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BPD
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HGF
HLA-DR
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Toll-like receptor, Toll-like-Rezeptor

Vascular endothelial growth factor,

vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
Very low birth weight

Very Low Gestational Age Newborns
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2 Einleitung

2.1 Fruhgeburtlichkeit
Frihgeburtlichkeit ist definiert als die Geburt eines Kindes vor Vollendung der
37. Schwangerschaftswoche (SSW) post menstruationem (BfArM, 2021).

Weltweit sind ca. 11 % aller Geburten Friihgeburten, was etwa einer jahrlichen
Zahl von 15 Millionen entspricht (Harrison and Goldenberg, 2016, Shulhan et al.,
2017, Galindo-Sevilla et al., 2019). Frihgeburtlichkeit ist — u. a. bedingt durch
erhohte Infektanfalligkeit und Vulnerabilitat — die fuhrende Ursache fur perinatale
Morbiditat und Mortalitat (Black et al., 2010, Harrison and Goldenberg, 2016,
Patel, 2016).

Frihgeburten werden entweder nach dem Geburtsgewicht oder dem
Gestationsalter (Accardo and Hoon, 2008) in 2 verschiedene Gruppen unterteilt
(Tabelle 1 und 2).

Tabelle 1: Neugeborenen-Klassifikation nach Geburtsgewicht

Klassifikation Geburtsgewicht
Extremely Low Birth Weight (ELBW) <500 g

Very Low Birth Weight (VLBW) <1000 g

Low Birth Weight (LBW) <2500 g

Normal Birth Weight (NBW) 2500 g — 4000 g

Tabelle 2: Neugeborenen-Klassifikation nach Gestationsalter

Klassifikation Gestationsalter

Extremely Low Gestational Age Newborns (ELGAN) 23+0 — 27+6 SSW
Very Low Gestational Age Newborns (VLGAN) 28+0 — 31+6 SSW
Moderate Low Gestational Age Newborns (MLGAN) 32+0 — 36+6 SSW

Normal Gestational Age Newborns (NGAN) >37+0 SSW
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2.2 Neonatale Sepsis und nekrotisierende Enterokolitis (NEK)

Nach respiratorischen Komplikationen sind generalisierte bakterielle Infektionen
und die nekrotisierende Enterokolitis (NEK) die wichtigsten Todesursachen von
sehr kleinen Frihgeborenen (Stichtenoth et al., 2012, Stoll et al., 2015, Masi and
Stewart, 2019).

Neonatale bakterielle Infektionen werden in die Early Onset Sepsis (EOS) und
die Late Onset Sepsis (LOS) unterteilt. Die EOS tritt innerhalb der ersten 72
Lebensstunden auf und wird durch Keime aus der miutterlichen Vaginalflora
ausgelost, wahrend die LOS nach dem 3. Lebenstag auftritt und durch Keime aus
der Krankenhausumgebung verursacht wird. Die Mortalitat der Frihgeborenen-
Sepsis liegt bei ca. 10 bis 20 % (Stoll et al., 2015). AuRerdem pradisponiert die
Sepsis fur inflammatorische Folgeerkrankungen wie die Periventrikulare
Leukomalazie (PVL) und die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) (Stoll et al.,
2004a, Rocha et al., 2006, Bose et al., 2011) und dartber hinaus fur
neurologische Entwicklungsstérungen und Wachstumsverzogerungen (Stoll et
al., 2004b).

Bei der NEK handelt es sich um eine schwere Darmerkrankung Frihgeborener
(Nino et al., 2016). Sie betrifft ca. 5 bis 12 % aller VLBW-Kinder und hat eine
Mortalitat von 20 bis 30 % (Patel and Denning, 2015, Shulhan et al., 2017). Die
Pathogenese der NEK ist bisher noch unvollstandig verstanden. Es wird
angenommen, dass das noch unreife intestinale Epithel eine Uberschie3ende
Entziindungsreaktion auslost, die dann zu einer Zerstérung der Mukosa und zur
mesenterialen Hypoperfusion fihrt (Nino et al., 2016). Letztendlich kommt es
Uber eine Barrierestdrung der Darmwand zu einer Durchwanderungsperitonitis
und dann zu einer systemischen Infektion (Good et al., 2014, Shulhan et al.,
2017, Masi and Stewart, 2019). Die wichtigsten bekannten Risikofaktoren fur eine
NEK sind Friihgeburtlichkeit, eine bakterielle Fehlbesiedlung und eine Ernahrung
mit Formula-Nahrung, anstelle von Muttermilch (Siggers et al., 2011, Patel and
Denning, 2015, Corpeleijn et al., 2016, Quigley et al., 2019, Wu et al., 2019).
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2.3 Das neonatale Immunsystem und das Mikrobiom

Durch die miutterliche Immunitat vor Pathogenen geschiitzt, kann sich der Fotus
wahrend der Schwangerschaft in einem meist sterilen Umfeld entwickeln.
Bestimmte Toleranzmechanismen verhindern dabei eine Abstol3ungsreaktion
des semi-allogenen Fotus durch matterliche Immunzellen (Warning et al., 2011).
Bei Geburt kommt es zur Keimbesiedelung des Neugeborenen, wobei das
neonatale Immunsystem potentiellen Pathogenen ausgesetzt wird (Fulde and
Hornef, 2014). Vor allem in dieser Phase sind Neugeborene besonders anfallig
fur Infektionen. Die gesteigerte Anfalligkeit von Neugeborenen gegeniber
inflammatorischen Ereignissen ist einer veranderten Immunreaktion im Vergleich

zu Erwachsenen geschuldet (Levy, 2007, Dowling and Levy, 2014).

Gleichzeitig findet die Entwicklung des Mikrobioms statt, wobei es Hinweise
darauf gibt, dass dieselben Mechanismen, die fur die Vulnerabilitdt gegeniber
Infektionen verantwortlich sind, auf der anderen Seite eine ungestorte Mikrobiom-
Entwicklung ermdglichen (Elahi et al., 2013). Das intestinale Mikrobiom ist die
Gesamtheit aller im Darm befindlichen Mikroorganismen. Die wichtigste Phase
der Mikrobiometablierung beginnt unmittelbar nach der Geburt und reicht bis ins
Kindes- bzw. Jugendalter (Yatsunenko et al., 2012, Ringel-Kulka et al., 2013,
Backhed et al., 2015, Hollister et al., 2015). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die Zusammensetzung des Mikrobioms bei Neu- und Frihgeborenen je
nach Gestationsalter variiert (Patel et al., 2016, Korpela et al.,, 2018).
Verschiedene peri- und postnatale Faktoren beeinflussen die Zusammensetzung
des Mikrobioms entscheidend. Hierzu zéhlen neben dem Geburtsmodus (Azad
et al., 2013) insbesondere die perinatale Gabe von Antibiotika (Penders et al.,
2006, Koenig et al., 2011, Martin et al., 2016) und die Ernahrung. Muttermilch
enthalt u. a. wichtige probiotische Mikroorganismen (Heikkila and Saris, 2003,
Backhed et al., 2015) und Oligosaccharide (Gonia et al., 2015, Lin et al., 2017,
Cavdar et al., 2019), die sich protektiv auf die Mikrobiometablierung auswirken
(Masi and Stewart, 2019).

Das intestinale Mikrobiom tragt wesentlich zur Gesundheit des Menschen bei,

kann aber im Falle von pathologischen Veranderungen auch an der Entstehung
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von Krankheiten beteiligt sein. Sowohl fir die LOS als auch fur die NEK konnte
gezeigt werden, dass Veranderungen des Mikrobioms bereits vor Beginn der
Erkrankung nachgewiesen werden konnen (Carl et al., 2014, Shaw et al., 2015,
Taft et al., 2015). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung
des intestinalen Mikrobioms einen Einfluss auf die Entstehung chronisch
entzindlicher Erkrankungen im spéteren Leben wie der Multiplen Sklerose, der
rheumatoiden Arthritis, dem Diabetes mellitus, der Adipositas und Atopien hat
(Costello et al., 2009, Maynard et al., 2012, Frick and Autenrieth, 2013, Harsch
and Konturek, 2018).

2.4 Muttermilch

Muttermilch ist die beste Erndhrung fir Neu- und Frihgeborene (Arendt, 2008,
Moles et al., 2018). Neben einer optimalen N&hrstoffzusammensetzung enthalt
Muttermilch  viele immunologisch  wirksame Substanzen; aulier
Immuneffektorzellen beinhaltet sie Stammzellen, Immunglobuline, Zytokine und
antimikrobielle Proteine wie Lactoferrin und Lysozym (Hassiotou et al., 2013a).
Weitere Faktoren wie Nitrate, L-Arginin, Prabiotika, platelet-activating factor A
(PAF-A) und Wachstumsfaktoren wie vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
(VEGF) und Hepatozyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor, HGF)
wirken sich protektiv auf Wachstum und Entwicklung des Kindes aus (Kaingade
et al., 2016).

Im Vergleich zu Formula-Ernahrung reduziert Muttermilch die NEK-Inzidenz
(Schanler et al., 2005, Siggers et al., 2011, Wu et al., 2019) und ist mit einem
verminderten Auftreten von systemischen Infektionen assoziiert (Moles et al.,
2018). Die genauen Mechanismen, die hier zugrunde liegen, sind bis heute

allerdings nur unvollstandig verstanden.
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2.5 Myeloide Suppressorzellen (MDSC)

Myeloide Suppressorzellen (MDSC) sind myeloide Zellen mit modulierender

Wirkung auf das angeborene und erworbene Immunsystem (Nagaraj et al.,
2013).

Bis vor einigen Jahren kannte man sie vor allem aus der Tumorbiologie (Young
et al., 1987, Gabrilovich and Nagaraj, 2009, Qu et al., 2016, Gabrilovich, 2017).
Durch den Tumor induziert, sorgen MDSC durch ihre suppressiven
Eigenschaften insbesondere auf T-Zellen fir eine Progredienz der Erkrankung
(Waldron et al., 2013, Talmadge and Gabrilovich, 2013, Solito et al., 2014).
Wahrend im Blut gesunder Menschen kaum MDSC zirkulieren, kommt es bei
systemischer Inflammation wie bakteriellen und parasitaren Infektionen (Delano
et al., 2007, Brudecki et al., 2012), chronischen Entziindungsreaktionen (Zhang
et al.,, 2015), Traumata (Cuenca et al.,, 2011), Transplantationen (Wu et al.,
2014a, Koehn and Blazar, 2017, Zhang et al., 2018) und Autoimmungeschehen
(Zhang et al., 2014) zu einer Akkumulation von MDSC (Almand et al., 2001). Eine
eindeutige  phénotypische  Abgrenzung der MDSC von anderen
Immunzellpopulationen beim Menschen ist aufgrund des Fehlens von
spezifischen Oberflachenmarkern bisher nicht moglich. MDSC sedimentieren in
der Fraktion der mononuklearen Zellen (Brandau et al., 2011) und kénnen nur
durch ihre T-Zell-suppressiven Eigenschaften eindeutig identifiziert werden.
Phanotypisch lassen sich MDSC in 2 Subpopulationen unterteilen - granulozytare
MDSC (GR-MDSC) und monozytare MDSC (MO-MDSC) (Youn et al., 2008).
Wéahrend GR-MDSC granulozytare Marker wie CD11b, CD15 und CD66b
exprimieren, sind MO-MDSC positiv fir das monozytare Antigen CD14 (Zea et
al., 2005, Valenti et al., 2007, Greten et al., 2011, Condamine et al., 2015). Beide
prasentieren den Oberflachenmarker CD33 und sind negativ fur HLA-DR (Ochoa
et al., 2007, Greten et al., 2011).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass GR-MDSC auch unter
physiologischen Bedingungen wéhrend der Schwangerschaft im mutterlichen
und fetalen Organismus akkumulieren (Rieber et al., 2013b, Kostlin et al., 2014,

Kostlin et al., 2016) und einerseits wichtig fur die Aufrechterhaltung der materno-
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fetalen Toleranz wahrend der Schwangerschaft sind (Kostlin-Gille et al., 2019),
andererseits aber auch eine Rolle fir die postnatale Immunadaption des
Neugeborenen spielen (Rieber et al., 2013b, Kostlin et al., 2017, Schwarz et al.,
2018).

Jingere Arbeiten unserer Forschungsgruppe zeigen, dass GR-MDSC auch in
groRen Zahlen in der Muttermilch gesunder Mutter vorkommen (Muttermilch-
MDSC, MM-MDSC). Diese MM-MDSC zeigen im Vergleich zu GR-MDSC aus
peripherem Blut eine erhdhte Expression von Chemokin-Rezeptoren, co-
inhibitorischen Molekiilen, Effektorenzymen und eine gesteigerte suppressive
Aktivitat. Daneben scheinen MM-MDSC die Expression des Toll-like Receptor 4
(TLR4), eines in die Pathogenese der NEK involvierten Pathogen-Rezeptors, zu

modulieren (Kostlin et al., 2018).

Der Transfer von MDSC Uber die Muttermilch an das Neugeborene kdnnte daher
die mukosale Immunitdt und die Etablierung des intestinalen Mikrobioms
beeinflussen und so eine wichtige Rolle fir die Pathogenese von akuten
Infektionen in der Neugeborenenzeit und chronischen Erkrankungen im spateren

Leben spielen.

2.6 Ziel der Arbeit

In dieser Dissertation wurde untersucht, ob Muttermilch Substanzen enthélt, die

zu einer Induktion von MDSC fuhren. AulBerdem wurde analysiert, wie sich die
MDSC-Zahlen in der Muttermilch frihgeborener Kinder Uber die ersten
Lebenswochen verhalten und ob es eine Assoziation zwischen MDSC-Zahlen
aus der Muttermilch und klinischen Parametern gibt. Zuletzt wurde mithilfe eines
in-vivo-Tiermodells der Frage nachgegangen, ob GR-MDSC aus der Muttermilch

in den kindlichen Organismus gelangen kdnnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen genehmigt (Ethikvoten 682/2016BO1 und
419/2019B02).

Die analysierten Milchproben wurden von Mdittern gespendet, deren
Neugeborene sich zum Zeitpunkt der Studienteilnahme in stationarer
Behandlung auf den neonatologischen Intensiv- und Uberwachungsstationen der
Universitats-Kinderklinik Tubingen befanden. Die Rekrutierung der Teilnehmer
fand im Zeitraum von Januar 2018 bis Mai 2020 statt. Eingeschlossen wurden
Mutter von Fruhgeborenen mit einem Gestationsalter von 23+0 bis 36+6
Schwangerschaftswochen und deren Frihgeborene. Die Milchproben wurden
Uber die ersten 5 Lebenswochen gesammelt. Es wurden 1 bis 2
Muttermilchproben pro Woche gewonnen. Die Milchproben waren zum Zeitpunkt
der Analyse maximal 6 Stunden alt und unbehandelt und wurden bis zur weiteren

Verarbeitung bei 4 °C gelagert.

Alle Probandinnen wurden zuvor Uber die Studie aufgeklart und haben eine
schriftliche Einverstandniserklarung unterzeichnet.

Uberdies wurden klinische Daten der in die Studie eingeschlossenen Miitter und
Neugeborenen erhoben (Quelle: Kostlin-Gille et al. (2020)). Diese sind in den

folgenden 2 Tabellen zusammengefasst:
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Tabelle 3: Kindliche Charakteristika der Studienpopulation

Material und Methoden

<28+0 28+0 - >32+0
SSW | 31+6 SSW SSw
105 45 41 19
29+0 26+3 29+6 33+2
1239 889 1327 1877
56,2 48,9 65,9 52,6
6,7 2,2 12,2 5,3
77,1 88,9 75,6 52,6
46,7 60,0 36,6 36,8
35,2 51,1 24,4 21,1
10,5 22,2 2,4 0,0
2,9 2,2 4,9 0,0
11,4 8,9 12,2 15,7
41,0 31,1 51,2 42,1
47,6 60,0 36,6 42,1
11,4 17,8 9,8 0,0
38 2,4 73 0,0
7,6 15,6 2,4 0,0

Tabelle 4. Mutterliche Charakteristika der Studienpopulation

28+0 -

SSW | 31+6SSW | SSW
86 34 34 18
29+1 26+3 29+5 33+2
75,6 87,9 75,0 82,4
45,3 57,6 38,9 35,3
20,9 33,3 13,9 118
12,8 12,1 11,1 17,6
44,2 36,4 52,8 41,2
41,7 51,5 33,3 41,2

8
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3.1.2 Materialien biologischen Ursprungs

Anti-human CD3 Clone: OKT-3

Janssen-Cilag, Neuss

Fetal Bovine Serum (FCS)

Fa. Biochrom, Berlin

Interleukin-2 (IL-2)

Fa. R&D Systems, Wiesbaden

3.1.3 Materialien nicht-biologischen Ursprungs

Ammoniumchlorid-Puffer (NH4CI)

Universitatsapotheke, Tubingen

Ampuwa

Fa. Fresenius Kabi GmbH, Bad
Homburg

BD Perm/Wash Buffer

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

Biocoll Separating Solution (Dichte
1,077 g/ml)

Fa. Biochrom, Berlin

Carboxylfluorescin Succinimidyl Ester
(CFSE)

Fa. Invitrogen, Karlsruhe

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt

FACS-Flow

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

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

Fa. B. Braun, Melsungen

Natriumazid

Fa. AppliChem GmbH

Natriumchlorid

Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Phosphat-gepufferte Salzlésung
(PBS-Dulbecco)

Fa. Biochrom, Berlin

Running Buffer

Universitatsapotheke, Tubingen

Trypanblau

Fa. Biochrom, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium

Fa. Biochrom, Berlin

Waschpuffer (PBS + 0,1% Bovines

Serumalbumin + 0,1 % Natriumazid)

Eigene Herstellung

9
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3.1.4 Antikorper fir die Durchflusszytometrie

3.1.4.1 Alexa Fluor 647/ Allophycocyanin Conjugate (APC)-markiert

APC Mouse Anti-Human CD8

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

APC M®P9 CD14

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

APC Mouse Anti-Human CD274
(B7-H1, PD-L1)

Fa. Biolegend, Koblenz

APC Mouse Anti-Human CD184
(CXCR4)

Fa. Thermofisher Scientific,

Darmstadt

Alexa Fluor 647 Rat Anti-CD11b

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

3.1.4.2 Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-markiert

FITC Mouse Anti-Human CD66b

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

FITC Mouse Anti-Human CD3

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

3.1.4.3 Phycoerythrin (PE)-markiert

PE Mouse Anti-Human CD45

Fa. Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch-Gladbach

PE Mouse Anti-Human CD124

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

PE Mouse Anti-Human CD273
(B7-DC, PD-L2)

Fa. Biolegend, Koblenz

PE Mouse Anti-Human CD33

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

PE Mouse Anti-Human CD4

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

PE Rat Anti-Mouse CD45

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

3.1.4.4 Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex Conjugate (PerCP)-markiert

PerCP Cy5.5 Mouse Anti-Human
HLA-DR

Fa. Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch-Gladbach

PerCP Rat Anti-Mouse Ly-6G and Ly-
6C (Grl)

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

10
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3.1.5 Antikorper fir die Isolierung der MDSC

Anti-FITC MicroBeads

Fa. Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Anti-PE MicroBeads (CD33)

Fa. Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

3.1.6 Glas- und Plastikmaterialien

Zentrifugenroéhrchen, 15 ml und 50 mi

Fa. Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Flat Bottom Cell Culture Cluster,
6- und 12-Well

Fa. Corning,

Kaiserslautern

Corning Zellschaber

Fa. Fisher Scientific, Schwerte

5ml Polystyrene Round-Bottom

Tubes

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

F- and U-Bottom Cell Culture Cluster,
96-Well

Fa. Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Cover Glass

VWR International, Bristol, United
Kingdom

Einmalspritzen Plastipak, 30 ml und
50 ml

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf-Cup Reaction Tubes

Fa. Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Neubauer-Zzahlkammer

Fa. Karl Hecht GmbH & Co. KG

LJAssistent”, Sondheim/Rhon

Objekttrager

Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen blau (100-1000 pl)
und gelb (20-200 pl)

Fa. Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Pipettenspitzen farblos (1-10 pl)

Viozym Scientific, Oldendorf

Safety Multifly Set

Fa. Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

S-Monovette 9 ml mit 1,6 mg
EDTA/mI Blut

Fa. Sarstedt AG & Co., NiUmbrecht

11
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8-Kanal-Transferpipette (20 - 200 ul)

Fa. Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim

Abzugs-Bank HeraSafe HS12

Fa. Heraeus Instruments, Stuttgart

AutoMacs Pro

Fa. Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach

Brutschrank (5 % CO2, 37 °C,

wasserdampfgesattigt)

Fa. Heraeus Instruments, Stuttgart

CellQuest Pro (Software)

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

Cytospin 16A Zentrifuge

Fa. Hettich, Tuttlingen

Durchflusszytometer FACSCalibur

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

Elektronenmikroskop LIBRA 120p

Fa. Zeiss, Oberkochen

Gefrierschrank (-80 °C), Telstar Igloo
GreenLine 570L

Fa. Telstar

GraphPad Prism 5.0

GraphPad Software, La Jolla,
Kalifornien, USA

Konfokalmikroskop-cLSM 710 NLO

Fa. Zeiss, Oberkochen

Kuhlschrank ,Bosch economic®

Fa. Bosch, Stuttgart

Lichtmikroskop

Fa. Olympus, Hamburg

Microsoft Excel 2002

Fa. Microsoft Corporation,
Unterschlei3heim

Microsoft Word 2002

Fa. Microsoft Corporation,

Unterschleil3heim

Pipetten
(1, 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl)

Fa. Abimed, Langenfeld

Sterilbank

Fa. Heraeus Instruments, Stuttgart

SYSMEX-XP300

Sysmex GmbH, Norderstedt

Vortex

Fa. Bender & Hobein AG, USA

Zentrifuge Rotanta 460 RS und 46
RS

Fa. Hettich, Tuttlingen

12
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3.2 Methoden

Die hier angewandten Methoden sind die Standardmethoden der Arbeitsgruppe.
Die Beschreibungen sind an die Dissertationsschriften von Frau Dr. med. K.
Hofstadter, Frau Dr. med. V. Scheckenbach, Frau Dr. med. H. Kugel und Herrn
Dr. med. J. Schwarz angelehnt (Hofstadter, 2016, Scheckenbach, 2017, Kugel,
2018, Schwarz, 2020).

3.2.1 Isolation von Zellen aus der Muttermilch

Zur Isolation von Zellen aus der Muttermilch wurden Proben mit 5 ml bis max.
150 ml Muttermilch pro Spende verwendet. Die abgepumpte Muttermilch wurde
1:1 mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) verdiinnt und bei 20 °C und 805 g
fur 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet
wurde dreimal mit PBS gewaschen (10 Minuten bei 10 °C und 500 g, zweimal
5 Minuten bei 4 °C und 310 g). Zwischen dem 2. und 3. Waschschritt erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl am Hamozytometer (Sysmex). Die Zellzahl wurde
anschlieBend auf 4 x 104 Zellen/ml eingestellt und fir die durchflusszytometrische

Analyse verwendet.

3.2.2 Isolation von PBMC

Zur lIsolation von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut gesunder
Erwachsener wurde peripheres Blut mittels Venenpunktion gewonnen und mit
Natrium-Heparin antikoaguliert. Die Aufreinigung von mononukledren Zellen
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) erfolgte dann mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Boyum, 1968a, Boyum, 1968b, Boyum, 1977).
Hierzu wurde das Vollblut 1:2 — 1:1 mit PBS verdinnt und dann im Verhaltnis 2:1
auf Biocoll (Biocoll Separating Solution, Dichte 1,077 g/ml) aufgeschichtet. Die
Probe wurde fur 25 Minuten bei 20 °C und 400 g ungebremst zentrifugiert. Durch
die geringere Dichte der PBMC formten diese einen Ring oberhalb des Biocoll,
wahrend die Granulozyten und Erythrozyten das Zellpellet am Réhrchenboden

bildeten. Die PBMC wurden mithilfe einer serologischen Pipette enthommen, in
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ein neues Zentrifugenréhrchen dberfiihrt und zweimal mit PBS gewaschen
(10 Minuten bei 10 °C und 500 g und 10 Minuten bei 4 °C und 310 g). Zwischen
den beiden Waschschritten erfolgte die Zellzahlbestimmung am Hamozytometer.

3.2.3 Gewinnung von Muttermilchiberstand fur MDSC-Induktions-

versuche

3.2.3.1 Muttermilchuiberstand

Frisch abgepumpte Muttermilch wurde im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdunnt und
bei 805 g fur 20 Minuten bei 20 °C abzentrifugiert. Die oberste Fettschicht wurde
verworfen und der restliche Uberstand entnommen und fiir die weiteren Versuche
verwendet. Hierbei wurde der Uberstand sowohl unbehandelt als auch
denaturiert und gekocht verwendet. Zur Denaturierung von Proteinen in der
Muttermilch wurden die Proben bei 56 °C fur 30 min im Wasserbad erhitzt. In
einem weiteren Ansatz wurden Proben fir 10 Minuten bei 100 °C gekocht. Die
Uberstande wurden anschlieRend in den Konzentrationen 6,25 %, 12,5 % und

25 %, jeweils verdunnt in Kulturmedium, in die Kulturen eingesetzt.

3.2.3.2 Induktion von MDSC durch Muttermilch

Die Induktion von MDSC durch Muttermilch wurde in Anlehnung an Lechner et
al., die eine Induktion von MDSC aus PBMC durch verschiedene Zytokine zeigen
konnten (Lechner et al., 2010), durchgefihrt. Zur Untersuchung einer mdglichen
MDSC-induktiven Wirkung von azellularen Bestandteilen der Muttermilch wurden
frisch isolierte PBMC eines gesunden Spenders fur 6 Tage mit unterschiedlich
behandelter, zellfreier Muttermilch (s. 2.2.3.1) kultiviert und dann der Anteil
CD33-positiver (CD33*) Zellen in der Kultur durchflusszytometrisch gemessen.
Als Negativkontrolle dienten Zellen ohne Zugabe von Muttermilch. Als
Positivkontrolle dienten Zellen mit Zugabe von 1 ng/ml Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF). Hierzu wurden PBMC
aufgereinigt und in einer Zellzahl von 1 x 108 Zellen/Well in DMEM-Medium (+ 10
% FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin) in eine 12-Well-Platte gegeben. Den Zellen
wurde dann Muttermilchiberstand (unbehandelt, denaturiert und gekocht) in

14
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unterschiedlicher Konzentration (6,25 %, 12,5 % sowie 25 %) zugegeben und bei
37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach 3 Tagen erfolgte ein
Mediumwechsel durch Abzentrifugieren der 12-Well-Platte bei 310 g und 4 °C fur
5 Minuten, vorsichtige Abnahme des Uberstandes und Zugabe von neuem
Medium inklusive der 0. g. Zusatze. Nach 6 Tagen wurde das Medium mit den
nicht-adharenten Zellen abgenommen. Die adharenten Zellen wurden durch
Zugabe von 200 pl Detachin/Well, sowie 10-mindtiger Inkubation im Brutschrank
und anschlieRendem Abschaben mit einem CellScraper, abgeldst. Losliche und
adharente Zellen wurden zusammengefihrt und fr 5 Minuten bei 4 °C und 310
g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde resuspendiert und sowohl fur die
durchflusszytometrische Analyse als auch die Anreicherung von MDSC mittels
MACS verwendet. Die Quantifizierung von MDSC erfolgte anhand des myeloiden
Markers CD33.

3.2.3.3 Isolation von Muttermilch-induzierten MDSC mittels MACS

Die magnetische Zellseparation mittels MACS (Magnetic Cell Separation)
ermoglicht die Isolation von Zellen aus einer beliebigen Zellsuspension anhand
ihrer Oberflachenmolekile (He et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde
eine sogenannte Positiv-Selektion angewandt. Hierzu werden Zellen mit an
Antikdrpern gekoppelten magnetischen Beads (MicroBeads) markiert und dann
in einer Separationssaule, welche von einem starken magnetischen Feld
umgeben ist, platziert. Durch das Magnetfeld werden an MicroBeads-gebundene
Zellen im Gegensatz zu unmarkierten Zellen in der Saule zuriickgehalten und
somit selektiert. Durchgefiihrt wurden die Versuche nach dem Protokoll des
Herstellers (Fa. Miltenyi Biotec). Zur Isolation von Muttermilch-induzierten MDSC
wurden MDSC mit 25 %igem Muttermilchtberstand induziert (s. 2.2.3.2). Fur die
nachfolgende Zellisolation mittels MACS wurde das gewonnene Zellpellet mit
Running Buffer gewaschen und im Anschluss in 80 pl Running Buffer pro 1 x 107
Zellen gelost. Es wurden 20 pl CD33-MicroBeads hinzugegeben und fir 15
Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden nochmals in Running Buffer
gewaschen und dann in 500 pl Running Buffer aufgenommen. Es erfolgte die
Positiv-Selektion der CD33*-Zellen mittels AutoMacs (Programm ,posseld2®).

15
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3.2.4 T-Zell-Proliferations-Assay

Die Analyse der T-Zell-suppressiven Wirkung von GR-MDSC erfolgte mittels T-
Zell-Proliferations-Assay (Lyons and Parish, 1994, Fulcher and Wong, 1999,
Lyons, 2000). Hierzu wurden PBMC eines gesunden Spenders (im Falle der T-
Zellproliferationshemmung durch induzierte MDSC wurde der gleiche PBMC-
Spender verwendet wie flur die Induktion der MDSC) aufgereinigt und mit dem
Farbstoff Carboxyfluoreszeinsuccimidylester (CFSE, 5 mM, Lagerkonzentration)
nach Herstellerangaben angefarbt. Die gefarbten PBMC wurden dann auf eine
Zellzahl von 5 x 105/ml in RPMI-Medium (mit 10 % Serum des PBMC-Spenders
+ 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % L-Glutamin) eingestellt und mit 1 pg/ml OKT3
und 100 U/ml IL-2 stimuliert. Es wurden dann zuvor aufgereinigte GR-MDSC oder
induzierte MDSC in den Verhaltnissen 2:1, 4:1 und 6:1 (PBMC:MDSC)
zugegeben. Als Negativ-Kontrolle dienten unstimulierte PBMC und als
Positivkontrolle dienten stimulierte PBMC ohne Zugabe von MDSC. Nach
Inkubation von 96 Stunden erfolgte eine Entnahme der Zellen aus der Platte.
Diese wurden anschlieBend mit 1 pl anti-CD4-PE-Antikoérper sowie 1 pl anti-CD8-
APC-Antikdrper gefarbt. Danach erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung
der T-Zell-Proliferation durch Abnahme der CFSE-Intensitat. Die Proliferation von
T-Zellen ohne MDSC wurde auf 100 % gesetzt. Es wurde dann der
Proliferationsindex als Quotient aus Proliferation mit MDSC und Proliferation
ohne MDSC errechnet.

3.2.5 Durchflusszytometrische Analyse von GR-MDSC aus der
Muttermilch

Zur Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch wurden Muttermilch-Zellen

auf eine Konzentration von 2-4 x 10% Zellen/ml eingestellt. Von dieser

Zellsuspension  wurden jeweils 100 pupl fir die  nachfolgende

durchflusszytometrische Analyse verwendet. Die durchflusszytometrische

Farbung erfolgte nach dem folgenden Schema:
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Tabelle 5: Antikdrper fir die durchflusszytometrische Analyse
FACS-Rohrchen Antikorper

1) Keine Antikérper (Kontrolle)

2) 1 ul CD66b FITC

3) 1 pl CD66b FITC, 1 pl CD45 PE, 1 ul CD14 APC, 5 ul HLADR-PerCP
(aus 1:10 Verdiinnung mit PBS)

4) 3 ul CD3 FITC, 1 pl CD45 PE

5) 1 ul CD66b FITC, 5 ul CD124 PE, 2 ul CD183 APC

6) 1 pl CD66b FITC, 1 pl PDL-2 PE, 1 pl PDL-1 APC (aus 1:10

Verdinnung mit PBS)

Die Zellsuspension wurde fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert und dann mit FACS-
Flow gewaschen (5 Minuten bei 4 °C und 310 g). AnschlieBend wurde der
Uberstand abgekippt, die Zellen resuspendiert und am Durchflusszytometer
(FACSCalibur) gemessen.

3.2.6 In-vivo-Modell

Die durchgefuhrten Tierversuche wurden durch die Einrichtung fir Tierschutz,
Tierarztlichen Dienst und Labortierkunde der Eberhard-Karls-Universitat
Tdbingen und des Universitatsklinikums Tubingen und durch das
Regierungsprasidium Tubingen (84-Mitteilung vom 26.02.2018) begleitet und
genehmigt. C57BI/6J-Méause und B6.Cg-Tg (S100A8-cre, -EGFP)1llw/J-Mause
wurden Uber Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und
unter speziellen pathogen-freien Bedingungen in der Einrichtung fir Tierhygiene
der Universitatsklinik Tubingen gehalten. Die Toétung der Versuchstiere erfolgte
durch die Betreuerin Dr. med. Natascha Kostlin-Gille, die Organpraparation

gemeinsam mit der Betreuerin.
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3.2.6.1 Studiendesign

Um die Frage zu klaren, ob MDSC aus der Muttermilch aus dem Darm der
Jungtiere in die Systemzirkulation Ubergehen, wurde ein in-vivo-
Futterungsmodell gewahlt, bei dem weibliche transgene Mause, welche bei
hemizygotem Vorliegen der genetischen Verdnderung das green fluorescent
protein (GFP) in Granulozyten und granulozytaren/monozytaren Vorlauferzellen
(also auch in MDSC) exprimieren (hier GFP-positive (GFP*) Mause, B6.Cg-
Tg(S100A8-cre, -EGFP)1llw/J), mit mannlichen Wildtyp-Mausen (hier GFP-
negative (GFP") Mause, C57BL/6J) verpaart wurden. Die neugeborenen Mause
wurden nach 1 (P1), 7 (P7), 14 (P14) und 21 (P21) Tagen getttet und die Organe
Leber, Milz und Blut entnommen. Es wurden anschlieBend die GFP-Jungtiere
auf das Vorhandensein von GFP*-Zellen in den verschiedenen Organen

durchflusszytometrisch untersucht.

3.2.6.2 Organentnahme und -aufbereitung

Jungtiere an P1 und P7 wurden durch Dekapitation getotet. Die Tétung der
Jungtiere an P14 und P21 erfolgte durch CO2-Einleitung in den Heimatkafigen
und anschlieRende zervikale Dislokation. Unmittelbar nach Tétung der Tiere
wurde Blut in ein EDTA-R6hrchen abgenommen. Dies erfolgte bei den Tieren an
P1 und P7 durch Entnahme mittels Kapillare aus dem Halsstumpf und bei den
Tieren an P14 und P21 durch intrakardiale Punktion. Hierbei wurden pro Tier ca.
20-50 pl Blut an P1 und P7 und bis zu 200 pl Blut an P14 und P21 gewonnen.
Anschliel3end wurde das Abdomen erd6ffnet, Milz und Leber entnommen und bis

zur weiteren Verarbeitung in PBS gelagert.

Blut: Zur Erythrozytenlyse wurde das Blut in ca. 1 ml Ammoniumchlorid-Puffer
(NH4CIl) aufgenommen und fuir 12 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlie3end wurde das Blut bei 600 g fur 10 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert,
der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit PBS gewaschen
(Zentrifugation fur 10 Minuten bei 600 g bei 4 °C). Die Zellzahl wurde in der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und auf 1-4 x 10® Zellen/ml in PBS fiir die
weitere durchflusszytometrische Analyse eingestellt.
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Milz und Leber: Zur Isolation von Splenozyten wurden die Milzen mithilfe eines

Spritzen-Stempels (1 ml Spritze) durch einen 40 um Filter gedrickt und der Filter
mit PBS gespililt. Die entstandene Zellsuspension wurde dann bei 600 g und 4 °C
fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
erneut in PBS gewaschen. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-Zahlkammer

bestimmt und auf 1-4 x 108 Zellen/ml eingestellt.

Die durchflusszytometrische Farbung der Zellsuspensionen erfolgte nach dem

folgenden Schema:

Tabelle 6: Durchflusszytometrische Antikérperféarbung der Zellsuspensionen
FACS-Rohrchen Antikorper

1) Keine Antikérper (Kontrolle)

2) 0,2 pl CD45 PE, 0,2 pl Grl PerCP, 0,5 pl CD11b Alexa

3.2.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte am FACS-Calibur (Fa. Becton
Dickinson, Heidelberg). Die Auswertung der Messungen wurde mit den Software-

Programmen CellQuest Pro™ und FlowJo® durchgefluhrt.

3.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische und grafische Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der Software
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Die Daten wurden
anhand des D'Agostino-Pearson-Test auf Gaul3sche Normalverteilung
untersucht. Da die Daten nicht normalverteilt waren, wurden Unterschiede
zwischen 2 Gruppen mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ausgewertet.
Unterschiede zwischen mehr als 2 Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test
und dem Dunn’s Multiple Comparison Test ausgewertet. Korrelationen wurden
anhand des Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten analysiert. Fur die
Korrelationsanalyse des postnatalen Alters mit den ermittelten GR-MDSC Zahlen
wurden longitudinale Messungen der Milch desselben Sauglings mit einbezogen.

Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.
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4 Ergebnisse

Ein Teil der folgenden Ergebnisse und dargestellten Abbildungen wurde bereits
veroffentlicht: Kostlin-Gille, N., Flaig, L. A., Ginzel, M., Arand, J., Poets, C. F.,
Gille, C. 2020. Granulocytic Myeloid-Derived Suppressor Cells in Breast Milk
(BM-MDSC) Correlate with Gestational Age and Postnatal Age and Are
Influenced by Infant’s Sex. Nutrients 12 (Kostlin-Gille et al., 2020).

In dieser Arbeit werden die Abbildungen 5A-J, 6A-E, 7A-C und 8A+B aus o. g.
Publikation zitiert. Im weiteren Verlauf wird an den entsprechenden Abbildungen
nicht mehr auf die Quelle verwiesen. Die Genehmigung zur Verwendung der hier
dargestellten Grafiken erfolgte durch das Journal ,Nutrients®.

4.1 Induktion von MDSC durch Muttermilch

Nachdem in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass

Muttermilch einen deutlich héheren Anteil an MDSC enthalt als das periphere
Blut der korrespondierenden Miitter (Kostlin et al., 2018), wurde zunachst die
Frage untersucht, ob azellulare Bestandteile der Muttermilch eine Induktion von
MDSC aus PBMC bewirken. Hierzu wurden isolierte PBMC fur 6 Tage mit
zellfreier, unterschiedlich behandelter Muttermilch kultiviert. Anschlieend wurde
der Anteil CD33*-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt und die suppressive
Wirkung mittels T-Zell-Proliferationsassay untersucht.

4.1.1 Muttermilch fuhrt zu einer quantitativen MDSC-Induktion aus PBMC
Zunachst wurden PBMC flur 6 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen von
zellfreier, aber sonst unbehandelter Muttermilch kultiviert. Als Kontrolle dienten
Zellen, die in reinem Medium ohne Zugabe von Muttermilch kultiviert worden
waren. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von 25 %iger Muttermilch
zum Medium zu einer prozentualen Zunahme von MDSC in der Kultur fUhrte
(13,4 % + 8,1 % vs. 8,9 % + 6,0 %, n = 20, p < 0,001, Abbildung 1B). Abbildung
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1A stellt die verwendete Auswertestrategie dar. Beide Graphen zeigen den Anteil
von CD33*-MDSC an der Gesamtheit der Zellen (Abbildung 1A).
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Abbildung 1: MDSC-Induktion durch Muttermilch-Uberstand

Muttermilch wurde von gesunden, stillenden Mittern gesammelt und die zellularen Bestandteile
mittels Zentrifugation entfernt (Muttermilch-Uberstand). Mononukledre Zellen wurden aus dem
peripheren Blut gesunder, nicht schwangerer Erwachsener isoliert und fiir 6 Tage ohne oder mit
Zugabe von 25 %iger Muttermilch in Kulturmedium kultiviert. Als Kontrolle dienten PBMC in
reinem Kulturmedium. Nach 6 Tagen wurde der Anteil CD33*-MDSC durchflusszytometrisch
ermittelt. (1A) Reprasentative Density Plots zeigen den Anteil CD33*-MDSC an den PBMC ohne
und mit Zugabe von 25 %igem Muttermilch-Uberstand. (1B) Das Punkte-Balken-Diagramm zeigt
den prozentualen Anteil von MDSC an allen PBMC ohne (Medium) oder mit Zugabe von
25 %igem Muttermilch-Uberstand (MM-U). Jeder einzelne Punkt stellt den Messwert eines
unabhéngigen Versuches dar, der Balken zeigt den Mittelwert. n = 20, **** p < 0,001, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test.

Um zu untersuchen, ob die Induktion von MDSC durch Muttermilch-Uberstand

konzentrationsabhangig erfolgt, wurde der Uberstand in 6,25 %-, 12,5 %- und

25 %iger Konzentration zum Medium gegeben und es wurde dann die x-fache
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Induktion als Quotient aus MDSC-Zahlen mit Zugabe von Muttermilch-Uberstand
und ohne Zugabe von Muttermilch-Uberstand ermittelt. Abbildung 2A zeigt die
konzentrationsabhéngige Zunahme des Anteils an MDSC an allen PBMC bei
steigender Konzentration des Muttermilch-Uberstandes (Abbildung 2A).

MDSC
[% von PBMC]
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Teo

MM-U MM-U MM-U
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Abbildung 2: Konzentrationsabhéangige Induktion von MDSC aus PBMC durch Muttermilch
Muttermilch wurde von gesunden, stillenden Mittern gesammelt und die zellularen Bestandteile
mittels Zentrifugation entfernt (Muttermilch-Uberstand, MM-U). Mononukle&re Zellen wurden aus
dem peripheren Blut gesunder, nicht schwangerer Erwachsener isoliert und fir 6 Tage ohne oder
mit Zugabe von Muttermilch in unterschiedlichen Konzentrationen kultiviert. Es wurde dann der
prozentuale Anteil von MDSC an allen Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Das Punkte-
Balken-Diagramm zeigt den prozentualen Anteil von MDSC an allen PBMC mit Zugabe von
6,25 %-, 12,5 %- und 25 %igem MM-U. Jeder einzelne Punkt stellt den Messwert eines
unabhangigen Versuches dar, der Balken zeigt den Mittelwert der Werte. n = 10-17.

4.1.2 Muttermilch induzierte MDSC hemmen die T-Zell-Proliferation

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Zugabe von Muttermilch-Uberstand
zu einer quantitativen Induktion von MDSC aus PBMC filhrt, sollte im Weiteren
Uberpruft werden, ob die durch Muttermilch induzierten MDSC hemmende
Eigenschaften besitzen. Hierzu wurden nach sechstagiger Inkubation CD33*-
Zellen mittels MACS aus der Kultur angereichert und in verschiedenen
Verhaltnissen zu frisch isolierten CFSE-markierten und mit OKT3 und IL-2
stimulierten PBMC desselben Spenders gegeben, der zuvor die Zellen fir die
MDSC-Induktion gespendet hatte. Nach viertagiger Kultur wurde dann die T-Zell-
Proliferation durchflusszytometrisch ermittelt. Der Proliferationsindex wurde als
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Quotient aus T-Zell-Proliferation unter Zugabe von MDSC und T-Zell-Proliferation
ohne Zugabe von MDSC bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe
von induzierten MDSC die T-Zell-Proliferation von CD4*-T-Zellen
konzentrationsabhangig auf 36 % (8:1), 27 % (4:1) und 9 % (2:1) der Proliferation
ohne Zugabe von MDSC hemmte (n = 3-6, p < 0,05, Abbildung 3A).
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Abbildung 3: Durch Muttermilch induzierte MDSC hemmen die T-Zell-Proliferation
Muttermilch wurde von gesunden, stillenden Mittern gesammelt und die zellularen Bestandteile
mittels Zentrifugation entfernt (Muttermilch-Uberstand, MM-U). Mononukle&re Zellen wurden aus
dem peripheren Blut gesunder, nicht schwangerer Erwachsener isoliert und fiir 6 Tage ohne oder
mit Zugabe von 25 %iger Muttermilch in Kulturmedium kultiviert. Es wurden dann die CD33*-
Zellen mittels MACS angereichert und in den Verhéltnissen 2:1, 4:1 und 6:1 (PBMC:MDSC) zu
CFSE-gefarbten und IL-2/OKT3-stimulierten PBMC gegeben. Nach 96-stiindiger Inkubation
erfolgte die durchflusszytometrische Messung der T-Zell-Proliferation und der Abnahme der
CFSE-Intensitat. Die Proliferation von T-Zellen ohne induzierte MDSC wurde auf 100 % gesetzt.
Es wurde dann der Proliferationsindex als Quotient aus Proliferation mit MDSC und Proliferation
ohne MDSC errechnet. n = 3-6, * p < 0,05, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

4.1.3 Denaturierung und Kochen beeinflussen die MDSC-induzierende
Wirkung von Muttermilch nicht

Um genauer zu untersuchen, welche Bestandteile der Muttermilch die Induktion

von MDSC bewirken konnten, wurde der Uberstand fiir 30 Minuten bei 56 °C im

Wasserbad denaturiert bzw. fir 10 Minuten bei 100 °C gekocht, um die

Proteinstrukturen zu zerstéren. Fur die Versuche wurde 12,5 %iger Uberstand

verwendet. Hier zeigte sich, dass weder das Erhitzen auf 56 °C (1,8fache

Induktion vs. 1,9fache Induktion, Abbildung 4A), noch das Kochen bei 100 °C
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(1,6fache Induktion vs. 1,7fache Induktion, Abbildung 4B) die induzierende
Wirkung des Muttermilch-Uberstandes aufheben konnten (beides n = 8, ns =

nicht signifikant).
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Abbildung 4: Vergleich der MDSC-induzierenden Wirkung von unbehandeltem Uberstand
mit denaturiertem und gekochtem Uberstand

Muttermilch wurde von gesunden, stillenden Mittern gesammelt und die zellularen Bestandteile
mittels Zentrifugation entfernt (Muttermilch-Uberstand, MM-U). Der Uberstand wurde entweder
fur 30 Minuten bei 56 °C oder fur 10 Minuten bei 100 °C erhitzt, um die Proteinstrukturen zu
zerstoren. Mononukleéare Zellen wurden aus dem peripheren Blut gesunder, nicht schwangerer
Erwachsener isoliert und fiir 6 Tage mit Zugabe von unbehandelter, denaturierter oder gekochter
Muttermilch (Konzentration 12,5 %) kultiviert. Es wurde dann der prozentuale Anteil von CD33"-
MDSC an allen Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. (4A+B) Die Punkte-Balken-
Diagramme zeigen den prozentualen Anteil von MDSC an allen PBMC bei Zugabe von
unbehandeltem 12,5 %igem MM-U im Vergleich zu (4A) denaturiertem (denat.) 12,5 %igem MM-
U oder (4B) gekochtem 12,5 %igem MM-U. Jeder einzelne Punkt stellt den Messwert eines
unabhangigen Versuches dar, der Balken zeigt den Mittelwert der Werte. n = 8, ns = nicht
signifikant, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

4.2 Longitudinale Quantifikation von GR-MDSC in der Muttermilch

Friuhgeborener

Bisher war lediglich bekannt, dass Muttermilch reifer Neugeborener einen hohen
Anteil GR-MDSC enthalt. Unbekannt war jedoch, wie sich der Anteil von GR-
MDSC an allen Leukozyten in der Muttermilch frihgeborener Kinder verhalt und
ob es einen Zusammenhang von GR-MDSC-Zahlen in der Muttermilch und

mdtterlichen oder kindlichen Faktoren gibt. Daher wurde im Rahmen dieser
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Studie der Anteil von GR-MDSC in der Muttermilch Frihgeborener tber die
ersten 35 Lebenstage durchflusszytometrisch ermittelt und mit verschiedenen
Parametern korreliert. Die Ergebnisse sollen im Folgenden naher vorgestellt

werden.

4.2.1 Der Anteil von GR-MDSC an allen Leukozyten in der Muttermilch
nimmt mit zunehmendem Gestationsalter zu

86 Mutter von 105 Frihgeborenen wurden in die Studie eingeschlossen.

34 Mitter wurden vor 28+0 SSW entbunden, weitere 34 Mutter zwischen 28+0

und 31+6 SSW und 18 Frauen nach 32+0 SSW. Tabelle 3 stellt die kindlichen

und Tabelle 4 die mutterlichen Charakteristika der Studienkohorte dar.

Zuerst wurde der Anteil an GR-MDSC in der Muttermilch Frihgeborener in
Abhangigkeit vom Gestationsalter (GA) analysiert. Dafur wurden die
prozentualen Anteile der GR-MDSC an allen Leukozyten in der Muttermilch jeder
teiinehmenden Mutter tUber die ersten 5 Lebenswochen des Neugeborenen
hinweg ermittelt und der Mittelwert errechnet. Abbildung 5A verbildlicht die
Gatingstrategie fur GR-MDSC in der Muttermilch.

CD45

CD66b

FSC

(5A)

Anhand eines Regressionsmodells konnte gezeigt werden, dass die Mittelwerte
der GR-MDSC Zahlen positiv mit dem Gestationsalter bei Geburt korrelieren
(n =86, p <0,005, r = 0,3, Abbildung 5B).
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Der absolute Zellanteil (Abbildung 5C) und der prozentuale Anteil (Abbildung 5D)

von CD45"-Leukozyten in der Muttermilch korrelierte hingegen nicht mit dem

Gestationsalter.
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Abh&ngig vom Gestationsalter der Frilhgeborenen, wurden die Mutter ferner in
3 Gruppen eingeteilt (Gruppe 1. <28+0 SSW, Gruppe 2: 28+0 — 31+6 SSW,
Gruppe 3: >32+0 SSW). Dabei zeigte sich, dass der GR-MDSC-Anteil in Gruppe
1 am geringsten war (Median 39,7 %, n = 34). In Gruppe 2 (Median 47,9 %,

n = 34, nicht signifikant im Vergleich mit Gruppe 1) und Gruppe 3 (Median

57,5 %, n =18, p < 0,05 im Vergleich zu Gruppe 1) nahm der Anteil von GR-

MDSC zu (Abbildung 5E).
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Aufgrund des hohen Risikos fur lebensgefahrliche Komplikationen wahrend der

Neonatalperiode bei Frihgeborenen mit einem Gestationsalter <28+0 SSW,

wurde die Gruppe der vor der 28+0 SSW Geborenen in 2 weitere Gruppen
(<26+0 SSW und 26+0 — 27+6 SSW) unterteilt. Hier fiel auf, dass der Anteil von
GR-MDSC in der Muttermilch Frihgeborener <26+0 SSW signifikant niedriger
war (Median 32,5 %, n = 18) als in der Muttermilch derer, die zwischen der 26+0

— 27+6 SSW geboren wurden (Median 50,1 %, n = 16, p < 0,05, Abbildung 5F).
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Weiter wurde die Expression der Aktivierungsmarker CXCR4, PD-L1 und PD-L2

auf GR-MDSC aus der Muttermilch analysiert. Hier konnte keine Korrelation mit

dem Gestationsalter festgestellt werden (Abbildung 5G-J).
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Abbildung 5: Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch Fruhgeborener in
Abhé&ngigkeit vom Gestationsalter

Milchzellen wurden aus der Muttermilch gesunder, stillender Mutter Frihgeborener wéahrend der
ersten 5 Lebenswochen der Neugeborenen isoliert. Es wurden die prozentualen Anteile von GR-
MDSC an allen CD45*-Leukozyten in der Muttermilch (MM-MDSC) und die Expression der
Aktivierungsmarker CXCR4, PD-L1 und PD-L2 auf MM-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt.
Die Mittelwerte der Anteile von MM-MDSC und die Mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) der
Aktivierungsmarker wurden Uber die ersten 5 Lebenswochen hinweg ermittelt. (5A)
Reprasentative Density Plots zeigen den Anteil CD45*- und CD66*-MDSC an allen Muttermilch-
Leukozyten. (5B) Das Punktediagramm zeigt den prozentualen Anteil von GR-MDSC an allen
CD45*-Milchleukozyten in Abhangigkeit vom Gestationsalter. Das logistische Regressionsmodell
stellt die Korrelation zwischen den prozentualen MM-MDSC-Anteilen und dem Gestationsalter
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dar. n = 86, *** p < 0,005; Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient. (5C+D) Die logistischen
Regressionsmodelle stellen den absoluten und prozentualen Zellanteil von CD45*-Leukozyten in
der Muttermilch in Abh&ngigkeit vom Gestationsalter dar. n = 86, ns = nicht signifikant,
Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient. (5E) Das Punktediagramm zeigt den prozentualen
Anteil von GR-MDSC an allen CD45*-Leukozyten in der Muttermilch von Mittern Friihgeborener,
die mit einem Gestationsalter <28+0 SSW, zwischen 28+0 und 31+6 SSW oder >32+0 geboren
wurden. n = 18-34, * p < 0,05; Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Multiple Comparison Test. (5F)
Das Punktediagramm zeigt den prozentualen Anteil von MM-MDSC von Miittern Friihgeborener,
die entweder <26+0 SSW oder zwischen 26+0 und 27+6 SSW entbunden wurden. n = 34, * p <
0,05; Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. (5G-J) Die Punktediagramme veranschaulichen die
Expression von (5G) CXCR4, (5H) PD-L1 und (5J) PD-L2 auf MM-MDSC abhangig vom
Gestationsalter. n = 86, ns = nicht signifikant, Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient.

4.2.2 Der Anteil von MM-MDSC an allen Leukozyten in der Muttermilch

steigt mit zunehmendem postnatalen Alter
Weiter wurde der prozentuale Anteil von GR-MDSC in der Muttermilch abhangig
vom postnatalen Alter untersucht. 39 von 86 Muttern spendeten bereits in der
ersten Lebenswoche der Fruhgeborenen Muttermilch. Von jeweils 74 Muttern
waren Muttermilchproben in der 2. und 3. Lebenswoche verfiugbar, von
66 Mittern in der 4. und von 35 Mdittern in der 5. Lebenswoche. Die
Korrelationsanalyse zeigte, dass das postnatale Alter geringflgig, aber
signifikant mit den analysierten MM-MDSC-Zahlen korrelierte (n = 288, r = 0,14,
p < 0,05, Abbildung 6A).
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Die gesonderte Analyse der einzelnen postnatalen Lebenswochen ergab, dass
es eine Zunahme der MM-MDSC zwischen Woche 2 (Median 35,0 %, n = 74)

29



Ergebnisse

und Woche 3 (Median 49,0 %, n = 74, p < 0,05) gab, wobei die Gesamtmenge
der Leukozyten in der Muttermilch im Laufe der ersten 5 Wochen der Stillperiode
gleich blieben (Abbildung 6B).
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Bei dem Vergleich der auf den MM-MDSC exprimierten Aktivitatsmarkern
CXCR4, PD-L1 and PD-L2 zwischen Woche 1 und Woche 5 fiel eine reduzierte
Expression von CXCR4 (Abbildung 6C, Median MFI 39,0 in Woche 1 und 24,0 in
Woche 5, n = 36-45, p < 0,005) und PD-L2 (Abbildung 6D, Median MFI 39,8 in
Woche 1 und 21,0 in Woche 5, n = 36-45, p < 0,05) in Woche 5 auf. Die
Expression von PD-L1 blieb unverandert (Abbildung 6E).
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Abbildung 6: Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch von Frihgeborenen in
Abhangigkeit vom postnatalen Alter

Milchzellen wurden aus der Muttermilch gesunder, stillender Mtter Friihgeborener wahrend der
ersten 5 Lebenswochen der Neugeborenen isoliert. Es wurden die prozentualen Anteile von GR-
MDSC an allen CD45*-Leukozyten in der Muttermilch und die Expression der Aktivierungsmarker
CXCR4, PD-L1 und PD-L2 auf MM-MDSC durchflusszytometrisch bestimmt. Die Mittelwerte der
Anteile von MM-MDSC und die Mittlere Fluoreszenz Intensitdt (MFI) der Expression der
Aktivierungsmarker auf MM-MDSC wurden Uber die ersten 5 Lebenswochen hinweg ermittelt.
(6A) Das Punktediagramm verbildlicht den prozentualen Anteil von GR-MDSC an allen CD45*-
Milchleukozyten in Abhangigkeit vom postnatalen Alter. Die Regressionsgerade visualisiert die
Korrelation zwischen den prozentualen MM-MDSC-Anteilen und dem postnatalen Alter. n = 288,
* p < 0,05, Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient. (6B) Das Punktediagramm zeigt den
prozentualen Anteil von GR-MDSC in der Muttermilch von Muttern Frihgeborener wahrend der
ersten 5 postnatalen Lebenswochen. n = 35-74, * p < 0,05, Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s
Multiple Comparison Test. (6C-E) Die Punktediagramme veranschaulichen die Expression von
(6C) CXCR4, (6D) PD-L2 und (6E) PD-L1 auf MM-MDSC in den der ersten und fiinften
Lebenswoche. n = 36-45, * p < 0,05, ** p < 0,005, ns = nicht signifikant, Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test.

4.2.3 Einfluss mutterlicher Faktoren auf den Anteil an GR-MDSC in der
Muttermilch
Um zu untersuchen, ob GR-MDSC-Zahlen in der Muttermilch durch mutterliche
Faktoren beeinflusst werden, wurde der Anteil von GR-MDSC an allen
Leukozyten vergleichend bei Mittern nach Spontangeburt oder Kaiserschnitt-
geburt, mit oder ohne antenataler Steroidgabe und mit oder ohne pranataler
Tokolyse analysiert. Dabei zeigte sich, dass der Anteil an GR-MDSC bei Muttern
mit Kaiserschnitt/Sektio im Vergleich zu Mittern mit Spontangeburt tendenziell
erhoht war (Median 49,5 % vs. 36,7 %, n = 11-38, Abbildung 7A). Mutter, welche
antepartal Steroide zur Lungenreifeinduktion erhalten hatten, wiesen tendenziell

niedrigere MM-MDSC-Spiegel auf als Mutter ohne antepartale Steroidtherapie

31



Ergebnisse = 32

(Median 42,1 % vs. 54,6 %, n = 16-65, Abbildung 7B). Bei beiden Vergleichen
waren die Unterschiede nicht signifikant. Interessanterweise hatten Frauen, die
Tokolyse erhalten hatten, signifikant niedrigere MM-MDSC-Zahlen als Frauen
ohne tokolytische Therapie (Median 40,2 % vs. 51,8 %, n = 34-39, p < 0,05,
Abbildung 7C).
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Abbildung 7: Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch Frihgeborener
(matterliche Charakteristika)

Milchzellen wurden aus der Muttermilch gesunder, stillender Mutter Frihgeborener wéahrend der
ersten 5 Lebenswochen der Neugeborenen isoliert. Es wurden die prozentualen Anteile von GR-
MDSC an allen CD45*-Leukozyten in der Muttermilch durchflusszytometrisch bestimmt. Der
Mittelwert der MM-MDSC Zahlen wurde errechnet. (7A-C) Die Punktediagramme verbildlichen
jeweils die Expression von GR-MDSC in der Muttermilch von Frauen (7A) mit Spontangeburt und
Kaiserschnitt/Sektio, (7B) von Frauen mit und ohne antenataler Steroid-Gabe und (7C) von
Frauen mit und ohne vorgeburtlicher Tokolyse. n = 11-65, * p < 0,05, ns = nicht signifikant,
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.
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4.2.4 Einfluss kindlicher Faktoren auf den Anteil von GR-MDSC in der
Muttermilch

Zuletzt wurde gepruft, ob kindliche Eigenschaften das Vorkommen von MDSC in
der Muttermilch beeinflussen. Hierbei zeigte sich, dass signifikant hohere GR-
MDSC-Werte in der Muttermilch von Mittern weiblicher Friihgeborener vorlagen,
als in der Milch von Mittern méannlicher Frihgeborener (Median 55,9 % vs.
42,5 %, n = 47-59, p < 0,005, Abbildung 8A). Multiparitat hingegen hatte keinen
Einfluss auf die MM-MDSC-Zahlen (Median bei Multiparitat 54,4 % vs. Median
nach Ein-Kind-Schwangerschaften 47,4 %, n = 18-68, Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch Frihgeborener (kindliche
Charakteristika)

Milchzellen wurden aus der Muttermilch gesunder, stillender Mutter Frihgeborener wéahrend der
ersten 5 Lebenswochen der Neugeborenen isoliert. Es wurden die prozentualen Anteile der GR-
MDSC an allen CD45*-Leukozyten in der Muttermilch durchflusszytometrisch bestimmt. Der
Mittelwert der MM-MDSC Zahlen wurde errechnet. (8A-B) Die Punktediagramme visualisieren die
Expression von GR-MDSC in der Muttermilch von Mittern (8A) weiblicher und mannlicher
Frihgeborener, sowie bei (8B) Einlings- und Mehrlingsgeburten. n = 18-68, ** p < 0,005, ns =
nicht signifikant, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.
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4.3 In-vivo-Fltterungsmodell

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte in-vitro bereits gezeigt werden, dass
MDSC resistent gegenliber pH-Anderungen und enzymatischem Verdau sind
(Referenz). Darauf aufbauend sollte nun die Frage untersucht werden, ob MDSC
aus der Muttermilch auch systemisch aufgenommen werden und somit die
Immunantwort des Neugeborenen potenziell beeinflussen kbénnen. Hierzu wurde
ein in-vivo-Futterungsmodell angewandt, in dem weibliche Mause, die in
myeloiden Zellen das griun fluoreszierende Protein GFP exprimieren, mit
mannlichen Wildtyp-Mausen verpaart wurden. Dadurch wurde erreicht, dass
ungefahr die Halfte der Jungtiere GFP in myeloiden Zellen exprimierten (GFP*)
und die andere Halfte nicht (GFP-). Die GFP-Jungtiere wurden anschlieend auf
die Existenz von GFP*-Zellen (welche nur von der Mutter stammen konnen) in
den verschiedenen Organen untersucht. Abbildung 9 zeigt schematisch das

Verpaarungsmodell:
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Abbildung 9: GFP-Verpaarungsmodell der Maus

Weibliche transgene Mause, welche bei hemizygotem Vorliegen der genetischen Veranderung
das green fluorescent protein in Granulozyten und granulozytaren/monozytéaren Vorlauferzellen
exprimieren (hier GFP*-Mause, B6.Cg-Tg(S100A8-cre, -EGFP)1llw/J), wurden mit mannlichen
Wildtyp-Méausen (hier GFP--Mause, C57BL/6J) verpaart. Die neugeborenen Mause wurden nach
1(P1), 7 (P7), 14 (P14) und 21 (P21) Tagen getdtet und die Organe Leber, Milz und Lunge, sowie
das Blut enthommen. Die Jungtiere, die selbst kein GFP exprimierten, aber durch ein GFP*
Muttertier geséugt wurden, wurden auf das Vorhandensein von GFP*-MDSC in den jeweiligen
Organen und im Blut durchflusszytometrisch analysiert. Diese GFP*-MDSC stammen von der
Mutter.
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4.3.1 MDSC aus der Muttermilch gelangen in die Systemzirkulation der
neugeborenen Mause

Es zeigte sich, dass zu allen untersuchten Zeitpunkten (Lebenstag 1, 7, 14 und

21) GFP*-MDSC im Blut, in der Milz und in der Leber der GFP--Jungtiere zu

finden waren. Im Blut lag der Anteil GFP*-MDSC an allen MDSC an P1 bei 35,2

% und sank dann auf 15,6 % (P7), 13,7 % (P14) und 14,4 % (P21) ab (n = 5-7,

p < 0,01, Abbildung 10B).
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In der Milz lag der Anteil GFP*-MDSC an allen MDSC an P1 bei 35,5 % und sank
dann auf 19,8 % (P7), 16,8 % (P14) und 18,7 % (P21) ab (n
p < 0,01, Abbildung 10D).
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In der Leber lag der Anteil GFP*-MDSC an allen MDSC an P1 mit 50,7 % am
hdchsten. Er sank dann leicht auf 43,2 % (P7), um dann wieder auf 52,2 % (P14)

und 62,3 % an P21 anzusteigen (n = 5-7, p < 0,01, Abbildung 10F).
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Auch in der Lunge der Jungtiere waren GFP*-MDSC zu finden. Hier wurde
allerdings nur der Zeitpunkt P14 untersucht, so dass nur ein Beispielplot
abgebildet wird (Abbildung 10G).
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Abbildung 10: Anteil der GFP*-Zellen in Blut, Milz, Leber und Lunge der Jungtiere abhangig
vom postnatalen Alter

GFP*-Muttertiere wurden mit GFP--Mannchen verpaart. Die GFP--Jungtiere wurden am 1. (P1),
7. (P7), 14. (P14) und 21. (P1) Lebenstag getttet und Blut, Milz, Leber und Lunge wurden
durchflusszytometrisch auf das Vorhandensein von GFP*-Zellen untersucht. (10A)
Reprasentative Density Plots zeigen den Anteil GFP*-Zellen an allen MDSC im Blut von
Jungtieren an P1 (links) und P21 (rechts). (10B) Das Punktediagramm zeigt den Anteil GFP*-
Zellen im Blut der GFP--Jungtiere an P1, P7, P14 und P21. Der Strich zeigt den Median der Werte.
(10C) Reprasentative Density Plots zeigen den Anteil GFP*-Zellen an allen MDSC in der Milz von
Jungtieren an P1 (links) und P21 (rechts). (10D) Das Punktediagramm zeigt den Anteil GFP*-
Zellen in der Milz der GFP--Jungtiere an P1, P7, P14 und P21. Der Strich zeigt den Median der
Werte. (10E) Reprasentative Density Plots zeigen den Anteil GFP*-Zellen an allen MDSC in der
Leber von Jungtieren an P1 (links) und P21 (rechts). (10F) Das Punktediagramm zeigt den Anteil
GFP*-Zellen im Blut der GFP--Jungtiere an P1, P7, P14 und P21. Der Strich zeigt den Median
der Werte. (10G) Der reprasentative Density Plot zeigt den Anteil GFP*-Zellen an allen MDSC in
der Lunge von Jungtieren an P14. n =5-7, * p < 0,05, ** p < 0,01, Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s
Multiple Comparison Test.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen von GR-MDSC in der Muttermilch
genauer zu charakterisieren. Der Fokus lag dabei auf folgenden 4
Forschungsfragen:

1) Werden MDSC durch Bestandteile der Muttermilch induziert?

2) Wie verhalten sich die Zahlen von GR-MDSC in der Muttermilch
frihgeborener Kinder?

3) Gibt es eine Korrelation zwischen klinischen Eigenschaften von Mutter
und Kind und MDSC-Zahlen in der Muttermilch?

4) Konnen MDSC aus der Muttermilch systemisch aufgenommen werden

und damit die Immunantwort des Neugeborenen modulieren?

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass (1) MDSC durch
azellulare Bestandteile der Muttermilch induziert werden, dass (2) die MDSC-
Zahlen in der Muttermilch frihgeborener Kinder sowohl mit dem Gestationsalter
als auch mit dem postnatalen Alter korrelieren und (3) von miutterlichen und
kindlichen Faktoren beeinflusst werden. Uberdies konnte in vivo gezeigt werden,
dass (4) MDSC aus der Muttermilch in die Systemzirkulation des Neugeborenen

gelangen. Diese Ergebnisse sollen im Folgenden diskutiert werden.

5.1 Induktion von GR-MDSC durch Muttermilch

Eine Akkumulation von MDSC unter pathologischen Bedingungen konnte bereits

vor Jahrzehnten im Rahmen von Tumorerkrankungen beschrieben werden
(Young et al., 1987, Youn et al., 2008, Brandau et al., 2011, Wu et al., 2014b). In
den folgenden Jahren wurde gezeigt, dass es unter anderen inflammatorischen
Bedingungen wie Autoimmunerkrankungen und Traumata, ebenfalls zu einer
Expansion von MDSC kommt (Cuenca et al., 2011, Crook and Liu, 2014, Boros
et al.,, 2016, Mira et al., 2017, Li et al.,, 2018). Ferner konnte eine MDSC-
Expansion im Rahmen verschiedenster Infektionserkrankungen nachgewiesen
werden (De Santo et al., 2008, Vollbrecht et al., 2012, Zhu et al., 2012, Goh et
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al., 2013, Kong et al., 2014, Pallett et al., 2015, Goh et al., 2016, O'Connor et al.,
2017). Im Rahmen einer Adipositas scheint es ebenfalls zu einer Induktion von
MDSC zu kommen, wodurch das Risiko fur die Entstehung von
Tumorerkrankungen erhoht wird (Okwan-Duodu et al.,, 2013, Ostrand-
Rosenberg, 2018, Turbitt et al., 2019). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
MDSC auch unter physiologischen Bedingungen wahrend der Schwangerschaft
sowohl im mdutterlichen als auch im fetalen und neonatalen Organismus
vorkommen und akkumulieren (Kostlin et al., 2014, Kostlin et al., 2016, Schwarz
et al., 2018, Kostlin et al., 2018). Diese unterschiedlichen Rahmenbedingungen,
unter denen es zu einer MDSC-Akkumulation kommt, sind Grund fur die
Annahme, dass es verschiedene ursachliche Mechanismen gibt, die zu einer
Induktion von MDSC fuhren. Mehrere |6sliche Faktoren scheinen an der
myeloiden Zellexpansion beteiligt und fur die Plastizitat von myeloischen

Vorlauferzellen verantwortlich zu sein (Mandruzzato et al., 2009).

Condamine et al. entwickelten ein Zwei-Phasen-Modell (Condamine and
Gabrilovich, 2011, Condamine et al., 2015) der Induktion von MDSC: Sie
postulierten, dass es zundchst zu einer Expansion unreifer myeloider
Vorlauferzellen kommt — auch Notfall-Myelopoese genannt —, die durch
Wachstumsfaktoren aus der Tumorumgebung oder aus chronischen
Entziindungsherden getriggert wird (Mantovani et al., 2008, Gabrilovich et al.,
2012). Zu diesen Wachstumsfaktoren zahlen beispielsweise der
Monozytenkolonie-stimulierende Faktor (M-CSF), Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) und der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF) (Franklin et al., 2014, Sica et al., 2019). In der 2.
Phase kommt es — durch proinflammatorische Zytokine, Prostaglandine und die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,Signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) — zur Aktivierung der unreifen Zellen, was dann zur
Entstehung von MDSC fuhrt (Condamine and Gabrilovich, 2011, Bleve et al.,
2020). Spezifische in die Induktion von MDSC involvierte Faktoren sind IL-6
(Chen et al., 2014), HGF, TLR2 getriggerte Tumor-Exosomen und IL-11
(Condamine et al., 2015).
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Einen weiteren Mechanismus der MDSC-Induktion beschreiben Lechner et al.
anhand eines in-vitro-Modells: Sie kultivierten PBMC gesunder Spender flr eine
Woche zusammen mit verschiedenen Kombinationen aus
immunmodulatorischen  Zytokinen wie GM-CSF, IL1-B, IL-6, VEGF,
transformierendem Wachstumsfaktor B (TGF-), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Prostaglandin E2 (PGE2) (Sinha et al., 2007) oder Tumorzelllinien und konnten
anschlieBend zeigen, dass in der Kultur ein hoher Anteil CD33*-Zellen mit
suppressiven Eigenschaften zu finden war (Lechner et al., 2010, Lechner et al.,
2011).

Mit demselben Versuchsansatz konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass das
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) I-Molekul HLA-G, welches wahrend der
Schwangerschaft von Trophoblastzellen exprimiert wird, sowie die Co-Kultur von
PBMC mit Trophoblastzellen, ebenfalls MDSC induzieren (Kostlin et al., 2016,
Kostlin et al., 2017).

Rodriguez et al. untersuchten einen anderen Ansatz und stellten die Hypothese
auf, dass MDSC ein Subtyp hochaktiver polymorphkerniger Leukozyten (PMN)
sein konnten (Rodriguez et al., 2009).

In Bezug auf die Mechanismen, die zur Akkumulation von MDSC in der
Muttermilch  fuhren, untersuchte unsere Arbeitsgruppe in  einem
vorangegangenen Projekt, ob die Laktationshormone Prolaktin und Oxytocin
MDSC aus PBMC induzieren koénnen. Hierbei konnten allerdings keine
induzierenden Effekte nachgewiesen werden (Koéstlin et al., 2018). In der
vorliegenden Arbeit wird nun gezeigt, dass die Zugabe von zellfreiem
Muttermilch-Uberstand zu PBMC eine Induktion von MDSC bewirkte.
Interessanterweise zeigte sich dabei, dass Prozesse wie Denaturierung (Erhitzen
bei 56 °C fur 30 Minuten) oder Kochen (bei 100 °C fur 10 Minuten), welche die
Proteinstrukturen der Muttermilchbestandteile zerstoren, diesen Effekt nicht
beeinflussten, so dass davon ausgegangen werden muss, dass es keine
Proteinbestandteile sind, die zur MDSC-Induktion durch Muttermilch fuhren.
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass Fettsduren die Funktionen von
Immunzellen beeinflussen konnen (Vats et al., 2006, Cubillos-Ruiz et al., 2015,
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Huang et al., 2014, Condamine et al., 2016, Al-Khami et al., 2017a). Auch MDSC
scheinen in der Lage zu sein, die Aufnahme und Oxidation von Fettsauren zu
steigern und somit eigene immununterdriickende Eigenschaften zu maximieren
(Hossain et al., 2015, Al-Khami et al., 2016). So konnte gezeigt werden, dass
tumorinfiltrierende MDSC bevorzugt Fettsaure-B-Oxidation als priméare
Energiequelle nutzen (Hossain et al., 2015). Al-Khami et al. zeigten, dass
tumorinfiltrierende MDSC ihre Lipidaufnahme erhéhen und eine metabolische
und funktionelle  Umprogrammierung zu immunsuppressiven Zellen
durchmachen und dass diese metabolische Umwandlung mit einer simultanen
Aktivierung von immunaktiver Arginase 1 und induzierbarer NO-Synthase (iINOS)
einhergeht (Hossain et al., 2015, Al-Khami et al., 2016). Weiterhin wurde gezeigt,
dass vom Tumor stammende Zytokine (G-CSF und GM-CSF) die Expression von
Lipidtransportrezeptoren verstarken und daraus eine gesteigerte Fettsduren-
Akkumulation in den MDSC resultiert (Al-Khami et al., 2017b). Es wird
angenommen, dass dadurch nicht nur der oxidative Metabolismus angetrieben,
sondern auch immunsuppressive Mechanismen aktiviert werden. In dem
Zusammenhang untersuchten Veglia et al. die spezifische Rolle des
Fettsauretransportproteins 2 (FATP2) und stellten fest, dass sowohl murine als
auch humane GR-MDSC die Expression von FATP2 hochregulieren konnten und
dass ein Fehlen von FATP2 die suppressive Aktivitat von MDSC aufhebt (Veglia
et al., 2019).

Muttermilch enthalt betrachtliche Mengen an Lipiden, die zu ca. 98 % aus
Triglyceriden bestehen. Die Lipidkonzentrationen in der Muttermilch variieren
dabei stark. In der Milch befindliche Fettsauren werden entweder aus
Fettgewebespeichern mobilisiert, direkt aus diatetischen Lipiden absorbiert oder
endogen synthetisiert (Del Prado et al., 2001). Die Zusammensetzung der
Fettsduren in der Muttermilch wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst.
Dazu zahlen neben der miutterlichen Ern&hrung (Innis, 2007, Ballard and Morrow,
2013), auch der genetische Hintergrund (Xie and Innis, 2008) und der
Laktationszeitpunkt (Molto-Puigmarti et al., 2011). AuRerdem wurde bereits in

verschiedenen Studien die Auswirkung der Schwangerschaftsdauer diskutiert

42



Diskussion

(Bitman et al., 1983, Bokor et al., 2007) (Genzel-Boroviczény et al., 1997, Granot
et al., 2016, Nilsson et al., 2018).

In Zusammenschau kann daher vermutet werden, dass Fettsauren fiur das
erhéhte Vorkommen von MDSC in der Muttermilch verantwortlich sind. Weitere
Untersuchungen hierzu sind in der Arbeitsgruppe geplant. Die variierenden
Fettsdure-Konzentrationen in der MM kodnnten eine Erklarung fur die veranderten

MDSC-Zahlen in Abhangigkeit von Gestations- und postnatalem Alter sein.

Neben Fettsauren enthalt Muttermilch u. a. das immunmodulatorisch wirkende
Lactoferrin. He et al. zeigten, dass die suppressiven Fahigkeiten von MDSC
durch Lactoferrin in Abhangigkeit von PGE2 und S100A8/A9 getriggert werden
(He et al., 2018). S100A9/A8-Proteine sind bereits aus anderen Arbeiten im
Zusammenhang mit der Regulation der MDSC-Expansion bekannt (Cheng et al.,
2008, Sinha et al., 2008, Heinemann et al., 2017). He et al. zeigten tberdies,
dass gestillte Neonaten héhere MDSC-Spiegel hatten als Formula-ernahrte
(ohne Lactoferrin) Neugeborene (He et al., 2018). Liu et al. zeigten weiter, dass
die Anwesenheit von MDSC und ihre Funktionalitat bei Neugeborenen mit dem
Vorhandensein von Lactoferrin im Serum assoziiert war und dass in-vitro die
Behandlung von Neugeborenen-Neutrophilen mit Lactoferrin zu einer Induktion
suppressiver  Eigenschaften lUber den LRP2-Rezeptor und den
Transkriptionsfaktors NF-kB fihrte (Liu et al., 2019). Eine Korrelation von
Lactoferrin mit MDSC-Zahlen in der Muttermilch wurde in unserer Studie nicht
durchgefuhrt und kénnte Inhalt weiterer Untersuchungen sein.

Als methodische Limitation ist zu nennen, dass in Anlehnung an zuvor
beschriebene Versuchsprotokolle zur Quantifizierung und Isolierung von MDSC
in den Induktionsversuchen der myeloische Oberflachenmarker CD33 verwendet
wurde (Lechner et al., 2010, Lechner et al., 2011, Rieber et al., 2013a). Die
Verwendung von CD66b als Marker fir GR-MDSC war in diesen Versuchen nicht
madglich, da CD66b nach langerer Kultur von der Oberflache ,geshedded” wird
(Kostlin et al., 2017). Eine Unterscheidung zwischen GR-MDSC und MO-MDSC
war daher nicht moglich (Kostlin et al., 2017).
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5.2 Quantifikation von MM-MDSC in den ersten 35 Lebenstagen

Bereits Ebrahim et al. bezeichneten Muttermilch als immunkompetentes

Nahrungsmittel, das durch seine reiche Na&hrstoffzusammensetzung eine
wichtige Rolle fur den immunologischen Schutz des Neugeborenen spielt
(Ebrahim, 1995). Auch andere Arbeitsgruppen postulierten im Vorfeld diese
immunmodulatorischen Fahigkeiten und den Transfer von Immunzellen tber die
Muttermilch (Hanson et al., 2003, Hassiotou et al., 2013b). Muttermilch enthalt
verschiedene immunologisch wirksame Substanzen wie Immunglobuline,
Zytokine, Lactoferrin und Lysozym (Hassiotou et al., 2013a, Hassiotou et al.,
2013b), Nitrate, L-Arginin, Prabiotika, PAF-A und Wachstumsfaktoren (VEGF
und HGF) (Kaingade et al., 2016), sowie Stammzellen und Leukozyten.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ein grol3er Prozentsatz aller
Leukozyten in der Muttermilch reifer Neugeborener GR-MDSC sind (Kostlin et
al., 2018). Daher stellten wir die Hypothese auf, dass MM-MDSC Einfluss auf die

intestinale Immunregulation des Neonaten haben.

Die vorliegende Arbeit zeigt nun, dass auch die Muttermilch Frihgeborener GR-
MDSC enthalt und dass deren Anteil an den Leukozyten mit steigendem
Gestationsalter zunimmt (Kdstlin-Gille et al., 2020). Dies steht im Kontrast zu
vorangegangenen eigenen Arbeiten Uber GR-MDSC, in denen wir wahrend der
Schwangerschaft, sowie im Nabelschnurblut Frihgeborener keine durch das
Gestationsalter bedingten Unterschiede feststellen konnten (Kostlin et al., 2014,
Schwarz et al., 2018).

Andere Studien, welche Leukozyten-Subpopulationen in der Muttermilch Frih-
und Reifgeborener quantifizierten, lieferten beztglich einer Korrelation mit dem
Gestationsalter inkonstante Ergebnisse. Rodriguez et al. beispielsweise
untersuchten Kolostrum und konnten keinen signifikanten Unterschied in den
Makrophagen-Konzentrationen bei Frih- und Reifgeborenen feststellen
(Rodriguez et al., 1989), wahrend Dawarkadas et al. und Jain et al. erh6hte
Leukozytenkonzentrationen im  Kolostrum  Frihgeborener beschrieben
(Dawarkadas et al., 1991, Jain et al., 1991). Goldmann et al. quantifizierten

Leukozyten in der Muttermilch Frih- und Reifgeborener Uber die ersten 12
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Lebenswochen hinweg und fanden initial verringerte Konzentrationen von
Neutrophilen bei Friihgeborenen, die im Laufe der ersten 12 Lebenswochen Uber
die Zellzahlen der Muttermilch Reifgeborener anstiegen (Goldman et al., 1982).
Da in der vorliegenden Arbeit die prozentualen Anteile von GR-MDSC an der
Gesamtleukozytenzahl und keine Konzentrationen untersucht wurden, kann an
dieser Stelle kein direkter Vergleich zu den o.g. Arbeiten gezogen werden.
Unseren Ergebnissen entsprechend, fanden Trend et al., dass die
Gesamtleukozytenzahlen in der Muttermilch von Kindern unterschiedlicher
Gestationsalter konstant blieben. Aul3erdem zeigten auch sie eine positive
Korrelation zwischen granulozytaren Zellen und dem Gestationsalter in
Ubergangsmilch (P8-12) (Trend et al., 2015). Maschmann et al. postulierten wie
wir, dass neutrophile Zellen den groéf3ten Anteil der Leukozyten in der Muttermilch
ausmachen, allerdings ohne Korrelation mit dem Gestationsalter (Maschmann et
al., 2015).

Hinsichtlich der Quantifizierung von GR-MDSC in der Muttermilch ist folgende
Limitation der Studie zu nennen: aufgrund hoher Zellverluste erfolgte die
Quantifizierung von GR-MDSC ohne vorherige Dichtegradientenzentrifugation.
Da GR-MDSC und reife Granulozyten nur anhand ihrer jeweiligen Dichte
voneinander abgegrenzt werden konnen (Brandau et al, 2011) und es
abgesehen davon derzeit noch keine spezifischen Marker zur Diskriminierung
der beiden Leukozyten-Subtypen gibt (Gabrilovich, 2017), ist es mdglich, dass
ein Teil der hier als GR-MDSC bezeichneten Zellen reife Granulozyten sind. Wir
verwendeten den granulozytaren Marker CD66b zur Charakterisierung von MM-
MDSC, wobei CD66b auch auf Neutrophilen exprimiert wird. In einer unserer
vorangegangenen Studien (Kostlin et al., 2018) und mit vereinzelten Proben aus
der hier prasentierten Studie, konnten wir jedoch zeigen, dass alle CD66b*-Zellen
der Muttermilch in der Fraktion der mononukledren Zellen sedimentierten und
dass CD66b*-Zellen aus der Muttermilch ausgepragte T-Zell-suppressive
Aktivitdt besal3en und sich damit funktionell eindeutig von reifen Granulozyten
unterschieden, so dass wir davon ausgehen, dass auch die in dieser Studie
gemessenen CD66b*-Zellen GR-MDSC sind.
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Es zeigten sich besonders niedrige Zahlen an GR-MDSC in der Muttermilch von
Frihgeborenen <26+0 Schwangerschaftswochen, dem Patientenkollektiv mit
dem hoéchsten Risiko fir Infektionen und nekrotisierende Enterokolitis. Aufgrund
der kleinen Studienpopulation und Unterschieden in der Behandlung (z. B.
Antibiotikatherapie, Probiotikagabe), sowie Erndhrung (z. B. MM-Pasteurisierung
zur Vermeidung der Ubertragung von Zytomegalieviren) der Sauglinge war es
nicht moglich, die MM-MDSC-Zahlen mit neonatalen Komplikationen zu
korrelieren. Um herauszufinden, ob hier ein Zusammenhang besteht, werden
weitere, groRere Studien notwendig sein. Neben dem Anteil von GR-MDSC an
den Gesamt-Leukozyten bestimmten wir in der vorliegenden Arbeit auch die
Expression von bereits beschriebenen Aktivierungsmarkern auf GR-MDSC, dem
Chemokinrezeptor CXCR4 und den co-inhibitorischen Molekilen PD-L1 und PD-
L2 (Kostlin-Gille et al., 2020). Hier zeigte sich, dass sich die Expression von
keinem der untersuchten Aktivierungsmarker in Abhéangigkeit vom
Gestationsalter &nderte, so dass wir annehmen, dass keine funktionellen

Unterschiede bestehen.

Hinsichtlich des Verlaufs der GR-MDSC-Zahlen in der Muttermilch in den ersten
Lebenswochen konnten wir zeigen, dass es mit zunehmendem Alter zu einem
prozentualen Anstieg von GR-MDSC bei gleichbleibender Leukozytenzahl kam
(Kostlin-Gille et al., 2020). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu eigenen
Vorarbeiten zu GR-MDSC wahrend der Schwangerschaft und im peripheren Blut
Frihgeborener, die zeigten, dass es im peripheren Blut Schwangerer zu einer
Akkumulation von GR-MDSC kommt, dass die GR-MDSC-Zahlen aber
unmittelbar nach Entbindung auf das Niveau Nicht-Schwangerer abfallen (Kostlin
et al., 2014). Entsprechend beschrieben Hassiotou et al., dass wahrend im
Kolostrum hohe Leukozytenzahlen nachweisbar waren, diese in der reifen
Muttermilch deutlich abfielen (Hassiotou et al., 2013a). Bei Friihgeborenen
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die GR-MDSC-Zahlen im peripheren
Blut wahrend der ersten 28 Lebenstage erhéht waren und dann auf das Niveau
Erwachsener abfielen (Schwarz et al., 2018). Ahnlich den Ergebnissen der hier
vorliegenden Arbeit zeigten Trend et al., dass es zu einem Anstieg der

granulozytaren Zellen in der Muttermilch wahrend der ersten postnatalen

46



Diskussion

Lebenswochen kommt, wobei die Arbeitsgruppe vor allem eine Zunahme beim
Wandel von Kolostrum zu reifer Milch feststellte (Trend et al., 2015). Die wahrend
der ersten Lebenswochen zunehmenden GR-MDSC-Zahlen in der Muttermilch
konnten darauf hindeuten, dass GR-MDSC als immunmodulatorische Zellen
spezifisch im Darm bendétigt werden, um dort moglicherweise die Immunantwort
im Rahmen der Etablierung des intestinalen Mikrobioms zu regulieren. Die
Expression der Oberflachenmarker CXCR4 und PD-L2 auf MM-MDSC nahm mit
steigendem postnatalem Alter ab (Kostlin-Gille et al., 2020). Dies kénnte auf eine
abnehmende funktionelle Aktivitat hindeuten. Frihere Arbeiten unserer
Forschungsgruppe bestatigen allerdings, dass auch MM-MDSC, die 6 Wochen
nach Geburt isoliert wurden, noch starke hemmende Fahigkeiten besitzen
(Kostlin et al., 2018).

Hinsichtlich mdatterlicher Einflussfaktoren auf die MDSC-Zahlen in der
Muttermilch zeigte sich, dass sowohl der Geburtsmodus als auch eine
antepartale Steroidtherapie zur Lungenreifeinduktion keinen Einfluss auf den
Anteil von MM-MDSC an den Muttermilch-Leukozyten hatte (Kostlin-Gille et al.,
2020). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu vorherigen Arbeiten unserer
Gruppe, die zeigten, dass im Nabelschnurblut von spontan geborenen
Frihgeborenen deutlich héhere MDSC-Zahlen vorlagen als bei per Kaiserschnitt
entbundenen Kindern (Schwarz et al., 2018). Von Glukokortikoiden ist bekannt,
dass diese eine Neutrophilie auslésen konnen, indem sie die Reifung der
Neutrophilen im Knochenmark und ihre Mobilisierung aus diesem anregen.
AulRRerdem verringern sie die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten in entziindetes
Gewebe einzuwandern (Ronchetti et al.,, 2018) — beides Effekte, die die
tendenziell niedrigeren MDSC-Zahlen in der Muttermilch von Mduttern mit

prapartaler Steroidtherapie erklaren kénnten.

Dagegen zeigten sich bei Frauen, die vorgeburtlich eine Tokolyse erhalten
hatten, signifikant niedrigere GR-MDSC Zahlen in der Muttermilch als bei Mittern
ohne Tokolyse (K6stlin-Gille et al., 2020). Eine Erklarung daftir kdnnte sein, dass
es unter der Geburt zu einer Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie
IL-6 oder IL-8 kommt, die eine sogenannte ,Notfall-Myelopoese® auslésen und
die mutterlichen Speicherpools fur myeloische Vorlauferzellen im Knochenmark
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entleeren (Cuenca et al., 2011), was dann zu einer verminderten Kapazitat zur
Nachbildung von MDSC fir die Muttermilch fihren kénnte. Eine weitere
Erklarung konnte sein, dass vorzeitige Wehen mit einem Abfall des
Sexualhormons Progesteron, welches wiederum MDSC induziert, einhergehen
(Pan et al.,, 2016, Verma et al., 2019). Zur Behandlung von vorzeitiger
Wehentatigkeit wurden die meisten Teilnehmerinnen unserer Studienkohorte
intravends mit Magnesiumsulfat therapiert. Mehta et al. zeigten, dass die
intrapartale Gabe von wehenhemmendem Magnesiumsulfat die Chemotaxis und
die Motilitdt von Neutrophilen bei Frihgeborenen verminderte (Mehta and
Petrova, 2006). Auch dies konnte eine Ursache flr die verminderte Rekrutierung

von MDSC in die Muttermilch sein.

Generell muss hier erwahnt werden, dass aufgrund des deskriptiven Designs
lediglich gemutmal3t werden kann, wie es zu den beobachteten Unterschieden in
den prozentualen Anteilen von MM-MDSC zwischen den untersuchten Gruppen
kommen kdnnte. Weitere mechanistische Studien sind nétig, um herauszufinden
inwiefern die mutterliche Therapie Einfluss auf die GR-MDSC-Akkumulation und

-Funktion in der Muttermilch ausubt.

Das Geschlecht des Neugeborenen ist ein wichtiger prognostischer Faktor im
Falle einer Friihgeburt (Naeye et al., 1971, Stevenson et al., 2000): Mannliche
Frihgeborene sind anfalliger fur postnatale Komplikationen wie das
Atemnotsyndrom und haben ein schlechteres neurologisches Outcome als
weibliche Frihgeborene (Galante et al., 2018). Die Ursache fir diese Tendenz
ist zwar unklar, es wird allerdings vermutet, dass u. a. fruhkindliche
Ernahrungsreize eine Rolle spielen kbnnten (Galante et al., 2018). Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass sich die Na&hrstoffzusammensetzung von
Muttermilch in Abhangigkeit des Geschlechts des Kindes unterscheidet. So
wurde beschrieben, dass in der Muttermilch weiblicher Neugeborener der
Fettgehalt und in der Milch mannlicher Neugeborener der Salzgehalt erhéht ist
(Hosseini et al., 2020). Auch die Konzentrationen von Oligosacchariden (K et al.,
2019) und freien Aminosauren (Baldedn et al., 2019) unterscheiden sich
geschlechtsspezifisch. Nach unserer Kenntnis gibt es bis dato keine Studien, die

den Anteil von Immunzellen und/oder Immunmediatoren in der Muttermilch in
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Abhangigkeit vom Geschlecht des Sauglings untersucht haben. In der
durchgefuihrten Studie konnte gezeigt werden, dass Mitter von weiblichen
Neugeborenen signifikant mehr GR-MDSC in der Muttermilch hatten als Mutter
mannlicher Neonaten (Kostlin-Gille et al., 2020). Bis heute ist die funktionelle
Rolle von MM-MDSC und deren Einfluss auf das langfristige Outcome der Kinder
unzureichend verstanden. Unsere Gruppe konnte zeigen, dass MM-MDSC in
vitro in der Lage sind, die T-Zell-Proliferation zu hemmen und die TLR4-
Expression auf Monozyten zu reduzieren (Kostlin et al., 2018). Wir vermuten,
dass MM-MDSC die intestinale Immunreifung und die Etablierung des
Mikrobioms positiv beeinflussen. Damit konnten die erhéhten MM-MDSC-Spiegel
weiblicher Sauglinge mitverantwortlich fir deren besseren klinischen Verlauf
sein. Der fir diese Unterschiede zugrundeliegende Mechanismus ist bisher
unverstanden. Hassiotou et al. konnten zeigen, dass kindliche
Entziindungsvorgéange (z.B. im Rahmen einer Infektion) die Leukozytenantwort
in der Muttermilch stimulieren kdénnen (Riskin et al., 2012, Hassiotou et al.,
2013b). Die Arbeitsgruppe diskutierte, dass es durch den Ruckfluss von
Muttermilch wéahrend des Stillvorganges zur miutterlichen Brust zu einem
Rucktransport von kindlichem Speichel zusammen mit Mikroorganismen
kommen konnte, wodurch dann eine lokale Entziindungsreaktion ausgelést wird
(Hassiotou et al.,, 2013b). An diese Hypothese anknipfend, kdénnte man
vermuten, dass auch weibliche Sexualhormone Ubertragen werden, die auf diese
Weise GR-MDSC rekrutieren.

Zusammenfassend wird hier gezeigt, dass die Konzentrationen von GR-MDSC
in der Muttermilch in Abhangigkeit vom Gestationsalter und der postnatalen
Lebenswoche variieren und durch miitterliche und kindliche Faktoren beeinflusst
werden. Weitere Studien werden notwendig sein, um die genaue Rolle von MM-
MDSC fur die Immunregulation wahrend der Neugeborenenperiode zu
verstehen. Mdoglicherweise konnte die gezielte Therapie mit MM-MDSC -
insbesondere bei Frihgeborenen mit hohem Risiko fur entzindliche

Erkrankungen — eine Strategie zur Verbesserung des neonatalen Outcomes sein.
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Ein limitierender Faktor der durchgefuhrten Longitudinalstudie war die geringe
Fallzahl, so dass keine Korrelation mit klinischen Parametern méglich war. Eine
weitere Limitation ist, dass nicht alle Proben sofort nach dem Abpumpen
verarbeitet werden konnten. Langere Lagerungszeiten kdnnen prozentuale
Anteile der MDSC-Population in der Milch verandern. Daher wurde fur die
Quantifizierung ein zeitliches Fenster von maximal 6 Stunden nach Abpumpen
der Muttermilch festgelegt. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die
Zahlen von MDSC aus dem Blut Uber diesen Zeitraum stabil blieben (Kostlin et
al.,, 2014). AuBerdem wurden die Muttermilchproben zu verschiedenen
Tageszeitpunkten entnommen, was ebenfalls Unterschiede in den Zellzahlen
verursachen konnte. Um zu vermeiden, dass Zellzahl-Unterschiede durch
Entnahme der Muttermilch aus unterschiedlichen Laktationsphasen bedingt sind,
wurde darauf geachtet, dass zunachst die gesamte Milch abgepumpt und dann
ein Teil davon fur die durchflusszytometrische Analyse verwendet wurde. Zuletzt
soll darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den Proben fir diese Studie
um organisches Material handelte und dass es dabei immer zu interindividuellen
Unterschieden kommen kann. Diese Variabilitat kann fir Abweichungen bei der

Auswertung der Ergebnisse sorgen.

5.3 In-vivo-Modell: MDSC aus der Muttermilch in der

Systemzirkulation des Neugeborenen

Zuletzt konnten wir in einem Mausmodell zeigen, dass miitterliche MDSC
wahrend der gesamten Saugezeit in den Organen der Jungtiere nachweisbar
waren. In vitro konnte unsere Arbeitsgruppe bereits in einer vorangegangenen
Arbeit zeigen, dass GR-MDSC nicht nur pH-Anderungen, sondern auch eine
Inkubation mit Verdauungsenzymen tberleben (Kostlin et al., 2018). Mithilfe der
vorliegenden Studie konnten wir nun erstmals zeigen, dass sich mitterliche GR-
MDSC systemisch im Kreislauf des Neugeborenen nachweisen lassen. In Blut
und Milz war der prozentuale Anteil von mitterlichen MDSC an allen MDSC

unmittelbar nach der Geburt am hdchsten und sank dann auf ein konstantes

50



Diskussion

Niveau ab, wahrend es in der Leber nach initialem Abfall zu einem erneuten

Anstieg kam.

Fur die Versuche verwendeten wir weibliche transgene Mause, welche bei
hemizygotem Vorliegen der genetischen Veradnderung GFP in neutrophilen
Zellen (und damit auch in MDSC) exprimieren (hier GFP*-Mause, B6.Cg-
Tg(S100A8-cre, -EGFP)1llw/J)) und mit mannlichen Wildtyp-Mausen (hier GFP—
Mause, C57BL/6J) verpaart wurden. So war es mdglich, die aus den neonatalen
Organen quantifizierten GFP*-Zellen als von der Mutter stammende MDSC zu
identifizieren. Verschiedene Arbeitsgruppen stellten bereits fest, dass
Leukozyten Uber die Muttermilch von der Mutter auf das Neugeborene
transferiert werden (Jain et al., 1989). Weitere Studien ergaben, dass sich CD8*-
T-Zellen aus der Muttermilch in den Peyer'schen Plaques des gestillten
Neugeborenen wiederfinden und so die spezifische Immunantwort des Neonaten
unterstutzen konnten (Cabinian et al.,, 2016). Auch wurde der Transfer von
mdatterlichen Stammzellen in den neonatalen Organismus beschrieben
(Hassiotou et al., 2013a, Hassiotou et al., 2014, Bode et al., 2014).

Neben der Muttermilch als Quelle fir die in unserer Studie im kindlichen
Organismus nachgewiesenen MDSC kame auch eine pranatale Ubertragung
Uber die Plazenta in Betracht. Zhou et al. konnten in ihren Arbeiten zeigen, dass
mitterliche Leukozyten sowohl wahrend der Schwangerschaft diaplazentar als
auch durch Fitterung post partum in den Organismus des Neonaten gelangen.
Die Arbeitsgruppe postulierte, dass diaplazentar Ubertragene Leukozyten
Uberwiegend in den Thymus einwanderten, wahrend sich Zellen aus der
Muttermilch vor allem in der Leber wiederfanden (Zhou et al., 2000). Fetale Tiere
wurden in der vorliegenden Studie nicht untersucht. Wahrend Zhou et al.
beschrieben, dass ab P9 keine Muttermilch-Leukozyten mehr in der Leber
nachweisbar waren, beobachteten wir sogar einen relativen Anstieg von
Muttermilch-MDSC in der Leber von P7 bis P21. Dabei ist anzumerken, dass der
prozentuale Anteil von MDSC an allen Leber-Leukozyten nach der Geburt
kontinuierlich sinkt (eigene bisher unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe),
wéahrend der Anteil derer, die aus der Muttermilch stammen, zunimmt. Die Leber

durchlauft wahrend der ersten Lebenswochen eine Transformation von einem
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blutbildenden Organ hin zu einem Organ der metabolischen Regulation und
Immunsystemkontrolle. Es konnte in den letzten Jahren vielfach beschrieben
werden, dass es wechselseitige Einflisse zwischen Immunzellen in der Leber
und im Darm, sowie dem intestinalen Mikrobiom gibt (Darm-Leber-Achse). Van
Best et al. zeigten, dass insbesondere Gallensduren, die in Hepatozyten
produziert werden, potente Trigger des intestinalen Immunreifungsprozesses
waren und postnatal wesentlichen Einfluss auf die Zusammensetzung der
Darmflora hatten (van Best et al., 2020). Welche Rolle MDSC aus der Muttermilch

hier spielen, wird Inhalt weiterer Studien unserer Arbeitsgruppe sein.

5.4 Mogliche Bedeutung von GR-MDSC in_der Muttermilch und
Ausblick
Die Bedeutung von MDSC in der Muttermilch fir das Neugeborene bleibt bisher

unklar. Fir systemische MDSC konnte gezeigt werden, dass niedrige MDSC-
Zahlen bei Geburt fur eine NEK pradestinieren (Liu et al., 2019). Bei adulten
Mausen zeigten Delano et al.,, dass es im Rahmen einer Sepsis zu einer
Akkumulation von MDSC in der Milz kommt (Delano et al., 2007). Weitere Studien
— ebenfalls an adulten Tieren — zeigten im Rahmen einer Sepsis protektive
Effekte von MDSC auf den Krankheitsverlauf und das Outcome (Brudecki et al.,
2012, Derive et al., 2012). Unsere Gruppe zeigte, dass es im Rahmen neonataler
Infektionen ebenfalls zu einer erneuten Expansion von MDSC kommt. Daten aus
Tiermodellen zur funktionellen Rolle von MDSC wahrend einer Neugeborenen-

Sepsis gibt es bisher nicht.

He et al. beschrieben eine Akkumulation von MDSC in neugeborenen Mausen
um P4 herum und assoziierten dies mit der Etablierung des intestinalen
Mikrobioms. Die Arbeitsgruppe beschrieb, dass es im Rahmen einer
experimentell induzierten NEK an P1 (an dem laut den Autoren weniger MDSC
vorhanden waren) zu einer deutlich schwerwiegenderen Entzindungsreaktion
kam als an P4 (wenn mehr MDSC vorhanden sind). Ein zusatzlicher Transfer von
MDSC wirkte sich guinstig auf den Verlauf der NEK aus. AuRerdem zeigten He et
al., dass MDSC potente antibakterielle Eigenschaften besitzen (He et al., 2018).
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Liu et al. bestatigten diese Ergebnisse, indem auch sie einen positiven Effekt auf
die Behandlung von NEK-erkrankten Versuchstieren durch Lactoferrin-induzierte

MDSC zeigten.

Aufgrund dieser Daten und unserer eigenen Ergebnisse vermuten wir, dass der
Transfer von MDSC Uber die Muttermilch das Neugeborene vor einer
uberschieRenden Inflammationsreaktion im Rahmen der Etablierung des

intestinalen Mikrobioms schiitzt.

Zukunftig konnten folgende Fragestellungen in diesem Zusammenhang

untersucht werden:

1) Koénnen additiv mit der Neugeborenen-Nahrung verabreichte MDSC eine
Entziindungsreaktion des neonatalen Organismus einddmmen?

2) Bieten induzierte MDSC denselben Schutz fur den kindlichen Organismus
wie MM-MDSC?

3) Welche Mechanismen sind fur den Schutz des Neonaten durch MM-
MDSC verantwortlich?

4) Welche Langzeitfolgen entstehen durch eine postpartale Zellsubstitution

fur das Frihgeborene?

Moglicherweise kdnnte die Supplementierung von S&uglingsnahrung mit MDSC
ein neuer Praventions- bzw. Therapieansatz fur entzindliche Erkrankungen bei

Frihgeborenen sein.
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6 Zusammenfassung

Das neonatale Immunsystem steht nach der Geburt vor einer besonderen
Herausforderung. Waéhrend der Fo6tus intrauterin durch das mdatterliche
Immunsystem weitestgehend geschiitzt ist, muss sich das Neugeborene nach
der Geburt selbst vor moéglichen Krankheitserregern schiitzen und gleichzeitig
kommensale Keime des Mikrobioms tolerieren. Dies fuhrt dazu, dass
Neugeborene und insbesondere Frilhgeborene besonders anfallig fur Infektionen
sind. Sowohl bei der Neugeborenen-Sepsis als auch bei der NEK konnte gezeigt
werden, dass bei den Betroffenen vor der Erkrankung ein verandertes
intestinales Mikrobiom bestand. Einer der wichtigsten Einflussfaktoren fir das
Mikrobiom, sowie fir die intestinale Immunantwort — insbesondere beim
Neugeborenen — ist die Erndhrung. MDSC sind myeloide Zellen mit suppressiver

Funktion, die in der Muttermilch in relevanten Mengen vorkommen.

Ziel der hier vorliegenden Dissertation war es, die Rolle von MDSC aus der
Muttermilch in Bezug auf die Immunantwort des Neugeborenen naher zu
charakterisieren. Es sollte untersucht werden, ob Bestandteile der Muttermilch
MDSC induzieren kdnnen. Weiter sollte analysiert werden, wie sich die MDSC-
Zahlen in der Muttermilch Frihgeborener in Abhangigkeit von Gestations- und
postnatalem Alter Uber die ersten 5 Lebenswochen hinweg verhalten und ob es
Zusammenhange zwischen mutterlichen oder kindlichen Parametern und MDSC-
Zahlen in der Muttermilch gibt. Zuletzt sollte in einem Tiermodell untersucht
werden, ob MDSC aus der Muttermilch in die Systemzirkulation neugeborener

Mause gelangen kénnen.

Hierflr wurden, neben einer klinischen Longitudinalstudie, verschiedene in-vitro-

Ansatze und ein in-vivo-Modell etabliert und durchgefihrt.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass zellfreier Muttermilch-Uberstand
konzentrationsabhangig zu einer Induktion von MDSC aus PBMC fuhrte und
dass diese induzierten MDSC T-Zell-suppressive Eigenschaften besafien. In

einer Longitudinalstudie, bei der MM-MDSC Uber die ersten 5 Lebenswochen des
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Neugeborenen hinweg quantifiziert wurden, zeigte sich, dass diese mit
steigendem Gestationsalter und postnatalen Lebenswochen zunehmen.
Uberdies lieR sich ein Zusammenhang zwischen bestimmten Faktoren wie
kindlichem Geschlecht und pranataler Tokolyse-Therapie und den MDSC-Zahlen
in der Muttermilch herstellen. Zuletzt konnte anhand eines in-vivo-Modells
erstmals gezeigt werden, dass MDSC die Darmpassage Uberstehen und in den

Organismus des Neugeborenen aufgenommen werden.

Diese Ergebnisse erhérten die Hypothese, dass MDSC aus der Muttermilch eine
entscheidende Rolle fur die Immunitat des Neugeborenen wahrend der ersten
Lebenswochen spielen. Aufbauend auf den Ergebnissen kdnnten insbesondere
bei Frihgeborenen neue praventive oder therapeutische Ansatze zur

Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen entwickelt werden.
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