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1   Einleitung 

 

1.1 Das fetale Immunsystem und postpartale Adaptation 

 
Neonatale bakterielle Infektionen sind eine der Hauptursachen für neonatale 

Morbidität und Mortalität. Sie verlaufen meist systemisch in Form einer Sepsis. 

Während des Aufenthalts auf der neonatologischen Intensivstation entwickelt fast 

jedes dritte Frühgeborene eine Sepsis. Frühgeborene sind damit deutlich häufiger 

betroffen als Reifgeborene. Während bei früher und adäquater Therapie die Infekt-

assoziierte Sterblichkeit bei Neugeborenen deutlich gesenkt werden konnte, stellen 

inflammatorische Folgeerkrankungen, wie die Periventrikuläre Leukomalazie (PVL) 

und die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) eine der Hauptrisikofaktoren für 

perinatale Morbidität das. (Bose 2011, Leviton 2005, Stoll 2004, Vigenswaran 2000, 

Watterberg 1996) 

Die fetale Inflammationsreaktion intrauterin unterscheidet sich von der des 

Neugeborenen postpartal. Zu Gunsten des Schwangerschaftserhaltes sind 

proinflammatorische Prozesse abgeschwächt.  

Die geringere proinflammatorische Potenz des fetalen Immunsystems und dadurch 

bedingte Infektanfälligkeit des Feten wird im Wesentlichen auf den intrauterin 

veränderten Funktionszustand des Immunsystems zurückgeführt (Murthy et al. 2007, 

Gotsch et al. 2007, Schulz et al. 2004, Hunt et al. 1994) und als „physiologische 

Unreife“ des Immunsystems zum Schutz vor einer Abstoßungsreaktion gegenüber 

des semiallogenen mütterlichen Organismus gesehen (Levy O, 2007). Die zugrunde 

liegenden Mechanismen, die diese „Dämpfung“ des fetalen Immunsystems bedingen, 

sind jedoch weitestgehend unklar, ebenso sind die Mechanismen, welche eine 

fetomaternale Toleranz ermöglichen noch nicht vollständig verstanden (Chaouat et 

al. 2010).  

 

Auch unklar ist, welche Rolle der intrauterin physiologisch sehr niedrige 

Sauerstoffpartialdruck bei der Modulation des fetalen Immunsystems spielt und wie 

sich die peripartale Adaptation von hypoxischen an normoxische Bedingungen auf 

die Entwicklung der adulten Immunfunktion auswirkt. 
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Am Besten untersucht, wurde die Funktion von T-Zellen in Zusammenhang mit der 

fetomaternalen Toleranz. Hier fanden insbesondere die CD4+ T-Helferzellen 

Beachtung (Raghupathy et al. 2001, Saito et al. 2010). In vielen vorherigen Arbeiten 

wurde gezeigt, dass es im Rahmen einer Schwangerschaft zu einer Verschiebung, 

des Zytokin-Profils der T-Zellen, zu Gunsten der Th2 Zellen kommt. Dies wird als 

wesentlicher Mechanismus für die fetomaternale Toleranz angesehen (Liu et al. 

2011, Piao et al. 2012, Raghupathy et al. 2001, Saito et al. 2010). Auch beim 

Neugeborenen wurde dieser Shift zu Gunsten der Th2 Zellen beschrieben (Adkins et 

al. 2000, Chen/Field 1995, Forsthuber et al. 1996, Min et al. 2000)  Jin et al. zeigten 

2011, dass eine Verschiebung zu Gunsten der TH1 Zellen zu einer erhöhten 

Fehlgeburtsrate führte. 
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1.2 MDSC und ihre Funktion 

 
Myeloid derived suppressor cells, (MDSC), sind eine heterogene Gruppe aus dem 

Knochenmark stammender Zellen, (unreife Makrophagen, unreife Granulozyten und 

unreife dendritische Zellen), welche sich durch Hemmung der Funktion anderer 

Immunzellen, besonders von T-Zellen auszeichnen (Gabrilovic, Nagaraj 2009). 

Bisher konnten zwei Subtypen von MDSC beschrieben werden, granulozytäre und 

monozytäre MDSC. Granulozytäre MDSC (Gr-MDSC) werden durch die Expression 

von CD 66b, CD11b und CD15 charakterisiert, monozytäre MDSC (Mo-MDSC) durch 

die Expression von CD14. In beiden Populationen zeigte sich eine geringe 

Expression des humanen Leukozytenantigens (HLA-DR) (Brandau et al. 2011, Duffy 

et al. 2013, Greten et al. 2011, Rodriguez et al. 2009). Für die experimentelle Arbeit 

ist entscheidend, dass granulozytäre MDSC eine geringere Dichte aufweisen als reife 

Granulozyten, da beide Zelltypen CD66b exprimieren und bisher phänotypisch nicht 

unterschieden werden können. Graulozytäre MDSC sind in einer 

Dichtegradientenzentrifugation daher in der Fraktion der mononukleären Zellen zu 

finden und damit von reifen Granulozyten zu trennen (Brandau et al. 2011, 

Rieber/Gille et al. 2013). 

Erstmals wurden Gr-MDSC bei Tumorpatienten entdeckt. Hier scheinen sie die 

Tumorprogression zu begünstigen, in dem sie die Immunantwort gegen das 

Tumorgewebe hemmen (Brandau et al. 2011, Gabitass et al. 2011, Lechner et al. 

2011). Nachfolgend wurde auch bei anderen pathologischen Bedingungen wie 

Infektionen, Autoimmunerkrankungen und Trauma eine Vermehrung von Gr-MDSC 

beschrieben. Auch nach Einbringen eines allogenen Transplantats wurde eine 

Akkumulation von Gr-MDSC beschrieben, welche zu einer geringer ausgeprägten 

Graft-versus-Host-Reaktion führten (Dugast et al. 2008, Highfill et al. 2010, Zhang et 

al. 2008). In unserer Arbeitsgruppe konnte kürzlich gezeigt werden, dass 

granulozytäre MDSC auch im peripheren Blut gesunder Schwangerer vermehrt 

nachweisbar sind und Funktionen der T-Zellen und von natürlichen Killerzellen 

beeinflussen (Köstlin et al. 2014, Rieber/Gille et al. 2013). Diese Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass Gr-MDSC neben ihrem Einfluss in pathologischen Prozessen, eine 

Rolle beim Erhalt der fetomaternalen Toleranz spielen könnten. 
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Inzwischen sind mehrere Mechanismen untersucht, durch die Gr-MDSC das 

Immunsystem supprimieren  können. Über den Metabolismus der Aminosäuren 

Arginin und Cystein, die Expression von Oberflächenmolekülen sowie einer 

Hochregulation von reaktiven Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, 

ROS) (Bronte/Zanovello 2005, Corzo et al. 2009, Gabrilovic/Nagaraj 2009, 

Kusmartsev et al. 2004, Nagaraj et al. 2011). In der Tumorumgebung sind die Zellen 

hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Es wird angenommen, dass die 

tumorassoziierte Hypoxie die Funktionalität der Gr-MDSC beeinflusst. Die 

intrauterine Hypoxie des Feten, die mit einem nabelarteriellen pO2 von 10-35 mmHG 

den typischen Verhältnissen in entzündetem Gewebe entspricht, könnte ebenfalls 

eine erhöhte Aktivität der  in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gr-MDSC 

bedingen und so zur physiologischen Hemmung des Immunsystems in der 

Schwangerschaft zu Gunsten der fetomaternalen Toleranz beitragen. Ausgehend 

von dieser Hypothese könnte der postpartal steigende Sauerstoffpartialdruck das 

entscheidende Signal zur Adaptation des fetalen zum neonatalen Immunsystem 

darstellen, indem er zu einer funktionellen Hemmung, sowie zu einer verminderten 

Akkumulation der Gr-MDSC im kindlichen Organismus führt. 

 

1.3 Hypoxie als beeinflussender Faktor 

 
Der Funktionszustand des Immunsystems hängt wesentlich von den Gegebenheiten 

in den Geweben ab (Matzinger 2001, 2002). Ein wesentlicher Unterschied zwischen 

den Verhältnissen in utero und postnatal ist der intrauterin geringere 

Sauerstoffpartialdruck (Roemer 2007, Webster 2007), der während der perinatalen 

Adaptation schnell ansteigt. 

Der normale Sauerstoffpartialdruck (pO2) in Geweben des Erwachsenen beträgt ca. 

80-95 mmHg. Der nabelarterielle pO2 des Feten hingegen beträgt nur ca. 10-35 

mmHg (Roemer 2007, Webster 2007) und entspricht damit Verhältnissen, wie sie 

typisch für entzündete Gewebe sind, in denen eine schlechte Perfusion und ein 

erhöhter Sauerstoffverbrauch herrschen (Peyssonnaux et al. 2004).  Die Hypoxie 

stellt dabei für Immunzellen des Erwachsenen ein Aktivierungssignal dar.  

Die einzigen bisher verfügbaren Daten zum Einfluss von Hypoxie auf fetale 

Immunzellen zeigten, dass sich fetale neutrophile Granulozyten in vitro durch ein 
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hypoxisches Millieu im Vergleich zu Zellen von Erwachsenen weniger stimulieren 

lassen, gemessen an der Herabregulation von L-Selektin. Hyperoxie dagegen führte 

zu einer starken Aktivierung fetaler neutrophiler Granulozyten (Hoehn et al. 2001). 

Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass Immunzellen des Feten und 

Neugeborenen an das intrauterin physiologisch hypoxische Milieu adaptiert sind und 

postpartal möglicherweise eine von Immunzellen des Erwachsenen unterschiedliche 

Reaktion zeigen. 

 

1.4 Hypoxia inducible transcription factor – 1 

 
Die Reaktion von Immunzellen auf Hypoxie wird vor Allem durch die Induktion des 

hypoxia inducible transcription factor-1 (HIF-1) vermittelt (Semenza 2001, 

Peyssonnaux et al. 2007, Zarember et al. 2005), der auch in Immunzellen wie 

Monozyten exprimiert wird (Burke et al. 2002). Es handelt sich um ein Heterodimer 

aus einer konstitutiv exprimierten β-Untereinheit (HIF-1β) und einer Sauerstoff-

sensitiven α-Untereinheit (HIF-1α) (Walmsley 2007). HIF-1α wird zwar ständig 

exprimiert, unter normoxischen Bedingungen jedoch kontinuierlich abgebaut.  

HIF-1α wird hierbei durch Prolylhydroxylasen 1-3 (PHD), v.a. PHD2, in einer 

sauerstoffabhängigen Reaktion hydroxyliert. Dadurch kann sich  der von Hippel-

Lindau Faktor (VHL) anlagern, der nach Interaktion mit mindestens zwei weiteren 

Faktoren (Elongin C und E3 ubiquitin-protein ligase) zum Abbau von HIF-1α im 26S 

Proteasom führt. 

HIF-1α kann aber auch durch factor inhibiting HIF 1 (FIH-1), eine 

Asparaginylhydroxylase hydroxyliert werden. Dies führt dazu, dass verschiedene 

Kofaktoren (p300, CBP) nicht mehr interagieren können und HIF-1 nicht als 

Transkriptionsfaktor funktionieren kann (Semenza  2007). 

Unter hypoxischen Bedingungen ist die Aktivität der PHD und von FIH-1 vermindert. 

HIF-1α kumuliert, kann mit der β-Untereinheit dimerisieren und  im Zellkern als 

Transkriptionsfaktor eine Vielzahl von Genen aktivieren (Abbildung 1, rechts). 

Unter chronisch hypoxischen Bedingungen, wie sie auch beim Fet in utero 

vorherrschen, wird HIF-1α allerdings wieder abgebaut. Dabei spielt vor allem eine 

Aktivitätssteigerung aller drei bekannten PHDs eine Rolle. Auch der 

mitochiondriale Sauerstoffverbrauch wird zu Gunsten der Aktivität der PHDs 

gehemmt (Ginouvès A 2008, Abbildung 1, links). 
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Abbildung 1: Regulation von hypoxia-inducible factor - 1 α   

Schematische Darstellung der Regulation von HIF-1α unter akuter und chronischer Hypoxie. 

Die Abbildung wurde durch PD Dr. Gille erstellt und mir freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt.  
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1.5 Effektorenzyme der Gr-MDSC und ihre Signalwege 

  
Gr-MDSC sezernieren, wenn sie aktiviert werden, Arginase-1 und induzierbare NO-

Synthetase (iNOS). Hierbei handelt es sich um Enzyme, welche direkt an  

der T-Zell-Suppression beteiligt sind und keinen antigenspezifischen Kontakt  

zwischen den Gr-MDSC und den T-Zellen benötigen. Somit kommt es zu einer 

unspezifischen Hemmung der T-Zell-Funktion (verminderte Interferonγ-Produktion 

und Proliferationsstopp). Dies wurde bisher vor Allem in Tumorgewebe mit 

hypoxischer Umgebung beobachtet (Corzo et al. 2007, Gabrilovich/Nagaraj 2009,  

Ochoa et al. 2007, Rodriguez et al. 2009).  

 

1.5.1 Signalweg der iNOS 

 
Dieses Enzym wird vor allem in Makrophagen und Mikrogliazellen gebildet. Induziert 

wird die Bildung zum Einen durch Bakterientoxine und zum Anderen durch 

proinflammatorische Zytokine, wie Interferon-γ, Tumornekrosefaktor-α und 

Interleukin-1β. Es katalysiert die Bildung von Stickstoffmonooxid aus L-Arginin. Wie 

auch die Arginase-1 entzieht iNOS der Umgebung L-Arginin und hemmt somit wie 

schon oben beschrieben die T-Zell-Funktion. 

 

1.6 Ziel der Arbeit 

 
Ziel der vorliegenden Arbeit war, Gr-MDSC im Nabelschnurblut quantitativ und 

phänotypisch zu erfassen und Unterschiede zu Gr-MDSC, die aus Blutproben 

gesunder Erwachsener isoliert wurden, festzustellen. Weiterhin sollte die 

Enzymproduktion durch Gr-MDSC und deren Einfluss auf die T-Zell-Funktion in 

Hypoxie und Normoxie untersucht werden, um Erkenntnisse über die Regulation des 

fetalen Immunsystems zu gewinnen. 

Es sollten die Hypothesen überprüft werden, dass (1) im Nabelschnurblut mehr Gr-

MDSC zirkulieren als im peripheren Blut gesunder Erwachsener, (2) phänotypische 

Unterschiede zwischen Gr-MDSC aus Nabelschnurblut und Gr-MDSC aus dem Blut 

gesunder Erwachsener bestehen, (3) Gr-MDSC aus Nabelschnurblut unter 

hypoxischen Bedingungen vermehrt Arginase-1 und iNOS exprimieren, (4) Gr-MDSC 
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aus Nabelschnurblut unter hypoxischen Bedingungen die T-Zell-Proliferation stärker 

hemmen. Hierzu wurden die Zellen aus Nabelschnurblut und peripherem Blut 

erwachsener Spender isoliert und anschließend durchflusszytometrisch 

phänotypisiert, quantifiziert und die oben genannten funktionellen Parameter 

untersucht. 

 

2   Material 

 

2.1 Zellen  

 
Mononukleäre Zellen (MNC) wurden aus peripherem Venenblut 

Erwachsener und dem Nabelschnurblut reifer Neugeborener gewonnen. Als Spender 

wurden gesunde Erwachsene ausgewählt, die keinen Hinweis auf eine akute 

Infektion zeigten und nicht chronisch erkrankt waren. Bei der Auswahl wurde darauf 

geachtet ein möglichst einheitliches Kollektiv zu bilden. Die 

Nabelschnurblutentnahme erfolgte durch sterile Punktion der Nabelschnur bei 

reifen Neugeborenen ohne Anhalt für pränatal erworbene Infektionen. Die schriftliche 

Einwilligung der Mutter und die Zustimmung der Ethikkommission wurden zuvor 

eingeholt. (Ethikvotum Nr. 178/2011BO1) 
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2.2 Materialien biologischen Ursprungs 

 
Bovines Serum Albumin (BSA), lyophilisiert  Boehringer Mannheim 

GmbH, Mannheim 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin 

Polyglobin (10%) Bayer, Leverkusen 

 

2.3 Materialien nicht biologischen Ursprungs 

 
Ampuwa   Fresenius, Bad 

Homburg 

Biocoll Separating Solution (Dichte 1,077)   Biochrom, Berlin 

Desferrioxamin (DFO) Universitätsapotheke 

Tübingen 

FACS Flow BectonDickinson, 

Heidelberg 

Heparin-Natrium (5000 I.E./0,5ml) B. Braun, Melsungen 

Interleukin-2 RD Systems 

MACS Separation Buffer MiltenyiBiotech, 

Bergisch Gladbach 

NaCl 0,9% Fresenius,Bad 

Homburg 

OKT3 Biolegend, San Diego 

PBS-Dulbecco (Salzlösung, Phosphatgepuffert) Biochrom, Berlin 

Running Buffer Universitätsapotheke 

Tübingen 

Tryphanblau  Biochrom, Berlin 

VLE RPMI 1640 Medium (Very Low Endotoxin) Biochrom, Berlin 



15 

 

 

2.4 Antikörper für die Durchflusszytometrie und MACS 

 
Bezogen wurden die Antikörper über Becton Dickinson, Heidelberg. Ausnahmen 

werden gesondert ausgewiesen. 

 

Allophycocyanin markiert (APC) 

CD 14 

 

Cyanin markiert (Cy-5) 

HLA-DR 

CD 33 

 

DY-485XL markiert 

Arginase-1  Dyomics, Jena 

  

Isotypkontrolle Dyomics, Jena  

 

Fluorescein-Isothiocyanat markiert (FITC) 

CD 66b  

CD66b MicroBeads MiltenyiBiotech, 

Bergisch Gladbach 

Carboxyfluorescein dacetat succinimidyl ester (CFSE)  BioLegend, San Diego 

USA 

 

Phycoerythrin markiert (PE) 

CD 14 

Alexafluor markiert 

iNOS Biotechnology, Santa 

Cruz 
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2.5 Glas- und Plastikmaterialien 

 
Butterfly-21 Venisystems  Abbott, Sligo 

Einmalpipetten (5, 10, 25, 45 ml) Greiner, 

Frickenhausen 

Eppendorf-Cups Eppendorf, Hamburg 

FACS-Röhrchen BectonDickinson, 

Heidelberg 

Falcon-Röhrchen (15, 50 ml) Greiner, 

Frickenhausen 

Kulturplatten (24, 48, 96 well) Costar, Bodenheim 

MS Säulen MiltenyiBiotech, 

Bergisch Gladbach 

Neubauer Zählkammer  HechtAssistent, 

Sondheim 

Pipettenspitzen  Greiner, 

Frickenhausen 

Transferpipette (8-Kanal) Brand, Wertheim 

 

2.6 Geräte 

 
Brutschrank mit 5% CO2 Heraeus Instruments, 

Stuttgart 

Cell Quest Software  Becton Dickinson, 

Heidelberg 

Fluorescence activated cell sorter (FACScan) Becton Dickinson, 

Heidelberg 

Hypoxiewerkbank Invivo 200 Ruskinn,England 

Kühlschrank  Bosch, Stuttgart 

Lichtmikroskop Olympus, Hamburg 

AutoMACS Seperator Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach 

Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000 μl) Abimed, Langenfeld 
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Pipettierhilfe Brand, Wertheim 

Sterilbank Heraeus Instruments, 

Stuttgart 

Sysmex Kx-21N und XP-300 Sysmex GmbH, 

Norderstedt  

Vortex Bender & Hobein AG, 

USA 

 

Zentrifuge Rotana 46 RS Hettich, Tuttlingen 

 

3 Methoden 

 

3.1 Gewinnung mononukleärer Zellen 

 
Mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden mononukleäre Zellen aus dem 

peripheren Blut gesunder Erwachsener und aus Nabelschnurblut isoliert.  Das 

Protokoll folgte dabei der Ficoll-Methode (Böyum 1968). Hierzu wurden jeweils 50 ml 

Blut benötigt. Sowohl das Vollblut als auch das Nabelschnurblut, welches unmittelbar 

nach der Abnabelung aus der Nabelschnur entnommen wurde, wurden zur 

Antikoagulation mit Heparin versetzt. 

Die Proben wurden 1:1 mit PBS verdünnt und in 50 ml Falcon-Röhrchen auf 15 ml 

Trennlösung (Biocoll) geschichtet und bei 400g und 20˚C 25 Minuten lang ohne 

Bremse zentrifugiert. 

Der sichtbare Zellring aus mononukleären Zellen wurde mit einer 10 ml Einmalpipette 

vorsichtig abgesaugt und in ein neues Falcon-Röhrchen überführt. Anschließend 

wurde mit ca. 40 ml kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation bei 500g über 10 

Minuten). Der Überstand wurde verworfen und das am Boden haftende Zellpellet 

resuspendiert und erneut mit 20 ml kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation bei 400g 

über 10 Minuten bei 10˚C und 4˚C), nachdem eine Probe zur Zellzahlbestimmung am 

Hämozytometer entnommen wurde (100 μl). 

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen entweder in RPMI mit Zusatz von 

10% FCS aufgenommen, so dass sich eine Konzentration von 4 x 106 Zellen/ml 

ergab, oder mit 2 x 107 Zellen/ml in Running Buffer aufgenommen,  um Gr-MDSC 

daraus isolieren zu können. Die Isolation der Zellen erfolgte unter Verwendung einer 
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Sterilbank. Bei den Versuchen in hypoxischer Umgebung wurde das Nabelschnurblut 

schon unter hypoxischen Bedingungen (unmittelbar nach der Abnabelung mittels 

Punktion der Nabelvenen und direktem Verschluss der Probe mittels Parafilm) aus 

der Nabelvene entnommen und anschließend unter der Hypoxiewerkbank 

aufbereitet. Das Blut der erwachsenen Spender wurde ebenfalls hypoxisch 

aufbereitet. 

 

3.2 Zellzahlbestimmung 

 
Die Zellzahlbestimmung während der Aufreinigung mononukleärer Zellen erfolgte mit 

Hilfe eines automatischen Hämozytometers. Bei Aufreinigung in Hypoxie  

und nach Zellsortierung mittels AutoMACS erfolgte die Zellzahlbestimmung mittels 

Neubauer Zählkammer. Nach Färbung der Zellen mit Tryphanblau 

wurden die Zellen in 16 Quadranten gezählt und daraus die Zellzahl pro ml 

errechnet: Zellzahl  x Verdünnungsfaktor 2 x 104 = Zellzahl/ml. 

 

3.3 Gr-MDSC-Separation durch magnetic cell sorting (MACS) 

 
Zur magnetischen Zellseparation müssen die Zellen mit spezifischen Antikörpern 

markiert werden. Diese Antikörper (MicroBeads) sind an Eisenmoleküle mit einer 

Hülle aus Polysacchariden gebunden. Nach Markierung können die Zellen dann 

anhand ihrer Oberflächenstruktur sortiert werden (Miltenyi et al. 1990). Die Zellen 

werden auf eine Separationssäule gegeben, welche in einem starken Magnetfeld 

befestigt ist. Die nicht markierten Zellen werden beim Spülen der Säule nicht 

zurückgehalten und laufen in ein Falcon-Röhrchen ab, während die markierten Zellen 

im Magnetfeld haften bleiben. Nach der Spülung wird die Säule aus dem Magnetfeld 

entfernt und die markierten Zellen können eluiert werden. In dieser Arbeit wurde 

ausschließlich mit der Methode der Positivselektion gearbeitet, weshalb auch nur 

diese beschrieben wird. 

Zur Isolation der Gr-MDSC wurde ein durch Bindung eines MicroBeads gekoppelter 

Antikörper gegen CD66b (FITC) verwendet. 

CD66b gilt als spezifischer Oberflächenmarker für granulozytäre Zellen. Die 

geringere Dichte von Gr-MDSC im Vergleich zu Granulozyten macht es möglich, Gr-
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MDSC aus der mononukleären Zellfraktion nach Dichtegradientenzentrifugation 

getrennt von reifen Granulozyten zu isolieren. 

Die einzelnen Arbeitsschritte zur Markierung der Zellen wurden nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Alle Arbeitsschritte wurden mit 4˚C  kalten Agenzien 

und auf Eis durchgeführt. 

Zunächst wurden die über Biocoll-Separation gewonnenen Zellen mit Anti-CD66b-

FITC Antikörpern gefärbt. Hierzu wurden 10μl des Antikörpers je 107 Zellen 

zugegeben und über 15 Minuten bei 4˚C inkubiert. Anschließend wurden nicht 

gebundene Antikörper durch Zugabe von  kaltem Runnig Buffer im Überschuss und 

Zentrifugation bei 300g über 10 Minuten ausgewaschen. Der Überstand wurde nach 

Zentrifugation verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde mit 90μl Running Buffer 

resuspendiert und zusammen mit 10μl Anti-CD66b-FITC MicroBeads je 107 Zellen 

nochmals für 15 Minuten bei 4˚C inkubiert. Nach nochmaligem Waschen wurden die  

Zellen dann in 500μl Running Buffer aufgenommen und auf Eis zum AutoMACS im 

Chimärismuslabor der Kinderklinik Tübingen transportiert und dort sortiert. 

Eine Reinheitskontrolle wurde durchflusszytometrisch über eine Phänotypisierung mit 

dem CD66b Oberflächenmarker durchgeführt. Die Reinheit betrug zwischen 78 und 

97%. 

 

3.4 Quantifizierung der Gr-MDSC 

 
Zur Quantifizierung der Gr-MDSC wurde der prozentuale Anteil der CD66b positiven 

Zellen vor der Zellkultur aus der wie in 3.1 gewonnenen monozytären Zellfraktion 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dies wurde sowohl für die aus Nabelschnur 

gewonnenen Zellen, als auch für die aus dem Blut gesunder Erwachsener 

durchgeführt. 

 

3.5 Zellkultur 

 

3.5.1 Zellkultur zur Bestimmung der Enzymproduktion 

 
Zur Bestimmung der Enzymproduktion wurden 6 Proben mit jeweils 1ml 

Zellsuspension in 24 well Mikrotiterplatten eingesetzt. Als Nährmedium diente RPMI-

1640 dem 10% fetales Kälberserum (FCS) zugesetzt wurde. 
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Eine Platte mit 3 Proben wurde bei 37˚C  mit 5% CO2 kultiviert, während die Andere 

bei 37˚C und 2% O2 kultiviert wurde. 

Die Probenentnahme erfolgte nach 48 Stunden. 

 

3.5.2 Zellkultur mit Desferrioxamin 

 
Zur Überprüfung des Einflusses von Hypoxie auf die Enzymproduktion der Gr-MDSC 

wurden einige Versuche mit Desferrioxamin durchgeführt. Desferrioxamin (DFO) ist 

ein Eisenchelator, der HIF-1α stabilisiert. Die Prolylhydroxylasen, welche die α-

Untereinheit von HIF in Normoxie degradieren arbeiten eisenabhängig. Wird ihnen 

das Eisen nun durch DFO entzogen, kann HIF-1α nicht mehr dem Abbau im 

Proteasom zugeführt werden und der Proteinlevel im Zytoplasma steigt an. Im Kern 

kann nun also, wie auch unter hypoxischen Bedingungen, der heterodimere 

Transkriptionsfaktor HIF-1 ans hypoxia responsive element (HRE) binden und zur 

Transkription hypoxie-induzierbarer Gene führen. 

Die Zellen wurden in 24 well Mikrotiterplatten bei 37˚C und 5% CO2 kultiviert. 5μl 

DFO wurden hinzugefügt. Die Probenentnahme fand nach 3 Stunden statt. 

 

3.5.3 Zellkultur zur Bestimmung der T-Zell-Proliferationsrate 

 
Die T-Zell-Proliferationsrate wurde mit Hilfe eines T-Zell-Proliferations-Assays  nach 

Lyons und Parish (1994) bestimmt.  

Zur Bestimmung der T-Zell-Proliferationsrate wurden 120μl einer monozytären 

Zellsuspension in der sich 5 x 105 Zellen/ml befanden in 96 well Mikrotiterplatten 

eingesetzt. Diese wurden zunächst mit Carboxyfluorescein diacetat succinimidyl 

ester (CFSE) markiert. Hierzu wurden 10μl einer 100μM Lösung CFSE in der 

Zellsuspension gelöst und bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert. Nicht  

gebundener Farbstoff wurde durch Zugabe von RPMI-1640 mit 10% fetalem 

Kälberserum im Überschuss und Zentrifugation bei 300g über 10 Minuten zweifach 

abgewaschen. 

Der Einbau des Farbstoffs in die Zellen wurde über eine erneute Zellzählung 

verifiziert, da bei diesem Vorgang einige Zellen absterben.  

Durch die Markierung mit CFSE kann nach 96-stündiger Zellkultur die T-

Zellproliferation bestimmt werden, da der Farbstoff auch auf die entstandenen 
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Tochterzellen übergeht und somit einzelne Generationen im Durchflusszytometer 

sichtbar werden. Um die T-Zell-Proliferation zu stimulieren wurden OKT3 und 

Interleukin 2 in die Zellsuspension gegeben. 

Um den Einfluss von Gr-MDSC auf die T-Zell-Proliferation zu bestimmen wurden den 

CFSE markierten Zellen aufgereinigte Gr-MDSC in unterschiedlichen 

Konzentrationen zugegeben. Neben Versuchsansätzen innerhalb eines biologischen 

Systems wurden auch Gr-MDSC aus Erwachsenenblut (PBMC) zu Zellen aus 

Nabelschnurblut (CBMC) gegeben und Gr-MDSC aus Nabelschnurblut zu  

Zellen aus Erwachsenenblut. Die einzelnen Versuchsansätze zeigt die folgende 

Tabelle. 

 

Zellmischung Verhältnis 1 Verhältnis 2 Verhältnis 3 

PBMC / Gr-MDSC 

aus PBMC 

1:1 (6 x105/ 6 x 105) 2:1 (6 x 105/ 3 x  

105) 

6:1 (6 x 105/ 1 x 

105) 

PBMC / Gr-MDSC 

aus NSB 

1:1 (6 x105/ 6 x 105) 2:1 (6 x 105/ 3 x  

105) 

6:1 (6 x 105/ 1 x 

105) 

NSB / Gr-MDSC aus 

NSB 

1:1 (6 x105/ 6 x 105) 2:1 (6 x 105/ 3 x  

105) 

6:1 (6 x 105/ 1 x 

105) 

NSB / Gr-MDSC aus 

PBMC 

1:1 (6 x105/ 6 x 105) 2:1 (6 x 105/ 3 x  

105) 

6:1 (6 x 105/ 1 x 

105) 

 

Die einzelnen Proben wurden in einem Vollmedium bestehend aus RPMI, 1% 

Penstrep, 1% L-Glutamin und 10% Serum des erwachsenen Blutspenders kultiviert. 

Die Gesamtmenge pro well betrug 180μl. 

Eine Platte wurde unter normoxischen Bedingungen (37˚C und 5% CO2) die Andere 

unter hypoxischen Bedingungen (37˚C und 2% O2, 5% CO2  und 93% N2) kultiviert. 

Nach 96 Stunden erfolgte die Probenentnahme. Um eine Austrocknung zu 

verhindern, wurden die wells der Platte ohne Zellsuspension mit Ampuwa-Lösung 

bestückt. 
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3.6 Durchflusszytometrie 

 
Die Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode zur Charakterisierung von 

Zellen hinsichtlich ihrer Größe, Granularität und der Expression angefärbter Antigene 

auf Ihrer Oberfläche (Volk 1991).  

Zur Messung wurde ein FACScan aus dem Hause Becton Dickinson Heidelberg 

verwendet. Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe der Cell Quest Research 

Software, ebenfalls von Becton Dickinson, aufgezeichnet und bearbeitet. 

 

3.7 Phänotypisierung der Zellen 

 
Zur Quantifizierung und phänotypischen Bestimmung der Zellen wurden bei den 

nach Biocoll-Separation gewonnenen mononukleären Zellen verschiedene 

Oberflächenantigene mit Fluoreszenzfarbstoffen angefärbt. Es wurden 50μl 

Zellsuspension aus den Kulturplatten entnommen und in 96-well-Platten überführt, so 

dass sich eine Zellkonzentration von 2x105 Zellen ergab. Nach Zugabe der 

Antikörper (siehe nachfolgende Tabelle) erfolgte die Inkubation über 15 Minuten im 

Kühlschrank. Anschließend wurden die Zellen einmal mit 100μl Puffer und ein 

weiteres Mal mit 200μl Puffer gewaschen.  

Nach Überführen mit 200μl Puffer in FACS-Röhrchen erfolgte die 

durchflusszytometrische Bestimmung. 

 

Probenansatz Menge Antikörper 

Anti-CD66b  1μl 

Anti-HLA-DR 5μl nach 1:10 

Verdünnung 

Anti-CD33 2μl 

Anti-CD14 1μl 

 

So konnte zum einen der Anteil an CD66b positiven Zellen, also Gr-MDSC, bestimmt 

werden und gleichzeitig der Immunphänotyp der Zellen untersucht werden. 
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3.8 Bestimmung der Effektorenzyme Arginase-1 und iNOS 

 
Die Effektorenzyme wurden an Tag 0 und nach 48 Stunden in Zellkultur, wie in 3.5.1, 

beschrieben ermittelt. Hierzu wurden 50μl Zellsuspension aus den Kulturplatten 

entnommen und in 96-well-Platten überführt, so dass sich eine Zellkonzentration von 

2x105 Zellen ergab. Danach erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 300g über 10 

Minuten mit 150μl Puffer bestehend aus PBS, 1% FCS und 0,1% NaN3. Nach  

Abkippen des Überstandes wurden die Zellen in FACS-Röhrchen überführt und 

100μl fix/perm hinzugegeben. Nach 10 Minuten Inkubation bei 37˚C erfolgte die 

Zugabe der intrazellulären Antikörper und der Isotypkontrollen. 

 

Probenansatz Menge Antikörper 

Isotypkontrolle  Anti-

Arginase 1 

1μl 

Anti-Arginase 1 3μl 

Isotypkontrolle Anti-

iNOS 

1μl 

Anti-iNOS 2μl 

 

Anschließend wurden die Zellen erneut bei 37˚C für 10 Minuten inkubiert, einmal mit 

100μl Puffer und ein weiteres Mal mit 200μl Puffer gewaschen.  

Nach Überführen mit 200μl Puffer in FACS-Röhrchen erfolgte die 

durchflusszytometrische Messung. 

 

3.9 Datenaufbereitung und statistische Auswertung 

 
Zur statistischen Analyse wurden T-test, Wilcoxon-Rangsummen-Test und der 

äquivalente Mann-Whitney-Test verwendet. Der jeweilige Test wird bei den 

Ergebnisabbildungen separat ausgewiesen. Die Abbildungen und die 

entsprechenden Werte wurden mit der Software Graphpadprism berechnet. Ein p-

Wert kleiner 0,05 wurde als signifikant erachtet. 
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4  Ergebnisse 

 

4.1 Quantitative und Phänotypische Unterschiede zwischen 
adulten und neonatalen Gr-MDSC 

 
Aus den mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen mononukleären Zellen 

wurde der prozentuale Anteil der CD66b positiven Zellen aus Nabelschnurblut und 

aus Blut gesunder Erwachsener bestimmt.  

Es konnte gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil an Gr-MDSC in 

Nabelschnurblut im Gegensatz zum Blut gesunder Erwachsener erhöht war. Im 

Schnitt fanden sich 1-3 % Gr-MDSC in Erwachsenenblut. Im Nabelschnurblut 

konnten in Einzelfällen bis zu 60 % nachgewiesen werden. Im Mittel fanden sich 18% 

Gr-MDSC im Nabelschnurblut. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Der Anteil CD66b positiver Zellen ist in Nabelschnurblut deutlich höher 

als im Blut gesunder Erwachsener  

Darstellung der Gr-MDSC im FACS-Scan. Nach Dichtezentrifugation wurde der prozentuale 

Anteil der CD66b positiven Zellen in der Fraktion mononukleärer Zellen bestimmt.

R1R1
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Abbildung 3: Der Anteil CD66b positiver Zellen in Nabelschnurblut ist im Vergleich 

zum Blut gesunder Erwachsener deutlich erhöht (links). Mit zunehmendem Alter sinkt 

der Anteil ab und nähert sich dem Niveau im peripheren Blut gesunder Erwachsener 

an (rechts). 

Nach Dichtezentrifugation wurde der prozentuale Anteil der CD66b positiven Zellen in der 

Fraktion mononukleärer Zellen bestimmt. Die Durchführung der Versuche in Nabelschnurblut 

und im peripheren Blut gesunder Erwachsener erfolgte durch mich, die Untersuchung der 

Blutproben von Kindern im Alter von 0-16 Jahre durch die Kinderklinik in Tübingen. (links: 

n=50, p<0,0001, Test: Mann-Whitney-Test, rechts n = 91, p = 0,0003, Test: t-Test). Die linke 

Abbildung stammt aus dem 2013 veröffentlichten Artikel: Neutrophilic myeloid-derived 

suppressor cells in cord blood modulate innate and adaptive immune responses. Rieber N, 

Gille C., Köstlin N, Schäfer I, Spring B, Ost M, Spieles H, Kugel HA, Pfeiffer M, Heininger V, 

Alkhaled M, Hector A, Mays L, Kormann M, Zundel S, Fuchs J, Handgretinger R, Poets CF, 

Hartl D. Clin.Exp.Immunol. 2013 Oct:174(1):45-52.   
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Abbildung 4: Phänotypisierung der MDSC  

Zur phänotypischen Bestimmung wurden 50μl Zellsuspension aus den Kulturplatten 

entnommen und in 96-well-Platten überführt, so dass sich eine Zellkonzentration von 2x105 

Zellen ergab. Nach Zugabe der Antikörper CD 66b, CD 33, CD 184 und HLA-DR erfolgte die 

Inkubation über 15 Minuten im Kühlschrank. Anschließend wurden die Zellen einmal mit 

100μl Puffer und ein weiteres Mal mit 200μl Puffer gewaschen.  

Nach Überführen mit 200μl Puffer in FACS-Röhrchen erfolgte die durchflusszytometrische 

Bestimmung. 

Die Abbildungen stammen aus der gemeinsam mit Herrn Dr. Rieber erstellten 

Veröffentlichung:  Neutrophilic myeloid-derived suppressor cells in cord blood modulate 

innate and adaptive immune responses. Rieber N, Gille C., Köstlin N, Schäfer I, Spring B, 

Ost M, Spieles H, Kugel HA, Pfeiffer M, Heininger V, Alkhaled M, Hector A, Mays L, 

Kormann M, Zundel S, Fuchs J, Handgretinger R, Poets CF, Hartl D. Clin.Exp.Immunol. 

2013 Oct:174(1):45-52. Der Oberflächenmarker CD 184 wurde in der vorgelegten Arbeit 

nicht weiter untersucht, und ist daher nicht weiter aufgeführt.  
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4.2 Vermehrte Expression der Effektorenzyme Arginase-1 und 
iNOS unter hypoxischen Bedingungen 

 

Nach zwei Tagen in Kultur unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen 

konnte gezeigt werden, dass die Arginase-1 Produktion durch Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut (CBMC) die in Hypoxie kultiviert wurden erhöht blieb. 

 

 

 

Abbildung 5: Die Arginase-1 Expression ist unter dem Einfluss von DFO erhöht. 

Repräsentative Histogrammdarstellung der Arginase-1 Produktion unter Zugabe von DFO. 

Die Versuche wurden mit Nabelschnurblut durchgeführt. Nach 3 Stunden erfolgte die 

Probenentnahme und die Messung. Die Isotypkontrolle ist jeweils grün dargestellt. Im oberen 

Histogramm ist die Arginase Expression nach Kultur der Zellen ohne die Zugabe von DFO 

dargestellt. Im unteren Histogramm die Arginase-1 Expression, nachdem der Zellkultur DFO 

zugegeben wurde.  
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Abbildung 6: Unter hypoxischen Kulturbedingungen produzierten Gr-MDSC mehr 

Arginase-1 als in Normoxie. 

CBMC wurden mittels Dichtezentrifugation isoliert und über 48 Stunden unter hypoxischen 

(2% O2) und normoxischen (21% O2) Bedingungen kultiviert. Danach erfolgte die 

intrazelluläre Färbung der Arginase-1 und die durchflusszytometrische Quantifizierung. 

Dargestellt ist der prozentuale Anteil Arginase-1 positiver Zellen aller CBMC. 

(n=7, p=0,0156, Test: Wilcoxon-Rangsummen-Test) 
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Bei Kultur der Gr-MDSC aus dem Blut gesunder Erwachsener konnte dies nicht 

beobachtet werden. Sie produzierten sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie die 

gleiche Menge an Arginase-1. 

 

Arginase 1 Expression von PBMC nach 2 Tagen
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Abbildung 7: Die Expression von Arginase-1 ist bei Gr-MDSC welche aus dem 

peripheren Blut gesunder Erwachsener gewonnen wurden und hypoxisch kultiviert 

wurden nicht höher als unter normoxischen Kulturbedingungen.  

PBMC wurden mittels Dichtezentrifugation isoliert und über 48 Stunden unter hypoxischen 

(2% O2) und normoxischen (21% O2) Bedingungen kultiviert. Danach erfolgte die 

intrazelluläre Färbung der Arginase-1 und die durchflusszytometrische Quantifizierung. 

Dargestellt ist der prozentuale Anteil Arginase-1 positiver Zellen aller PBMC. 

 (n=5, p=1, Test: Wilcoxon-Rangsummen-Test). 
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Zur Bestätigung des Einflusses von Hypoxie auf die Expression von Arginase-1 

wurden Zellkulturen aus Nabelschnurblut Desferrioxamin zugesetzt und so über die 

Stabilisierung von HIF-1α Hypoxie-assoziierte Signalwege induziert. Auch hier zeigte 

sich tendenziell, dass die Expression von Arginase-1 erhöht blieb, die Unterschiede 

waren allerdings sehr gering und statistisch nicht signifikant. 
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Abbildung 8: Die Arginase-1 Expression von Gr-MDSC ist nach Zugabe von DFO 

erhöht . 

Die Versuche wurden mit Nabelschnurblut durchgeführt. Nach 3 Stunden erfolgte die 

Probenentnahme und die Messung (n=8, p>0,05, Test: t-Test). 
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Bezüglich des Effektorenzyms iNOS konnte gezeigt werden, dass sowohl MDSC aus 

Nabelschnurblut, als auch MDSC aus dem Blut gesunder Erwachsener iNOS 

exprimierten. Es zeigten sich jedoch lediglich sehr geringe Unterschiede in der 

Expression in unterschiedlichen Kulturbedingungen. Die betreffenden Daten wurden 

statistisch nicht ausgewertet. 

 
 

Abbildung 9: MDSC exprimieren unter hypoxischen und normoxischen 

Kulturbedingungen iNOS. 

Die untersuchten Gr-MDSC exprimierten iNOS. Die oben gezeigten repräsentativen 

Histogramme stellen Nachweise von iNOS dar. Insgesamt konnte in den Versuchen nur ein 

geringer Unterschied festgestellt und iNOS insgesamt auch nur in geringer Menge 

nachgewiesen werden, weshalb der Nachweis von iNOS nicht weiter verfolgt wurde. Auf 

Grund von nur wenigen Versuchen erfolgte daher auch keine statistische Auswertung. 

 

4.3 Effekt von Gr-MDSC auf die T-Zell-Proliferation 

 
Nach 96 Stunden Zellkultur in 96 well Platten unter hypoxischen und normoxischen 

Bedingungen konnte gezeigt werden, dass die T-Zell-Proliferation in beiden Fällen 

gehemmt werden konnte. Es zeigte sich insgesamt eine deutlichere Hemmung von 

CD4-positiven T-Zellen. Die CD8-positiven T-Zellen wurden im autologen System 

stärker beeinflusst, als in der Kultur mit Gr-MDSC welche aus Nabelschnurblut 

gewonnen wurden. Insgesamt war die Hemmung durch Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut geringer ausgeprägt als die Hemmung durch Gr-MDSC aus dem 

Blut gesunder Erwachsener. 

 

 

 



32 

 

 

 

  

  

  
 
Abbildung 10: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus 

dem peripheren Blut gesunder Erwachsener unter normoxischen Bedingungen 

(rechts) stärker gehemmt als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

Die aufgeführten Histogramme zeigen exemplarisch die Proliferationshemmung der CD4+ T-

Zellen unter hypoxischen  und normoxischen Kulturbedingungen im CFSE-Essay, in 

Abhängigkeit zum Verhältnis der „Effektorzellen“ Gr-MDSC aus dem peripheren Blut 

gesunder Erwachsener zu den „Targetzellen“ aus PBMC. Ein Verhältnis von PBMC zu Gr-

MDSC 1:1 wird im oberen Histogramm gezeigt, das Verhältnis 1:2 im mittleren und das 

Verhältnis 1:6 im unteren Histogramm. 
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Abbildung 11: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus 

dem Nabelschnurblut generell nur wenig gehemmt. Unter normoxischen Bedingungen 

(rechts) zeigte sich jedoch eine stärkere Hemmung als unter hypoxischen 

Bedingungen (links). 

Die aufgeführten Histogramme zeigen exemplarisch die Proliferationshemmung der CD4+ T-

Zellen durch Gr-MDSC welche aus Nabelschnurblut gewonnen wurden. Die Verhältnisse 

PBMC zu Gr-MDSC aus Nabelschnurblut waren 1:1 (oberes Histogramm), 1:2 (mittleres 

Histogramm) und 1:6 (unteres Histogramm).  
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Abbildung 12: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird durch Gr-MDSC gehemmt. Unter 

normoxischen Kulturbedingungen zeigt sich eine stärkere Hemmung als in Hypoxie. 

Um den Einfluss von Gr-MDSC auf die T-Zell-Proliferation zu bestimmen wurden CFSE 

markierten Zellen aufgereinigte Gr-MDSC in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. 

Neben Versuchsansätzen innerhalb eines biologischen Systems wurden auch Gr-MDSC aus 

Erwachsenenblut (PBMC) zu Zellen aus Nabelschnurblut (CBMC) gegeben und Gr-MDSC 

aus Nabelschnurblut zu Zellen aus Erwachsenenblut. Ein Teil der Proben wurde unter 

normoxischen Bedingungen (37˚C und 5% CO2) der Andere unter hypoxischen Bedingungen 

(37˚C und 2% O2, 5% CO2  und 93% N2) kultiviert (n = 28, Test: Mann-Whitney-Test). 
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Abbildung 13: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus 

dem peripheren Blut gesunder Erwachsener unter normoxischen Bedingungen 

(rechts) stärker gehemmt als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

Die aufgeführten Histogramme zeigen die Proliferationshemmung der CD8+ T-Zellen unter 

hypoxischen und normoxischen Kulturbedingungen im CFSE-Essay in Abhängigkeit zum 

Verhältnis PBMC zu Gr-MDSC aus dem peripheren Blut gesunder Erwachsener. Die 

Verhältnisse „Targetzellen“ aus dem peripheren Blut gesunder Erwachsener zu 

„Effektorzellen“ Gr-MDSC aus PBMC waren 1:1 (oberes Histogramm), 1:2 (mittleres 

Histogramm) und 1:6 (unteres Histogramm). 
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Abbildung 14: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus 

dem Nabelschnurblut nur wenig gehemmt. Unter normoxischen Bedingungen (rechts) 

zeigte sich jedoch eine stärkere Hemmung als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

Die aufgeführten Histogramme zeigen die  Proliferationshemmung der CD8+ T-Zellen durch 

Gr-MDSC, welche aus Nabelschnurblut gewonnen wurden.  Die Verhältnisse „Targetzellen“ 

aus dem peripheren Blut gesunder Erwachsener zu „Effektorzellen“ Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut waren 1:1 (oberes Histogramm), 1:2 (mittleres Histogramm) und 1:6 

(unteres Histogramm). 
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Abbildung 15: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird durch Gr-MDSC gehemmt. Unter 

normoxischen Kulturbedingungen zeigt sich eine stärkere Hemmung als in Hypoxie. 

Um den Einfluss von Gr-MDSC auf die T-Zell-Proliferation zu bestimmen wurden CFSE 

markierten Zellen aufgereinigte Gr-MDSC in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. 

Neben Versuchsansätzen innerhalb eines biologischen Systems wurden auch Gr-MDSC aus 

Erwachsenenblut (PBMC) zu Zellen aus Nabelschnurblut (CBMC) gegeben und Gr-MDSC 

aus Nabelschnurblut zu Zellen aus Erwachsenenblut. Ein Teil der Proben wurde unter 

normoxischen Bedingungen (37˚C und 5% CO2) der Andere unter hypoxischen Bedingungen 

(37˚C und 2% O2, 5% CO2  und 93% N2) kultiviert (n = 33, Test: Mann-Whitney-Test). 

 

 

      G
r-

M
D

S
C

 a
u

s 
 P

B
M

C
 H

y
p

o
x

ie
 

    G
r-

M
D

S
C

 a
u

s 
P

B
M

C
 N

o
rm

o
x

ie
 

     G
r-

M
D

S
C

 a
u

s 
C

B
M

C
 H

y
p
o

x
ie

 

    G
r-

M
D

S
C

 a
u

s 
C

B
M

C
 N

o
rm

o
x

ie
 

 



38 

 

 

5 Diskussion 

 
In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Hypothesen überprüft, dass (a) Gr-MDSC 

im Nabelschnurblut vermehrt vorliegen, dass (b) die Expression von Effektorenzymen 

vom Sauerstoffgehalt im Blut abhängig sind und dass (c) Gr-MDSC die T-Zell-

Proliferation und somit die Immunantwort hemmen können. 

Es konnte gezeigt werden, dass (1) der Anteil von Gr-MDSC in Nabelschnurblut im 

Vergleich zum Blut gesunder Erwachsener erhöht waren und (2) die Expression des 

Effektorenzyms Arginase-1 in hypoxischer Umgebung erhöht war, während (3) die 

Expression des Effektorenzyms iNOS nicht von Hypoxie abhängig erschien. 

Die T-Zell-Proliferation (4) konnte in den durchgeführten Experimenten gehemmt 

werden, wobei sich keine stärkere Hemmung unter hypoxischen Bedingungen zeigte. 

 

5.1 Quantitative und Phänotypische Unterschiede zwischen 
adulten und neonatalen Gr-MDSC 

 
Zunächst sollte untersucht werden, ob Gr-MDSC im Nabelschnurblut im Vergleich 

zum Blut gesunder Erwachsener vermehrt sind. Mittels Durchflusszytometrie konnte 

gezeigt werden, dass in Nabelschnurblut vermehrt CD66b positive Zellen gefunden 

werden können (siehe Abbildungen 2 und 3). Der Oberflächenmarker CD66b stellt 

hierbei einen spezifischen Marker für granulozytäre MDSC dar. Zudem konnten Gr-

MDSC als CD66b+ CD33+ CD184+ HLA-DRlow  klassifiziert werden (siehe Abbildung 

4). Im peripheren Blut gesunder Erwachsener fanden sich 1-3 % Gr-MDSC. Im 

Nabelschnurblut konnten in Einzelfällen bis zu 60 % nachgewiesen werden. Im Mittel 

fanden sich 18% Gr-MDSC im Nabelschnurblut. Die Ursache für die große Streuung 

des Prozentualen Anteils der Gr-MDSC im Nabelschnurblut blieb unklar.  

In Kooperation mit der Kinderklinik Tübingen und der Arbeitsgruppe um Herrn 

Professor Hartl und Herrn Dr. Rieber konnte zudem gezeigt werden, dass der 

prozentuale Anteil an Gr-MDSC im Nabelschnurblut mit zunehmendem Alter sank. 

(Rieber et al. 2013, Abbildung 3) Der ansteigende Sauerstoffpatialdruck postnatal, 

kann diese Entwicklung nicht vollständig erklären, da auch die Proben peripheren 

Blutes von Kindern noch einen erhöhten Anteil an Gr-MDSC aufwiesen. 
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In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der 

prozentuale Anteil granulozytärer MDSC im peripheren Blut gesunder Schwangerer 

erhöht war und postpartal rasch wieder abnahm (Köstlin et al. 2014). 

Phänotypische Unterschiede zwischen Gr-MDSC welche aus Nabelschnurblut und 

Gr-MDSC welche aus dem peripheren Blut gesunder Erwachsener gewonnen 

wurden, konnten nicht festgestellt werden.  

Bisher wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, welche zu einer 

Akkumulation von Gr-MDSC bei pathologischen Prozessen führen (Agaugué  et al. 

2011, Lechner et al. 2011, Nakamura et al. 2013, Zhang et al. 2008). Auch im 

Rahmen einer Schwangerschaft werden  Faktoren wie VEGF, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, 

TGFβ  exprimiert (Andraweera et al. 2012, Dimitriadis et al. 2005, Raghupathy et al. 

2009), diese mütterlichen Faktoren, welche vor Allem auch an der fetomaternalen 

Grenzschicht vorliegen, könnten auch zu einer Akkumulation von Gr-MDSC im 

Nabelschnurblut führen.  

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigten erstmals, dass Gr-MDSC im 

Nabelschnurblut in erhöhter Anzahl und funktionell aktiv zu finden sind. Nachfolgend 

wurde dies von anderen Arbeitsgruppen bestätigt (Gervassi et al. 2014, Veglia F 

2018). 

Die bisherigen Arbeiten haben allerdings für Tumorgewebe gezeigt, dass die 

hypoxische Umgebung einen Einfluss auf die Ausbildung und Funktion von Gr-MDSC 

hat. Daraus ergab sich die Fragestellung ob die Expression von Effektorenzymen 

durch Hypoxie zu beeinflussen ist. 

 

Die Gr-MDSC im Nabelschnurblut könnten eine Rolle zum Schutz des Fetus 

gegenüber maternalen Antigenen spielen, oder eine frühe Immunantwort des Feten 

auf unspezifische, vielleicht von der maternalen Seite der Plazenta ausgehende 

Stimuli sein und als unreife Zellen der reaktiven Myelopoese als Immunregulatoren 

auftreten, wie dies auch bei erhöhtem Bedarf an myeloiden Zellen im Rahmen von 

pathologischen Prozessen vorkommt. (Cuenca et al. 2012) 
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5.2 Vermehrte Expression der Effektorenzyme Arginase-1 und 
iNOS unter hypoxischen Bedingungen 

 
Es konnte gezeigt werden, dass das Effektorenzym Arginase-1 durch Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut, die unter hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden vermehrt 

exprimiert wurde (siehe Abbildung 6). Ähnlich war das Ergebnis nach Zugabe von 

DFO (siehe Abbildung 5 und Abbildung 8).Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass 

der Effekt des niedrigen Sauerstoffpartialdrucks auf die Arginase-1 Expression 

möglicherweise über HIF-1 vermittelt wird. Im Gegensatz dazu war die Expression 

von Argniase-1 in Gr-MDSC die aus dem Blut gesunder Erwachsener gewonnen 

wurden in Hypoxie und Normoxie nicht unterschiedlich (siehe Abbildung 7).  

Kropf et al. beschrieben, dass neutrophile Zellen (CD15+ CD14low) für die erhöhte 

Arginase-1 Expression in der Schwangerschaft verantwortlich sein könnten.  Auch in 

unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Arginase-1 Expression im 

peripheren Blut von Schwangeren durch eine vermehrte Expression von 

granulozytären MDSC zu erklären war (Köstlin et al. 2014). Diese Ergebnisse 

stimmen mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass Arginase-1 exprimierende 

Gr-MDSC im Nabelschnurblut akkumulieren, überein. 

Arginase-1 ist in Makrophagen bereits als Zielgen  von HIF-1 beschrieben worden, 

in denen es zur Ausbildung eines alternativ aktivierten (M2) Phänotyp beiträgt 

(Kumanto M 2017). Umgekehrt wurde bei Mikroglia beschrieben, dass akute Hypoxie 

die Expression von Arginase-1 herunterreguliert (Zhang et al. 2017). Daher scheint 

es keine einheitliche Regulation von Arginase-1 durch Hypoxie in myeloiden Zellen 

zu geben. Möglicherweise spielt deren Differenzierungsgrad eine entscheidende 

Rolle, was die unterschiedliche Reaktion von Gr-MDSC aus dem Blut Neugeborener 

und Erwachsener erklären könnte.  

 

Bezüglich der Expression von iNOS konnte kein Einfluss von Hypoxie festgestellt 

werden. Sowohl Gr-MDSC aus Nabelschnurblut als auch Gr-MDSC aus dem Blut 

gesunder Erwachsener produzierten unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen iNOS in annähernd gleicher Menge (siehe Abbildung 9).  

In der Schwangerschaft wurde Stickstoffmonooxid als wichtiger Faktor bei der 

Gefäßentwicklung und der Regulation von vaskulären Funktionen beschrieben. 
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(Valdes et al. 2009). Außerdem wurde die Expression von iNOS in murinen 

embryonalen Stammzellen, Synzytiotrophoblasten und Trophoblasten an der 

fetomaternalen Grenzschicht beschrieben (Baylis et al. 1999) und es konnte eine 

Korrelation zwischen der Expression von iNOS und der Abortrate im Mausmodell 

gezeigt werden (Haddad et al. 1997). Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe 

zeigten, dass maternale Gr-MDSC an der fetomaternalen Grenzschicht erhöhte 

Mengen iNOS exprimieren (Köstlin  et al. 2016). Dies könnte darauf hinweisen, dass 

Gr-MDSC, welche an der fetomaternalen Grenzschicht akkumulieren, durch andere 

Faktoren als Hypoxie, beispielsweise gewebeständige Faktoren in ihrer 

immunmodulatorischen Eigenschaft beeinflusst werden und daher ein anderes 

Spektrum an Effektorenzymen exprimieren. Allerdings wurde iNOS in myeloiden 

Zellen als Zielgen von HIF-1 beschrieben  (Cheng 2017). 

Die Beobachtung, dass iNOS sich in den für die vorliegende Arbeit durchgeführten 

Versuchen in nur geringer Menge nachweisen ließ und nicht durch Hypoxie 

beeinflussbar erschien, könnte dadurch erklärt werden, dass eine vermehrte 

Arginase-1 Expression und die damit verbundene Depletion von Arginin dazu führt, 

dass nur noch in geringerem Maße Stickstoffmonooxid produziert werden kann. In 

der dazu bestehenden Literatur wird eine Verschiebung der Funktion der NOS in 

Richtung der Produktion von Reactive Oxygen Species beschrieben. (Noris et al. 

2004).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Hypoxie in Gr-MDSC aus Nabeschurblut 

nicht jedoch in Gr-MDSC aus dem Blut Erwachsener die Expression von Arginase-1 

induzieren konnte und sich kein Einfluss auf die iNOS Expression zeigen ließ. HIF-1 

könnte als Transkriptionsfaktor für die Expression von Arginase-1 in Gr-MDSC aus 

der Nabelschnur eine Rolle spielen. 

 

5.3 Effekt von Gr-MDSC auf die T-Zell-Proliferation 

 
In den hier präsentierten Versuchen konnte gezeigt werden, dass Gr-MDSC aus der 

Nabelschnur die T-Zell-Proliferation hemmen (siehe Abbildung  12 und 15). Der 

hemmende Effekt von Gr-MDSC aus der Nabelschnur war nicht signifikant 

unterschiedlich zu dem Effekt von Gr-MDSC aus dem Blut gesunder Erwachsener. 

Sowohl die CD4+, als auch die CD8+ T-Zellproliferation wurde durch Co-Kultur mit Gr-

MDSC gehemmt (siehe Abbildungen 10 bis 15). Gr-MDSC könnten damit eine 
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wichtige Rolle in der fetalen und neonatalen Immunregulation spielen und  

möglicherweise zur fetomaternalen Toleranz auf der einen Seite und der relativen 

Immundefizienz des Neugeborenen auf der anderen Seite beitragen. Bisher wurde 

vor Allem regulatorischen T-Zellen eine Bedeutung im Rahmen der fetomaternalen 

Toleranz beigemessen. Ihre Rolle wurde in mehreren Studien beschrieben (Arruvito 

et al. 2010, Ernerudh et al. 2011). Samstein et al. konnten 2012 im Tiermodell 

zeigen, dass selbst bei vollständiger Depletion aller regulatorischer T-Zellen, die 

Schwangerschaft trotzdem noch weiter bestand. Dies spricht für die Hypothese, dass 

am Schwangerschaftserhalt weitere (zelluläre) Mechanismen beteiligt sein müssen. 

Die funktionelle Verwandtschaft von Gr-MDSC, zu  regulatorischen T-Zellen wurde 

bereits beschrieben (Lindau 2013). Es konnte bereits gezeigt werden, dass 

regulatorische T-Zellen welche aus Nabelschnurblut gewonnen wurden eine höhere 

suppressive Potenz aufwiesen, als adulte regulatorische T-Zellen (Godfrey et al. 

2005).  

Die  verschiedenen immunmodulatorischen Zellen im Nabelschnurblut wurden vor 

Allem im Rahmen der Transplantation von Nabelschnurblut und damit verbundener 

Graft versus Host Reaktion untersucht. Untersuchungen verschiedener 

Arbeitsgruppen zeigten eine deutlich geringere Graft versus Host Reaktion nach 

Transplantation von Nabelschnurblut, wohingegen die Infektanfälligkeit im Vergleich 

zu Transplantationen von Zellen, die nicht aus Nabelschnurblut kamen, erhöht war. 

Für die Immunsuppressive Wirkung wurden hier NK-Zellen, mesenchymale Stroma 

Zellen und regulatorische T-Zellen beschrieben (Brown/Boussiotis 2009, 

Kim/Broxmeyer 2012). Die Rolle von Gr-MDSC aus der Nabelschnur im Rahmen von 

Graft versus Host Reaktionen wurde bisher nicht untersucht. Allerdings wurde bereits 

beschrieben, dass Gr-MDSC Graft versus Host Reaktionen hemmen können (Zhang 

2008). Zusammenfassend zeigten die hier präsentierten Daten, dass Gr-MDSC aus 

der Nabelschnur effektiv T-Zell Proliferation hemmen konnten. Zusammen mit der 

zuvor dargestellten Gr-MDSC-Akkumulation lässt sich vermuten, dass Gr-MDSC im 

Nabelschnurblut eine relevante Rolle in der Immunregulation spielen könnten.  
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5.4 Einfluss von Hypoxie auf die T-Zell-Hemmung 

 
Entgegen der im Vorfeld formulierten Hypothese, zeigten die durchgeführten 

Versuche, dass Gr-MDSC welche unter normoxischen Bedingungen in Co-Kultur mit 

T-Zellen genommen wurden, die  T-Zell-Proliferation stärker hemmten, als Gr-MDSC 

in Co-Kultur unter hypoxischen Bedingungen.  

Bezüglich des Einflusses von Hypoxie auf die Hemmung der T-Zellproliferation 

existieren bisher vor Allem Arbeiten, welche Gr-MDSC aus Tumorumgebung 

untersuchten (Corzo et al. 2009 und 2010, Gabitass et al. 2011, Lindau et al. 2013, 

Zarember/Malech 2005). 

Cramer et al. beschrieben 2003 die Rolle von HIF-1α im Bezug auf die Akkumulation 

myeloider Zellen im Mausmodell mit induzierten Entzündungsreaktionen. Hier konnte 

gezeigt werden, dass die Glykolyse myeloider Zellen abhängig von HIF-1α  war und 

Motilität, Aggregation und Funktion beeinflusste. Dies deckt sich mit dem Ergebnis 

der vorliegenden Arbeit, dass der prozentuale Anteil an Gr-MDSC im hypoxischen 

Nabelschnurblut erhöht war und der prozentuale Anteil im peripheren Blut von 

älteren Kindern unter normoxischen Bedingungen sich dem Niveau gesunder 

Erwachsener annäherte. 

 

Viele der bisher durchgeführten Studien zum Einfluss von Hypoxie auf die Funktion 

von Immuneffektorzellen zeigten, dass Hypoxie Zellen des adaptiven Immunsystems 

zu hemmen (Georgiev et al. 2013, Goda et al. 2003, Neumann et al. 2005, Thiel et 

al. 2007), während sie Zellen des angeborenen Immunsystems eher zu aktivieren 

scheint (Anand et al. 2007, Cramer et al. 2003, Peyssonnaux et al.2005). Corzo et al. 

untersuchten 2010 spezifisch den Einfluss von Hypoxie auf die T-Zell-Hemmung 

durch Gr-MDSC. Auch hier konnte ein aktivierender Einfluss der Hypoxie festgestellt 

werden. Die Ergebnisse der zitierten Studien stehen im Gegensatz zum Ergebnis der 

hier vorgelegten Arbeit. Eine mögliche Erklärung hierfür stellt der unterschiedliche 

Ursprung der untersuchten Gr-MDSC dar. Die zitierten Studien verwendeten murine 

Zellen, während die hier untersuchten Zellen aus peripherem Blut und 

Nabelschnurblut gewonnen wurden. Die hypoxischen Bedingungen in den 

durchgeführten Versuchen mit 2% O2 und 5% CO2  sollten möglichst ähnliche 

Bedingungen darstellen, wie sie der Fetus in utero mit einem Sauerstoffpartialdruck 
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von 10-35 mmHg ausgesetzt ist. Daraus ergeben sich auch methodische 

Unterschiede zu den im Vorfeld zitierten Studien.  

 

5.5 Diskussion der Methoden 

 
Die Verwendung biologischen Materials impliziert individuelle Unterschiede. Um eine 

höchstmögliche Aussagekraft der Ergebnisse zu erreichen, wurde bei der Auswahl 

der Spender auf ein möglichst homogenes Patientenkollektiv geachtet. Erwachsene 

mit einer akuten Infektion oder einer chronischen Erkrankung wurden nicht 

einbezogen, es erfolgte jedoch kein serologischer Ausschluss einer subklinischen 

chronischen Infektion. 

Das Nabelschnurblut wurde unmittelbar postpartal aus der Nabelvene entnommen. 

Die Blutproben für die Versuche zur Enzymexpression unter hypoxischen 

Bedingungen wurden unter hypoxischen Bedingungen abgenommen und direkt in 

der Hypoxie-Werkbank aufgereinigt um einen Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks im 

Blut zu verhindern. Bei den verwendeten Blutproben aus Nabelschnurblut gab es 

keinen Anhalt für Infektionen wie grünes Fruchtwasser oder erhöhte 

Entzündungsparameter bei der Mutter. Der postnatale klinische Verlauf der Kinder 

wurde allerdings nicht untersucht.  

Die untersuchten mononukleären Zellen wurden frisch isoliert. Der Transport der 

isolierten Zellen erfolgte auf Eis und unter abgeschlossenen Bedingungen um 

Reaktionen während der Transportzeit zu verhindern. 

Bezüglich der Versuche zur T-Zell-Proliferation muss angemerkt werden, dass die 

Proben nicht durchgehend unter hypoxischen Bedingungen verarbeitet werden 

konnten, da die MACS-Sortierung der Gr-MDSC automatisiert erfolgte um eine 

möglichst hohe Reinheit zu erzielen. Eine Gewinnung der Gr-MDSC über eine 

manuelle Aufbereitung war auf Grund der engen Platzverhältnisse in der Hypoxie-

Werkbank nicht möglich. Technisch bedingt kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

es während der Aufarbeitung der Proben sowie während der Zellkulturzeit zu 

Schwankungen des Sauerstoffpartialdrucks gekommen ist. Geht man davon aus, 

dass HIF-1α eine große Rolle bei der immunsuppressiven Wirkung der Gr-MDSC 

spielt und dieser Faktor sehr instabil ist, kann es möglich sein, dass die Ergebnisse 

unter hypoxischen Bedingungen durch einen schwankenden Sauerstoffpartialdruck 
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verfälscht wurden. Eine durchgehende Aufarbeitung unter hypoxischen Bedingungen 

könnte andere Ergebnisse liefern. 

Die große Streubreite der hemmenden Potenz von Gr-MDSC aus der Nabelschnur 

könnte dadurch erklärt werden, dass eine Ausdifferenzierung der Gr-MDSC nach 

einer Studie auf zwei Wegen erfolgen kann. Condamine und Gabrilovic beschrieben 

2011 zwei unterschiedliche Signalwege zur Expansion und Aktivierung von Gr-

MDSC. Das Vorhandensein von GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-6 und VEGF führte zu 

einer Expansion unreifer myeloider Zellen, welche aber nicht zu GR-MDSC 

ausreiften. Die Ausdifferenzierung zu immunsuppressiven Gr-MDSC erfolgte laut 

Condamine und Gabrilovic erst durch den Einfluss proinflammatorischer Moleküle, 

wie IFNγ, IL-1β, IL-13 oder TLR Liganden. Da eine phänotypische Unterscheidung 

dieser beiden Zelltypen jedoch nicht möglich war, könnten bei der Gewinnung der Gr-

MDSC im durchgeführten Versuchssetting auch unreife myeloide Zellen erfasst 

worden sein, welche noch nicht immunsuppressiv wirken. Hier könnte ein 

nachfolgender Versuchsansatz in dem den CD66b+ Zellen zum Beispiel IFNγ, IL-1β, 

IL-13 oder TLR Liganden zugesetzt werden Aufschluss geben. 

Bei der Durchführung der Versuche wurden aus bereits bestehender Literatur 

bekannte Methoden verwendet und lediglich an benötigte Kulturbedingungen 

angepasst, was einen Vergleich mit anderen Ergebnissen zulässt.  

 

5.6 Schlussfolgerung 

 
Die hier vorgestellten Ergebnisse stützen die Hypothese, dass granulozytäre MDSC 

eine wichtige Rolle im Bezug auf die fetomaternale Toleranz spielen. Es konnte 

gezeigt werden, dass (1) der Anteil an Gr-MDSC im Nabelschnurblut im Vergleich 

zum Blut gesunder Erwachsener erhöht ist, dass (2) diese Gr-MDSC vermehrt das 

Effektorenzym Arginase-1 produzieren und die Expression von Arginase-1 durch Gr-

MDSC aus Nabelschnurblut abhängig vom Sauerstoffpartialdruck scheint. Dieser 

könnte somit ein Signal zur Immunadaptation des Neugeborenen darstellen, da die 

Arginase-1 die Proliferation der T-Zellen hemmt. Da beim gesunden Erwachsenen 

keine Unterschiede in der Expression unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen gefunden werden konnten, während in der Literatur der Einfluss der 

Hypoxie in Tumorumgebung beschrieben wurde, kann davon ausgegangen werden, 

dass im Versuchssetting mit Tumorzellen noch andere, z.B. gewebeständige, 
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Faktoren eine Rolle bei der Aktivierung von Gr-MDSC spielen. Auch die in der 

Arbeitsgruppe gewonnenen Daten zur T-Zell-Hemmung durch Plazentaständige Gr-

MDSC, welche eine deutlichere Hemmung zeigten, als Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut, legen diese Vermutung nahe. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass (3) die Expression des Effektorenzyms iNOS 

durch Gr-MDSC nicht durch Hypoxie bedingt zu sein scheint. Auch hier gibt es in der 

Literatur Hinweise auf eine hypoxieabhängige Aktivierung in Tumorumgebung, 

welche wahrscheinlich auch noch von anderen Faktoren abhängig ist. 

Schließlich zeigen die Ergebnisse noch, dass (4) die T-Zell-Proliferation durch Gr-

MDSC gehemmt wird. Es zeigte sich jedoch keine bessere Hemmung unter 

hypoxischen Bedingungen, wie zuvor angenommen.   
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6  Zusammenfassung 

 
Die fetale Inflammationsreaktion intrauterin unterscheidet sich von der des 

Neugeborenen postpartal. Zu Gunsten des Schwangerschaftserhaltes sind 

proinflammatorische Prozesse abgeschwächt. Die geringere proinflammatorische 

Potenz des fetalen Immunsystems wird als „physiologische Unreife“ des 

Immunsystems zum Schutz vor einer Abstoßungsreaktion gegenüber des 

semiallogenen mütterlichen Organismus gesehen. Die zugrunde liegenden 

Mechanismen, die diese „Dämpfung“ des fetalen Immunsystems bedingen, sind 

jedoch weitestgehend unklar, ebenso sind die Mechanismen, welche eine 

fetomaternale Toleranz ermöglichen noch nicht vollständig verstanden. 

Gr-MDSC wurden bisher vor Allem in Tumorgewebe untersucht. Die in dieser Arbeit 

vorgestellten Ergebnisse zeigen jedoch, dass Gr-MDSC auch im Nabelschnurblut 

vermehrt vorliegen. In der vorgelegten Arbeit ging es weiterhin darum, ob Hypoxie 

einen Einfluss auf die durch sie ausgelöste Immunmodulation hat. 

Mittels Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass die Gr-MDSC aus 

Nabelschnurblut unter hypoxischen Bedingungen mehr Arginase-1 exprimieren als 

unter normoxischen Bedingungen. Dadurch könnten Sie Einfluss auf die 

Immunantwort nehmen, indem die T-Zell-Proliferation gehemmt wird.  

In den durchgeführten Versuchen zur T-Zell-Proliferation konnte zwar eine eindeutige 

Hemmung nachgewiesen werden, diese zeigte sich aber unter hypoxischen 

Bedingungen schwächer als unter normoxischen Bedingungen. Dies kann daran 

liegen, dass die Hypoxie und die Arginase-1 Expression nicht alleine für die 

Immunmodulation verantwortlich sind. Hier ergibt sich die Fragestellung ob die 

Immunantwort allein durch Gr-MDSC gehemmt werden kann und welche Rolle die 

Verzahnung des adaptiven und des angeborenen Immunsystems im Rahmen der 

fetomaternalen Toleranz spielt, für zukünftige Forschungsansätze. In einer anderen 

Arbeit der Gruppe konnte gezeigt werden, dass Gr-MDSC auch im Blut von 

Schwangeren erhöht sind. Auch die Frage, ob ein Vorkommen von mütterlichen und 

fetalen Gr-MDSC zusammen und nicht nur die fetalen Gr-MDSC allein die 

Immunantwort modulieren, sollte in weiteren Versuchen untersucht werden, da die 

postnatale Adaptation nicht nur durch den ansteigenden Sauerstoffpartialdruck, 
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sondern eventuell auch durch den Wegfall der mütterlichen Gr-MDSC getriggert sein 

könnte. 

Das Vorhandensein und die Funktion fetaler und neonataler Gr-MDSC scheint durch 

Hypoxie beeinflussbar zu sein. Der Wechsel zwischen pränataler Hypoxie  

zu postnataler Normoxie scheint nach den vorliegenden Ergebnissen jedoch nicht 

allein für die immunsuppressive Wirkung der Gr-MDSC verantwortlich.  
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8   Anhang 

 

8.1 Abkürzungsverzeichnis  

 
APC Allophycocyanin 

BSA Bovines Serum Albumin 

CBMC Cord Blood Mononuclear Cells, 

mononukleäre Zellen aus 

Nabelschnurblut 

CBP CREB-binding protein 

CFSE Carboxyfluoresceindiacetat 

succinimidyl ester 

Cy-5 Cyanin 

DFO Desferrioxamin 

FACS fluorescence-activated cell sorting 

FCS Fetales Kälberserum 

FIH-1 factor inhibiting HIF 1 

FITC Fluorescein-Isothiocyanat 

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-

stimulating factor 

HIF-1 hypoxia inducible factor 

HIF-1β Untereinheit des hypoxia inducible 

factor 

HIF-1α Untereinheit des hypoxia inducible 

factor 

HRE hypoxia responsive element 

Hx Hypoxie 

IL-1β Interleukin 1β 

IL-4 Interleukin 4 

IL-6 Interleukin 6 

IL-10 Interleukin 10 
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IL-11 Interleukin 11 

IL-13 Interleukin13 

INFγ Interferon-gamma 

iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid-

Synthase 

MACS magnetic cell sorting  

M-CSF macrophage colony-stimulating factor 

MDSC Myeloid derived supressor cells 

MNC Mononukleare Zellen 

NaCl Natriumchlorid 

NaN3 Natriumazid 

NK-Zellen Natürliche Killer Zellen 

NSB Nabelschnurblut 

Nx Normoxie 

OKT3 monoklonaler Antikörper gegen CD3 

P300 binding protein p300  

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells, 

Mononukleäre Zellen aus  

dem peripheren Blut gesunder 

Erwachsener 

PBS phosphate buffered saline 

PE Phycoerythrin 

PHD Prolylhydroxylase 

ROS reactive oxygen species 

TGFβ Transforming growth factor β 

TLR Toll-like Receptor 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

VHL von Hippel-Lindau Faktor 

VLE-RPMI very low endotoxin Roswell Park 

Memorial Institute 
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8.2 Abbildungsverzeichnis 

 
Abbildung 1: Regulation von hypoxia-inducible factor - 1 α  

                      

Abbildung 2: Der Anteil CD66b positiver Zellen ist in Nabelschnurblut deutlich höher    

als im Blut gesunder Erwachsener  

 

Abbildung 3: Der Anteil CD66b positiver Zellen in Nabelschnurblut ist im Vergleich 

zum Blut gesunder Erwachsener deutlich erhöht. Mit zunehmendem Alter sinkt der 

Anteil ab und nähert sich dem Niveau im peripheren Blut gesunder Erwachsener an 

 

Abbildung 4: Phänotypisierung der MDSC  

 

Abbildung 5: Die Arginase-1 Expression ist unter dem Einfluss von DFO erhöht. 

 

Abbildung 6: Unter hypoxischen Kulturbedingungen produzierten Gr-MDSC mehr Arginase-

1 als in Normoxie. 

 

Abbildung 7: Die Expression von Arginase-1 ist bei Gr-MDSC welche aus dem peripheren 

Blut gesunder Erwachsener gewonnen wurden und hypoxisch kultiviert wurden nicht höher 

als unter normoxischen Kulturbedingungen. 

 

Abbildung 8: Die Arginase-1 Expression von Gr-MDSC ist nach Zugabe von DFO erhöht . 

 

Abbildung 9: MDSC exprimieren unter hypoxischen und normoxischen Kulturbedingungen 

iNOS. 

 

Abbildung 10: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus dem 

peripheren Blut gesunder Erwachsener unter normoxischen Bedingungen (rechts) stärker 

gehemmt als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

 

Abbildung 11: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus dem 

Nabelschnurblut generell nur wenig gehemmt. Unter normoxischen Bedingungen (rechts) 

zeigte sich jedoch eine stärkere Hemmung als unter hypoxischen Bedingungen (links). 
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Abbildung 12: Die Proliferation CD4+ T-Zellen wird durch Gr-MDSC gehemmt. Unter 

normoxischen Kulturbedingungen zeigt sich eine stärkere Hemmung als in Hypoxie. 

 

Abbildung 13: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus dem 

peripheren Blut gesunder Erwachsener unter normoxischen Bedingungen (rechts) stärker 

gehemmt als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

 

 Abbildung 14: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird nach Zugabe von Gr-MDSC aus dem 

Nabelschnurblut nur wenig gehemmt. Unter normoxischen Bedingungen (rechts) zeigte sich 

jedoch eine stärkere Hemmung als unter hypoxischen Bedingungen (links). 

 

Abbildung 15: Die Proliferation CD8+ T-Zellen wird durch Gr-MDSC gehemmt. Unter 

normoxischen Kulturbedingungen zeigt sich eine stärkere Hemmung als in Hypoxie. 
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