumozyten. Begleitend zur
Alveolarisierung erfolgt die Gefaldreifung. Diese Prozesse schaffen bis zur Geburt
die Voraussetzungen fur einen effizienten Gasaustauch (Herting, 2013; Shahzad
et al., 2016).

Besonders Infektion und Inflammation spielen im heutigen Verstandnis der BPD
eine wichtige Rolle und ein proinflammatorisches Milieu scheint ein fordernder
Faktor ihrer Pathogenese zu sein.

Sowohl die Chorioamnionitis als auch die Sepsis des Fruhgeborenen sind mit der
spateren Entstehung einer BPD assoziiert (Ballard et al., 2016; Villamor-Martinez
et al., 2019).

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine perinatale Expression des in-
flammatorischen Zytokins IL-1f in Epithelzellen der Lunge dort ein der BPD stark
ahnelnden klinischen und histologischen Befund hervorruft (Bry et al., 2007). Des
Weiteren konnte in einem Rhesus macaque Modell der pranatalen Chorioamnioni-
tis durch pranatale Injektion von Lipopolysacchariden in die Amnionflussigkeit eine
perinatale pulmonale Inflammation erzeugt werden. Hierbei wurden gleichfalls
stark der BPD ahnelnde histologische Befunde mit Storung der Alveolarisierung
und Reduktion der Gasaustauschflache bei den Feten hervorgerufen (Toth et al.,
2022).

Passend zu diesen Tierstudien zeigen Kinder, bei denen spater eine BPD diag-
nostiziert wird, im Vorfeld hohere Konzentrationen inflammatorischer Zytokine im
untersuchten Atemwegssekret. Dies umfasst u.a. TNFa (Jonsson et al., 1997), IL-
8 (D’Angio et al., 2002; Jonsson et al., 1997; Kotecha et al., 1995) und IL-6 (Choi
et al., 2006; Jonsson et al., 1997). Dieser Zusammenhang gilt auch fur weitere in-
flammatorische Zytokine (Baier et al., 2004).

Ebenso zeigen sich in solchen Proben vermehrt neutrophile Granulozyten sowie
ICAM-1, welches ein fur die Leukodiapedese bedeutsames Integrin darstellt (Ko-
techa et al., 1995; Todd et al., 1998). Des Weiteren sind Marker freier Sauerstoff-

radikale, wie sie im Rahmen einer Entzindungsreaktion entstehen, ebenfalls
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signifikant ernoht (Contreras et al., 1996). Niedrigere Konzentrationen des antiin-
flammatorischen Zytokins IL-10 im Serum Frihgeborener 24 h nach der Geburt
scheinen mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit an einer BPD zu erkranken ein-
herzugehen (Mao et al., 2018). Es ist zu erwahnen, dass einige der im oberen Ab-
schnitt zitierten Untersuchungen alteren Definitionskriterien der Bronchopulmona-
len Dysplasie unterlagen.

Des Weiteren geben Daten aus Zwillingsstudien zudem Hinweise auf mogliche ge-
netische Pradispositionsfaktoren (Bhandari et al., 2006; Lavoie et al., 2008).

Klinische Risikofaktoren

FuUr das Auftreten der BPD sind verschiedene pra- und postnatale klinische Risiko-
faktoren bekannt. Vor allem bedeutsam sind hier neben einem niedrigen Gestati-
onsalter (s.0.) auch ein geringeres Geburtsgewicht bzw. eine intrauterine Wachs-
tumsretardierung. So erkrankten in einer israelischen Untersuchung 13,7% der
uberlebenden Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g an einer
BPD. Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1000 Gramm reprasentierten 70,7%
dieser Gruppe, wahrend Kinder mit einem Geburtsgewicht tber 1000 g 75% der
letztendlich nicht an BPD erkrankten Gruppe ausmachten. Zusatzlich zeigte sich
eine deutliche Risikoerhohung der BPD bei VLBW Neugeborenen mit einem Ge-
burtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile (Klinger et al., 2013). Eine Assoziation
zwischen intrauteriner Wachstumsretardierung und der BPD konnte auch an ande-
rer Stelle bereits nachgewiesen werden (Bose et al., 2009; Gortner et al., 2011).
Eine hochdosierte Sauerstofftherapie ist ebenfalls als Risikofaktor fur die Entwick-
lung einer BPD anzusehen. So konnte in einer randomisierten Studie bei Fruhge-
borenen mit einem Gestationsalter von 24 bis 28 SSW die Reduktion der BPD
Rate von 31,7% auf 15,4% nachgewiesen werden, wenn bei der Erstversorgung
ein FiO2 von 30% statt 90% verwendet wurde. Die insgesamt notwendigen Beat-
mungstage und die Dauer der Sauerstofftherapie verringerten sich durch diese In-
tervention ebenfalls signifikant (Vento et al., 2009). Des Weiteren spielen Trau-
mata der Lunge durch eine mechanische Beatmung eine Rolle. Unter Verwendung
schonenderer Beatmungs-Modi konnte eine Risikoreduzierung fur die Entwicklung
einer BPD nachgewiesen werden (Klingenberg et al., 2017). Gleiches gilt fur die
Behandlungsstrategien, die eine endotracheale Intubation und invasive Beatmung
in Ganze vermeiden (Fischer und Buhrer, 2013).

15



Ein weiterer Risikofaktor der BPD ist das mannliche Geschlecht (Costeloe et al.,
2012; Gortner et al., 2011; Klinger et al., 2013). Des Weiteren kommen Aspekten
der Ernahrung besondere Bedeutung zu und es ergeben sich Anhaltspunkte dafur,
dass die Pathogenese der BPD auch ein nutritives Problem sein kdnnte. So war in
mehreren Studien ein unzureichender enteraler Nahrungsaufbau mit dem Auftre-
ten einer BPD bzw. deren Schweregrad assoziiert (Al-debawi et al., 2020; Malikiwi
et al., 2019; Milanesi et al., 2021; Wemhoner et al., 2011). Gleiches gilt fur eine In-
fusion zu hoher Flussigkeitsmengen bei den Fruhgeborenen (Al-Jebawi et al.,
2020; Wemhoner et al., 2011). Kontrar hierzu beschreibt eine Studie geringere
Mengen infundierter Flussigkeit bei von BPD betroffenen Frihgeborenen <28
SSW (Malikiwi et al., 2019). Zudem gibt es Hinweise, dass eine ausschlielliche
Ernahrung der Frihgeborenen mit Muttermilch oder gespendeter Frauenmilch pro-
tektiv im Hinblick auf die Entwicklung einer BPD wirkt (Hair et al., 2016; Spiegler et
al., 2016).

Neonatales Immunsystem

Allgemeines

Das Immunsystem des Menschen dient der Erkennung und Eliminierung von
Krankheitserregern sowie korperfremden potenziell schadlichen Proteinen und
Strukturen. Gleichzeitig ist eine Eliminierung geschadigter Korperzellen- und -ge-
webe moglich. Eine zielsichere Unterscheidung in korpereigene und korperfremde
Stoffe, Zellen und Gewebe verhindert Falschreaktionen des Immunsystems. Zu-
gleich existieren das Immunsystem eingrenzende Faktoren, die Uberreaktionen
auf schadliche oder korperfremde Strukturen entgegenwirken. Es wird zwischen
einer angeborenen und einer adaptiven Immunantwort unterschieden, welche je-
weils auf zellularen und humoralen (I6slichen) Bestandteilen fuldt. Beide Systeme
interagieren miteinander (Gulbins und Lang, 2019; Sedlacek, 2017 a).

Das Immunsystem des Neugeborenen weist im Gegensatz zur Immunitat Erwach-
sener eine Ausrichtung in Richtung Antiinflammation auf. Die Folge ist, dass Neu-
geborene fur das Auftreten von Infektionen mit z.T. schwerem Verlauf pradestiniert
sind (Basha et al., 2014; Restori et al., 2018; Sedlacek, 2017 b). Auf der anderen
Seite entspricht diese Pragung in Richtung Antiinflammation auch der physiologi-
schen Notwendigkeit der immunologischen Toleranz des Fetus in der semi-alloge-

nen Umgebung des Mutterleibes sowie der nachgeburtlichen Toleranz der
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mikrobiellen kommensalen Besiedlung des Darmtraktes sowie weiterer Grenzfla-
chen (Levy, 2007; Mold et al., 2008; Restori et al., 2018).

Ein entscheidender Aspekt bei Betrachtung des neonatalen Immunsystems ist die
Defizienz der adaptiven Immunantwort, wodurch das Neugeborene in der Be-
kampfung von Pathogenen vorrangig auf Mechanismen der angeborenen Immun-
antwort angewiesen ist (Basha et al., 2014; Lawrence et al., 2017; Levy, 2007). So
sind aufgrund des geringen Antigenkontaktes in utero bei Geburt kaum Gedacht-
nis-B- und T-Zellen vorhanden (Dowling und Levy, 2014; Farber et al., 2014). Die
dendritischen Zellen, die entscheidenden Anteil an der Initiierung der adaptiven
Immunantwort haben, zeigen sich in ihrer Funktion unreif sowie in der Anzahl re-
duziert. Dies scheint ein Faktor in der eingeschrankten Fahigkeit des Neugebore-
nen zu sein, wirksame Gedachtniszellen der adaptiven Immunantwort zu bilden
(Dowling und Levy, 2014; Upham et al., 20006).

Gleichzeitig zeigt sich im Neugeborenenalter eine deutliche Th2- und Th17-Polari-
sierung der adaptiven Immunantwort bei gleichzeitig reduzierter Th1-Antwort (Koll-
mann et al., 2012). Dies spiegelt sich u.a. auf zellularer Ebene darin wider, dass
aus Nabelschnurblut isolierte dendritische Zellen des Neugeborenen eine ange-
legte Tendenz in Richtung Induktion von Th2-Immunantworten haben (Naderi et
al., 2009). Es besteht eine epigenetische Pragung der CD4*-Lymphozyten in Rich-
tung der Produktion der vorrangig fur eine Th2-Immunantwort stehenden Zytokine
IL-4 und IL-13. IL-4 wiederum befdrdert die Apoptose von Th1 CD4*-Lymphozyten
(Zaghouani et al., 2009).

Aspekte des angeborenen Immunsystems beim Neugeborenen, auf welches es
bei der Abwehr von Pathogenen vorrangig angewiesen ist (s.0.), weisen im Ver-
gleich zum Erwachsenen funktionelle Defizite auf, was zur Anfalligkeit fur Infektio-
nen beitragt. Die betrifft u.a. auch neutrophile Granulozyten und naturliche Killer-
zellen (Guilmot et al., 2011; Lawrence et al., 2017).

Neuere Forschung unterstutzt die Hypothese, dass das neonatale Immunsystem
und insbesondere auch dessen adaptive Immunantwort einem gestaffelten Muster
transienter Zellpopulationen entspricht, die im Rahmen von Entwicklungsschritten
spezifische Aufgaben erfullen (Dowling und Levy, 2014; Mold und McCune, 2011).
Teil dieses Konzeptes sind hohe Zahlen von regulatorischen T-Zellen sowohl in
der Fetalzeit sowie auch beim Neugeborenen, welche die in dieser Zeit notwen-

dige immunologischen Toleranz des adaptiven Immunsystems mit vermitteln
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(siehe hierzu auch den Abschnitt ,Regulatorische T-Zellen — Rolle im Rahmen von
Schwangerschaft und Frihgeburtlichkeit").

Immunologische Besonderheiten des Friihgeborenen

Frihgeborene weisen in zahlreichen Teilaspekten der angeborenen und adaptiven
Immunantwort weitere Besonderheiten auf, die sie moglicherweise im Vergleich
zum Reifgeborenen zusatzlich fur das Auftreten von Infektion oder inflammatori-
schen Phanomenen pradisponieren (Hartel et al., 2014; Melville und Moss, 2013).
Aufgrund ihrer Mannigfaltigkeit kann hier nur beispielhaft auf diese eingegangen
werden.

So finden wichtige Aspekte der Reifung der Haut als erste Barriere im letzten Drit-
tel der Schwangerschaft statt und sind somit insbesondere bei unreifen Fruhgebo-
renen zum Zeitpunkt der Geburt unzureichend erfolgt. Die Haut des Frihgebore-
nen ist dinner und die Verhornung des Stratum corneum reduziert, wodurch eine
groRere Permeabilitat fur Pathogene besteht (Narendran et al., 2010). Diese Barri-
ere wird insbesondere auch durch notwendige invasive therapeutische Mal3nah-
men wie das Legen von Kathetern bei Fruhgeborenen haufig zusatzlich einge-
schrankt (Collins et al., 2018).

Des Weiteren bestehen auch funktionelle Unterschiede immunologischer Funktio-
nen. So sind mit Blick auf die angeborene Immunantwort zum Beispiel das Rollen
und die Adhasion von Granulozyten, welche fur deren Migration aus dem Ge-
falsystem ins Gewebe im Falle einer Infektion entscheidende Prozesse sind, beim
Frihgeborenen eingeschrankt (Nussbaum et al., 2013). FrGhgeborene zeigen zu-
dem im Rahmen der angeborenen Immunantwort eine abgeschwachte Zytokin-
ausschuttung nach Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (Sharma et al., 2014).

Als weiteres Beispiel zu nennen ist, dass Neutrophile Granulozyten Frihgeborener
wie auch Reifgeborener scheinbar nicht in der Lage sind, Neutrophil Extracellular
Traps zu bilden, die normalerweise diesen Zellen als Mechanismus zur Unschad-
lichmachung extrazellularer Pathogene zur Verfugung stehen (Yost et al., 2009).
Kinder mit einem Geburtsgewicht von < 1000 g oder einem Gestationsalter < 28
Wochen zeigen in den ersten Lebenstagen signifikant niedrige Serumkonzentratio-
nen von Mannose-bindendem Lektin, einem Protein, dass Pathogene erkennen

und das Komplementsystem aktivieren kann (Dzwonek et al., 2008).
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Die Untersuchung von Nabelschnurblut ergibt bei Frihgeborenen ein deutlich pro-
inflammatorisches Profil der Serumproteine mit z.B. erhohten Werten fir IL-8,
CXCL11, CXCL1 und CD40, was insgesamt ein proinflammatorisches Milieu bei
der Geburt der meisten Fruhgeborenen nahelegt (Olin et al., 2018). Zudem ist
beim Frihgeborenen eine signifikant reduzierte absolute Zellzahl fast aller immu-
nologisch bedeutsamer Zellpopulationen im Vergleich zum Reifgeborenen fest-
stellbar (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten). Es besteht eine positive Korre-
lation dieser Zellzahlen mit dem Gestationsalter. Bei Betrachtung der relativen An-
teile haben Fruhgeborene zudem deutlich weniger neutrophile Granulozyten, B-
Zellen und Naturliche Killerzellen, wahrend sich CD4*-T-Lymphozyten und CD8*-
T-Lymphozyten erhoht zeigen (Correa-Rocha et al., 2012).

Interessanterweise handelt es sich bei den regulatorischen T-Zellen um die ein-
zige immunologische Zellpopulation, die sich in der absoluten Zellzahl bei Frihge-
borenen im Vergleich zu den Reifgeborenen nicht reduziert zeigt. Gleichzeitig ist
ihr Anteil an den CD4*-T-Lymphozyten deutlich erhoht. Es besteht hierbei eine ne-
gative Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil der regulatorischen T-Zellen
an den CD4*-T-Lymphozyten und dem Gestationsalter (Correa-Rocha et al., 2012;
Luciano et al., 2014; Renn¢ et al., 2016). Zu erwahnen ist jedoch, dass es inzwi-
schen Hinweise gibt, dass Messungen im Nabelschnurblut mdoglicherweise nicht
geeignet sind die postnatale Immunitat des Neugeborenen zu evaluieren. Im Na-
belschnurblut vermehrte immunsuppressive Zellpopulationen sind womadglich post-
natal weniger bedeutsam fur die Immunantwort (Olin et al., 2018).

Die absoluten und relativen Anteile der regulatorischen T-Zellen zeigen sich in der
frihen Neonatalzeit im Vergleich zu Nabelschnurwerten noch deutlich erhéht und
sinken dann zur spaten Neonatalzeit hin ab (Hayakawa et al., 2017).

Bezulglich der regulatorischen T-Zellen konnte von unserer Arbeitsgruppe jedoch
auch an peripherem Blut Frihgeborener eine negative Korrelation zwischen ihrem
relativen Anteil regulatorischer T-Zellen und dem Gestationsalter nachgewiesen
werden (Pagel et al., 2016).

Regulatorische T-Zellen

Allgemeines
Die regulatorischen T-Zellen (Treg) gehoren zur Gruppe der CD4*-T-Lymphozyten.

Sie dienen dazu das Ausmal einer T-Zell Immunreaktion einzugrenzen und
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ermoglichen Toleranz gegenuber Antigenen. So wirken sie unter anderem der Ent-
wicklung von Autoimmunitat entgegen. Wahrend naive T-Zellen erst nach ihrer Ak-
tivierung CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptors) exprimieren, handelt es sich bei Treg
um Zellen, die dieses Antigen konstitutiv exprimieren. Sie besitzen daher im Ge-
gensatz zu naiven T-Zellen, die bis zu ihrer Aktivierung die niedrigaffine Form des
IL-2-Rezeptors aufweisen (3- und y-Kette), dauerhaft dessen hochaffine Form (a-,
B- und y-Kette). IL-2 stabilisiert die Treg Nnach deren Aktivierung, kann von diesen
selbst aber nicht produziert werden. Es wird vor allem von naiven T-Zellen nach
Aktivierung gebildet (Carbone et al., 2018).

Ein wichtiges Merkmal zur Identifikation von Treg ist deren Expression des Tran-
skriptionsfaktors FoxP3 (Carbone et al., 2018). Er ist entscheidend fur die Entwick-
lung und Funktion der regulatorischen T-Zellen (Fontenot et al., 2003; Hori et al.,
2003). lllustriert wird dies unter anderem auch dadurch, dass Mutationen des
FoxP3-Gens eine reduzierte Funktionalitat der Treg-Zellen und das schwere klini-
sche Bild eines IPEX-Syndroms (immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, and X-linked) zur Folge haben (Bacchetta et al., 2006; Bennett et al.,
2001).

Treg-Zellen lassen sich weiter unterteilen in aus dem Thymus abgeleitete Teg-Zel-
len (tTreg, 0der naturliche Treg, NTreg) Und in der Periphere abgeleitete Treg-Zellen
(pTreg, 0der induzierte Treg, iTreg), Welche aus naiven CD4*-T-Zellen entstehen
(Carbone et al., 2018; Sedlacek, 2017 c). Die pTreg bilden sich in sekundaren lym-
phatischen Organen, wenn naive T-Zellen unter Einfluss von TGF- und IL-10, je-
doch in Abwesenheit von IL-6 und anderen proinflammatorischen Zytokinen, akti-
viert werden. Somit wird durch sie einer uberschielfenden Immunantwort entge-
gengewirkt (Carbone et al., 2018; Sedlacek, 2017 c). Sie sind in ihren wesentli-
chen Merkmalen den tTeg sehr ahnlich (Sedlacek, 2017 c).

Sowohl tTreg Wie auch pTreg sind in der Lage die Zytokine TGF-3 und IL-10 zu bil-
den, welche jeweils eine immuninhibitorische Wirkung entfalten. TGF-[3 fuhrt zu
geringerer Proliferation von T-Zellen und B-Zellen wahrend IL-10 die Expression
von MHC-Molekulen und weiteren kostimulatorischen Molekulen von antigenpra-
sentierenden Zellen sowie die Funktion von Th1-Helferzellen einschrankt. Unter
Einfluss von IL-10 werden zudem weniger proinflammatorische Zytokine durch an-

tigenprasentierende Zellen gebildet (Carbone et al., 2018; Sedlacek, 2017 c). Die
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beiden Zytokine werden insbesondere nach Stimulation vermehrt ausgeschuttet
(Nakamura et al., 2001).

Mittels der konstitutiven Expression von CD25 und damit des hochaffinen IL-2 Re-
zeptors sind Treg zudem in der Lage IL-2 zu binden und somit das potenziell naive
T-Zellen aktivierende IL-2 zu reduzieren (Carbone et al., 2018).

Die tTreqg exprimieren zudem den Rezeptor CTLA-4 (CD152) der an die B7-Mole-
kule antigenprasentierender Zellen bindet und so deren kostimulierende Aktivitat
unterbindet (Carbone et al., 2018). Zudem wirkt CTLA-4 seinerseits costimulato-
risch und verstarkt die Proliferation und die TGF-$ Ausschuttung der regulatori-
schen T-Zellen nach deren Aktivierung (Nakamura et al., 2001). Hierbei ist CTLA-
4 bei ruhenden Teg vor allem in submembrandsen Vesikeln zu finden, die nach
Aktivierung vermehrt und schnell an die Zelloberflache externalisiert werden. Auch
nicht regulatorische T-Zellen besitzen intrazellulares CTLA-4, jedoch in Golgi-Vesi-
keln, welches nach Aktivierung langsamer externalisiert wird und ebenfalls immun-
suppressiv wirkt. (Tai et al., 2012). CTLA-4 wird auf regulatorischen T-Zellen kon-
stitutiv exprimiert, auf konventionell T-Zellen hingegen nur nach Aktivierung
(Walker, 2013).

AulRerdem exprimieren Treg die Ektonukleotidasen CD39 und CD73, welche in der
Lage sind Adenosin aus extrazelluldren Nukleotiden zu gewinnen. Uber den Ade-
nosin A2A-Rezeptor vermittelt das Adenosin dann eine hemmende Wirkung auf
aktivierte T-Zellen (Deaglio et al., 2007). CD39 scheint von groRer Bedeutung fur
die immunsuppressive Wirkung regulatorischer T-Zellen zu sein. So zeigen Treg mit
hoherer Expression von CD39 eine hohere Stabilitat und Funktionalitat als die Treg
mit niedriger CD39 Expression. Hierdurch sind sie u.a. resistenter gegen ein in-
flammatorisches Zytokinmilieu (Gu et al., 2017).

Es wurde lange angenommen, dass der Transkriptionsfaktor Helios nur von tT eg
und nicht von pTreg exprimiert wird und deshalb zur Unterscheidung beider Zellpo-
pulation herangezogen werden konne (Thornton et al., 2010). Neuere Untersu-
chungen zeigen aber, dass sich auch unter den tTeqg eine Helios negative Popula-
tion identifizieren lasst. Helios™ und Helios™ tTreg haben eine vergleichbare Expres-
sion von FoxP3 sowie von CTLA-4, HLA-DR und CD39 (Himmel et al., 2013). Zu
der Frage, ob Helios™ Treg eine hOhere Suppressionskapazitat aufweisen, wurden
unterschiedliche Erkenntnisse publiziert (Himmel et al., 2013; Thornton et al.,

2019). Das T-Zell-Rezeptor Repertoire sowie die Genexpressionsprofile von
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Helios™ und Helios™ Treg Populationen weisen grole Unterschiede auf, sodass
phanotypische und funktionelle Unterschiede anzunehmen sind (Thornton et al.,
2019).

Treg kONNen unter anderem auch den Chemokinrezeptor CCR6 exprimieren, wel-
cher auch auf weiteren T-Lymphoyzten, B-Lymphozyten und dendritischen Zellen
zu finden ist. Nicht vorhanden auf der T.eg Zelloberflache ist aber dessen Ligand
CCL20. CCRG6 scheint durch Aktivierung bedeutsam in der Migration der Treg zum
Ort der Entzindung zu sein (Liao et al., 1999; Yamazaki et al., 2008). Bei den
CCRG6" Treg handelt es sich um sogenannte Gedachtniszellen nach bereits erfolg-
tem Antigenkontakt (Kleinewietfeld et al., 2005).

Treg kONNen mittels der Durchflusszytometrie nach entsprechender Bearbeitung
von Vollblutproben identifiziert werden. Hierfur sind mehrere Gating-Strategien
maglich, unter anderem CD4* FoxP3*, CD4* FoxP3* CD127'°%-, CD4* CD25*
CD127°%- CD4* CD25* FoxP3*, welche alle vergleichbar grolRe Zellpopulationen
identifizieren (Pagel et al., 2016; Rueda et al., 2015).

Ferner lassen sich ruhende bzw. naive CTLA-4'°% Ki67- CD45RA* FOXP3'°% Tieg
von aktivierten CTLA-4M9" Ki67* CD45RA- FoxP3Md" Trg unterscheiden. Bei Ki67
handelt es sich um einen intranukleares Protein, das generell als Marker fur die
Proliferation von Zellen dient (Miyara et al., 2009).

Auch uber die Untersuchung der Expression von HLA-DR auf Treg lassen sich
funktionell unterschiedliche Zellpopulation abgrenzen. So zeigt die HLA-DR* Po-
pulation eine groRere Expression von FoxP3 und scheint die Suppression fruh vor
allem durch Zellkontakt zu bewerkstelligen, wohingegen die HLA-DR" Population
eine relativ niedrigere FoxP3 Expression mit einer frihen suppressiven Zytokin-

sekretion verbindet (Baecher-Allan et al., 2006).

Rolle im Rahmen von Schwangerschaft und Frihgeburtlichkeit

Die Anteile regulatorischer T-Zellen in fetalen Lymphknoten sind deutlich héher als
in Lymphknoten Erwachsener. In Abwesenheit von Treg zeigen sich fetale T-Zellen
hoch reagibel auf Stimulation, was darauf hindeutet, dass Treg €in entscheidender
Faktor in der Aufrechterhaltung von immunologischer Toleranz in der Fetalzeit
sind (Michaélsson et al., 2006). Dies trifft wohl insbesondere auch auf die Toleranz
gegenuber maternalen Antigenen zu. So gelangen mutterliche Zellen wahrend der
Schwangerschaft Uber die Plazenta in den kindlichen Organismus. Diese Zellen
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sind in vitro prinzipiell in der Lage eine T-Zell Antwort zu induzieren, was jedoch
durch fetale Treg unterdrickt werden kann (Mold et al., 2008).

Neben den erhohten relativen Anteilen regulatorischer T-Zellen im Nabel-
schnurblut Frih- und Reifgeborener im Vergleich zu peripherem Blut Erwachse-
ner, zeigen diese sich auch haufiger in einem CD45RA™ naiven Phanotyp. Insbe-
sondere bei Frihgeborenen unter 34 SSW konnte auch eine verringerte CTLA-4
Expression der regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden (Renn¢ et al.,
2016).

Es gibt zudem Hinweise, dass auch die maternale immunologische Toleranz ge-
genuber fetalen Antigenen im Rahmen der Schwangerschaft unter anderem durch
regulatorische T-Zellen vermittelt wird (Kahn und Baltimore, 2010).

Eine Chorioamnionitis geht scheinbar bei sehr unreifen Frahgeborenen unter 28
SSW und einem Geburtsgewicht unter 1000 Gramm mit einem reduzierten Anteil
regulatorischer T-Zellen an der Gesamtheit der CD4*-T-Zellen sowie einer verrin-
gerten Expression von Helios und CTLA-4 einher (Qazi et al., 2020). Zumindest in
Bezug auf den relativen Anteil der Treg an der Gesamtheit der CD4*-T-Zellen
konnte unsere Arbeitsgruppe an Kohorten von Frihgeborenen unter 37 SSW
diese Assoziation nicht nachweisen (Pagel et al., 2016 und Pagel et al., 2020).
Dagegen zeigen Daten aus unserer Gruppe, dass die Fruhgeborene, die eine
Early-onset Sepsis entwickeln, an Lebenstag 1 und 3 erhohte relative Anteile re-
gulatorischer T-Zellen zeigen (Pagel et al., 2016).

Bei einer weiteren typischen Komplikation unreifer Frihgeborener, der nekrotisie-
renden Enterokolitis, zeigen sich in der Lamina propria des lleums betroffener Kin-
der jeweils deutlich erniedrigte Verhaltnisse von Treg zu CD4*-T-Zellen bzw. zu
CD8*-T-Zellen. Dieser Umstand konnte dem ausgepragten inflammatorischen Ge-

schehen im Rahmen dieser Erkrankung Vorschub leisten (Weitkamp et al., 2013).
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Fragestellung

Die Bronchopulmonale Dysplasie ist eine chronische pulmonale Erkrankung be-
sonders unreifer Frihgeborener, die wesentlich zu deren Morbiditat und Mortalitat
beitragt. Die inflammatorische Reaktion des unreifen Lungengewebes stellt einen
wichtigen Teilaspekt der Pathogenese dar.

Die immunsuppressiv wirkenden regulatorischen T-Zellen kommen in hohen Antei-
len bei Fruhgeborenen vor und sind ein bedeutsamer Faktor ihrer Immunregula-
tion. Die genaue Bedeutung der regulatorischen T-Zellen und ihrer Plastizitat im
Kontext der Entstehung einer BPD ist unklar. Insbesondere fehlen Daten zur
quantitativen und phanotypischen Entwicklung der regulatorischen T-Zellen im pe-
ripheren Blut. Diese sind bei klinisch duf3erst vulnerablem Patientenkollektiv und
nur niedrigen zur Verfugung stehenden Blutmengen schwer zu erheben. Laut
Misra et al. zeigen diejenigen Fruhgeborenen, die im weiteren Verlauf eine BPD
entwickeln, zum Zeitpunkt der Geburt im Nabelschnurblut niedrigere absolute
Mengen an regulatorischen und nicht regulatorischen T-Zellen (Misra et al., 2015).
Es wurden daher folgende Hypothesen aufgestellt:

o Fruhgeborene, die im weiteren klinischen Verlauf eine BPD entwickeln, wei-
sen in den ersten Lebenstagen niedrigere relative Anteile regulatorischer T-
Zellen an der Gesamtzahl der CD4*-T-Zellen auf.

o Unter Nutzung eines Durchflusszytometrie Multicolor-Panels bei Verwen-
dung sehr geringer Mengen Vollbluts ist eine phanotypische Charakterisie-
rung der regulatorischen T-Zellen moglich, die eine weitere Untersuchung
der Plastizitat der regulatorischen T-Zellen bei Fruhgeborenen erlaubt.

Fur die vorliegende Arbeit wurden folgende Zielsetzungen erarbeitet:

1. Untersuchung einer Assoziation der relativen Anteile regulatorischer T-Zellen an
der Gesamtzahl der CD4*-T-Lymphozyten bei Fruhgeborenen < 29+0 SSW zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten des ersten Lebensmonats mit der spateren Diagnose-
stellung einer BPD

2. Ermoglichung weiterfUhrender Untersuchungen zur Rolle regulatorischer T-Zel-

len und ihrer Plastizitat im Kontext der Entstehung der BPD. Hierzu Etablierung ei-
nes umfangreichen Durchflusszytometrie Antikorperpanels inklusive inflammatori-

scher Marker zur phanotypischen Charakterisierung regulatorischer T-Zellen unter

Nutzung sehr geringer Mengen Vollbluts Fruhgeborener.
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Material und Methoden

Material
Reagenzien
e eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Fixation/Permeabilization Con-
centrate and Diluent (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte
Staaten von Amerika)
e eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X) (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika)
e eBioscience™ Flow Cytometry Staining Buffer (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika)
e eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika)
¢ Anti-Mouse Ig, k/Negative Control Compensation Particles Set (BD Biosci-
ences, San Jose, Vereinigte Staaten von Amerika)
e Anti-Rat Ig, k/Negative Control Compensation Particles Set (BD Biosci-
ences, San Jose, Vereinigte Staaten von Amerika)
e PBS Puffer

Antikorper
e Panel quantitative Bestimmung Treg:

o FITC-konjugierter anti-human CD3 Antikorper, Maus 1gG2a, Klon
OKT3, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Vereinigte Staaten
von Amerika

o PE-konjugierter anti-human CD4 Antikorper, Maus 1gG1, Klon M-
T466, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

o BV421-konjugierter anti-human CD25 Antikorper, Maus IgG1, Klon
BC96, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika

o APC/eFluor 600-konjugierter anti-human FoxP3 Antikorper, Ratte
lgG2a, Klon PCH101, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Verei-
nigte Staaten von Amerika
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e Panel phanotypische Charakterisierung Treg:

O

FITC-konjugierter anti-human CD4 Antikorper, Maus 1gG1, Klon
RPA-T4, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika
Alexa-Fluor® 700-konjugierter anti-human CD8a Antikdrper, Maus
lgG1, Klon RPA-T8, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von
Amerika

BV421-konjugierter anti-human CD25 Antikorper, Maus 1gG1, Klon
BC96, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika
PE-konjugierter anti-human CD39 Antikorper, Maus 1gG1, Klon A1,
Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika

Brilliant Violet 711-konjugierter anti-human CD45RA Antikorper,
Maus 1gG2b, Klon HI100, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten
von Amerika

Brilliant Violet 785-konjugierter anti-human CD127 Antikorper, Maus
lgG1, Klon A019D5, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von
Amerika

PE/Dazzle 594-konjugierter anti-human CD152 (CTLA-4) Antikorper,
Maus 1gG2a, Klon BNI3, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten
von Amerika

APC/eFluor 600-konjugierter anti-human FoxP3 Antikorper, Ratte
lgG2a, Klon PCH101, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Verei-
nigte Staaten von Amerika

PerCP-Cy5.5-konjugierter anti-human Helios Antikdrper, Armeni-
scher Hamster I1gG, Klon 22F6, Biolegend, San Diego, Vereinigte
Staaten von Amerika

Brilliant Violet 510-konjugierter anti-human HLA-DR Antikorper,
Maus 1gG2a, Klon L243, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten
von Amerika

PE/Cyanine7-konjugierter anti-human CCR6 (CD 196) Antikorper,
Maus IgG2b, Klon GO34E3, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staa-
ten von Amerika

Brilliant Violet 605-konjugierter anti-human Ki67 Antikorper, Maus
lgG1, Klon Ki67, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von Ame-
rika
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Sonstiger im Rahmen der Erstellung der Kompensationsmatrix verwendeter
Antikorper:

o PerCP-Cy5.5-konjugierter anti-human CD 223 Antikorper, Maus
lgG1, Klon 11C3C65, Biolegend, San Diego, Vereinigte Staaten von
Amerika (ausschlief3lich im Rahmen der Erstellung der FACS-Kom-
pensation mittels Beads verwendet)

Laborwerkzeuge- und Hilfsmittel

Pipetten Eppendorf Reference 1000/100/10 ul (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Filterspitzen Biosphere® 0,5-20/2-100/100-1000 pl (SARSTEDT AG und
Co., Numbrecht, Deutschland)

Serologische Pipetten CELLSTAR® 5/10/25 ml (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

Einmalhandschuhe Vinyl 2000 PF (Meditrade GmbH, Kiefersfelden,
Deutschland)

Probenrohre geeignet fur FACS 5 ml, 75x12 mm (SARSTEDT AG und Co.,
Numbrecht, Deutschland)

Reagiergefalt Multiply®-Pro 0,5 ml (SARSTEDT AG und Co., Nimbrecht,
Deutschland)

Reagiergefald 1,5 ml (SARSTEDT AG und Co., Numbrecht, Deutschland)
Reagiergefal SafeSeal 2 ml (SARSTEDT AG und Co., Numbrecht,
Deutschland)

Schraubrohren 15 ml und 50 ml (SARSTEDT AG und Co., Numbrecht,
Deutschland)

Blutentnahmegefal Microvette® EDTA 500 ul (SARSTEDT AG und Co.,
Numbrecht, Deutschland)

Blutentnahmegefal S-Monovette® EDTA 9 ml (SARSTEDT AG und Co.,
Numbrecht, Deutschland)

Parafilm (Bemis Flexible Packaging, Neenah, Vereinigte Staaten von Ame-
rika)

Universalstopfen fur Probenrohren (SARSTEDT AG und Co., NUmbrecht,
Deutschland)
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Gerate

Zentrifuge Megafuge 2.0 R (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Zentrifuge 51417 R (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Schuttler REAX 2000 (Heidolph Instruments GmbH und CO. KG, Schwab-
ach, Deutschland)

Pipettierhelfer accu-jet® pro (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutsch-
land)

Pipettierhelfer Easypet® 3 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Blockthermostat PCH-2 (Grant Instruments Ltd, Shepreth, Vereinigtes Ko-
nigreich)

Kuhlschrank 4 °C profi line (Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland)

Gefrierschrank -20 °C (Robert Bosch Hausgerate GmbH, Minchen,
Deutschland)

Durchflusszytometer BD LSR Il (BD Biosciences, San Jose, Vereinigte
Staaten von Amerika), Arbeitsplatz ausgestattet mit BD FACSDIVA™ Soft-

ware (s.u.)

Software

BD FACSDIVA™ Software (BD Biosciences, San Jose, Vereinigte Staaten
von Amerika)

FACS-Analysesoftware FlowJo Version 10 (BD Biosciences, San Jose,
Vereinigte Staaten von Amerika)

Microsoft Access (Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten von
Amerika)

RStudio Version 3.5.2 (RStudio, Boston, Vereinigte Staaten von Amerika)
R Package ggplot2 Version 3.2.1 (RStudio, Boston, Vereinigte Staaten von

Amerika)

Methoden

Definitionen

BPD

Definition von Jobe und Bancalari, NIH-Konsen-
suskonferenz, vergleiche Tabelle 1
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Gestationsalter

SGA

EOS

LOS

Angabe anhand geburtshilflicher Festlegung als
postmenstruelles Alter auf Basis geburtshilflicher
Untersuchung und pranataler Ultraschalluntersu-

chungen

Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile be-
zogen auf das jeweilige Gestationsalter und Ge-
schlecht (Voigt et al., 2006)

Sepsis innerhalb der ersten 72 h nach Geburt mit
mindestens 5 Tagen antibiotischer Therapie auf-
grund von 2 2 klinischer Entziindungszeichen:
- Temperatur > 38°C oder < 36.5°C
- Tachykardie > 200/min
- Beginn oder vermehrtes Auftreten von
Bradykardien oder Apnoen
- Hyperglykamie > 140 mg/dI,
- base excess <-10 mmol/l,
- graues Hautkolorit,
- steigender Sauerstoffbedarf
- auffalliger Laborparameter (CRP > 5 mgl/l,
Thrombozyten < 100/nl, IT-Quotient (im-
mature/total neutrophil ratio) > 0.2, Leu-
kozyten < 5/nl)

Sepsis mit Auftreten mindestens 72 h nach Ge-
burt mit mindestens 5 Tagen antibiotischer The-
rapie aufgrund von = 2 klinischer Entzindungs-
zeichen:

- Temperatur > 38°C oder < 36.5°C

- Tachykardie > 200/min

- Beginn oder vermehrtes Auftreten von

Bradykardien oder Apnoen
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V.a. AlS

AlS

NEC

FIP

Praeklampsie

Vorzeitige Wehentatigkeit

- Hyperglykamie > 140 mg/dI,

- base excess <-10 mmol/l,

- graues Hautkolorit,

- steigender Sauerstoffbedarf

- auffalliger Laborparameter (CRP > 5 mgl/l,
Thrombozyten < 100/nl, IT-Quotient (im-
mature/total neutrophil ratio) > 0,2, Leu-
kozyten < 5/nl)

Wehen mit oder ohne vorzeitigen Blasensprung
sowie erhohte maternale Entzundungsmarker
ohne andere Ursache (CRP > 10 mg/l oder Leu-

kozyten > 16/nl)

maternale Temperatur = 38.0°C ohne andere Ur-
sache und mindestens eines der folgenden kli-
nischen Zeichen:

- erhohte maternale Entzindungsmarker
ohne andere Ursache (CRP > 10 mg/I
oder Leukozyten > 16/nl

- Wehen mit oder ohne vorzeitigen Blasen-
sprung

- fetale oder maternale Tachykardie

- Ubelriechendes Fruchtwasser

operationspflichtige nekrotisierende Enterkolitis

operationspflichtige fokale intestinale Perforation
Angabe anhand geburtshilflicher Festlegung bei
mutterlicher schwangerschaftsinduzierter Hyper-

tonie, Odemen und Proteinurie

Wehentatigkeit vor < 37 SSW
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Studienkohorte

Im Rahmen der Untersuchung wurden Vollblutproben von stationar in der Klinik fur
Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus
Labeck behandelten Frihgeborenen mit einem Gestationsalter von 23+0 bis 28+6
SSW untersucht. Die Datenerhebung durch unsere Arbeitsgruppe erfolgte im Zeit-
raum 1. Oktober 2014 bis 30. September 2018 von Montag bis Freitag und hierbei
im Zeitraum 17. Oktober 2016 bis 26. Juni 2017 in Vollzeit durch den Verfasser
dieser Arbeit.

Die Gewinnung der Proben fand im Rahmen ohnehin notwendiger regularer Blut-
entnahmen aus medizinischer Indikation statt. Hierbei wurden durch die zustandi-
gen Stationsarzte zusatzlich jeweils ca. 100-200 ul Vollblut in EDTA-Blutentnah-
merohren fur die folgenden Untersuchungen asserviert. Die Blutentnahmen erfolg-
ten jeweils in den Zeitraumen Lebenstag 1-3, 4-10, 11-17, 18-24 und 25-31.
Ausschlusskriterien fur diese Untersuchung waren letale Malformationen.
Gleichzeitig erfolgte die strukturierte Erfassung klinischer Daten der Fruhgebore-
nen unter anderem auch im Hinblick auf die Entwicklung einer BPD in einer Daten-
bank. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die Diagnostizierung einer BPD die Defi-
nition von Jobe und Bancalari zu Grunde gelegt (vgl. Tabelle 1) (A. H. Jobe und
Bancalari, 2001).

Im Rahmen des Etablierungsprozesses des Antikdrperpanels zur phanotypischen
Charakterisierung regulatorischer T-Zellen (s.u.) wurden Vollblutproben erwachse-
ner freiwilliger Blutspender sowie falls vorhanden Nabelschnurblutproben von
Frah- und Reifgeborenen verwendet.

Fir den Einschluss in die Untersuchungen wurde nach ausfuhrlicher Aufklarung
uber deren Wesen und Ziele das schriftliche Einverstandnis der Eltern oder ge-
setzlich Sorgeberechtigen der betreffenden Patienten sowie der erwachsenen
Spender eingeholt.

Fur die Durchfuhrung der Untersuchungen lag ein positives Votum der Ethikkom-

mission der Universitat zu Lubeck vor (Aktenzeichen 13-037, 15-304).
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Quantitative Bestimmung regulatorischer T-Zellen in Vollblutproben Frithge-
borener mittels Durchflusszytometrie

Probenverarbeitung

Die Weiterverarbeitung der Vollblutproben nach Blutentnahme erfolgte innerhalb
von maximal 24 Stunden unter Lagerung der Probe bei Raumtemperatur. Durch
Vorversuche unserer Arbeitsgruppe konnte eine ausreichende Vitalitat der Zellen
nach diesem Zeitintervall bestatigt werden. Die Probenverarbeitung erfolgte nach
einem bereits etablierten und publizierten Protokoll unserer Arbeitsgruppe (Pagel
et al., 2016).

Zu Beginn jeder Versuchsdurchfuhrung wurde die notwendigen Permeabilisie-
rungs- und Fixierungslosung fur die intranukleare Antigen-Farbung vorbereitet.
Hierbei wurden entsprechend der Herstellerangaben die Losungen des Reaktions-
kits ,eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization Con-
centrate and Diluent® in einer passenden Schraubrohre zusammengefuhrt. Pro
Vollblutprobe wurden jeweils 1 ml der Permeabilisierung- und Fixierungslosung
zur intranuklearen Farbung des FoxP3-Antigens bendtigt.

Des Weiteren erfolgte vor der eigentlichen Versuchsdurchfihrung die Vorberei-
tung der Permeabilisierungs-Pufferlosung durch die Verdinnung des entsprechen-
den Konzentrats ,eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X)“ nach Herstelleran-
gaben mit destilliertem Wasser in einer Schraubrohre passender Grof3e. Pro Voll-
blutprobe wurden 4,5 ml Pufferlosung bendtigt.

Im Anschluss wurden 100 ul der Vollblutprobe aus dem EDTA Blutentnahmegefal}
in ein 2 ml fassendes Reagiergefald uberfuhrt. Hiernach erfolgte die Zugabe der
Fluorochrom-konjugierten Antikorper fur die Farbung der Oberflachenantigene.
Dies umfasste 5 ul des FITC-konjugierten anti-human CD3 Antikorpers, 10 yl des
PE-konjugierten anti-human CD4 Antikorpers und 5 ul des BV421-konjugierten
anti-human CD25 Antikorpers. Nach vorsichtiger Durchmischung der Probe auf
dem Schduttler fur 1 Sekunde, wurde die Probe fur 30 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert.

Zum Herauswaschen nicht gebundener Antikorper wurden der Probe in der Folge
1,5 ml der Pufferlésung ,eBioscience™ Flow Cytometry Staining Buffer” zugeben.
Nach Zentrifugation mit einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 300 RCF im
,S0ft*-Modus (verlangsamtes Anlaufen und Abbremsen der Zentrifuge) bei 22 °C
fir 5 Minuten wurde im Anschluss vorsichtig der Uberstand tiber dem Zellpellet mit
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einer Pipette abgenommen. Dieses wurde durch Zugabe von 1 ml der im Vorfeld
vorbereiteten Permeabilisierungs- und Fixierungslosung (eBioscience™ Foxp3 /
Transcription Factor Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent) und an-
schlieliender Durchmischung der Probe fur 2 Sekunden auf dem Schuttler resus-
pendiert. Die Probe wurde hiernach fur 65 Minuten in Dunkelheit bei Raumtempe-
ratur inkubiert.

Direkt im Anschluss wurde 1 ml der ebenfalls im Vorfeld vorbereitete Permeabili-
sierungs-Pufferlosung (eBioscience™ Permeabilization Buffer) zugegeben. Nach
der folgenden Zentrifugation mit einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 300
RCF im ,Soft-Modus bei 22 °C fur 5 Minuten wurde im Anschluss erneut vorsich-
tig der Uberstand tiber dem Zellpellet mit einer Pipette abgenommen.

Es erfolgte nun die Zugabe von 5 ul des eFluor 600 (APC)-konjugierten anti-hu-
man FoxP3 Antikorpers. Nach vorsichtiger Durchmischung des Versuchsansatzes
fur etwa 1 Sekunde auf dem Schuttler wurde die Probe fur weitere 75 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Zum erneuten Herauswaschen verbliebener ungebundener Antikorper wurden nun
1,5 ml der Permeabilisierungs-Pufferldsung (eBioscience™ Permeabilization Buf-
fer) zugegeben gefolgt von einer Zentrifugation mit einer relativen Zentrifugalbe-
schleunigung von 300 RCF im ,Soft“-Modus bei 22 °C fur 5 Minuten mit anschlie-
Render Abnahme des Uberstandes per Pipette. Es folgte eine Wiederholung die-
ses beschriebenen Waschschrittes.

Nun wurde das Zellpellet mit 300 pl der Pufferlésung ,eBioscience™ Flow Cyto-
metry Staining Buffer” resuspendiert. Hiernach wurde die Losung auf dem Schutt-
ler erneut durchmischt und in fur die folgende Durchflusszytometrie geeignete Pro-
benréhren Uberfiihrt. Deren Offnung wurde schlieRlich mit Parafilm abgedeckt und
die Proben bis zur Durchfihrung der Durchflusszytometrie bei 4 °C im Dunkeln ge-
lagert.

Durchflusszytometrie

Die Messungen am Durchflusszytometer erfolgten innerhalb von maximal 4 Tagen
nach Probenverarbeitung. Hierbei wurde ein BD LSR |l der Cell Analysis Core Fa-
cility des Instituts fur Systemische Entzindungsforschung der Universitat zu
Lubeck genutzt. Die Messungen wurden mit Hilfe der am dortigen Arbeitsplatz vor-
handenen BD FACSDIVA™ Software durchgefuhrt und gesteuert. Die exakte
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Auswertung der gemessenen Proben erfolgte separat unter Nutzung der FACS-
Analysesoftware FlowdJo Version 10.

Die gewahlten Einstellungen der Kompensation wurden regelmafig auf ihre Gul-
tigkeit Uberpruft und bei Bedarf angepasst.

Regulatorische T-Zellen wurden als CD3* CD4* CD25* FoxP3* identifiziert (vgl.
Abbildung 1). Es erfolgte hierdurch die Bestimmung des relativen Anteils der regu-
latorischen T-Zellen an den CD4* Lymphozyten. Nachfolgend wurden die erfass-
ten relativen Anteile regulatorischer T-Zellen in die Datenbank unserer Arbeits-
gruppe Ubertragen.

Die gewahlte Gating-Strategie wurde mittels Fluorescence Minus One-Kontrollen
gepruft (vgl. Abbildung Anhang A).
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Abbildung 1: Bestimmung der relativen Menge regulatorischer T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie

100 pl einer Vollblutprobe wurden mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gefarbt
(CD3-FITC, CD4-PE, CD25-BV421 und FoxP3-eFluor 600). Der Beginn der Probenver-
arbeitung startete nicht spater als 24 h nach Blutentnahme in ein EDTA Blutentnahmege-
fal. Die Durchflusszytometrie erfolgte innerhalb von maximal 4 Tagen nach Probenver-
arbeitung. Regulatorische T-Zellen wurden als CD3* CD4* CD25" FoxP3" definiert. Die
Gatingstrategie wurde mit Fluorescence Minus One-Kontrollen gepruft. Die Abbildung
zeigt die Probe eines Frihgeborenen von 24 SSW am Lebenstag 36.

Statistische Auswertung

In der folgenden statistischen Auswertung wurden die relativen Anteile regulatori-
scher T-Zellen der Fruhgeborenen < 29 SSW, die im Verlauf eine BPD entwickel-
ten, mit denen derjenigen Fruhgeborenen verglichen, die nicht an einer BPD er-
krankten. Hierfur wurden, falls vorhanden, jeweils eine Probe aus den Zeitraumen
Lebenstag 1-3, 4-10, 11-17, 18-24 und 25-31 in die Auswertung einbezogen. Falls
moglich gingen in die Auswertung Proben der jeweils mittig im Zeitraum liegenden
Lebenstage 7, 14, 21 und 28 ein. Fur den Zeitraum der Lebenstage 1-3 wurden

Proben des Lebenstages 1 bevorzugt. Standen zu den genannten Zeitpunkten
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keine Proben zur Verfugung, wurden von jedem Fruhgeborenen, falls vorhanden,
Daten der jeweils nachstgelegenen * 3 Lebenstage (bzw. + 2 Lebenstage fur den
Zeitraum Lebenstag 1-3) genutzt. Falls Daten zweier jeweils vom praferierten Le-
benstag gleich weit entfernten Lebenstage vorhanden waren, so ging immer die
Probe des jeweils niedrigeren Lebenstages stellvertretend fur den gesamten Zeit-
raum in die Auswertung ein. Standen z.B. im Zeitraum Lebenstag 11-17 an Le-
benstag 13 und 15 Proben zur Verfugung, so wurde die Probe von Lebenstag 13
in die weitere Datenauswertung einbezogen.

Proben, die einen unrealistisch niedrigen Treg-Anteil <1 % an allen CD4+ Zellen
zeigten, wurden in die Auswertung nicht einbezogen.

Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb unserer Arbeitsgruppe mit Unter-
stutzung durch eine Diplom-Statistikerin. Es wurde hierfur die Software ,RStudio”
Version 3.5.2 eingesetzt. Die Visualisierung der Daten wurde mittels der Software
,R Package ggplot2“ Version 3.2.1 durchgefuhrt.

Die Daten stellten unverbundene Stichproben dar. Eine Auswertung erfolgte hin-
sichtlich zweier Stufen bzw. Gruppen (BPD betroffen/nicht betroffen) und zweier
Variablen (Gruppierungsvariable BPD betroffen/nicht betroffen, abhangige Vari-
able relativer Treg-Anteil). Es lag keine Normalverteilung der in dieser Arbeit vergli-
chenen Datensatze vor. Aufgrund der genannten Charakteristika der geplanten
Auswertung wurde ein Mann-Whitney U-Test zum Vergleich der Treg-Anteile in den
jeweiligen Zeitraumen bei von einer BPD betroffenen und nicht betroffenen Frih-

geborenen verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p-Werte < 0,05 festgelegt.

Etablierung eines Antikorperpanels zur phanotypischen Charakterisierung
regulatorischer T-Zellen in Vollblutproben Frihgeborener mittels Durch-
flusszytometrie

Die Planung, Durchfuhrung und Auswertung der fur die Etablierung des Antikor-
perpanels notwendigen Versuche erfolgte innerhalb unserer Arbeitsgruppe haupt-
sachlich durch den Verfasser dieser Arbeit. Unterstutzt wurde der Prozess durch
technisch-wissenschaftliche Ausbildung und Beratung durch Professor Claire
Chougnet, PhD und Shibabrata Mukherjee, PhD aus der Division of Immunobio-
logy des Cincinnati Children‘s Hospital Medical Center. Der endgultige Etablie-
rungsprozess erfolgte im Labor von Professor Dr. med. Jan Rupp aus der Klinik
fur Infektiologie und Mikrobiologie der Universitat zu Lubeck.
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Da zur Etablierung des Antikdrperpanels inklusive von z.B. notwendigen Flu-
orescence Minus One-Kontrollen ca. 1-2 ml Vollblut pro Versuchsdurchfihrung
notwendig waren, schied eine Verwendung von peripherem Blut Frihgeborener
hierzu aus ethischen Grinden aus. Es wurde stattdessen auf die Blutproben er-
wachsener freiwilliger Spender sowie, falls vorhanden, auf Nabelschnurblutproben
von Fruh- und Reifgeborenen zurickgegriffen. Mit Blick auf die Vitalitat der im Blut
enthaltenen Zellen wurde eine Verarbeitung maximal 24 h nach der Blutentnahme
durchgefuhrt.

Es wurde eine Farbung folgender Marker angestrebt: CD 4, CD 8, CD 25, CD 39,
CD 45RA, CD 127, CD 152 (CTLA-4), FoxP3, Helios, HLA-DR, CCR6 und Ki67.
Zudem wurde eine Vitalitatsprufung der Zellen im Vollblut mittels eBioscience™
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 durchgefuhrt.

Als Ergebnis des Etablierungsprozesses wurde folgendes Protokoll erarbeitet:
Analog zur Versuchsdurchfuhrung im Rahmen des AntikOrperpanels zur quantitati-
ven Bestimmung regulatorischer T-Zellen (s.o.) erfolgte zu Beginn zunachst die
Vorbereitung der notwendigen Permeabilisierungs- und Fixierungslosung fur die
intranukleare Antigen-Farbung.

Entsprechend der Herstellerangaben wurden die Losungen des Reaktionskits ,e-
Bioscience™ Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization Concentrate
and Diluent® in einer passenden Schraubrohre zusammengefuhrt. Pro Vollblut-
probe wurden jeweils 1 ml der Permeabilisierung- und Fixierungslosung zur intra-
nuklearen Farbung des FoxP3-Antigens sowie von Ki67 und Helios bendtigt.
Zusatzlich wurde auch die Permeabilisierungs-Pufferlosung durch die Verdunnung
des entsprechenden Konzentrats ,eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X)*
nach Herstellerangaben mit destilliertem Wasser in einer Schraubrohre passender
Grolde vorbereitet. Pro Vollblutprobe wurden 2,05 ml Pufferlosung bendtigt. Zu-
satzlich wurde eine 1:100 Verdlinnung des Farbstoffes zur Vitalitatspriafung e-
Bioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 hergestellt. Pro Probe wurden 5
pl der Verdlinnungsldsung bendtigt.

Danach wurden 100 pul der Vollblutprobe aus dem EDTA Blutentnahmegefal} in
eine fur Durchflusszytometrie geeignete und 5 ml fassende Probenrdhre uberfuhrt.
Im Anschluss erfolgte zunachst die Zugabe von 5 pl der Verdinnungslosung des
Farbstoffes zur Vitalitatsprifung. Danach wurden die Fluorochrom-konjugierten

Antikorper zur Farbung von Antigenen auf der Zelloberflache der zu
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untersuchenden Zellen zugegeben. Im Einzelnen waren dies 5 pl FITC-konjugier-
ter anti-numan CD4 Antikorper, 2 ul Alexa-Fluor® 700-konjugierter anti-human
CD8a Antikorper, 5 yl BV421-konjugierter anti-human CD25 Antikorper, 5 pl PE-
konjugierter anti-human CD39 Antikorper, 5 ul Brilliant Violet 711-konjugierter anti-
human CD45RA Antikorper, Brilliant Violet 785-konjugierter anti-human CD127
Antikorper, 5 yl PE/Dazzle 594-konjugierter anti-human CD152 (CTLA-4) Antikor-
per, 5 yl Brilliant Violet 510-konjugierter anti-human HLA-DR Antikorper und 5 pl
PE/Cyanine7-konjugierter anti-human CCR6 (CD 196) Antikorper. Nach Durchmi-
schung der Probe auf dem Schuttler fur 1 Sekunde, wurde diese im Anschluss fur
30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde 1 ml PBS
zugegeben und die Probe folgend mit 1500 Umdrehungen pro Minute bei 22 °C
fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand (iber dem
Zellpellet mittels vorsichtigen Abgie3ens dekantiert. Es folgte die Zugabe von 1 ml
der im Vorfeld vorbereiteten Permeabilisierungs- und Fixierungslosung (e-
Bioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Fixation/Permeabilization Concentrate
and Diluent) und die anschlielende Resuspendierung des Zellpellets durch Durch-
mischung auf dem Schuttler fur 2 Sekunden. Die Proben wurden daraufhin im
Dunkeln bei Raumtemperatur fur 60 Minuten inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurde 1 ml der im Vorfeld vorbereiteten Permeabilisierungs-Pufferlésung (e-
Bioscience™ Permeabilization Buffer) zugegeben und die Probe anschliellend mit
1500 Umdrehungen pro Minute bei 22 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Es folgte ein
erneutes Dekantieren des Uberstandes liber dem Zellpellet mittels vorsichtigen
AbgielRens sowie ein erneutes Resuspendieren des Zellpellets durch Hinzugabe
von 50 ul Permeabilisierungs-Pufferlosung mit anschliel3ender Inkubation Uber 15
Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Antikorper
zur Farbung der intranuklearen Antigene ohne eine weiteren Waschschritt zugege-
ben. Es handelte sich hierbei um 5 yl des eFluor 600 (APC)-konjugierten anti-hu-
man FoxP3 Antikorpers, 5 pl des Brilliant Violet 605-konjugierten anti-human Ki67
Antikorpers und 5 yl des PerCP-Cy5.5-konjugierten anti-human Helios Antikor-
pers. Die Probe wurde hiernach fur 1 Sekunde auf dem Schattler durchmischt und
dann fur 30 Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser In-
kubation wurde erneut 1 ml der Permeabilisierungs-Pufferlosung (eBioscience™
Permeabilization Buffer) zugegeben und die Probe anschlief3end mit 1500 Umdre-

hungen pro Minute bei 22 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand (iber dem
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Zellpellet wurde folgend erneut durch vorsichtiges Abgiel3en dekantiert. Es erfolgte
ein erneuter Waschschritt durch Zugabe von 1 ml PBS Puffer, nachfolgend die
Zentrifugation mit 1500 Umdrehungen pro Minute bei 22 °C fur 5 Minuten und an-
schlieBend das Dekantieren des Uberstandes. Hiernach wurde das Zellpellet in
300 pl PBS Puffer resuspendiert. Die Probenrohre wurde schlie3lich mit Parafilm
abgedeckt und die Proben bis zur Durchfuhrung der Durchflusszytometrie bei 4 °C
im Dunkeln gelagert.

Zur Erstellung einer korrekten Kompensationsmatrix fur die jeweiligen Messungen
am Durchflusszytometer wurden im Vorfeld Polystyrol Partikel mit den verwende-
ten Antikorpern gefarbt. HierfUr wurden je nach Spezies der Fluorochrom-konju-
gierten Antikorper entsprechende Kits fur Maus- und Rattenantikorper verwendet
(Anti-Mouse Ig, k/Negative Control Compensation Particles Set und Anti-Rat Ig,
k/Negative Control Compensation Particles Set). Diese enthalten jeweils Antikor-
per bindende und nicht-bindende Partikel.

Im Falle des PerCP-Cy5.5-konjugierten anti-human Helios Antikorpers, der vom
Armenischen Hamster stammte, wurde ersatzweise ein mit demselben Flu-
orochrom beladener anti-human CD223 Antikdrper der Maus verwendet.

Je Antikorper wurde ein separater Ansatz hergestellt.

Zu Beginn wurde jeweils ein Tropfen der Antikorper bindenden und ein Tropfen
der Antikorper nicht-bindenden Partikelldsung in eine fur Durchflusszytometrie ge-
eignete und 5 ml fassende Probenrohre Uberfuhrt. Hiernach wurden jeweils 1 pl
des entsprechenden Antikorpers hinzugegeben. Anschliel3end wurde 200 pl PBS
Puffer hinzugefugt und die Probenrohren hiernach mit Parafilm verschlossen. Es
erfolgte eine Lagerung der nun gefarbten Kompensationspartikel im Dunkeln bei 4
°C im Dunkeln bis zum Start der Durchflusszytometrie.

Im Falle der Vitalitatstestung mittels Fixable Viability Dye eFluor™ 780 wurden
Einfach-Farbungen der Vollblut Zellen zur Erstellung der Kompensation angefer-
tigt. Um ein ausreichendes Signal nicht vitaler Zellen zu erhalten, wurde entspre-
chend ein Teil der Zellen durch Hitze und Kalte getotet.

Zunachst wurden hierfur 100 pl Vollblut in 1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt. Im An-
schluss wurde dieses per Blockthermostat fur 1 Minute bei 65 °C erhitzt. Direkt da-
rauf wurde die Probe fur 1 Minute auf Eis gelagert. Das Vollblut wurde anschlie-
Rend in eine fur Durchflusszytometrie geeignete und 5 ml fassende Probenrdhre
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Uberfuhrt und dem Versuchsansatz noch zusatzlich unbehandelte 100 pl Vollblut
beigefugt.

Nun erfolgte das Hinzufugen von 5 ul einer 1:100 Verdinnung des Farbstoffes zur
Vitalitatsprufung eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780.

Nach Durchmischung der Probe auf dem Schuttler fur 1 Sekunde, wurde diese im
Anschluss fur 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
wurde 1 ml PBS zugegeben und die Probe folgend mit 1500 Umdrehungen pro Mi-
nute bei 22 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uber-
stand Uber dem Zellpellet mittels vorsichtigen AbgielRens dekantiert. Das Zellpellet
wurde dann mit 1 ml der im Vorfeld vorbereiteten Permeabilisierungs- und Fixie-
rungslosung (eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization
Concentrate and Diluent) resuspendiert und der Versuchsansatz 60 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1 ml der im Vor-
feld vorbereiteten Permeabilisierungs-Pufferlosung (eBioscience™ Permeabiliza-
tion Buffer) und die Probe wurde anschlieRend mit 1500 Umdrehungen pro Minute
bei 22 °C fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach erneutem Dekantieren des Uberstan-
des uber dem Zellpellet mittels vorsichtigen Abgiel3ens wurde das Zellpellet durch
Hinzugabe von 50 ul der Permeabilisierungs-Pufferlosung resuspendiert und an-
schlielend Uber 15 Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
wurden erneut 1 ml Permeabilisierungs-Pufferlosung zugegeben und die Probe
wurde anschliel3end mit 1500 Umdrehungen pro Minute bei 22 °C fir 5 Minuten
zentrifugiert. Nach Wiederholung des Dekantierens mittels vorsichtigen Abgiel3ens
wurde der Waschritt nun mit Resuspendierung des Zellpellets mit 1 ml PBS und
anschliel3ender Zentrifugation mit 1500 Umdrehungen pro Minute bei 22 °C fur 5
Minuten wiederholt. Nach erneutem Dekantieren des Uberstandes wurde das Zell-
pellet in 300 pl PBS resuspendiert und die Probenrohre mit Parafilm verschlossen.
Bis zur Messung am Durchflusszytometer wurde die bearbeitete Probe bei 4 °C im
Dunkeln gelagert.
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Ergebnisse

Charakterisierung der klinischen Kohorte

Fur diese Arbeit wurde eine Subgruppe der Kohorte der IRON-Studie (Immunore-
gulation of the Newborn) der Klinik fur Kinder und Jugendmedizin der Universitat
zu Ludbeck analysiert. Die Gesamtkohorte umfasste insgesamt 382 Fruhgeborene
mit einem Gestationsalter von 23+0 bis 36+6 SSW, von der insgesamt 114 Frih-
geborene mit einem Gestationsalter < 29 SSW in die Untersuchung fur die hier
vorgelegte Arbeit eingeschlossen wurden. Begleitend wurden Daten zum klini-
schen Verlauf der Kinder systematisch durch unsere Arbeitsgruppe erhoben und
in eine Access-Datenbank aufgenommen (vgl. Tabelle 3).

Das mittlere Gestationsalter der untersuchten klinischen Kohorte betrug 26+4
SSW. Das durchschnittliche Geburtsgewicht der untersuchten Frahgeborenen
wurde mit 916 Gramm bestimmt. 41,2% der Kinder waren weiblich, 58,8% mann-
lich. 11,4% zeigten ein Geburtsgewicht unter der 90. Perzentile (small for gestatio-
nal age, SGA). In 78,6% lag eine vorzeitige Wehentatigkeit oder ein Amnioninfekti-
onssyndrom als Ursache der Fruhgeburt vor. Bei 6,25% hing die Frihgeburtlich-
keit atiologisch mit einer Praeklampsie zusammen. Der weit Uberwiegende Tell
von 87,5% der Kinder kam im Rahmen eines elektiven Kaiserschnitts zu Welt, wo-
hingegen jeweils 6,25% der Kinder als Spontangeburt oder bei einem Notfall-Kai-
serschnitt das Licht der Welt erblickten (vgl. Tabelle 3).

Im Falle eines Frihgeborenen konnte keine Angabe daruber, ob die Diagnose ei-
ner BPD vorlag oder nicht, in unserer Datenbank erfasst werden. Nach Aus-
schluss dieses Falls wurden Untersuchungsergebnisse von 113 Friahgeborenen in
die weitere Auswertung der Daten aufgenommen. Bei insgesamt 57 dieser Kinder
wurde eine BPD festgestellt (50,4%), 56 Kinder erkrankten nicht (49,6%). Da die
Blutentnahmen bei den untersuchten Kindern rein aus medizinischer Indikation
stattfanden bzw. aus klinischen Grinden im Einzelfall auf eine zusatzliche Blutent-
nahme zu Forschungszwecken verzichtet wurde, stand nicht immer bei allen Kin-
dern in jedem Zeitintervall ein Wert zur Verfigung. In den betrachteten Zeitraumen
Lebenstag 1-3 sowie 18-24 war eine vergleichbare Anzahl von Proben in der von
BPD betroffenen und der nicht von BPD betroffenen Gruppe verfugbar. In den
Zeitraumen Lebenstag 4-10 und 11-17 sowie 25-31 standen in der von BPD be-

troffenen Gruppe Kinder jeweils mehr Proben zur Verfugung (vgl. Tabelle 4).
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Gesamtzahl n

114

Gestationsalter

26+4 SSW £ 11 Tage

Geburtsgewicht in Gramm

916 + 272 Gramm

SGA 13 (11.4%)
Geschlecht weiblich 47 (41,2%), mannlich 67 (58,8%)
BPD

vorhanden
nicht vorhanden

nicht erfasst

57 (50,4%)
56 (49,6%)
1(-)

Sonstige Erkrankungen (z.T. Mehrfachangabe)

EOS 21 (18.4%)
LOS 30 (26.3%)
NEC 5 (4,4%)
FIP 8 (7,0%)
Mehrere 34 (29,8%)
Geburtsmodus

spontan 7 (6,25%)
Kaiserschnitt elektiv 98 (87,5%)
Kaiserschnitt Notfall 7 (6,25%)

nicht erfasst

2(-)

Grund der Friihgeburtlichkeit (z.T. Mehrfachan-
gabe)
Vorzeitige Wehentatigkeit oder V.a. AIS

Praeklampsie

88 (78,6%)
7 (6,3%)
20 (17,9%)
41 (36,6%)
2(-)

pathologischer Doppler-Ultraschall
andere

nicht erfasst

Tabelle 3: Epidemiologische Daten der untersuchten Kohorte

Es wurden insgesamt 114 Friihgeborene < 29 SSW in die Untersuchung eingeschlos-
sen. Bei 57 Kindern wurde im weiteren Verlauf eine BPD diagnostiziert, bei 56 Patienten
trat diese nicht auf. Bei einem Patienten konnte hinsichtlich der Diagnosestellung einer
BPD keine Angabe erfasst werden, sodass folgend Daten von insgesamt 113 Patienten
in die weitere Datenauswertung einbezogen wurden. Die Darstellung der Daten erfolgt
bezogen auf Gestationsalter und Geburtsgewicht als Mittelwert mit Standardabwei-
chung, fir die restlichen Werte als Absolutwert und relativen Anteil in Klammern.

LT 1-3 LT 4-10 LT 11-17 LT 18-24 LT 25-31
Keine BPD (n=56) 42 35 38 34 32
BPD (n=57) 43 44 44 35 37

Tabelle 4: Anzahl untersuchter Proben pro Betrachtungszeitraum

Aufgefuhrt sind die jeweils pro betrachtetem Zeitraum vorliegende Zahl von Proben
zur Bestimmung der relativen Anteile der regulatorischen T-Zellen an den CD4*-T-
Lymphozyten. Da die Probenentnahme rein aus medizinischer Indikationsstellung er-
folgte, lagen pro eingeschlossenen Patienten nicht immer fir jedes Zeitintervall eine
untersuchte Blutprobe vor.

41



1BZ 2BZ 3BZ 4Bz 5BZ
Keine BPD (n=56) 4 10 16 21
BPD (n=57) 1 7 17 23
BPD nicht erfasst (n=1) 1 - - - -

Tabelle 5: Anzahl eingeschlossener Patienten dargestellt nach Anzahl mit zuge-
horigen Proben abgedeckter Betrachtungszeitraume (BZ)

Aufgeflhrt sind die jeweiligen Zahlen eingeschlossener Patienten in Bezug auf die An-
zahl der mit den zugehdrigen untersuchten Proben abgedeckten Betrachtungszeit-
raume (LT 1-3, LT 4-10, LT 11-17, LT 18-24, LT 25-31). Da die Probenentnahme rein
aus medizinischer Indikationsstellung erfolgte, lagen pro eingeschlossenen Patienten
nicht fur jedes Zeitintervall eine untersuchte Blutprobe vor.
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Abbildung 2: Anteile regulatorischer T-Zellen von an BPD erkrankten und nicht
erkrankten Frihgeborenen < 29 SSW im ersten Lebensmonat

Die relativen Anteile der T an den CD4+-T-Lymphozyten wurden fur die definierten
Zeitraume Lebenstag 1-3, 4-10, 11-17, 18-24 und 25-31 von den an einer BPD er-
krankten bzw. nicht erkrankten Frihgeborenen dargestellt. Jeder schwarze Kreis stellt
den Messwert eines Frihgeborenen im jeweiligen Zeitraum dar. Die Daten sind als
Box-Plots mit Median, oberem Quartil, unterem Quartil sowie 95%-Konfidenzintervall
abgebildet. AuBerhalb letzterem liegende ausrei3ende Wert sind als dicke schwarze
Punkte dargestellt. Im Vergleich zeigten sich die relativen Anteile regulatorischer T-
Zellen der im Verlauf an BPD erkrankten Frihgeborenen im Zeitraum Lebenstag 4-10
signifikant erhéht (p=0,343). In den restlichen betrachteten Zeitrdumen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede (LT 1-3: p=0,592; LT 11-17: p=0,218; LT 18-24: p=
0,475; LT 25-31: p=0,857).

(Abbildung abgewandelt ibernommen aus: Pagel, J., Twisselmann, N., Rausch, T. K., Waschina, S.,
Hartz, A., Steinbeis, M., Olbertz, J. et al. (2020). Increased Regulatory T Cells Precede the Develop-
ment of Bronchopulmonary Dysplasia in Preterm Infants. Frontiers in Immunology, 11, 565257)
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Assoziation der relativen Anteile regulatorischer T-Zellen mit der spa-
teren Diagnosestellung einer Bronchopulmonalen Dysplasie

In der statistischen Analyse konnte gezeigt werden, dass diejenigen Frihgebore-
nen der betrachteten Kohorte, die im weiteren klinischen Verlauf eine BPD entwi-
ckelten im Zeitraum Lebenstag 4 bis 10 signifikant hohere Anteile regulatorischer
T-Zellen an den CD4+ T-Lymphozyten zeigten (p=0,0343). In den restlichen be-
trachteten Zeitraumen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (vgl. Abbil-
dung 2). Insofern traf die urspruanglich aufgestellte Hypothese, dass sich die regu-
latorischen T-Zellen bei Kindern vor Entwicklung einer BPD eventuell verringert
zeigen, nicht zu. Es konnte stattdessen eine entgegengesetzte Assoziation nach-

gewiesen werden.

Etablierung eines Multicolor-Panels zur Phanotypisierung regulatori-
scher T-Zellen

Im Rahmen des Etablierungsprozesses des Multicolor-Panels zur Phanotypisie-
rung regulatorischer T-Zellen wurden verschiedene Marker von Interesse identifi-
ziert und entsprechend eine Auswahl von geeigneten Fluorochrom-konjugierten
Antikorpern getroffen. Fir eine detaillierte Auflistung der verwendeten Flu-
orochrom-konjugierten Antikdrpern wird auf die unter Material auf Seite 25-27 die-
ser Arbeit aufgefuhrten Antikorper verwiesen.

Es wurden die Marker CD 4, CD 8, CD 25, CD 39, CD 127 und FoxP3 zur siche-
ren Identifikation der regulatorischen T-Zellen sowie der Marker CD 45RA zur Er-
kennung eines naiven Phanotyps einbezogen. Gleichsam wurden die Marker CD
152 (CTLA-4), Helios, HLA-DR, CCR6 und Ki67 zur Detektion eines inflammatori-
schen Phanotyps der regulatorischen T-Zellen zugefugt. Fur weitere Informationen
zu den Charakteristika der verwendeten Marker siehe Allgemeines unter Regula-
torische T-Zellen auf Seite 20-22 dieser Arbeit.

Vor dem Hintergrund, dass die Fluorochrom-konjugierten Antikorper an kleinsten
Mengen standig wechselnder und nicht standardisierbarer Vollblutproben mit ab-
weichenden Zellzahlen eingesetzt werden sollten, erschien eine Zahlung der Zel-
len vor Versuchsbeginn und entsprechendes Titrieren der Antikdrper nicht prakti-
kabel. Insbesondere auch mit Blick auf die in unserer Arbeitsgruppe geplante gro-
Rere Anzahl zu verarbeitender Proben pro Tag ware dies nicht umsetzbar gewe-
sen. Gleichzeitig hatte eine Entnahme von Vollblut aus der Probe zum Zahlen der
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Zellen deren ohnehin schon geringe Menge dezimiert. Aus diesem Grunde wurden
bei der Probenbearbeitung im Wesentlichen den Herstellerempfehlungen zur
Menge des eingesetzten Antikorpers bei Vollblut gefolgt.

Es fand eine kontinuierliche Optimierung des Versuchsablaufes statt. Der Verlust
von Zellen insbesondere durch Waschschritte wurde minimiert. Hierunter konnte
gewahrleistet werden, dass unter der geringen Menge verwendeten Vollbluts von
100 pl stets eine ausreichend grof3e Zahl von Leukozyten inklusive der Zielpopula-
tion von Interessen, der regulatorischen T-Zellen, gefarbt wurde.

Mit Blick auf die grof3e Anzahl von verwendeten Antikorpern mit Fluoreszenzfarb-
stoffen mit sich zum Teil Uberlagernden Emissionsspektrums war mit Streuphano-
menen in benachbarte Messkanale zu rechnen. Deshalb kam der Erstellung einer
suffizienten Kompensationsmatrix eine entscheidende Bedeutung zu. Diese er-
folgte unter Verwendung von vorbereiteten und gefarbten Kompensationspartikeln
sowie einer Einzelfarbung des Vitalitatsfarbstoffes an zum Teil im Vorfeld ther-
misch getoteten Zellen. Hierbei wurde noch am Durchflusszytometer mittels der
BD FACSDIVA™ Software eine vorlaufige Kompensationsmatrix generiert, welche
im Anschluss nochmals manuell mit der FACS-Analysesoftware FlowJo Version
10 systematisch gepruft und korrigiert wurde.

Im Rahmen der Analyse der am Durchflusszytometer aufgezeichneten Signale
wurde eine Gatingstrategie zur ldentifizierung der regulatorischen T-Zellen entwi-
ckelt und angewendet.

Zunachst wurde durch Auftrennung im Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter)
und Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) die Lymphozytenpopulation identifiziert.
Bei insgesamt hoher Gesamtzahl an aufgezeichneten Zellen wurde ein moglichst
enger Gatingbereich hierfur angestrebt, um tote Zellen sowie Zellen, die nicht von
Interesse sind, auszuschlie3en und hiermit die nachfolgende Analyse zu vereinfa-
chen. Gleichzeitig sollte aber vermieden werden, dass durch zu enges Gating die
am Ende relativ geringe Zahl der regulatorischen T-Zellen zusatzlich reduziert
wird. Zudem konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Zellen sich durch den
Fixierungs- und Permeabilisierungsprozess in Grof3e und Dichte verandert hatten.
Aus den genannten Grunden wurden deshalb der Bereich des Gatings der Lym-
phozyten im FSC gegen SSC uber Backgating von Einzelzellen und CD4" Zellen
genau bestimmt. Der hier ermittelte Gatingbereich wurde dann auf die FSC gegen

SSC Darstellung angewendet.
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An der nun ermittelten Zellpopulation wurden hiernach durch Darstellung nach
FSC Hohe (FSC-H, forward scatter height) und FSC Flache (FSC-A, forward scat-
ter area) Zell-Dubletten ausgeschlossen.

Regulatorische T-Zellen wurden daraufhin als CD4* CD25* FoxP3* identifiziert.
Zunachst erfolgte ein Gating auf die CD4" T-Lymphozyten. In dieser Zellpopulation
wurde in der Darstellung CD25 gegen FoxP3 ein Gating auf die CD25" FoxP3*
Zellen gelegt (vgl. Abbildung 3). Es konnte gezeigt werden, dass die so identifi-
zierte Population regulatorischer T-Zellen Gberwiegend CD8" und CD127'%%" ist,
was den gewahlten Gating-Ansatz zur Identifizierung regulatorischer T-Zellen als
sicher bestatigte.

Alle Marker zur phanotypischen Charakterisierung konnten regelhaft dargestellt
werden. Uber eine Vitalitatsprifung wurde die Farbung toter Zellen ausgeschlos-
sen werden (vgl. Abbildung 4). Die Funktionsprufung der Farbung toter Zellen er-
folgte begleitend zur Versuchsdurchfuhrung (vgl. Abbildung 5). Die gewahlte Ga-
ting-Strategie wurde anhand von Fluorescence Minus One-Kontrollen gepruft (vgl.
Abbildung 6 und 7).

Weitere explorative Versuchsdurchfuhrungen unter Verwendung des Multicolor-
Panels finden sich im Anhang dieser Arbeit (siehe Anhang Abbildung B Verwen-
dung peripheres Blut Frihgeborene, Abbildung C Verwendung peripheres Blut er-
wachsende Spenderin).

Das entwickelte Antikorperpanel wurde nach Abschluss dieses Promotionsvorha-
bens routinemalig in unserer Arbeitsgruppe eingesetzt. Hiermit gewonnene Daten
wurden zwischenzeitlich publiziert. Unter anderem konnte hierbei auch eine Plasti-
zitat der regulatorischen T-Zellen Frihgeborener zu einem passageren, inflamma-
torischen und aktivierten Phanotyp im Zeitraum Lebenstag 4-10 gezeigt werden
(Pagel et al., 2020).

Zusammenfassend konnte die aufgestellte Hypothese, dass unter Nutzung eines
Durchflusszytometrie Multicolor-Panels bei Verwendung sehr geringer Mengen
Vollbluts eine phanotypische Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen mog-
lich ist, bestatigt werden.
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Abbildung 3: Gating zur Identifizierung regulatorischer T-Zellen
Regulatorische T-Zellen wurden als CD4* CD25* FoxP3" definiert. Die Gatinggren-
zen fur Lymphozyten in der Darstellung FSC gegen SSC wurden mittels Backga-
ting CD4" Einzelzellen bestimmt. Es erfolgte ein Ausschluss von Zelldubletten. Die
regulatorischen T-Zellen konnten mit dem gezeigten Gating identifiziert werden.
Die resultierende Zellpopulation zeigte sich streng als CD8 und CD127"°" sowie le-
bend in der Vitalitdtsfarbung. Die Abbildung zeigt eine Probe von Nabelschnurblut
eines reifen Neugeborenen von 39+6 SSW.
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Abbildung 4: Gating zur phanotypischen Cha-
rakterisierung regulatorischer T-Zellen
Regulatorische T-Zellen wurden zuvor als CD4"
CD25" FoxP3" definiert und liber entsprechendes
Gating identifiziert (vgl. Abbildung 3). Die hieraus
resultierende Zellpopulation wurde hinsichtlich
verschiedener phanoytpischer Marker untersucht.
Die Abbildung zeigt eine Probe von Nabelschnur-
blut eines reifen Neugeborenen von 39+6 SSW.
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Abbildung 5: Funktions-
kontrolle der Vitalitatsprii-
fung

Verwendet wurde der Farb-
stoff Fixable Viability Dye e-
Fluor™ 780 zur Prifung der
Vitalitat.

Links abgebildet ist eine Far-
bung unbehandelter vitaler
Zellen, anhand derer das
Gating vitaler Zellen festge-
legt wurde. Rechts wurden
partiell thermisch getotete
Zellen gefarbt.

Gezeigt wird die Nabel-
schnurblutprobe eines Reif-
geborenen von 38+5 SSW.
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Abbildung 6: Fluorescence Minus One-Kontrolle des Gatings zur Identifizie-
rung regulatorischer T-Zellen
Links wurde abgebildet die CD4 FMO Kontrolle nach Gating auf die Lymphozyten

und Einzelzellen.

Mittig ist abgebildet die CD25 FMO Kontrolle sowie rechts die FoxP3 FMO Kon-

trolle jeweils nach Gating auf die CD4" T-Lymphozyten nach Ausschluss von Zell-
Dubletten. Die jeweiligen Gatingbereiche wurden analog zur Abbildung 3 gewahilt.
Die Abbildung zeigt die Nabelschnurblutprobe desselben Neugeborenen von 39+6
SSW wie in Abbildung 3.
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Abbildung 7: Fluorescence Minus One-Kontrolle des Gatings zur phanotypi-
schen Charakterisierung regulatorischer Zellen
Abgebildet sind die jeweiligen FMO Kontrollen der Marker zur phanotypischen
Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen nach Gating auf diese Zellpopula-
tion wie in Abbildung 3 verdeutlicht. Die hier verwendeten Gatingbereiche entspre-
chen den in Abbildung 3 verwendeten Gatingbereichen. Die Abbildung zeigt die
Nabelschnurblutprobe desselben Neugeborenen von 39+6 SSW wie in Abbildung

3.
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Diskussion

In einer groRen Population von fur eine BPD besonders gefahrdeten Frihgebore-
nen mit einem Gestationsalter < 29+0 Schwangerschaftswochen fuhrten wir eine
Untersuchung der relativen Anteile regulatorischer T-Zellen zu verschiedenen Zeit-
punkten im ersten Lebensmonat mittels Durchflusszytometrie durch. Unsere Hypo-
these lautete, dass sich die regulatorischen T-Zellen bei Kindern, die im weiteren
klinischen Verlauf eine BPD entwickeln, im Vorfeld verringert zeigen. Diese Hypo-
these muss nach Durchfuhrung der Untersuchung abgelehnt werden. Vielmehr
zeigte sich, dass die Entwicklung einer BPD bei besonders unreifen Fruhgebore-
nen < 29 SSW mit einem erhohten Anteil der regulatorischen T-Zellen an den
CD4*-T-Lymphozyten im Zeitraum LT 4-10 assoziiert ist. Gleichsam konnte fur die
restlichen Zeitrdume des ersten Lebensmonats eine statistisch signifikante Assozi-
ation nicht nachgewiesen werden. Im Zeitraum 11-17 ergab sich allenfalls ein er-
hohter Median des Anteils regulatorischer T-Zellen in der BPD Gruppe, jedoch
ohne dass sich der Unterschied statistisch signifikant zeigte.

Die vorliegenden Daten suggerieren eine besondere Konstellation des immunre-
gulatorischen Status der an BPD erkrankten Kinder innerhalb der ersten zwei Le-
benswochen und dies lange bevor die Diagnose einer BPD gestellt werden kann.
Die Ergebnisse dieser Studie legen aullerdem nahe, dass spezifische Faktoren im
Zusammenhang mit einer spateren Erkrankung an einer BPD auch auf die Konfor-
mation des immunregulatorischen Systems der Frihgeborenen Einfluss nehmen.
Da in dieser Untersuchung keine quantitativen Bestimmungen der CD4* T-Lym-
phozyten vorlagen, kommen als Mechanismus fur das Resultat der Untersuchung
sowohl eine Verringerung der Anzahl der Nicht-T,eg CD4" T-Lymphozyten als auch
eine Vermehrung der Treq in Frage. Beide Vorgange sind prinzipiell im Rahmen
von inflammatorischen bzw. septischen Geschehen denkbar.

In einer schwedischen Untersuchung an Frihgeborenen unter 1000 g Geburtsge-
wicht zeigten diese eine Lymphopenie an LT 14 und 28 im Vergleich zu Reifgebo-
renen an LT 14 sowie hierbei auch reduzierte relative Anteile von CD4* und CD8*
T-Lymphozyten an allen Lymphozyten. Die relativen Anteile regulatorischer T-Zel-
len an der Gesamtheit der CD4* T-Lymphozyten zeigten sich hier jedoch jeweils
ohne signifikanten Unterschied (Qazi et al., 2020). In einer Untersuchung aus den
USA zeigten sich bei von BPD betroffenen Frihgeborenen innerhalb der ersten
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beiden Lebenswochen reduzierte absolute Zahlen von CD4* T-Lymphozyten
(Ballabh et al., 2003).

Anhand der vorliegenden Daten konnte eine reflektorische Erhdhung der Anteile
der regulatorischen T-Zellen als Folge einer Infektion gedeutet werden, wobei die
Infektion dann als pradisponierender Faktor zur Entstehung einer BPD beitragen
konnte. Die Erhohung der Treg ware somit genauso Folge der Infektion wie die sich
entwickelnde und spater diagnostizierte BPD.

Gleichzeitig ist es genauso denkbar, dass initiale ,Hits“ wie mechanische Schadi-
gung des respiratorischen Systems durch Beatmung oder die Sauerstoffgabe eine
inflammatorische Reaktion im unreifen Lungengewebe in Gang setzen. Diese
spiegelt sich womoglich frihzeitig in quantitativen Veranderungen der CD4* T-
Lymphozyten und der Treg Wider und erzeugt dann im weiteren Verlauf das klini-
sche Bild einer BPD. Die relative Erhohung der Treg kOnnte man in diesem Zusam-
menhang als Versuch des immunregulatorischen Systems deuten, der inflamma-
torischen Reaktion Herr zu werden.

Ein weiterer diskussionswurdiger Aspekt ist, dass die quantitativen Veranderungen
der regulatorischen T-Zellen bei an BPD erkrankten Kindern eventuell auch die
Folge einer reduzierten Funktionalitat der Immunregulation sein konnten. Denkbar
ist zum Beispiel, dass der generell festzustellende Anstieg des relativen Anteils
der Tregan LT 4-10 bei den spater an BPD erkrankenden Kindern deshalb starker
ausfallt, weil bei diesen womoglich eine reduzierte immunregulatorische Kompe-
tenz vorliegt. Dies kdnnte sowohl in einer verminderten immunregulatorischen
Funktion der Treq als auch in Defizienzen anderer Teilaspekte des Immunregula-
tion begrundet sei. Solche funktionellen Defizite wirden auch Erklarungsansatze
fur die anhaltende entzundliche Reaktion des unreifen Lungengewebes bieten,

welche die BPD kennzeichnet.

Im Rahmen der dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchung war auch unab-
hangig von der spateren Diagnosestellung einer BPD insgesamt eine Zunahme
des relativen Anteils der Treg im Zeitraum Lebenstag 4-10 bei der untersuchten Ko-
horte festzustellen. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe unter Nutzung des Multico-
lor-Panels bei Fruhgeborenen, dessen Etablierungsprozess in dieser Arbeit be-
schrieben wird, konnten zeigen, dass dieser relative Anstieg der Treg in diesem

Zeitraum mit einem Wechsel zu einem eher inflammatorischen Phanotyp
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einhergeht. Es zeigte sich hierbei zum einen ebenfalls ein statistisch signifikanter
Anstieg des relativen Anteils der Treg im Zeitraum Lebenstag 4-10 im Vergleich
zum Zeitraum Lebenstag 1-3. Die Teg hatten zunachst nachgeburtlich einen nai-
ven Phanotyp (Helios+, HLA-DR low, Ki67 low, CTLA-4 low). Im Zeitraum Lebens-
tag 4-10 zeigte sich dann ein passagerer Wechsel zu einem inflammatorischen
und aktivierten Phanotyp (Ki67+, HLA-DR+, CCR6+) (Pagel et al., 2020).

Das Auftreten eines inflammatorischen Phanotyps bei regulatorischen T-Zellen ist
ein in anderen Zusammenhangen in der Literatur bekanntes Phanomen.

Das mit unserer Arbeitsgruppe kooperierende Labor von Professor Claire Choug-
net des Cincinnati Children‘s Hospital Medical Center, welches ich im Rahmen ei-
nes Forschungsaufenthaltes im Rahmen des Graduiertenkollegs International Re-
search Training Group 1911 besuchen durfte, konnte ein Rhesus macaque Modell
der Chorioamnionitis etablieren. Hier zeigten sich im Rahmen der pranatalen feta-
len Inflammation ,inflammatorische“ FoxP3* Teg, die proinflammatorische Zytokine
wie IL-2, IL-8, IL-17 und IFNy produzierten und einen inflammatorischen Phanotyp
mit Expression von RORc"9"* und Helios'*"- aufwiesen (Jackson et al., 2017;
Rueda et al., 2016). Passend hierzu konnte in Untersuchungen einer anderen Ar-
beitsgruppe in Nabelschnurblutproben von einer Chorioamnionitis betroffenen
Frihgeborenen erhdhte Anteile an IL-17" Treg nachgewiesen werden (Rito et al.,
2017).

Die Plastizitat der Treg mit Entwicklung funktioneller und phanotypischer Unter-
schiede ist ein zunehmend in den Fokus rickender Aspekt der Physiologie der
Treg. Im Wesentlich zeigen sich hierbei Treg Subtypen, die durch ihre Rezeptoraus-
stattung und Zytokinproduktion entsprechenden bekannten Klassen der T-Helfer-
zellen nahestehen. Gebildet werden sie durch spezifische inflammatorische Um-
gebungsbedingungen und folgende Aktivierung charakteristischer Transkriptions-
faktoren, die simultan auch die entsprechenden Entwicklungen der CD4"* T-Helfer-
zellen steuern (u.a. T-BET fur Th1, GATAS3 fur Th2, RORyt fur Th17) (Duhen et al.,
2012; Sjaastad et al., 2021). Es ist anzunehmen, dass eine parallele Entwicklung
der CD4* T-Helferzellen und der entsprechenden T der spezialisierten Sicher-
stellung der adaquaten Immunregulation unter unterschiedlichen inflammatori-
schen Bedingung dient (Duhen et al., 2012; Sjaastad et al., 2021).

Die Plastizitat von Treg ist zudem eine im Rahmen von Autoimmunerkrankungen

bekannte Erscheinung. So zeigten sich die relativen Anteile von IFNy* Treg bei
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Patienten mit Diabetes mellitus Typ | im Vergleich zu gesunden Probanden erhoht
(McClymont et al., 2011). Gleiches gilt fur unbehandelte Patienten mit schubformi-
ger remittierender Multipler Sklerose. Interessanterweise war die signifikante Erho-
hung der relativen Anteile von IFNy* Treg bei Patienten mit eingeleiteter Therapie
mit IFNp nicht nachweisbar (Dominguez-Villar et al., 2011). Bei Kindern mit atopi-
schem Asthma bronchiale konnte gezeigt werden, dass die Treg vermehrt phanoty-
pische Charakteristika der Th2 Zellen exprimieren, was moglichweise einer gerin-
geren Inhibition der Th2 Antwort und damit Auspragung der allergischen Erkran-
kung Vorschub leistet (Jansen et al., 2022).

Auch im Rahmen der BPD kommt es moglicherweise zu einer dysregulierten Im-
munantwort durch Treg mit proinflammatorischen Charakteristika. Diese Arbeit
zeigte die Erhohung des relativen Anteils der Treg bei von einer BPD betroffenen
Frihgeborenen im Zeitraum Lebenstag 4-10. Im selben Zeitraum bestatigte un-
sere Arbeitsgruppe die Entwicklung eines inflammatorischen Phanotypes der Treqg
bei Frihgeborenen (Pagel et al., 2020).

Es ist zu diskutieren, dass die Plastizitat der Treg zu einem inflammatorischen Pha-
notyp bei Entzindungsprozessen das Korrelat physiologischer Mechanismen der
Immunregulation sind. Moglicherweise konnen hierdurch Entzindungsmechanis-
men graduiert zugelassen werden, indem immunregulatorische Kapazitat durch
Anpassung der Treg kalibriert eingeschrankt wird. Gegebenenfalls ist es dann ge-
nau diese Einschrankung der immunregulatorischen Kapazitat, die bei der BPD
zur anhaltenden dysregulierten Immunantwort beitragt. Womaoglich schaffen, wie
oben diskutiert, initiale ,Hits“ wie Beatmung oder die Sauerstoffgabe ein entspre-
chendes inflammatorisches Milieu im Lungengewebe der an BPD erkrankenden
Kinder, was die Plastizitat der regulatorischen T-Zellen auslost. Eine systemische
Infektion kdme ebenso in Frage. Eventuell besteht auch unabhangig von den ge-
nannten auslosenden Faktoren bei den im Verlauf eine BPD entwickelnden Kin-
dern eine Neigung in Richtung eines inflammatorischen Phanotyps der Treg.

Der in dieser Arbeit nachgewiesene quantitative Aspekt der Erhdhung des relati-
ven Anteils der Treg an den CD4" T-Lymphozyten wurde bei inflammatorischem
Phanotyp der Treg, die Entzindungsreaktion der BPD zusatzlich unterstutzen.
Aufgrund der oben genannten Aspekte sollte die kiinftige Erforschung der Rolle
der regulatorischen T-Zellen fur die Entwicklung der BPD deshalb auch ihre Plasti-

zitat in den Blick nehmen. Insbesondere weitere Untersuchungen hinsichtlich der
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Frage, welche spezifischen Faktoren und Zeitraume bei der Plastizitat der Treg
beim Frihgeborenen mit und ohne BPD entscheidend sind, erscheinen sinnvoll.
Unabhangig von der Plastizitat der Teg ist es auch denkbar, dass funktionelle Ein-
schrankungen dieser Zellpopulation eventuell genetisch determiniert sind und so-
mit ein anlagebedingter Aspekt einer Pradisposition fur die Entwicklung der BPD
besteht. Genomweite Assoziationsstudien zur Rolle genetischer Faktoren im Zu-
sammenhang mit Funktion der Treg und der Entwicklung einer BPD konnten hier

weitere Hinweise ergeben.

Aus der nachgewiesenen Assoziation der Erhdhung des relativen Anteils der regu-
latorischen T-Zellen an den CD4*-T-Lymphozyten im Zeitraum LT 4-10 ergeben
sich moglicherweise Ansatzpunkte fur die Fruherkennung der Erkrankung.

Bereits publizierte Modelle zur Pradiktion einer BPD nutzen klinische und labor-
chemische Parameter als Faktoren zur Risikoberechnung, wobei inflammatorische
und immunologische Aspekte bisher eher eine untergeordnete Rolle spielen.

Eine Review-Studie unterzog 26 solcher Pradiktionsmodelle einer externen Vali-
dierung. Hierbei erreichten nur 3 Modelle unter Zuhilfenahme multipler Imputation
einen AUC-Wert von Uber 0,7, aber keines von Uber 0,8. Die untersuchten Pradik-
tionsmodelle nutzen vor allem klinische Parameter wie z.B. Gestationsalter, Ge-
burtsgewicht, den Apgar-Score etc., sowie Parameter der Beatmungstherapie zur
Risikoabschatzung. Nur wenige Modelle bezogen Laborparameter mit ein und
diese bildeten dann Uberwiegend Aspekte der Blutgasanalyse ab. Drei Pradikti-
onsmodelle nutzen mit der Pneumonie sowie ein Modell mit der Sepsis Einfluss-
faktoren, die inflammatorische Phanomene abbilden (Onland et al., 2013).

Das National Institute of Child Health and Human Development (NICHD) Neonatal
Research Network hat einen online verfiugbaren Rechner zur Risikoabschatzung
veroffentlicht. Dieser bezieht 6 Variablen zur Risikoberechnung ein: Gestationsal-
ter, Geburtsgewicht, Ethnie, Geschlecht, Art der Atemunterstutzung und FiO2. Ein
Inflammation abbildender Parameter ist somit ebenfalls nicht enthalten. Das Pra-
diktionsmodell wurde anhand einer Kohorte von 3636 VLBW-Frihgeborenen zwi-
schen 23 bis 30 SSW und 401 g -1250 g Geburtsgewicht erstellt. Es erreichte in
der Studie einen AUC-Wert von 0,793 an Lebenstag 1, der sich bis zum Lebens-
tag 28 kontinuierlich auf einen Wert von 0,854 steigerte (Laughon et al., 2011).
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Eine Multicenter Studie des Neocosur Neonatal Network aus Stdamerika unter
Einschluss von 16407 VLBW-Fruhgeborenen entwickelte Risikopradiktionsmodelle
fur die BPD an den Zeitpunkten Geburt sowie Lebenstag 3,7 und 14. Die AUC-
Werte betrugen fur den Endpunkt moderate oder schwere BPD 0,788, 0,818,
0,827 und 0,894. Die inflammatorischen Phanomene EOS und LOS zeigten zwar
in dieser Untersuchung eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten einer mo-
deraten oder schweren BPD. Allerdings trugen sie nicht signifikant zur pradiktiven
Aussagekraft der entwickelten Modelle bei, sodass sie wie auch andere inflamma-
torische Aspekte hinsichtlich Klinik und Labor nicht in diesen berutcksichtigt wur-
den (Valenzuela-Stutman et al., 2019). Unter Einschluss von 4600 VLBW-Fruhge-
borenen des Korean Neonatal Network entwickelte BPD Risikopradiktionsmodelle
zum Zeitpunkt der ersten Lebensstunde ergaben einen AUC-Wert von 0,908 fur
die moderate BPD und 0,815 fur die schwere BPD. Auch hier trugen Aspekte der
Infektion und Inflammation nicht entscheidend zur Risikopradiktion bei (Shim et al.,
2021).

Die Messung des relativen Anteils der regulatorischen T-Zellen und gegebenen-
falls auch deren phanotypische Charakterisierung in der BPD-Risikopopulation
konnte womoglich ein zusatzlicher Baustein zur Risikoabschatzung in einem um-
fassenderen Pradiktionsmodell sein. Ein geeigneter Zeitpunkt zur diesbezuglichen
Untersuchung der regulatorischen T-Zellen zum Zwecke der Risikoabschatzung
der BPD ist hierbei moglicherweise der Zeitraum Lebenstag 4-10, in dem in dieser
Arbeit eine signifikante Erhohung der relativen Anteile der regulatorischen T-Zellen
im Blut der spater an einer BDP erkrankten Frihgeborenen nachgewiesen wurde.
Weitere prospektive Studien zum pradiktiven Wert der Untersuchung der regulato-
rischen T-Zellen zur Risikoabschatzung der BPD sind hierfur notwendig.

Vorausgesetzt der pathogenetische Zusammenhang zwischen Zunahme des An-
teils des relativen Anteils der Treg an CD4* T-Lymphozyten im Zeitraum Lebenstag
4-10 und gegebenenfalls auch ihrer Plastizitat mit der Entstehung der BPD lielRe
sich zukunftig sicher herstellen, so ergaben sich hierbei auch Perspektiven fur die
therapeutische Pravention der Erkrankung. Nach Identifikation eines Risikopatien-
ten konnte gegebenenfalls eine prophylaktische antiinflammatorische medikamen-
tose Therapie in den ersten Lebenswochen durchgefuhrt und ihre Wirksamkeit in

der Pravention der BPD untersucht werden.
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Zudem gibt es inzwischen in der Transplantationsmedizin sowie in der Therapie
autoimmuner Erkrankungen wie dem Morbus Crohn und Diabetes mellitus Typ |
Ansatze der Induktion von immunologischer Toleranz durch Gabe von spezifisch
wirkenden regulatorischen T-Zellen an betroffene Patienten (Giganti et al., 2021;
Romano et al., 2019). Auch die gentechnische Modifikation der Treg vor Anwen-
dung wird diskutiert und erforscht (Amini et al., 2021; Fritsche et al., 2020). Ob-
gleich diese Therapien noch weit von der Routineanwendung entfernt sind, ware
eine Gabe von regulatorischen T-Zellen an BPD Risikopopulationen bei unreifen
Frihgeborenen denkbar, zum Beispiel um die Plastizitat der Treg zu einem in-
flammatorischen Phanotyp oder ein sonstiges funktionelles Defizit der Treg auszu-
gleichen und folglich den inflammatorischen Prozess, der zur BPD fuhrt, einzu-

dammen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Untersuchung weist Limitationen hin-
sichtlich untersuchter Kohorte, Versuchsdurchfuhrung und -auswertung sowie
Aussagekraft der Daten auf. So handelte es sich um eine unizentrische Untersu-
chung, die per definitionem hinsichtlich der Reprasentativitat einer Multizentrums-
untersuchung unterlegen ist.

Die per Durchflusszytometrie aufgezeichneten relativen Anteile regulatorischer T-
Zellen an der Gesamtheit der CD4* T-Lymphozyten bei unreifen Frihgeborenen
unter 29 SSW lagen in ahnlicher HOhe zu denen von einer anderen Arbeitsgruppe
erhobenen Daten einer vergleichbaren Kohorte, sodass hier von einer korrekten
Bestimmung ausgegangen werden kann (Huenecke et al., 2016).

Obgleich die untersuchte Population in vielen Aspekten wie z.B. auch der BPD-
Pravalenz vergleichbare Kenndaten zu anderen internationalen Studienpopulatio-
nen zeigte, so waren doch der Anteil mannlicher Frihgeborener und SGA Fruhge-
borener im Vergleich etwas erhoht (Keller et al., 2017; Lin et al., 2015; Marques et
al., 2019; Poindexter et al., 2015; Shah et al., 2012; Stoll et al., 2015).

Zugleich ist aber auch ein moglicher Selektionsbias dieser Studie, dass insbeson-
dere die Kinder mit besonders hohem Morbiditatsrisiko nicht in die Studie einge-
schlossen wurden. Des Weiteren wurde bei den Kindern, die im klinischen Verlauf
eine schwere Komplikation entwickelten, teilweise aus Grunden der Patientensi-

cherheit auf zusatzliche Blutasservierungen fur Forschungszwecke verzichtet.
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Die genannten Punkte schranken insgesamt die Reprasentativitat der erhobenen
Daten ein.

Auch stellt sich grundsatzlich die Frage, inwieweit die Bestimmung des systemi-
schen Parameters des relativen Anteils der Treg an den CD4" T-Lymphozyten im
Vollblut geeignet ist, Aussagekraft Uber die lokalisiert im Lungengewebe der Frih-
geborenen ablaufende Erkrankung BPD zu entfalten. Unter der Grundpramisse,
dass systemische Abweichungen in der Verfassung des immunregulatorischen
Systems inklusive der Treg hier eine Rolle spielen, mag dies sinnvoll erscheinen.
Gleichwohl ist es auch denkbar, dass die Verhaltnisse im Vollblut nicht die lokali-
siert am Ort der Erkrankung vorherrschende Situation immunregulatorischer Pro-
zesse widerspiegeln bzw. mit diesen nur eingeschrankt in Zusammenhang stehen.
Nichtsdestotrotz stellt die Untersuchung der eher niedrigschwellig im Rahmen von
Routineblutentnahmen aus klinischer Indikation gewinnbaren Vollblutproben bei
unreifen Fruhgeborenen zur Untersuchung immunregulatorischer Zellen im Kon-
text der Pathogenese der BPD einen logischen und sinnvollen Schritt dar.

Die Wahl der Betrachtungszeitraume innerhalb des ersten Lebensmonates stellt
einen naherungsweisen Versuch dar, den Zeitverlauf der relativen Anteile der Treg
an den CD4" Lymphozyten zu erfassen. Die in dieser Untersuchung gewahlte eher
breite Spannweite der Betrachtungszeitraume von 7 Tagen ermdglichte die Abbil-
dung und Zusammenfassung von Daten moglichst vieler Frihgeborener in ent-
sprechenden Betrachtungszeitraumen. Gleichwonhl stellt sie eine Limitation der
Versuchsauswertung dar, da die Vergleichbarkeit der relativen Anteile der Treg in-
nerhalb der 7 Tage Betrachtungszeitraum unklar ist. Weitere Untersuchung sollten
eine zeitlich genauere Auftrennung des Verlaufs der relativen Anteile der Treg an-

streben.

Es ist zudem zu berucksichtigen, dass die in der hier vorliegenden Arbeit Messung
des relativen Anteils der Treg an den CD4* T-Lymphozyten im Vollblut keine Aus-
sage uber deren Funktionalitat zulasst. Es gibt Hinweise, dass Treg Fruhgeborener
im Vergleich zu Reifgeborenen eine reduzierte suppressive Wirksamkeit auf kon-
ventionelle T-Zellen zeigen — ein Effekt der sich nochmal verstarkt, wenn die Fruh-
geborenen im Mutterleib einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren (Rueda et al.,
2015). Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe liefern kontrare Ergebnisse, die eine ho-

here suppressive Wirkung der Treg Frihgeborener nahelegen (Pagel et al., 2020).
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Des Weiteren kann die dieser Arbeit zugrunde liegende Untersuchung keine Aus-
sage daruber treffen, wie sich die hier gemessenen Tregin aus dem Thymus abge-
leitete Treg-Zellen (tTreg) und in der Peripherie aus naiven CD4*-T-Zellen gebildete
Treg-Zellen (pTreg) aufteilen. Eine Unterscheidung dieser Zellpopulationen ist unter
anderem uber den Oberflachenmarker CD31 moglich. Daten aus einer Nabel-
schnurblutuntersuchung zeigen eine Tendenz zu hoheren Anteilen von pTreg
(CD31) an der Gesamtheit der Treg im Rahmen von Frihgeburtlichkeit und Inflam-

mation (Luciano et al., 2014).

Die korrekte und zielfUhrende Definition der BPD ist Gegenstand einer andauern-
den wissenschaftlichen Diskussion. Fur die hier vorliegende Arbeit wurde die zur-
zeit gangige Definition der BPD, die aus der NIH-Konsensus Konferenz im Jahre
2001 hervorgegangen ist (A. H. Jobe und Bancalari, 2001), verwendet. Die prog-
nostische Aussagekraft dieser Definition einer BPD fur die pulmonale Morbiditat
nach Entlassung scheint jedoch fraglich (Cazzato et al., 2013; Keller et al., 2017).
Probleme in der Klassifikation stationar betreuter Frihgeborener entstehen unter
anderem auch durch die Notwendigkeit der exakten Bestimmung des FiO2-Wer-
tes, was bei modernen und nicht invasiven Atemunterstutzungssystemen nur
schwerlich maoglich ist. Zugleich ist unklar wie Kinder zu klassifizieren sind, die
eine unterstutzende High Flow Atemhilfe erhalten (Maitre et al., 2015; Sahni und
Bhandari, 2020). Des Weiteren konnen Kinder nicht klassifiziert werden, die be-
reits vor dem Alter von 36 Wochen PMA, womaoglich auch an einer sehr schweren
BPD, versterben (Sahni und Bhandari, 2020; Thébaud et al., 2019).

Die weitere grundlagenwissenschaftliche und klinische Erforschung der BPD wird
auch dadurch gehemmt, dass viele Studien unterschiedliche Definitionen der BPD
zugrunde legen, was die Vergleichbarkeit einschrankt (Beam et al., 2014). Zudem
werden behandelte Frihgeborene auch in relevantem Mal} hinsichtlich einer BPD
falsch klassifiziert (van Rossem et al., 2015).

Die NIH-Konsensus Definition wird deshalb diskutiert und es existieren inzwischen
auch andere Ansatze (Jensen et al., 2019). Es ist jedoch auch hier fraglich, inwie-
weit diese Definitionen die spatere Morbiditat der Patienten widerspiegeln (Poin-
dexter et al., 2015). 2018 wurde eine novellierte Definition des National Institute of
Child Health and Human Development (NICHD) des NIH publiziert (Higgins et al.,
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2018). Weitere Untersuchungen zur prognostischen Aussagekraft dieses Definiti-

onsansatzes bleiben abzuwarten.

Als zusatzliche Limitation der hier vorgelegten Untersuchung ist zu erwahnen,
dass keine Auswertung der Daten nach unterschiedlichen Schweregraden der
BPD erfolgte und somit auch keine Aussagen Uber deren Einfluss auf die nachge-

wiesene Assoziation mit den relativen Anteilen der Treg moglich sind.

Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich Ansatzpunkte fur weitere Untersuchun-
gen zur Rolle regulatorischer T-Zellen im Rahmen der Entstehung der BPD bei
Frihgeborenen. So konnte eine quantitative Bestimmung der Gesamtzahl der
CD4* T-Lymphozyten Aufschlisse dariber geben inwieweit der gemessene ho-
here Anteil der regulatorischen T-Zellen im Zeitraum Lebenstag 4-10 von Fruhge-
borenen, die spater eine BPD entwickeln, einen quantitativen Anstieg ebendieser
oder eine Reduzierung der CD4" T-Lymphozyten widerspiegelt. Des Weiteren er-
scheinen weitere Untersuchungen sinnvoll, ob weitere auf das Frihgeborene in
den ersten Lebenstagen einwirkende Faktoren gleichsam geeignet sind die be-
schriebene Erhohung des relativen Anteils an regulatorischen T-Zellen und gege-
benenfalls auch ihre Plastizitat zu induzieren. Besonders zu erwahnen in diesem
Kontext sind invasive Mallnahmen wie maschinelle Beatmung, hohe Druckniveaus
im Rahmen der Beatmung, hohe Anteile von Sauerstoff in der Einatemluft, Anlage
von Zugangen und Weiteres.

Neben quantitativen Untersuchungen sind auch weitere Forschungsvorhaben zu
Aspekten des Phanotyps und der Plastizitat sowie der Funktionalitat der Treg not-
wendig, um die Rolle der regulatorischen T-Zellen im Kontext der Entstehung ei-
ner BPD beim Fruhgeborenen weiter zu charakterisieren. Aus diesem Grund
wurde die Etablierung des Multicolor-Panels zur Phanotypisierung regulatorischer
T-Zellen unter Nutzung kleinster Vollblutmengen, wie sie bei FrGhgeboren zur Ver-
fugung stehen, im Rahmen dieses Promotionsprojektes vorangetrieben. Die auf-
gestellte Hypothese, dass die phanotypische Charakterisierung der regulatori-
schen T-Zellen durch ein solches Panel moglich ist, konnte bestatigt werden.
Hierbei konnte eine Probenverarbeitung und technische Auswertungsstrategie mit-

tels Durchflusszytometrie ausgearbeitet werden, die in reproduzierbarer Weise
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Daten nicht nur zum relativen Anteil der Tregan den CD4" T-Lymphozyten, son-
dern auch zu zahlreichen Charakterisierungs- und Funktionsmarkern lieferte. Inso-
fern wurde die aus einer Vollblutprobe gewonnene Datenmenge deutlich erhoht.
Hierbei zeigten sich sowohl der Anteil der Treg an den CD4" T-Lymphozyten wie
auch die Marker CD39, CD45RA, HLA-DR im jeweils aus vorherigen Publikationen
mit Untersuchung von Proben Fruh- und Reifgeborener im zu erwartenden Be-
reich (Luciano et al., 2014; Ly et al., 2009; Pagel et al., 2016; Zahran et al., 2019).
Vergleichbare Untersuchungen zu dieser Altersgruppe in Bezug auf die Marker
CTLA-4, Helios, Ki67 und CCRG6 konnten in der Literaturrecherche nicht identifi-
ziert werden.

Das etablierte Antikbrperpanel eroffnet auch Moglichkeiten im Rahmen weiterer
Forschungsvorhaben die Rolle von Treg im Rahmen weiterer Erkrankungen oder
immunologischer Phanomene beim Frihgeborenen zu beleuchten.

Gleichwohl zeigen sich hier auch Limitationen. Es handelt es sich um eine zeit-,
kosten- und ressourcenintensive Versuchsanordnung, vor allem bei Betrachtung
von longitudinalen Verlaufen der Anteile regulatorische T-Zellen an verschiedenen
Zeitpunkten bei verschiedenen Individuen. Zugleich sind jeweils viele einzelne
Versuchsschritte mit vielen Pipettier- und Dekantiervorgangen notwendig, was
Fehler in der Versuchsdurchfuhrung begunstigt. Unter anderem kann ein grofl3erer
Verlust zu untersuchender Zellen auftreten. In unseren Versuchsdurchfuhrungen
konnten regelhaft je Probe nach Verarbeitung Gber 108 Zellen untersucht werden.
Vereinzelt betrug die Zellzahl in unseren Untersuchungen bis minimal ca. 0,6 x 10°
Zellen, was jedoch weiter eine suffiziente Versuchsauswertung ermoglichte.
Aulerdem bergen der Einsatz vieler Antikdrper mit den entsprechenden Flu-
orochromen Schwierigkeiten in der Erstellung einer Kompensationsmatrix am
Durchflusszytometer, die regelmaldig auf ihre Passgenauigkeit Uberpruft werden
muss. Zudem ergeben sich bei einer komplexeren Kompensationsmatrix bei Ver-
wendung einer Vielzahl von Fluorochromen grofiere Risiken durch Unter- bzw.
Uberkompensation eine Verfalschung von relevanten Messparametern hervorzu-
rufen.

Des Weiteren sind mit dem Antikorperpanel weiterhin nur Aussagen zum relativen
Anteil der Tregan den CD4* T-Lymphozyten moglich. Eine absolute quantitative

Bestimmung ist nicht moglich.
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Weitere Studien zu Zusammenhangen des immunregulatorischen Systems mit der
Entstehung der BPD sollten ggf. auch weitere immunregulatorische Zellpopulatio-
nen in den Blick nehmen. Zu nennen sind hier beispielsweise wie die CD71" eryth-
roiden Vorlauferzellen und die myeloiden Suppressorzellen (MDSC).

Die CD71" erythroiden Vorlauferzellen verwirklichen ihre immunsupprimierende
Wirkung durch die Produktion des Enzyms Arginase-2. Sie scheinen bei Neugebo-
renen wichtige immunsupprimierende Akteure zu sein, die einerseits zu deren
Empfanglichkeit fur Infektionen beitragen, andererseits aber auch die bedeutsame
Toleranz fur kommensale Mikroorganismen in bestimmten Entwicklungsphasen
vermitteln konnten (Elahi et al., 2013). Des Weiteren kommt den CD71" erythroi-
den Vorlauferzellen, wie auch den Teg, eine entscheidende Rolle in der Aufrecht-
erhaltung der fetomaternalen Toleranz in der Schwangerschaft zu (Delyea et al.,
2018). Im Nabelschnurblut Frihgeborener zeigt sich im Vergleich zu Reifgebore-
nen ein deutlich erhdhter Anteil der CD71* Zellen an den CD34" hamatopoeti-
schen Vorlauferzellen (Podesta et al., 2015).

Die Anteile neutrophiler granulozytarer myeloider Suppressorzellen zeigen sich im
Nabelschnurblut Frah- und Reifgeborener im Vergleich zum peripheren Blut von
Kindern und Erwachsenen signifikant erhoht (Rieber et al., 2013; Schwarz et al.,
2018). Sie sind auch noch im den ersten Lebensmonat im peripheren Blut in hdhe-
ren Anteilen vorhanden (Gervassi et al., 2014; Schwarz et al., 2018) und wirken
suppressiv auf die Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen sowie auf die
Funktion von naturlichen Killerzellen (Gervassi et al., 2014; Rieber et al., 2013).
Granulozytare myeloide Suppressorzellen zeigen sich zudem im peripheren Blut
von Mattern wahrend der Schwangerschaft erhoht, was ebenfalls eine Funktion
dieser Zellpopulation im Rahmen der Sicherstellung der immunologischen fetoma-
ternalen Toleranz nahelegt (Kostlin et al., 2014). Zugleich konnte gezeigt werden,
dass sich die Anteile der granulozytaren myeloiden Suppressorzellen bei Kindern
mit Amnioninfektionssyndrom im Rahmen der Schwangerschaft und bei postnata-
ler Sepsis erhoht zeigen. Zudem ist in diesen Fallen auch eine positive Korrelation
mit dem CRP-Wert sowie der Leukozytenzahl im Blut nachweisbar (Schwarz et al.,
2018).
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Zusammenfassung

Bei der bronchopulmonalen Dysplasie handelt es sich um eine chronische pulmo-
nale Erkrankung, die wesentlich zur Morbiditat und Mortalitat besonders unreifer
Frihgeborener beitragt. Obgleich verschiedene der Erkrankung zugehorige Risi-
kofaktoren bekannt sind, ist ihre genaue Atiologie ungeklart. Einen wesentlichen
Aspekt der Erkrankung stellt eine inflammatorische Reaktion in dem unreifen Lun-
gengewebe als Ausdruck einer dysbalancierten Immunantwort dar. Wichtiger Be-
standteil des immunregulatorischen Systems sind die immunsuppressiven regula-
torischen T-Zellen, welche bei Frihgeborenen in hohen Anteilen vorkommen.

Vor diesem Hintergrund wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

Hypothese 1: Frihgeborene, die im Verlauf eine bronchopulmonale Dysplasie ent-
wickeln, weisen in den ersten Lebenstagen niedrigere relative Anteile regulatori-
scher T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4*-T-Lymphozyten auf.

Hypothese 2: Unter Nutzung eines Durchflusszytometrie Mulitcolor-Panels ist bei
Verwendung sehr geringer Mengen Vollbluts unreifer Frahgeborerer eine phanoty-
pische Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen moglich.

Es wurde eine Untersuchung der relativen Anteile regulatorischer T-Zellen im ers-
ten Lebensmonat mittels Durchflusszytometrie bei 114 von fur eine bronchopulmo-
nale Dysplasie besonders gefahrdeten Fruhgeborenen mit einem Gestationsalter
< 29+0 Schwangerschaftswochen durchgefuhrt. Bei den im Verlauf von einer
bronchopulmonalen Dysplasie betroffenen Patienten konnte entgegen der Hypo-
these 1 ein signifikant erhohter Anteil der regulatorischen T-Zellen an den CD4*-T-
Lymphozyten im Zeitraum Lebenstag 4-10 nachgewiesen werden. Diese Daten le-
gen eine besondere Konstellation des immunregulatorischen Systems der im Ver-
lauf an einer bronchopulmonalen Dysplasie erkrankenden Kinder innerhalb der
ersten zwei Lebenswochen nahe. Es ist zu diskutieren, dass es hier gegebenen-
falls neben der Erhdhung der Anteile auch zu einer funktionellen und phanotypi-
schen Anpassung der regulatorischen T-Zellen im Rahmen ihrer Plastizitat kommt.
Um dies weiter untersuchen zu konnen, wurde eine Probenverarbeitung und tech-
nische Auswertung etabliert, die neben dem relativen Anteil der regulatorischen T-
Zellen an den CD4+ T-Lymphozyten auch mehrere und unter anderen inflammato-
rische Charakterisierungs- und Funktionsmarker bestimmt (CD4, CD8, CD25,
CD39, CD45RA, CD127, CTLA-4, HLA-DR, Ki67, FoxP3, CCR®6, Helios, Vitalitats-
prufung). Hypothese 2 konnte somit bestatigt werden.
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Abbildung A: Fluorescence Minus One-Kontrollen der durchflusszytometri-
schen Bestimmung der relativen Menge regulatorischer T-Zellen

Am linken Rand vertikal ist die Gatingstrategie zur Identifizierung der CD3* CD4*
CD25" FoxP3" regulatorischen T-Zellen gezeigt.
Auf der rechten Seite sind die entsprechenden Fluorescence Minus One-Kontrol-
len fur den jeweiligen Gating-Schritt gezeigt. Die Grenzen des jeweiligen Gating-
bereichs stimmen Uberein. In der zweiten Reihe links ist die CD4 FMO Kontrolle,
rechts die CD3 FMO Kontrolle. Analog in der dritten Reihe zu finden ist links die

CD25 FMO Kontrolle und rechts die FoxP3 FMO Kontrolle.

Die Abbildung zeigt die Probe eines Frihgeborenen von 34 SSW im Alter von ei-

nem Jahr.
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Abbildung B: Anwendung Multicolor-Panel zur phdanotypischen Charakteri-

sierung CD4* CD25" FoxP3* regulatorischer T-Zellen unter Verwendung peri-
pheren Blutes eines Frithgeborenen
Die Abbildung zeigt die Probe eines Friihgeborenen von 23+5 SSW am Lebens-

tag 22.
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Abbildung C: Anwendung Multicolor-Panel zur phéanotypischen Charakterisie-
rung CD4* CD25" FoxP3* regulatorischer T-Zellen unter Verwendung periphe-
ren Blutes einer erwachsenen weiblichen Spenderin

Die Abbildung zeigt die Probe einer gesunden weiblichen Spenderin.
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