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Zusammenfassung

Angeborene lymphatische Zellen (ILC) sind mononukledre Zellen, die keine variablen
Antigenrezeptoren exprimieren und einen wichtigen Bestandteil der Schleimhautimmunitét,
mit FEinfluss auf Gewebereparatur sowie Regulierung der Autoimmunitit und
Tumorimmunitit, sind. Bei Erwachsenen machen sie etwa 0,2 % der zirkulierenden
Lymphozyten aus. Auf der Grundlage ihrer Expression von Transkriptionsfaktoren und ihrer
Zytokinproduktion werden sie in verschiedene Gruppen unterteilt (ILC1, ILC2, ILC3, NK-
Zellen, LTi-Zellen). ILCs wurden mit der Pathogenese seltener immunologischer und
autoinflammatorischer Erkrankungen im Kindesalter in Verbindung gebracht. Systematisch
erhobene ILC-Normwerte im peripheren Blut von Kindern und Jugendlichen gab es zu
Beginn der Studie jedoch noch nicht.

In dieser Arbeit wurden absolute und relative Werte fiir ILCs im peripheren Blut
verschiedener Altersgruppen - von 0 bis 18 Jahren - durchflusszytometrisch bestimmt (n =
148). Der Anteil der ILCs an den zirkulierenden Lymphozyten bei Kindern und Jugendlichen
betrdgt in dieser Kohorte 0,52 % (£ 0,4 SD). Damit ist der Anteil der ILC an den
Lymphozyten bei Kindern und Jugendlichen deutlich hoher als der fiir Erwachsene
publizierte Wert von (Spits, H. & Cupedo T., 2012). Sowohl der prozentuale Anteil von ILCs
und ILC1 in den Lymphozyten als auch ihre Anzahl pro pl Blut nehmen signifikant mit
zunehmendem Alter deutlich ab (0-1 Jahre [0,82% ILCs + 0,65; 44,69 ILCs/ul Blut + 58,71;
0,69% ILC1 £ 0,5; 37,62 ILC1s/ul Blut + 55,42], 2-5 Jahre: [0,46% + 0,34; 20,26/l = 18,1;
0,42% +0,41; 13,59/ul £ 15,59], 6-12 Jahre: [0,41% + 0,55; 13,49/ul + 13,09; 0,26% + 0,55;
9,02/ul £ 11,57], 13-18 Jahre: [0,39% + 0,4; 13,4/ul + 10,26; 0,22% + 0,39; 8,8/ul + 8,7]; p-
value < 0,05). Die gleiche Entwicklung ist bei ILC2 und ILC3 zu beobachten, obwohl hier
die Abnahme der Frequenz mit dem Alter nicht signifikant ist: (0-1 Jahre [3,07 ILC2/ul Blut
+ 2,211, 13-18 Jahre [2,29/ul + 2,52] & 0-1 Jahre [4 ILC3/ul + 3,44], 13-18 Jahre [2,4/ul +
1,71]).

Die Kenntnis dieser Normalwerte bildet eine wichtige Grundlage fiir die Interpretation der
Verringerung oder Vermehrung der ILCs im Zusammenhang mit Erkrankungen im Kindes-

und Jugendalter.



Abstract

Innate lymphoid cells (ILC) are mononuclear cells that do not express variable antigen
receptors and are an important component of mucosal immunity, influencing tissue repair
and regulating autoimmunity and tumor immunity. In adults, they make up about 0.2 % of
circulating lymphocytes. Based on their expression of transcription factors and their cytokine
production, they are divided into different groups (ILC1, ILC2, ILC3, NK cells, LTi cells).
ILCs have been implicated in the pathogenesis of rare immunologic and autoinflammatory
diseases in childhood. Systematically collected ILC standard values in the peripheral blood
of children and adolescents did not exist at the beginning of the study.

In this study, absolute and relative values for ILCs in peripheral blood of different age groups
- from 0 to 18 years - were determined by flow cytometry (n = 148). The proportion of ILCs
in the circulating lymphocytes in children and adolescents in this cohort was 0.52 % (+ 0.4
SD). This means that the percentage of ILCs in lymphocytes in children and adolescents is
significantly higher than the value published for adults by (Spits, H. & Cupedo T., 2012).
Both the percentage of ILCs and ILC1 in the lymphocytes and their number per pl of blood
decrease significantly with increasing age (0-1 years [0.82% ILCs + 0.65; 44.69 ILCs/ul
blood + 58.71; 0.69% ILC1 £ 0.5; 37.62 ILC1s/ul blood & 55.42], 2-5 years: [0.46% = 0.34;
20.26/ul = 18.1; 0.42% + 0.41; 13.59/ul + 15.59], 6-12 years: [0.41% + 0.55; 13.49/ul +
13.09; 0.26% =+ 0.55; 9.02/ul + 11.57], 13-18 years: [0.39% + 0.4; 13.4/ul + 10.26; 0.22% +
0.39; 8.8/ul = 8.7]; p-value < 0.05). The same trend is observed for ILC2 and ILC3, although
here the decrease in frequency with age is not significant: (0-1 years [3.07 ILC2/ul blood +
2.21], 13-18 years [2.29/ul £ 2.52] & 0-1 years [4 ILC3/ul £+ 3.44], 13-18 years [2.4/ul £+
1.71]).

Knowledge of these normal values forms an important basis for the interpretation of the

reduction or increase in ILCs in connection with diseases in childhood and adolescence.
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1 Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

Das Immunsystem wird in ein angeborenes und ein adaptives Immunsystem unterteilt. Diese
beiden Anteile des Immunsystems arbeiten eng miteinander zusammen, um Infektionen des
Korpers zu verhindern und falls Infektionen auftreten, gravierende Folgen von Infektionen
abzuwenden (Medina, 2016).

Die Zellen des Immunsystems entstehen aus den pluripotenten hdmatopoetischen
Stammzellen. Es gibt eine myeloische und lymphatische Zellreihe. Aus den myeloischen
Vorlduferzellen entwickeln sich Makrophagen, dendritische Zellen (DC), Mastzellen,
Granulozyten, Erythrozyten und Megakaryozyten (aus denen spdter Thrombozyten
entstehen); aus den lymphatischen Vorlduferzellen die NK-Zellen, B-Zellen, T-Zellen und
ILCs (innate lymphoid cells) (Aggarwal et al., 2012, Eberl et al., 2015).

1.1.1 Das angeborene Immunsystem
Das angeborene Immunsystem (Synonym: unspezifisches Immunsystem) arbeitet bereits bei
Geburt und kann direkt nach wenigen Minuten bis Stunden nach Exposition pathogener

Mikroorganismen, wie z. B. Viren und Bakterien, auf diese effektiv und protektiv reagieren

(Medina, 2016).

Fir die Protektion des Korpers stehen verschiedenen Mechanismen bzw. Barrieren des
Korpers zur Verfiigung (McComb et al., 2019). Die Haut und die Schleimhéute des Korpers
stellen die erste Barriere gegen pathogene Erreger dar. Ein weiterer Mechanismus des
angeborenen Immunsystems ist das Komplementsystem.

Eine der wichtigen Immunzellen des angeborenen Immunsystems sind die sogenannten
Phagozyten. Diese konnen Mikroorganismen oder andere extrazelluldre unbekannte Stoffe
aufnehmen und abtdten. Zu den Phagozyten zdhlen die Makrophagen, die dendritischen

Zellen und die Granulozyten.



Die Makrophagen (engl. scavenger cells) induzieren eine Inflammation an der Korperstelle,
an der ein pathogener Erreger in den Korper gedrungen ist. Die Induktion einer Inflammation
ist wichtig fiir eine erfolgreiche lokale Immunantwort und verhindert somit eine systemische
Ausbreitung der Infektion. Phagozyten werden von IFNy aktiviert (Le Page et al., 2000).
IFNy werden in die Gruppe der Zytokine eingeordnet, die sowohl autokrin, parakrin als auch
endokrin wirken kénnen. Zytokine, die insbesondere von Leukozyten aktiviert werden oder
auf'sie reagieren, werden als Interleukine (IL) bezeichnet. Ein géngiges Interleukin, das unter
anderem bei der Diagnostik einer Infektion im Neugeborenenalter hinzugezogen wird, ist das
Interleukin-6 (IL-6). Das IL-6 ist in Kombination mit dem C-reaktiven Protein, ein valider
Marker fiir eine early onset sepsis/neonatale Sepsis (Eichberger and Resch, 2022).

Die dendritischen Zellen (DC) werden auch antigenprisentierende Zellen (engl. antigen
presenting cells, APC) genannt. Sie konnen, wie der Name schon sagt, den Lymphozyten
Antigene prasentieren und bilden somit ein wichtiges Bindeglied zwischen der angeborenen
und adaptiven Immunantwort. DC spielen eine wichtige Rolle im angeborenen
Immunsystem: Bei Detektion von Erregern konnen sie verschiedene Zytokine ausschiitten,
die dann andere Zellen des angeborenen Immunsystems aktivieren und die Immunantwort
effektiv verstirken konnen.

Zu der Gruppe der Granulozyten (Synonym: polymorphkernige Leukozyten) gehoren die
basophilen, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Die basophilen und eosinophilen
Granulozyten sind essenziell fiir die Abwehr von Parasiten. Die wichtigste
Granulozytenpopulation im angeborenen Immunsystem sind die neutrophilen Granulozyten
(McComb et al., 2019). Da sie wie oben beschrieben zur Gruppe der Phagozyten gehdren,
konnen sie pathogene Mikroorganismen in ihre Zelle aufnehmen und in intrazelluldren
Vesikeln mithilfe von verschiedenen Enzymen abtdten.

Eine weitere wichtige Zellpopulation der angeborenen Immunitét sind die innate lymphoid
cells. Die fiinf Gruppen der innate lymphoid cells (ILC1, NK-Zellen, ILC2, ILC3 und LTi-

Zellen) und deren Funktionen werden in den Kapiteln 1.4-1.8 besprochen.



1.1.2 Das adaptive Inmunsystem

Das adaptive Immunsystem wird parallel zum angeborenen aktiviert. Im Gegensatz zum
angeborenen Immunsystem ist das adaptive Immunsystem meist erst nach mehreren Stunden
bis Tagen aktiv, dafiir aber spezifischer als das angeborene, z. B. durch eine spezifischere
Antigenantwort durch B- und T-Lymphozyten.

Die Lymphozyten zirkulieren im Blut und in der Lymphfliissigkeit, wobei eine besonders
hohe Anzahl im lymphatischen Gewebe oder lymphatischen Organen zu finden ist. Zu den
primédr-zentralen lymphatischen Organen gehoren der Thymus und das Knochenmark; zu den
sekundér-peripheren zdhlen die Lymphknoten, die Milz und das mukosale lymphatische
Gewebe wie z. B. des Darms, der Atemwege und des Urogenitaltrakts (Breslin et al., 2018,
Ansel and Cyster, 2001).

Sobald ein Antigen an den T-Zell-Rezeptor (TCR) eines T-Lymphozyten bindet, entsteht aus
einer naiven bzw. ungeprigten T-Zelle eine T-Effektorzelle. Das Besondere an T-Zellen ist,
dass sie nur Peptidfragmente erkennen konnen, wenn diese auf den Oberflichen
korpereigener Zellen prasentiert werden (Smith-Garvin et al., 2009). T-Effektorzellen, die
iiber den spezifischen Antigenrezeptor ihr Antigen erkannt haben, vermehren sich klonal,
sodass aus einer Effektorzelle eine ganze Kolonie entstehen kann. Man teilt die T-
Effektorzellen in zytotoxische, regulatorische und T-Helferzellen ein, die jeweils
verschiedene Funktionen haben.

Das Besondere an B-Lymphozyten ist, dass sie zum einen selbst Antigene erkennen und zum
anderen Antigene den T-Lymphozyten prisentieren konnen. Sie exprimieren auf ihrer
Oberflache den sog. B-Zell-Rezeptor (BCR) (Treanor, 2012). Sobald ein Antigen an ein B-
Lymphozyt und dessen BCR bindet, bilden sich Plasmazellen durch Proliferation und
Differenzierung aus. Diese Plasmazellen sezernieren dann Antikérper (oder auch
Immunglobuline), die dann spezifisch das Antigen erkennen, mit dem sie vorher Kontakt
hatten und konnen bei einem spiteren erneuten Kontakt eine effektive spezifische

Immunantwort fiir dieses Antigen auslosen.



1.2 Entdeckung der ILCs

In den Jahren 2008/2009 entdeckten mehrere unabhingige Forschungsgruppen eine
lymphoide Zellpopulation, die zuvor noch nie beschrieben wurde (Vivier et al., 2016, Spits
et al., 2013). Diese Zellen wurden als innate lymphoid cells (ILCs) deklariert. Die ILCs
konnten nicht zu den B- oder T-Zellen zugeordnet werden, weil ihnen antigenspezifische
Rezeptoren fehlten (Spits et al., 2013, Walker et al., 2013). Sie exprimieren somit kein CD1a
und CD123 (Expression auf DC), CD14 (Expression auf Makrophagen bzw. Monozyten),
CD19 (Expression auf B-Zellen und DC), CD20 (Expression auf B-Zellen), CD3, TCRaf
und TCRyd (T-Zellen), FceR1a (Expression auf Mastzellen und basophilen Zellen), CD94
(Expression auf NK- und T-Zellen) und CD34 (Expression auf hdmatopoetischen
Stammzellen) (Bianca Bennstein et al., 2019, Swieboda et al., 2019). Somit kann man die
ILCs auch als Lineage-negative (Lin")-Zellen bezeichnen. ILCs exprimieren den Interleukin
7 Rezeptor, IL-7Ra (auch: CD127) (Spits et al., 2013), wobei IL-7 als essentiell flir die
Entwicklung aller ILC-Populationen beschrieben wird (Diefenbach, 2013).

Zu Beginn dieser Arbeit im Jahre 2019 existierten bereits Daten zu ILCs in murinen Studien.
Humane Daten, zu zirkulierenden ILCs bei Menschen und besonders bei Kindern und
Jugendlichen, waren in der Literatur rar (Hazenberg and Spits, 2014, Bianca Bennstein et al.,

2019, Vely et al., 2016).

1.3 Charakterisierung der innaten Lymphozyten

Die ILCs wurden initial definiert als LinCD127"CD161"-Zellen (Bjorklund et al., 2016,
Artis and Spits, 2015, Montaldo et al., 2016, Mjosberg and Spits, 2016).

Anhand ihrer Expression von Transkriptionsfaktoren, ihrer Zytokinproduktion und
funktionalen Eigenschaften (Klose et al., 2014) wurden die ILCs initial in drei Gruppen
unterteilt: die Gruppe 1 ILC oder ILC1 (beinhalten NK-Zellen und ILC1), die Gruppe 2 ILC
oder ILC2 und die Gruppe 3 ILCs oder ILC3 (beinhalten LTi-Zellen und ILC3).

Im Laufe der Jahre und mit weiterer Forschung an den ILCs wurden sie im Jahre 2018 in
fiinf verschiedene Gruppen unterteilt (Vivier et al., 2018). Diese Unterteilung gilt bis heute.
Die NK- und LTi-Zellen zéhlen nun als einzelne Gruppen der ILCs (Vivier et al., 2018),



sodass nun die ILC1, NK-Zellen, ILC2, ILC3 und LTi-Zellen als die fiinf Gruppen der ILCs
beschrieben werden.

In unserer Arbeitsgruppe werden die ILC1, ILC2 und ILC3 definiert als Lin"CD127"CD9%4".
Einfachheitshalber werden die ILC1-ILC3 als ILCs in dieser Arbeit deklariert. Die NK- und
LTi-Zellen werden der vollstandigkeitshalber in den Kapiteln 1.7 und 1.8 ebenfalls kurz

thematisiert, werden jedoch nicht tiefergehend analysiert.

1.4 ILC1

ILC1 wurden initial als LinCD127"CD117°CRTH2-Zellen beschrieben (Bernink et al.,
2013, Spits et al., 2013, Bjorklund et al., 2016). In unserer Arbeitsgruppe werden die ILC1
als Lin'CD127"CD94 CD1617-CD5""CD117°CRTH2" definiert (Bennstein and Uhrberg,
2021, Uyen Pham et al., 2022).

Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor (TF) T-bet und sind bei Stimulation durch IL-12
und IL-18 dazu in der Lage, IFNy zu produzieren. IL-12 wird von Makrophagen und
dendritischen Zellen bei Infektionen mit verschiedenen Krankheitserregern produziert und
wirkt mit IL-18 synergistisch stimulierend auf die IFNy-Produktion (Schroder et al., 2004).

Beim Menschen findet man die ILC1 in verschiedenen Geweben des Korpers (Juelke and
Romagnani, 2016): im MALT der Tonsillen und des Gastrointestinaltrakt (Bernink et al.,
2013, Fuchs et al., 2013), in hepatischen Zellen (Marquardt et al., 2015), im Endometrium
und der Dezidua des Uterus (Vacca et al., 2015) und eine geringe Frequenz in der Haut
(Villanova et al., 2014).

Ihnen wird neben der protektiven Rolle bei der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen
eine pathophysiologische Rolle in der Entwicklung von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen zugeschrieben. Eine ILC1-Akkumulation wurde im Darm von Patienten
mit Morbus Crohn (Bernink et al., 2013) und mit Colitis ulcerosa (Forkel et al., 2019)
detektiert. Im terminalen Ileum von Patienten mit Morbus Crohn wurde eine bis zu 15-fache
hohere IFNy-Konzentration gemessen (Li et al., 2016).

Interessanterweise findet man Molekiile, die von T-Zellen exprimiert werden, wie CD5
(Nagasawa et al., 2017) und CD28 (Bjorklund et al., 2016, Bennstein et al., 2021, Roan et

al., 2016), die ebenfalls von den ILC1 exprimiert werden.
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In unserer Arbeitsgruppe detektierten wir aus dem Nabelschnurblut (engl. cord blood/CB)
vier ILC1-Subpopulationen: CD5'CD161°, CD5'CDI161°, CD5CDI161°, CD5CD161"
(Bennstein et al., 2020). CDS5 wird von naiven T-Zellen, Effektor-T-Zellen und Thymozyten
exprimiert (Voisinne et al., 2018). Es verstirkt Signale, die T-Zellen aktivieren und ist
erforderlich fiir die optimale Th2- und Th17-Differenzierung (Smith-Garvin et al., 2009).
Der Oberflichenmarker CD161 (auch KLRB1) wird auB3er auf ILCs noch auf NK-Zellen und
T-Zellen exprimiert. Auf NK-Zellen reguliert CD161 deren Zytotoxizitidt (Kurioka et al.,
2018). Die Mehrheit der ILC1 im CB zeigte eine CD5"CD161 -Expression, die Minderheit
eine CD5CD161"-Expression. Die Produktion von IFNy war nur bei CD161" zu detektieren,
womit die Mehrheit der ILC1 im CB funktional unreif sind, dafiir aber durch Expression von
Chemokinen wie CCR4, CCR7 und CCR9 eine gewisse Migrationsfahigkeit in verschiedene
Gewebe besitzen (Bennstein et al., 2020). Bemerkenswert war au3erdem, dass alle vier ILC1-
Subpopulationen die Fihigkeit hatten, sich in reife NK-Zellen zu differenzieren. Deswegen
werden in unserer Arbeitsgruppe die ILC1 als LinCD127'CD94 CD1617-CD5"-CD117-
CRTH2 definiert (Bennstein and Uhrberg, 2021, Uyen Pham et al., 2022).

Das Molekiil CD28 ist als costimulierender Rezeptor auf der Oberfldche von naiven T-Zellen
bekannt. Es bindet an die Liganden CD80 und CD86, die von antigenprésentierenden Zellen
exprimiert werden und aktivieren somit die T-Zelle, fordert die Proliferation, die
Zytokinproduktion und das Uberleben der Zelle (Smith-Garvin et al., 2009). Die Funktion
von CD28 bei ILC1, aber auch bei ILC2 und ILC3, ist bisher ungeklért (Roan et al., 2016,
Bennstein et al., 2021).

1.5 ILC2

ILC2 werden als LinCD127'CD94 CRTH2"CD117" beschrieben (Spits et al., 2013,
Mjosbergetal., 2011, Uyen Pham et al., 2022). Initial wurden die ILC2 auch als innate helper
2 cells, nuocytes oder natural helper cells bezeichnet (Moro et al., 2010, Neill et al., 2010).
Sie exprimieren den TF GATA-3. Unter Stimulation von IL-25 und IL-33 sind sie dazu in
der Lage, Th2-vermittelte Zytokine wie IL-5 und IL-13 auszuschiitten (McKenzie et al.,
2014). IL-33 aktiviert nicht nur ILC2, sondern auch Mastzellen (Lefrancais et al., 2014).
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Das Molekiil CRTH2 (engl. chemo attractant receptor homologous molecule expressed on
Th2 cells), auch CD294 (Swieboda et al., 2019), ist nur bei den ILC2 von allen ILC-Gruppen
zu finden und ist somit entscheidender und spezifischer Faktor fiir die Definition der ILC2.
AuBlerdem kann man die ILC2 anhand ihrer quantitativen CD117-Expression in ILC2 mit
(CD117"eM) oder fehlender Expression von CD117 (CD117"°%) einteilen: Die CD117° ILC2
haben ein hohes Potenzial Th2-vermittelte Zytokine zu produzieren (IL-5 und IL-13). Im
Vergleich dazu haben die CD117"" ILC2 ein héheres Potenzial IFNy (unter Stimulation von
IL-12 und IL-2) und IL-17A (unter Stimulation von IL-2, IL-1p, IL-23) zu produzieren.
Somit kann man die ILC2 in zwei Gruppen unterteilen, die verschiedene Zytokinmerkmale
haben und den Korper auf verschiedene Arten beeinflusst (Hochdorfer et al., 2019).

ILC2 befinden sich in verschiedenen Korpergeweben (Juelke and Romagnani, 2016). Beim
Menschen findet man die ILC2 in der Lunge (Monticelli et al., 2011), im Gastrointestinaltrakt
(Mjosberg et al., 2011, Diefenbach, 2013), in der Haut (Kim, 2015, Teunissen et al., 2014),
im Fettgewebe (Brestoff et al., 2015), in den Tonsillen (Bernink et al., 2013), in den nasalen
Polypen (Mjosberg et al., 2011) und in der Dezidua des Endometriums bei schwangeren
Frauen (Vacca et al., 2018). Die ILC2 wurden bisher von einigen Arbeitsgruppen als der
grofite Anteil an zirkulierenden ILCs im peripheren Blut bei Erwachsenen beschrieben
(Hazenberg and Spits, 2014, Spits and Cupedo, 2012), nehmen mit dem Alter jedoch
signifikant ab (Vely et al., 2016).

ILC2 haben, wie alle anderen ILCs auch, sowohl protektive als auch krankheitsférdernde
Wirkungen auf den Korper. Anhand ihres Zytokinprofils mit IL-5 und IL-13 konnen sie, zum
einen protektiv bei Parasiten- und Wurmbefall wirken (Fallon et al., 2006), zum anderen
begiinstigen sie allergische Reaktionen und Asthma bronchiale (Yu et al., 2014, Kim et al.,
2016, Morita et al., 2016).

Bei Adipositas-Patienten konnte eine verminderte ILC2-Frequenz im Fettgewebe ermittelt
werden. ILC2 konnen somit den Fettmetabolismus regulieren, fordern die Umwandlung von
weillem in braunes Fettgewebe und wirken somit protektiv gegen Adipositas (Brestoff et al.,
2015, Moro et al., 2010). Eine Beteiligung von ILC2 wird auch bei chronischen
Erkrankungen im Menschen beschrieben (Serafini et al., 2015). Dazu gehoren die Entstehung
bzw. Aggravierung einer atopischen Dermatitis (Salimi et al., 2013), einer hepatischen

Fibrose (McHedlidze et al., 2013) und einer pulmonalen Fibrose (Hams et al., 2014). Eine



Akkumulation von ILC2 findet sich bei dem Krankheitsbild der chronischen Rhinosinusitis
in den nasalen Polypen bei betroffenen Patienten (Mjosberg et al., 2011).

Das Feld der ILC2 wurde in den letzten Jahren besonders stark erforscht, weitere
Erkenntnisse sind jedoch noch notwendig, um mehr zu den Funktionen, besonders auch den

protektiven und nicht nur den pathologisch-férdernden, zu erkennen und zu behandeln.

1.6 ILC3

Initial wurden ILC3 als Lin"CD127°CD1617CD117°CD56""-Zellen beschrieben (Cella et al.,
2009, Spits et al., 2013).

Sie exprimieren den TF RORyt und reagieren auf IL-1p und IL-23 mit einer IL-17- und/oder
IL-22-Produktion (Crellin et al., 2010). IL-17A ist ein proinflammatorisches Zytokin, das die
Produktion von antimikrobiellen Peptiden induziert und neutrophile Granulozyten rekrutiert
(Spits and Di Santo, 2011). Zu hohe IL-17A-Produktion kann jedoch im Gewebe eine
entziindungsfordernde Wirkung haben (Eyerich et al., 2010). IL-22 ist ebenfalls ein
proinflammatorisches Zytokin, das eine interaktive Funktion mit z. B. Epithelzellen des
Darms und Keratinozyten der Haut besitzt und darauffolgend antimikrobielle Peptide wie -
Defensin ausschiitten kann, um somit einen Schutz gegen Pathogene zu bilden (Sonnenberg
et al., 2011, Spits and Di Santo, 2011). Eine unkontrollierte iibermaBige IL-22-Produktion
jedoch wurde in Zusammenhang mit Auftreten von kolorektalen Karzinomen bei Patienten
mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen beobachtet (Kirchberger et al., 2013). IL-
17A und IL-22 haben somit protektive und schiadigende Funktionen. Beispielhaft wurde die
Zytokinsituation bei pathologischer Atemwegsentziindung nach Bleomycin-Gabe
(Medikament zur Behandlung von Lymphomen) beobachtet (Sonnenberg et al., 2011): Sind
IL-17A und IL-22 vorhanden, wirken sie eher synergistisch und eine entziindende,
gewebeschiddigende Wirkung iiberwiegt. Bei einem Fehlen von IL-17A wurde eine
Gewebereparatur durch IL-22 beobachtet. Ob dieser Mechanismus auf weitere Gewebe des
Korpers tlibertragen werden kann, ist noch zu erforschen.

Man findet sie in verschiedenen Geweben des menschlichen Koérpers (Montaldo et al.,
2015a): in den Tonsillen (Cupedo et al., 2009, Cella et al., 2009), in der Lamina propria des
Darms (Cupedo et al., 2009, Cella et al., 2009, Satoh-Takayama et al., 2008), in der Milz
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(Magri et al., 2014), im Endometrium und der Dezidua des Uterus (Vacca et al., 2015, Vacca
et al., 2018). Unter inflammatorischen Bedingungen sind die ILC3 auch in der Haut
(Teunissen et al., 2014), in der Lunge (Kim et al., 2014) und in der Leber (Matsumoto et al.,
2013) zu detektieren.

Die ILC3 spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von extrazelluldren Pathogenen, in der
Gewebehomoostase und in der Regulation von entziindlichen pathologischen Erkrankungen
(Spits and Cupedo, 2012, McKenzie et al.,, 2014). Bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Sonnenberg and Artis, 2012)
konnte eine verminderte Frequenz von ILC3 und dafiir eine Akkumulation von ILCI1
festgestellt werden (Bernink et al., 2013). Eine Akkumulation von ILC3 findet man in
Hautldsionen und im PB von Patienten mit Psoriasis (Teunissen et al., 2014, Villanova et al.,
2014).

Ein groBer Unterschied zwischen zirkulierenden und geweberesidenten ILC3 ist die IL-17A
und IL-22 Expression. Sowohl zirkulierende ILC3 im CB als auch im PB schiitten kein IL-
17A und IL-22 aus, bei den geweberesidenten ILC3 sind diese beiden Zytokine jedoch
Hauptmerkmal der ILC3 (Lim et al., 2017, Bennstein et al., 2021). Deswegen werden sie in
unserer Arbeitsgruppe als LinCD127°CD94 CD117" definiert (Bennstein et al., 2021, Uyen
Pham et al., 2022).

1.7 NK-Zellen

NK-Zellen wurden im Jahre 1975 entdeckt (Kiessling et al., 1975).

Die CDI27°CD161°CD94"'CD56"-Zellen (Caligiuri, 2008, Artis and Spits, 2015) sind
unersetzbar in ihrer Funktion im angeborenen Immunsystem. Sie konnen infizierte und
potenziell entartete Korperzellen, ohne spezifische Antigenrezeptoren, erkennen und
eliminieren (Ljunggren and Karre, 1990, Cooper et al., 2001a, Biron et al., 1999).

Die NK-Zellen koénnen anhand ihrer quantitativen CD56-Expression in zwei verschiedene
Gruppen unterteilt werden. Die NK-Zellen mit hoher CD56-Expression (CD56¢" NK-
Zellen) produzieren eine grofle Menge an Zytokinen wie IFNy und TNFa, sind dafiir aber
kaum zytotoxisch aktiv (Trinchieri, 1989, Cooper et al., 2001a, Serafini et al., 2015). Die
NK-Zellen mit niedriger CD56-Expression (CD56%™ NK-Zellen) sind die dominantere
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Population der NK-Zellen und zytotoxisch wirksam (Cooper et al., 2001b, Montaldo et al.,
2013, Montaldo et al., 2014, Montaldo et al., 2016). Im peripheren Blut konnen die NK-
Zellen bis zu 15% an den Gesamtlymphozyten ausmachen. Davon sind um die 90% von
ihnen CD56%™ NK-Zellen (Montaldo et al., 2016).

Sie besitzen aktivierende und inhibitorische Rezeptoren, die essenziell fiir die Interaktion mit
anderen Korperzellen sind (Quatrini et al., 2021). Die zwei gro3en Rezeptorfamilien der NK-
Zellen sind die killerzellenimmunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIR) und die
killerzellenlektindhnliche Rezeptoren (KLR) (Arase and Lanier, 2002). Die beiden
Rezeptorfamilien der NK-Zellen konnen, je nach Signallage, aktivierend oder inhibitorisch
wirken. Andere aktivierende Rezeptoren sind die natiirlichen Zytotoxizititsrezeptoren
(NCRs), wie z. B. NKp46 (Quatrini et al., 2021).

Korperzellen exprimieren normalerweise Major Histocompatibility Complex (auch: MHC)-
[-Molekiile (auBler die Erythrozyten), die sie auf ihrer Oberflache tragen. Zirkulieren NK-
Zellen um diese Korperzellen werden diese nicht abgetdtet, da die inhibitorischen Rezeptoren
auf den NK-Zellen die MHC-I-Molekiile erkennen und die NK-Zelle nicht aktiviert wird.
Eine infizierte Korperzelle, z. B. durch einen Virus, oder eine Korperzelle mit
Entartungspotenzial, weist ein verdndertes MHC-Molekiil auf. Das MHC-Molekiil wird
vermindert oder gar nicht mehr exprimiert (so genanntes missing self). Diese Korperzellen
weisen dann kein MHC-I-Molekiil auf der Oberflache auf. Infolgedessen werden die NK-
Zellen nicht inhibiert, eine pathologische Verdnderung wird erkannt und die entsprechende
Zelle eliminiert. Die Verdnderungen der Zelle bezeichnet man als stress-induced self
(Quatrini et al., 2021, Ljunggren and Karre, 1990). Die Elimination der pathologischen
Zellen erfolgt durch die Ausschiittung von Granulainhalten aus den NK-Zellen:
porenbildendes Perforin und Granzym. Sie induzieren bei der infizierten oder geschidigten

Korperzelle einen programmierten Zelltod (Synonym: Apoptose).

1.8 LTi-Zellen

Erstmals wurden die Lymphgewebeinduktorzellen, auch: LTi-Zellen (engl. lymphoid tissue
inducer cells), in neonatalen Lymphknoten von Miusen beschrieben (Kelly and Scollay,

1992). Bei den Menschen werden diese Zellen als Lin'CD127°CD117"RORyt"CD4
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identifiziert. Sie entwickeln sich aus der fetalen Leber, zirkulieren im Blut und wandern zu
den Orten der Lymphknotenbildung (Mebius et al., 1997, Mebius et al., 1996) und in den
Darm, um die Bildung von Peyer’schen Plaques (Yoshida et al., 1999, Montaldo et al.,
2015a) zu initiieren. Eine Interaktion mit Stromazellen und die Produktion von
verschiedenen Zytokinen macht die Bildung der vorher genannten Korperstrukturen moglich.
Die Molekiile, die fiir die Entwicklung von Lymphknoten und von Peyer’schen Plaques
bendtigt werden, sind die sogenannten Lymphotoxine (LTs) (Mebius et al., 1997, Mebius et
al., 1996, Mebius, 2003), die zu der TNF-Familie gehoren. Die Art der Lymphknotenbildung
héngt von den verschiedenen Signalen und Proteinen ab, die zum einen selbst von den LTi-
Zellen gebildet und ausgeschiittet werden und zum anderen von den umliegenden
Stromazellen, die bei Stimulation von den LTi-Zellen ebenfalls verschiedene Zytokine
ausschiitten konnen. Zur beispielhaften Darstellung wird die Entwicklung von zervikalen und
mesenterialen Lymphknoten, mdglicherweise auch von Lymphknoten im Bereich des
Sakrums und der Lenden, vom LT-as initiiert (Mebius, 2003).

Das Heterotrimer LTaxf1, meist vereinfacht auch nur als LT bezeichnet, wird von den LTi-
Zellen exprimiert, bindet an den LTP-Rezeptor an den verschiedenen Lymphknotenanlagen
und ist flir die Entwicklung von allen Lymphknoten notwendig (Mebius, 2003, Honda et al.,
2001). Nach Bindung an die Rezeptoren produzieren die umliegenden Stromazellen
verschiedene Zytokine, die weitere LTi-Zellen rekrutieren und die Bildung von

Lymphknoten und Peyer’sche Plaques weiter hervorbringen.

1.9 ILCs in der Schwangerschaft

Wihrend der Schwangerschaft sind ILCs in der Dezidua des Endometriums der Gebarmutter,
in der Amnionfliissigkeit, aber auch im peripheren Blut der Mutter zu finden (Mendes et al.,
2020, Zhao et al., 2022). Die ILCI, die eine wichtige Rolle in der Abwehr intrazellulédrer
Erreger anhand ihrer IFNy-Expression spielen, sind besonders in hoher Frequenz in der 9.-
12. Schwangerschaftswoche in der Dezidua des Endometriums zu finden (Vacca et al., 2015,
Vaccaetal., 2018, Montaldo et al., 2015b). Eine erhohte ILC2-Frequenz wurde besonders in
der Dezidua bei schwangeren Frauen mit vorzeitigen Wehen gemessen: Die Vermutung der

Arbeitsgruppe war, dass die proinflammatorischen Zytokine (IL-5, IL-13) vorzeitige Wehen
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pathologisch fordern konnten (Xu et al., 2018). Die ILC3 sind reichlich bis zum Ende des 2.
Trimesters in der Amnionfliissigkeit zu finden. Danach sinkt ihre Frequenz (Marquardt et al.,
2016). Fiir den Fetus sind die LTi-Zellen von besonderer Bedeutung, weil sie eine essenzielle
Rolle fiir die Lymphknotenbildung und die Bildung von den Peyer’schen Plaques haben
(Kyriazis and Esterly, 1970, Cupedo et al., 2009). Die NK-Zellen sind wichtig bei der
Plazentation des Embryos (Hanna et al., 2006, Tirado-Gonzalez et al., 2012).

Eine Arbeitsgruppe detektierte die zirkulierenden ILC2 als die am hochsten frequente ILC-
Gruppe bei schwangeren Frauen (Zhao et al., 2022).

1.10 Entwicklung der Immunzellen und ILCs im weiteren Leben

Die Zusammensetzung der Immunzellen im Blut nach einer Lebenswoche bei Neugeborenen
unterscheidet sich schon komplett von dem Nabelschnurblut, welches bei Geburt gewonnen
wurde (Olin et al., 2018). Somit kann CB zwar eine Entwicklungsrichtung von Immunzellen
im spéteren Leben bzw. eine neonatale Konstellation der Immunzellen geben, aber keine
exakte Vorhersage, wie das Immunsystem im Kindes- und Erwachsenenalter aufgestellt ist.
Eine Analyse der Konstellation der Immunzellen und allgemein des Immunsystems muss fiir
jedes Lebensalter genau analysiert werden.

Die B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten der Neugeborenen zeigen zum Ende des dritten
Lebensmonats einen Phédnotyp, der auch bei den FEltern der Neugeborenen im
Erwachsenenalter beobachtet werden konnte. Somit sind die ersten drei Monate eine kritische
und wichtige Phase fiir die Entwicklung der Immunzellen, sowohl des angeborenen als auch
des adaptiven Immunsystems. Pathologien oder Storungen, sei es von intrinsisch oder
extrinsisch, konnten eine lebenslange Folge haben (Olin et al., 2018).

Unsere Arbeitsgruppe beschrieb bereits die Differenzierung von B-Zellen bei gesunden und
Kindern und Jugendlichen mit Immundefizienz: Die Memory-B-Zellen nehmen bei
gesunden Kindern und Jugendlichen mit Zunahme des Lebensalters stetig zu. Bei Kindern
mit Immundefizienz liegen die Memory-B-Zell-Werte signifikant deutlich unter der
altersabhidngigen 10. Perzentile (Huck et al., 2009).

Dass das Immunsystem noch unreif sein kann, sieht man an frithgeborenen Kindern, die unter

der 37. Schwangerschaftswoche geboren wurden. Frithgeburtlichkeit kann verschiedene
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Ursachen haben: Dazu gehoren beispielsweise eine aszendierende Infektion, eine
Risikoschwangerschaft (wie Mehrlingsschwangerschaften), ein Schwangerschaftsintervall
von unter 12 Monaten und Z. n. spontaner Frithgeburt (Berger et al., 2019). Je hoher die
Gestationswoche und somit reifer der Fetus, desto niedriger ist die gemessene
Neutrophilenzahl im peripheren Blut des Kindes (Olin et al., 2018), was die
Wahrscheinlichkeit fiir entziindliche Reaktionen im Korper vermindert.

Die hochstfrequente zirkulierende ILC-Population im CB sind die ILC1. Diese nehmen mit
zunehmendem Gestationsalter signifikant ab (Bennstein et al., 2020). Die ILC1, ILC2 und
ILC3 sind mit 0,05 bis maximal 0,5 % der zirkulierenden Lymphozyten vertreten. Im
Erwachsenenalter sinkt die Frequenz bereits signifikant, sodass sie nur noch mit max. 0,3%
an Gesamtlymphozyten vertreten sind. Die ILCI-Population bleibt im Erwachsenalter
ebenfalls die hochstfrequente zirkulierende ILC-Population mit bis im Schnitt 0,05 bis 0,1 %
(Bennstein et al., 2020). Mit dem Alter nehmen die ILC2 und ILC3 signifikant ab (Bennstein
et al., 2020, Vely et al., 2016). In einer Arbeitsgruppe wurden zirkulierende ILC-Daten zu
Kindern erhoben, jedoch erst ab einem Alter von 6 Jahren und mit einer Probandenanzahl
von 29 (Vely et al., 2016). Diese Probandenanzahl und das Fehlen der Altersklassen 0-6 Jahre
machen eine aussagekriftige Dynamik der zirkulierenden ILCs bei Kindern und

Jugendlichen nicht moglich.

1.11 Klinische Relevanz

Die ILCs sind, wie der Name schon andeutet, dem angeborenen Immunsystem zugeordnet.
Sie agieren mit beim Schutz der Epithelbarriere, sind beteiligt an Gewebeumbauvorgingen,
sowie an der Geweberegeneration und -reparatur (Spits and Di Santo, 2011). Thnen wird
jedoch auch eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Autoimmunitédt und -inflammation
zugesprochen. Zusammenhdnge mit der Entwicklung von chronisch-entziindlichen
Erkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa (McKenzie et al., 2014, Yazdani et
al., 2015, Forkel et al., 2019), Asthma bronchiale (Andrea et al., 2020, Bartemes and Kita,
2021, Entwistle et al., 2020) und COPD (Silver et al., 2016) wurden bereits beschrieben. Ein
weiterer interessanter Aspekt ist die mogliche Involvierung von den ILCs in der Entstehung

von malignen Erkrankungen (Artis and Spits, 2015, Carrega et al., 2016, Vallentin et al.,
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2015). Eine Dysbalance zwischen den ILC-Gruppen konnte zu Karzinomen wie dem

Kolonkarzinom fiihren.

Den ILC1 wird neben der protektiven Rolle bei der Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen eine pathophysiologische Rolle in der Entwicklung von chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen zugeschrieben. Eine ILC1-Akkumulation wurde im Darm
von Patienten mit Morbus Crohn (Bernink et al., 2013) und mit Colitis ulcerosa (Forkel et
al., 2019) detektiert. Im terminalen Ileum von Patienten mit Morbus Crohn wurde eine bis
zu 15-fache hohere IFNy-Konzentration gemessen (Li et al., 2016). AuBlerdem ist bereits
bekannt, dass bei Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen nicht nur eine
ILC1-Akkumulation im betroffenen Gewebe zu messen ist, sondern auch eine Akkumulation

von ILC1 im peripheren Blut (Forkel et al., 2019).

ILC2 haben, wie alle anderen ILCs auch, sowohl protektive als auch krankheitsférdernde
Wirkungen auf den Korper. Anhand ihres Zytokinprofils mit IL-5 und IL-13 konnen sie, zum
einen protektiv bei Parasiten- und Wurmbefall wirken (Fallon et al., 2006), zum anderen
begiinstigen sie allergische Reaktionen und Asthma bronchiale (Yu et al., 2014, Kim et al.,
2016, Morita et al., 2016). Bei Adipositas-Patienten konnte eine verminderte ILC2-Frequenz
im Fettgewebe ermittelt werden. ILC2 konnen somit den Fettmetabolismus regulieren,
fordern die Umwandlung von weillem in braunes Fettgewebe und wirken somit protektiv
gegen Adipositas (Brestoff et al., 2015, Moro et al., 2010). Eine Beteiligung von ILC2 wird
auch bei chronischen Erkrankungen im Menschen beschrieben (Serafini et al., 2015). Dazu
gehoren die Entstehung bzw. Aggravierung einer atopischen Dermatitis (Salimi et al., 2013),
einer hepatischen Fibrose (McHedlidze et al., 2013) und einer pulmonalen Fibrose (Hams et
al., 2014). Eine Akkumulation von ILC2 findet sich bei dem Krankheitsbild der chronischen
Rhinosinusitis in den nasalen Polypen bei betroffenen Patienten (Mjosberg et al., 2011). Den

ILC2 wird jedoch auch eine wundheilende Funktion zugesprochen (Rak et al., 2016).

Die ILC3 spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von extrazelluldren Pathogenen, in der
Gewebehomoostase und in der Regulation von entziindlichen pathologischen Erkrankungen

(Spits and Cupedo, 2012, McKenzie et al., 2014). Bei chronisch-entziindlichen

14



Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Sonnenberg and Artis, 2012)
konnte eine verminderte Frequenz von ILC3 und dafiir eine Akkumulation von ILCI
festgestellt werden (Bernink et al., 2013). Eine Akkumulation von ILC3 findet man in
Hautldsionen und im PB von Patienten mit Psoriasis (Teunissen et al., 2014, Villanova et al.,

2014).

Eine genauere Analyse der Zahl und Funktion der ILCs, insbesondere der zirkulierenden, ist
besonders wichtig, da diese Zellen wie in bisheriger Forschung gezeigt, eine klinische
Relevanz in der Entwicklung bzw. Foérderung und Verhinderung von Erkrankungen haben.
Die Zahl der zirkulierenden ILCs konnte einen Anhalt dafiir geben, ob z. B. ein Patient droht,

in einen septischen Schock zu gleiten (Carvelli et al., 2019).

1.12 Geweberesidente vs. zirkulierende ILCs

Wie in den Kapiteln 1.4-1.8 bereits beschrieben, sind die meisten ILCs geweberesident
(Bernink et al., 2013, Orimo et al., 2021). Sie sind essenziell als Schutzmechanismen fiir die
initiale Abwehr gegen pathogene Erreger (Hazenberg and Spits, 2014) und spielen eine
wichtige Rolle in der Entwicklung von sekundéren lymphoiden Strukturen (Montaldo et al.,
2015a). Wihrend die ersten Arbeiten iiber ILCs auf Erkenntnissen iiber Mduse basierten,
wurde im letzten Jahrzehnt immer mehr Augenmerk auf humane Daten gelegt. Besonders an
zirkulierenden ILCs bei Menschen wurde viel geforscht.

Zu Beginn dieser Arbeit existierten jedoch kaum Daten zu zirkulierenden ILCs an Menschen,
besonders kaum Daten zu Kindern und Jugendlichen.

Im letzten Jahrzehnt forschten zunehmend Arbeitsgruppen, unsere dazugehdrend, an
zirkulierenden ILCs im Blut (Geier et al., 2017, Carvelli et al., 2019, Darboe et al., 2020,
Bennstein et al., 2021, Bennstein and Uhrberg, 2021).

Die hochstfrequente zirkulierende ILC-Population im CB sind die ILC1. Diese nehmen mit
zunehmendem Gestationsalter signifikant ab (Bennstein et al., 2020). Die ILC1, ILC2 und
ILC3 sind mit 0,05 bis maximal 0,5 % der zirkulierenden Lymphozyten vertreten. Im
Erwachsenenalter sinkt die Frequenz bereits signifikant, sodass sie nur noch mit max. 0,3 %

an Gesamtlymphozyten vertreten sind. Die ILC1-Population bleibt im Erwachsenalter
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ebenfalls die hochstfrequente zirkulierende ILC-Population mit bis im Schnitt 0,05 bis 0,1 %
(Bennstein et al., 2020). Mit dem Alter nehmen die ILC2 und ILC3 signifikant ab (Bennstein
et al., 2020, Vely et al., 2016). In einer Arbeitsgruppe wurden zirkulierende ILC-Daten zu
Kindern erhoben, jedoch erst ab einem Alter von 6 Jahren und mit einer Probandenanzahl
von 29 (Vely etal., 2016). Diese Probandenanzahl und das Fehlen der Altersklassen 0-6 Jahre
machen eine aussagekriaftige Dynamik der zirkulierenden ILCs bei Kindern und
Jugendlichen nicht moglich.

Im Jahre 2017 stellte eine Arbeitsgruppe die Hypothese auf, dass zirkulierende ILC3 sich zu
Effektorzellen entwickeln kdnnen (Lim et al., 2017). Unsere Arbeitsgruppe konnte dariiber
hinaus belegen, dass CB ILC1 potenzielle Vorldufer fiir NK-Zellen sind (Bennstein et al.,
2020). Somit haben zirkulierende ILCs keine Effektorfunktion und unterscheiden sich somit

von den geweberesidenten ILCs.

In dieser Arbeit wurde besonders ein Augenmerk auf die zirkulierenden ILCI1, ILC2 und

ILC3 bei Kindern und Jugendlichen gelegt. Die ILCs sind in Tabelle 1 definiert:

ILC-Population Phénotypische Charakterisierung
ILCI Lin"CD127" CD94" CD117°-CRTH2'CD161*"
ILC2 Lin'CD127"CD94 CD117"-CRTH2"
ILC3 Lin'CD127*CD94°CD117"CRTH2

Tabelle 1: Phénotypische Charakterisierung der ILC-Populationen. Modifiziert nach (Caligiuri, 2008,
Mebius et al., 1997, Bjorklund et al., 2016, Mjosberg et al., 2011, Spits et al., 2013, Bianca Bennstein et al.,
2019)
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1.13 Ziele der Arbeit

Die bisherige Forschung legte ihr Augenmerk vorwiegend auf die geweberesidenten ILC-
Populationen in Erwachsenen, wihrend nur wenige Arbeiten zu zirkulierenden ILCs im CB
von Neugeborenen sowie PB von Erwachsenen existierten. Weiterhin gibt es bisher keine
detaillierten Daten zu der Entwicklung der ILCs im Kindes- und Jugendalter. Da bei Kindern
sowohl das myeloische als auch das lymphatische Immunsystem noch nicht vollstindig
ausgereift ist, ist es generell von groBem Interesse, die Zusammensetzung bzw. die
Verteilung der verschiedenen ILC-Populationen im Vergleich zu denen in Erwachsenen zu
ermitteln (Olin et al., 2018, Dowling, 2016, Dowling and Levy, 2014, Davis, 2008).

Ziel der Arbeit war es daher, den relativen und absoluten Anteil der zirkulierenden ILC1,
ILC2 und ILC3 an den Lymphozyten im peripheren Blut bei gesunden Kindern und
Jugendlichen im Alter von 0 bis 18 Jahren zu bestimmen. Die erwartete Dynamik ist hierbei
die Abnahme der ILC-Frequenzen mit zunehmendem Alter. Da in unserer Arbeitsgruppe in
CB und auch in PB von Erwachsenen Subpopulationen der ILCs mit CD5/CDI161-
Expression detektiert wurden (Bennstein et al., 2021, Roan et al., 2016), war weiterer Teil
dieser Studie, zu erforschen, ob diese Subpopulationen bei Kindern und Jugendlichen
ebenfalls zu messen sind. Falls sie vorhanden wiren, galt es zu erdrtern, wie sie sich mit
zunehmendem Lebensalter entwickeln. Somit sollten erstmals umfassende Normwerte fiir
ILCs und deren bisher bekannten Subpopulationen bei Kindern und Jugendlichen ermittelt
werden.

Vor dem Hintergrund, dass die ILCs eine protektive Aufgabe im angeborenen Immunsystem
haben und in der Pathogenese immunologischer und autoinflammatorischer Erkrankungen
involviert sind, hat die Erforschung der ILCs bei Kindern und Jugendlichen einen besonderen
Stellenwert. Die ermittelten Normwerte aus dieser Studie konnen mit in Zukunft erhobenen
ILC-Werten von kranken Kindern und Jugendlichen abgeglichen werden. Eine mogliche
Akkumulation oder Dezimierung von ILCs bei gesunden vs. kranken Kindern konnte
Hinweise darauf geben, wie die ILCs sich bei Krankheit entwickeln. Da Kinder eine deutlich
hohere intraindividuelle Variation der Immunzellen als Erwachsene haben (Olin et al., 2018,
Carr et al., 2016), ermoglicht die Studie Kenntnisse iiber die Norm. Das Wissen kann so zum
Verstindnis der Pathogenese beziiglich Dysbalance der ILCs und der Entwicklung von

therapeutischen Ansétzen im Bezug zu den ILCs bei Kindern und Jugendlichen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Gerit

Hersteller, Ort

Rotina 46R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

VWR Mini Star silverline

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Werkbank Mahlberg Analytik

Biochrom AG, Dinslaken, Deutschland

Heidolph REAX top Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Deutschland
Cell Dyn 3500R Abbott Laboratories, Illinois, USA
CytoFLEX Beckman Coulter GmbH, Brea, Kalifornien,
USA
Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Geriite
2.1.2 Medien
Medium Zusammensetzung
Staining Buffer 2,5g 100%-iges Bovines Serumalbumin (BSA),

2ml 0,5 Mol EDTA, 500ml PBS

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Medien
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2.1.3 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller, Ort

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (ohne

Calcium- und Magnesiumchlorid), 500ml

Lufe Technologies Europe B.V.,

Bleiswijk, Niederlande

Lymphocyte Separation Medium (Dichte
1,077-1,080 g/ml), 500ml

Mediatech Inc., Manassas, USA

Lyse Puffer pH 7,4 (1ml enthilt 8,29mg
Ammoniumchlorid, Img
Kaliumhydrogencarbonat; 0,0375mg Na-
EDTA, Wasser fiir Injektionszwecke),
500ml

Universitatsklinikum Disseldorf

Zentralapotheke, Deutschland

Albumin Fraktion V, 200g

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA)

Sigma Life Science, St. Louis, USA

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Chemikalien

2.1.4 Antikorper
Antikorper | Fluorochrom Klon Hersteller, Ort
CDla FITC HI149 BioLegend, San Diego, USA
CD14 FITC HCD14 BioLegend, San Diego, USA
CD19 FITC HIB19 BioLegend, San Diego, USA
CD20 FITC 2H7 BioLegend, San Diego, USA
CD3 FITC UCHTI BioLegend, San Diego, USA
TCRap FITC 1P26 BioLegend, San Diego, USA
TCRyé FITC Bl BioLegend, San Diego, USA
CD123 FITC 6H6 BioLegend, San Diego, USA
CD235a FITC HI264 BioLegend, San Diego, USA
FceRla FITC AER-37 (CRA-1) BioLegend, San Diego, USA
CD9% PE/Cy7 DX22 BioLegend, San Diego, USA
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CDs6 BV650 HCD56 BioLegend, San Diego, USA
CD5 APC/Cy7 L17F12 BioLegend, San Diego, USA
CD34 FITC 581 BioLegend, San Diego, USA
CD127 PE/Cy5 R34.34 BioLegend, San Diego, USA
CD117 BV421 104D2 BioLegend, San Diego, USA
CRTH2 PE/Dazzle594 BM16 BioLegend, San Diego, USA
CD28 APC CD28.2 BioLegend, San Diego, USA
CDl161 PE HP-3G10 BioLegend, San Diego, USA
191B8 Beckman Coulter, Kalifornien, USA

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Antikérper

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Ort

Reagiergefdl3 / Micro-Tube, 1,5ml

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Tube 75x12mm, Sml SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Falcon-Tubes, 15 und 50ml SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Pipettenspitzen (0,2-2ul, 2-10ul, 100-

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,

1000l Deutschland
Pipetboy acu Integra Biosciences, Biebertal, Deutschland
Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Transferpipetten, 3,5ml SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Original Perfusor® Syringe 50ml

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Acrodisc® Syringe Filter 0,45um

Pall Life Sciences, New York, USA
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Cryo.s™ Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien
2.1.6 Software
Software Hersteller, Ort
Kaluza Analysis 2.1 Beckman Coulter, Kalifornien, USA
GraphPad Prism 5.03 GraphPad, San Diego, USA

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Softwares

2.1.7 Angaben zum Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden gesunde Kinder und Jugendliche von 0-18 Jahren, ohne
anamnestische Hinweise auf eine akute Infektion oder mit einem negativen C-reaktiven
Protein-Wert (CRP), eingeschlossen. Das CRP gehort zu den Akut-Phase-Proteinen. Es ist
ein unspezifischer Laborparameter fiir akute und chronische Infektionen, sowohl infektioser
als auch nicht-infektidser Atiologie (Nehring et al., 2021). Es wurden ausschlieBlich
Patienten in diese Arbeit eingeschlossen, die sich fiir einen elektiven operativen Eingriff am
Helios Klinikum Krefeld vorstellten und bei denen eine miindliche oder schriftliche
Einwilligung der Eltern bzw. Sorgeberechtigten vorlag (s. Anhang 6.1). Die Patientenproben
wurden im Zeitraum vom 07.05.2019 bis zum 09.04.2021 gewonnen. Insgesamt konnten 163
Patientenproben gewonnen werden, eingeschlossen in die Analyse wurden 148
Patientenproben.

Jede Patientenprobe wurde mit einer Teilnehmernummer versehen. Gestartet wurde bei

Patientenprobe PB (peripheres Blut) 1 mit der zufdllig gewéhlten Teilnehmernummer 555.
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Die 148 Patientenproben wurden in 4 unterschiedliche Alterskohorten aufgeteilt: Sduglinge
(0-1 Jahre), Kleinkinder (2-5 Jahre), Kinder (6-12 Jahre), Jugendliche (13-18 Jahre), s. Abb.
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Abb. 1: Darstellung der Probandenanzahl anhand vier Altersgruppen.
0-1 Jahre n = 15, 2-5 Jahre n = 57, 6-12 Jahre n = 44, 13-18 Jahre n = 32

Die Definition der Altersangaben lautete wie folgt: Ein 1,2 Jahre alter Proband war ein
Proband, der 1 Jahr und 2 Monate alt war.
In Tabelle 8 sind das Alter, das Prozedere bzw. der Operationsgrund und das Geschlecht der

jeweiligen Probanden aufgelistet.

22



Probanden- | Alter in Prozedere / Operationsgrund Geschlecht
nummer Jahren
641 0,11 Leistenherniotomie + Hodenverlagerung 1
rechts
667 1 umbilikale Herniotomie 2
555 1 Orchidopexie + Funikolyse bds. 1
596 1 Hypospadie-OP 1
635 1,1 rituelle Zirkumzision 1
575 1,2 rituelle Zirkumzision 1
586 1,3 laparoskopische Hodensuche links 1
688 1,3 TW-Spiilung - Sondierung ITN 2
636 1,5 Orchidopexie rechts 1
581 1,6 Zirkumzision 1
676 1,6 Hodenverlagerung rechts, Zirkumzision 1
571 1,7 Orchidopexie bds. 1
642 1,9 Leistenherniotomie rechts 1
653 1,9 AT, PC, ggf. PR bds. 1
650 1,9 AT, ggf. PC/PR bds. + Rhinoskopie 1
598 2 Re-OP offener Processus + Zirkumzision 1
654 2 TW-Spiilung + Sondierung 1
589 2,1 Zirkumzision 1
669 2,1 Ringspaltung linker Daumen 1
565 2,2 Zirkumzision 1
683 2,3 rituelle Zirkumzision 1
563 2,4 Orchidpexie + Funikolyse bds. 1
576 2,4 Orchidpexie bds. 1
600 2,5 Zirkumzision 1
637 2,5 Verschluss offener Proc. vaginalis rechts 1
645 2,5 AT bds., ggf. PC bds. 1
573 2,7 Verschluss offener Proc. vaginalis rechts 1
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580 2,7 Zirkumzision 1
660 2,8 Verschluss offener Proc. vaginalis rechts 1
583 2,11 rituelle Zirkumzision 1
567 3 Zirkumzision 1
655 3 NRI, ggf. AT, TO 1
564 3,1 Zirkumzision 1
691 3,1 PC/PR bds. + NRI ggf. Re-AT, TO bds. 1
664 3,3 PC, ggf. PR bds. 1
697 3,3 AT + PC, ggf. PR bds. 1
639 3,4 Entfernung mediane Halszyste 1
687 3,4 AT, TO bds. + ggf. PC/PR bds. 1
708 3.4 AT, TO bds. 1
711 3,4 Entfernung Dermoidzyste linke Augenbraue 2
590 3,6 Orchidolyse + Orchidopexie, Zirkumzision 1
713 3,7 Entfernung Fremdkorper FuBlsohle rechts 2
6l1la 3,9 Hinterhaupt Faden ex in Narkose 2
620 3.9 Leistenherniotomie rechts 1
709 3,9 NRI, ggf. Re-AT, TO bds. 1
674 4 ME 2 Nigel linke UA Ulna + Radius, 1
rituelle Zirkumzision
594 4,1 Orchidopexie und Funikolyse links 1
629 4,1 Hodenverlagerung bds. 1
686 4,1 AT, ggf. PC/PR bds. 2
603 43 Féaden ex, Z. n. mediane Halszyste 2
639 4.4 Zirkumzision 1
741 4,4 Hornhaut Fremdkorper-Entfernung 2
574 4.5 Zirkumzision 1
592 4,6 Antirefluxplastik links 2
718 4,6 AT, TO 1
730 4,9 AT, PC, ggf. PR bds. 2
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651 4,10 laparoskopische Leistenherniorhaphie links,
gef. bds. umbilikale Herniotomie
694 4,10 Re-AT, Re-PC, ggf. PR bds.
634 4,11 ME nach Fraktur ESIN linke Ulna
720 5 Fensterung Funikulozele rechts
720.1 5 Schiel-OP
577 5,4 rituelle Zirkumzision
644 5,6 AT + PC/PD bds.
659 5,7 ME 2 Négel linke UA, Z. n. ESIN
656 5,9 NRI, AT, ggf. PC + PR
721 5,9 Entfernung PR bds.
743 5,9 NRI, ggf. Re-AT, PC, T-Tube bds.
638 5,11 Zirkumzision
657 5,11 Schiel-OP
699 5,11 AT, ggf. PC/PR bds.
715 5,11 Re-AT, PR bds.
643 6 Nabelherniotomie
672 6 laparoskopische Leistenherniotomie links +
Zirkumzision
582 6,1 rituelle Zirkumzision
668 6,1 AT, PC, ggf. PR bds., evtl. TO
616 6,2 Zirkumzision
647 6,2 ATO, PC/PR bds.
612 6,3 ME Platte prox. Femur rechts
605 6,7 Tonsillektomie
617 6,7 Leistenherniotomie
693 6,8 NRI, ggf. Re-AT + OMI ggf. PC/PR bds.
610 6,9 Schiel-OP
607 7,7 Granulom ex
584 7,8 Zirkumzision
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698 8 ME 1 Schraube Ellenbogen links, Z. n.
Condylus radii Fraktur

611b 8,1 ME nach Radiusfraktur rechts ESIN

595 8,5 Re-Zirkumzision

737 8,9 Myofasziotomie Achillessehne bds., Anlage
US-Orthese

585 8,10 IOL-Austausch und evtl. Nachstarrresektion

700 8,10 ATO

599 8,11 Hypospadie-OP

593 9,1 Nasenbeinreposition

557 9,5 Zirkumzision

561 9.8 Zirkumzision

569 9,9 Zirkumzision

744 9,10 USTO distale Tibia rechts, ggf. Osteotomie
Fibula rechts

685 9,11 ME nach Fraktur ESIN 09/20 linke Ulna

663 10 Hodenverlagerung rechts

681 10,2 Stopperschrauben + Myofasziotomie bds.

736 10,4 Entfernung Glassplitter linker UA/ linkes
Handgelenk

749 10,4 ME Stopperschrauben links

746 10,8 Nasenreposition

591 10,9 Orchiektomie rechts

615 10,10 ME 2 K-Drihte links

728 10,10 Abtragung Re-Exostose Basis Grundgelenk

rechter Ringfinger
588 10,11 Nasenbeinreposition
619 11,11 ME nach Fraktur; Entfernung 2 K-Dréhte

Innenknochel links
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677 11,3 Anbohrung Osteochondrosis dissecans 2
mediale Talusschulter rechts
618 11,4 Entfernung 2 K-Drihte linker Radius distal 2
703 11,7 8-Plates mediales distales Femur 1
735 11,8 ME UA links 2
633 11,9 Leistenherniotomie links 2
630 12,11 Stopperschrauben bds. 1
673 12,2 ME Stopperschrauben bds. 2
755 12,6 ME K-Drihte rechtes OSG medial + lateral 1
678 13 8-Plates proximale laterale Tibia bds. 1
680 13 ME K-Draht MHK V rechts 1
716 13 ASK Knie rechts, Semi-T, AM-Naht 2
712 13,3 antero-mediale Maxillektomie, Abtragung 1
Primaxilla
747 13,3 8-Plates prox. Tibia bds. 2
754 13,5 Stopperschrauben BV BS 1
587 13,6 Nasenbeinreposition 1
731 13,6 PC/PR links 2
725 13,7 Myofasziotomie US 2
734 13,9 ME rechter UA ESIN 1
556 13,10 prox. Femurumstellung, 2
Rotationsosteotomie
558 13,11 Zirkumzision 1
695 13,11 T-Tube rechts 2
705 14,1 Stopperschrauben bds. 1
684 14,10 USTO prox. Femur rechts Blade Platte 2
723 14,2 geschlossene Reposition + intramedulldre 1
K-Drahtosteosynthese MHK V rechts
679 14,4 USTO distales Femur links lateral mit 2

Tomofix Platte
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729 14,4 plastische Deckung nach Sinus pilonidalis 1
682 14,8 Entfernung Keloid rechtes Ohrldppchen 2
568 15 Stopperschrauben Calcaneus bds. 1
738 15,1 Entfernung 1 Nagel linke Ulna 1
808 15,3 Verschraubung distale Tibia bei triplaner 1
Fraktur rechts
753 15,4 ME 8-Plates bds. distales mediales Femur 1
652 15,9 Exzision laterale Halszyste links 2
750 16 ME Stopperschrauben bds. 1
609 16,11 ME Schrauben Olecranon rechts 1
710 16,4 ME SH-Schrauben bds. 1
748 16,5 ME 8-Plates distales mediales Femur bds. 1
559 17 Zirkumzision 1
675 17 ME Platte Schrauben linkes distales Femur 2
704 17,1 Zirkumzision 2
608 17,10 Zirkumzision 1
751 18,5 Miniplatte bei MHK V Schaftfraktur rechts 1

Tabelle 8: Darstellung der eingeschlossenen Probanden in dieser Arbeit. Aufgelistet sind die zu jedem
Probanden zugeordneten Nummern mit Alter, OP-Grund oder Prozedere. Beim Geschlecht wird das ménnliche

Geschlecht mit der 1 kodiert, das weibliche mit der 2. Sortiert nach Alter (n = 148)

In Tabelle 9 sind die wichtigsten Charakteristika der teilnehmenden Probanden aufgelistet.
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Alter 0-1 2-5 6-12 13-18
[Jahre]

Mittelwert 1,4 3,8 8,2 14,8
+ SD +04 +1,2 +24 +1,6
[Jahre]

Median 1,3 3,9 8,1 14,4
n= 15 57 44 32
maéannlich 13 45 30 21
weiblich 2 12 14 11

Tabelle 9: Charakteristika des Patientenkollektivs. Einteilung in vier verschiedene Altersgruppen (n = 148).

2.1.8 Probengewinnung

Fir die Analyse der ILCs wurde jeweils ca. 1-10ml EDTA-Blut verwendet. Die
Blutentnahme erfolgte iiber eine bereits vorhandene Venenverweilkaniile, die fiir eine
geplante Operation benétigt wurde. Eine Voraussetzung flir die Blutentnahme war eine
schriftliche oder miindliche Einverstandniserkldrung durch den Patienten bzw. der Patientin
und/oder durch die Erziehungsberechtigten. Der Abnahmeort befand sich im Helios
Klinikum Krefeld (Lutherplatz 40, 47805 Krefeld).

Die gewonnenen Blutproben wurden bei Zimmertemperatur und im Dunkeln fiir maximal 24
Stunden gelagert. Der Transport der Blutproben vom Helios Klinikum Krefeld zum Institut
fiir Zelltherapeutika und Transplantationsdiagnostik Diisseldorf erfolgte noch am selben oder

einen Tag nach der Blutentnahme.
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Die Aufarbeitung der Proben wurde entweder am Tag der Blutentnahme oder am folgenden
Tag, aber spdtestens 20 Stunden nach der Blutentnahme durchgefiihrt. Die Aufarbeitung
erfolgte in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. rer. nat. Uhrberg (Universitédtsklinikum Diisseldorf,
Moorenstral3e 5, 40225 Diisseldorf, Gebaude 14.80).

2.2 Aktenzeichen des Ethikvotums

Fiir die vorliegende Arbeit lag ein positives Ethikvotum von der Ethikkommission der
Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf vor. Die Studien-ID lautet 2018014562 und hat das
Aktenzeichen ,,2018-12-Klinische Forschung ohne genetische Untersuchungen Innate
Lymphoid Cells (ILCs) in peripherem Blut — Ermittlung der Normwerte von Kindern und
Jugendlichen* (s. Anhang 6.2).

2.3 Methoden

2.3.1 Protokoll zur Aufarbeitung der gewonnenen Blutproben

Das gewonnene Vollblut wurde aus den EDTA-ROhrchen in 15 ml Falcon-Tubes
umpipettiert. Zusétzlich wurde 250 pul Vollblut zur Bestimmung der Zellzahl (Ermittlung der
Gesamtlymphozyten) in ein 1,5 ml Reagiergefal} pipettiert. Das Vollblut im 15 ml Falcon-
Tube wurde im Verhéltnis eins zu eins (1:1) mit 1 x Phosphate-Buffered Saline (PBS)
verdiinnt. Ein neues 15 ml Falcon-Tube wurde mit 3 ml Lymphocyte Separation Medium
befiillt. Im ndchsten Schritt erfolgte das Schichten der 1:1-Verdiinnung auf das Lymphocyte
Separation Medium. Die untere Schicht enthielt das Lymphocyte Separation Medium und die
obere Schicht die 1:1-Verdiinung. Nach dem Schichten wurden die Proben fiir 20 Minuten
bei 2000 rpm (bzw. 1000 g) und ohne Bremse zentrifugiert. Wahrend der 20-miniitigen
Zentrifugation wurde der Antikorper-Mix vorbereitet (s. 2.3.2).

Nach der Zentrifugation wurde der entstandene Lymphozytenring mit einer Transferpipette
vorsichtig abgenommen, in ein neues 15 ml Falcon-Tube gefiillt und mit PBS auf ein

Gesamtvolumen von ca. 12 ml aufgefiillt. Es erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation mit
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1320 rpm (bzw. 380g) und mit Bremse. Nach der Zentrifugation wurde das entstandene
Zellpellet, nach Verwerfen des Uberstandes, mit einer 200 pl-Pipette resuspendiert. Zur
Erythrozytenlyse wurde 3 ml, bei 4°C gekiihlte, Ammoniumchloridlésung bei
Raumtemperatur in das resuspendierte Pellet hinzugegeben. Die Inkubation wurde fiir max.
5 Minuten durchgefiihrt, um die Lyse anderer Zellen zu verhindern. Nach der 5-miniitigen
Erythrozytenlyse wurde das Falcon-Tube mit PBS auf ca. 12ml aufgefiillt und erneut bei
1320 rpm bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgekippt
und das Pellet resuspendiert. Erneut wurde das Falcon-Tube mit PBS auf ca. 12 ml aufgefiillt
und bei 1320 rpm und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet mit einer 200 upl-Pipette resuspendiert. Zu dem Zellpellet wurden 6 ml
Staining-Buffer hinzugegeben. Fiir das Herstellen des Staining-Buffers bendtigte man 2,5 g
100%-iges Bovines Serumalbumin (BSA), 2 ml 0,5 Mol EDTA und 500 ml 1 x PBS. Aus
dem Falcon-Tube, in dem das resuspendierte Zellpellet und 6 ml Staining-Buffer enthalten
sind, wurden 250 pl abgenommen und in ein 1,5 ml Reagiergefa3 pipettiert, um die
Zellzahlbestimmung nach den Aufreinigungsschritten durchzufiihren. Das Falcon-Tube
wurde nun bei 1320 rpm und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation
wurden die zwei Reagiergefae zur Zellzahlbestimmung (Reagiergefd3 mit 250 pl Vollblut
und Reagiergefdll mit 250 pl aufgereinigtes Blut) am CellDyn gemessen.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen, das Pellet
durch leichtes Klopfen gegen das Tube gelockert und in ein Durchflusszytometrie-Tube
(FACS-Tube) umpipettiert. Der bereits vorbereitete Antikdrper-Mastermix (s. 2.3.2) wurde
unter einer sterilen Werkbank im Dunkeln zu dem Zellpellet in das FACS-Tube
dazugegeben. Es erfolgte eine 20-miniitige Inkubation bei 4°C im Dunkeln.

Nach der Inkubation wurden 2 ml PBS in das FACS-Tube hinzugegeben und eine
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 1320 rpm und 4°C erfolgte anschlieBend. Der Uberstand
im FACS-Tube wurde nach Zentrifugation abgekippt und gelockert, indem man leicht gegen
das Tube klopfte. Die aufgearbeitete Probe im FACS-Tube wurde bis zur Auswertung auf
Eis und im Dunkeln gelagert.
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2.3.2 Vorbereitung des Antikorper-Mixes

Die in Tabelle 10 aufgefiihrten Antikorper wurden alle zusammen in ein 1,5 ml Reagiergefal3

pipettiert, um die Auswertung mittels Durchflusszytometrie durchfiihren zu kénnen.

Antikorper Expression / Oberflichenrezeptor auf | Verdiinnung 1:100
CDla dendritischen Zellen 4
CD14 Monozyten, Makrophagen 1
CD19 B-Zellen, dendritischen Zellen 1
CD20 B-Zellen 1

CD3 T-Zellen 1
TCRap T-Zellen 1
TCRyé T-Zellen 4
CD123 dendritischen Zellen 1
CD235a Erythrozyten, erythroide Vorlduferzellen 2
FceRla Mastzellen, basophile Zellen 2

CD9%4 NK-Zellen, T-Zellen 1
CDs6 NK-Zellen, T-Zellen, ILC1, ILC3 1
CD5 T-Zellen, B-Zellen 1
CD34 himatopoetische Stammzellen 1
CD127 ILC-Zellen (alle) 1
CD117 ILC3-Zellen 1
CRTH2 ILC2-Zellen 1
CD28 ILC-Zellen (alle) 2
CDl61 ILC1, ILC2, ILC3 4
=> 29 bzw. 31

Tabelle 10: Ubersicht der genutzten Antikérper mit Mengenangaben
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Der Oberflichenmarker CD235a wird hauptséchlich von erythoiden Vorlduferzellen
exprimiert (Mao et al., 2016). Bei Kindern unter 2 Jahren wurde zusétzlich der Antikorper
CD235a mit in die Farbung genommen, um Storfaktoren durch erythroide Vorlauferzellen in
der FACS-Analyse zu verringern.

Insgesamt wurde fiir eine zu analysierende Probe 29ul, bzw. 31ul bei Proben von Kindern
unter 2 Jahren, Antikorper benétigt.

Das Pipettieren der Antikorper erfolgte unter einer sterilen Werkbank im Dunkeln, um die
Funktionen der Antikorper zu erhalten. Nach der Fertigstellung des Antikorper-Mixes wurde

es bis zur weiteren Auswertung im Dunkeln bei einer Temperatur von 4°C aufbewahrt.

2.4 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (engl. FACS = fluorescence-activated cell sorting) ist ein
Messverfahren, um einzelne Zellen oder Zellpopulationen im Blut und Gewebe zu messen.
Sie ermdglicht es die Grofle, die Granularitit und weitere Eigenschaften der Zellen zu
bestimmen (Adan et al., 2017).

Aufgearbeitete Proben in Zellsuspension werden durch eine Messkammer (engl. flow cell)
gefiihrt. Meistens bestehen die Messkammern aus Glas und die durchflieBenden Zellen
werden von Laserlicht angestrahlt. Trifft das Laserlicht auf die Zelle, die sich gerade in der
Messkammer befindet, wird ein Streulicht (engl. /ight scatter) erzeugt. Dieses Streulicht
kann, abhédngig davon, wo man das Streulicht misst bzw. detektiert, verschiedene
Informationen iiber die Zelle geben. Die zwei wichtigsten Detektoren sind der
Vorwirtsstreulicht-Detektor (engl. forward light scatter/FSC) und der Seitwértsstreulicht-
Detektor (engl. sideward light scatter/SSC). Der FSC befindet sich in etwa 90°-Winkel zum
urspriinglichen Laserstrahl und gibt Informationen tliber die Gréfe der Zelle. Der SSC
befindet sich in Richtung des urspriinglichen Strahls und gibt Auskunft iiber die Granularitét
der Zelle. Das Ergebnis kann in einem Punktdiagramm, sog. Dot-Plot, dargestellt werden.
Dabei steht jeder Punkt fiir ein gemessenes Ereignis.

Damit die Zellen in der Durchflusszytometrie gemessen werden konnen, miissen sie mit
Antikorpern markiert werden. Diese Antikorper sind an Fluoreszenzen gekoppelt, sodass sie

ein Signal in der Messung geben, wenn diese von einem Laser angestrahlt werden.
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An dem benutzten Durchflusszytometrie-Gerdt konnen bis zu 13 Farben detektiert und
gemessen werden.

Um die zu interessierende Zellpopulation genauer in den Blick nehmen zu konnen, macht
man sich im nichsten Schritt das ,,Gating zunutze. Mit dem Gating kann man sich auf nur
bestimmte Zellpopulationen konzentrieren (z. B. Lymphozyten) und nicht-relevante
Zellpopulationen (z. B. Granulozyten oder Monozyten) komplett ausschlieen (s. Abb. 2, S.
35).

2.5 Analyse der Studienproben mittels Durchflusszytometrie

Insgesamt wurden 148 Proben von Kindern und Jugendlichen von 0-18 Jahre mittels
Durchflusszytometrie analysiert (Gerdt CytoFLEX, Beckman Coulter GmbH, Kalifornien,
USA). Die Analyse erfolgte entweder am selben Tag der Probenabnahme oder einen Tag
spéter im Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika, Gebdude 14.88, Etage
2. Fiir die Auswertung der verschiedenen FCS-Dateien (FCS = flow cytometry standard

data) wurde die Software Kaluza Analysis Version 2.1 verwendet.

Die frisch aufgereinigten PBMCs wurden mit dem in 2.3.2 beschriebenem Antikorper-Mix
gefdrbt. In Abb. 2 ist die Gatingstrategie der ILCs dargestellt.
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Abb. 2: Durchflusszytometrie und Gatingstrategie zur Detektion der ILC1-3. Die frisch aufgereinigten
PBMCs wurden mit einem speziellen Antikorper-Mix geférbt (s. 2.3.2). (4) Gating auf die Lymphozyten
mittels Auftragung von forward (FSC-A) gegen side scatter (SSC-A). (B) Nur einzelne, nicht
aneinanderklebende Zellen, werden zur weiteren Analyse verwendet (= singlets). (C) CD127" und Lineage-
negative (Lin") Zellen werden als ILCs identifiziert (griines Rechteck). (D) Klare Trennung von CD127* ILCs
und CD127-CD94* NK-Zellen (E) Aufteilung der NK-Zellen in NK®"¢" ynd NK%™s (F) Die CD127* ILCs
werden in ILC1 = CD127" CD94- CD117- CRTH2"; ILC2 = CD127* CD94- CD117"- CRTH2" und ILC3 =
CDI1277 CD94 CD117 CRTH2") aufgeteilt.

Abkiirzungen: ILC (innate lymphoid cells), CD (cluster of differentiation), PBMCs (peripheral blood

mononuclear cells).
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2.6 Statistik

Fiir die Erstellung von Abbildungen der erhobenen Daten und die Ermittlung der statistischen
Werte und Signifikanzen wurde das Programm GraphPad Prism5 (GraphPad Software,
Version 5.03, San Diego, USA) verwendet.

Fiir die Berechnung der absoluten und relativen Zellzahl der ILCs an Gesamtlymphozyten

werden folgende Werte bendtigt, die mittels FACS-Analyse bestimmt wurden:

1. Anzahl der Lymphozytenanzahl [10*/ul Blut] im Vollblut (s. S. 37, 2.3.1)
Anzahl der Zielzellen

Anzahl der Gesamt-ILCs

Anzahl der ILC1, ILC2, ILC3

> »w b

Die Formeln zur Berechnung der Zellzahlen aller ILCs sind im folgenden Abschnitt

aufgefiihrt.

I.  Anzahl der Lymphozyten [10°/ul] * 1000 = o
II. Ermittlung der ILC-Gesamtanzahl = 3

1. Ermittlung der Zielzelle =y

IV.B /vy *100 =% ILC an Gesamt-Lymphozyten
V. B/vy * a= Anzahl ILC/ul Blut

Beispielrechnung (s. Abb. 3):
I. 1,31 [10%/ul Blut] * 1000 = 1310 Lymphozyten/ul Blut
II. Ermittlung der ILC-Anzahl = 11742
I[I1. Ermittlung der Zielzellen = 2188892
IV. 11742 /2188892 * 100 = 0,54 % ILCs/Lymphozyten
V. 11742 /2188892 * 1310 = 7,03 ILCs/ul Blut
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Abb. 3: Exemplarisches Blutbild einer Studienprobe
Probandennummer: 749. Im roten Kasten sind die Lymphozytenzahlen dargestellt.

Diese Berechnung wurde bei den NK-Zellen, gesamten ILCs und bei den jeweiligen Gruppen

(ILC1, ILC2 und ILC3) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Normwerte der ILCs bei Kindern und Jugendlichen

3.1.1 Abnahme der absoluten und relativen ILC-Gesamtzellzahl

In der vorliegenden Arbeit wurden Normwerte der ILCs fiir Kinder und Jugendliche
ermittelt. Insgesamt wurden 148 Kinder und Jugendliche von 0-18 Jahre in die Studie
eingeschlossen, die in vier Altersgruppen aufgeteilt wurden. Die Altersgruppe 0-1 Jahre
umfasst Sduglinge (n = 15), 2-5 Jahre Kleinkinder (n = 57), 6-12 Jahre Kinder (n = 44) und
13-18 Jahre Jugendliche (n = 32).

Abbildung 4 zeigt die relativen und absoluten Zellzahlen der gesamten ILCs (ILC1-3): Auf
der X-Achse ist das Alter in Jahren und die Aufteilung in vier verschiedene Altersgruppen
gezeigt, auf der Y-Achse der absolute Zellanteil an Lymphozyten (Abb. 4A) und der relative
Zellanteil an Lymphozyten (Abb. 4B).
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Abb. 4: Relativer und absoluter Zellanteil der Gesamt-ILCs an den Lymphozyten in verschiedenen
Altersgruppen. (4) Darstellung der absoluten Zellzahl aller ILCs und der (B) relativen Zellzahl aller ILCs
der Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n =57), 6-12 (n = 44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s und Bonferroni Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert <0,01.
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Sowohl die absolute als auch die relative Zellzahl der Gesamt-ILCs nimmt mit dem Alter
signifikant kontinuierlich ab. Bei Sduglingen (0-1 Jahre) sind durchschnittlich 0,82 % ILCs
an den Gesamtlymphozyten im peripheren Blut detektierbar, wobei sich die relative Gesamt-
ILC-Population bis zum Alter von 6-12 Jahren bereits signifikant halbiert mit
durchschnittlich 0,41% (p-Wert 0,0058). Eine deutliche signifikante Reduktion der relativen
Zellzahl kann ebenfalls zwischen der Altersgruppe 0-1 vs. 13-18 Jahren gesehen werden. In
der Adoleszenz sind noch 0,39% ILCs an den Gesamtlymphozyten zu detektieren (p-Wert
0,0086).

Die gleiche Dynamik zeigt sich bei der absoluten Zellzahl (ILCs/ul Blut): Bei den Sduglingen
sind es im Schnitt 44,69 ILCs/ul Blut. Die absolute Frequenz der Gesamt-ILCs sinkt
signifikant mit dem Alter, sodass noch durchschnittlich 13,49 ILCs/ul Blut bei den 6-12-
Jéhrigen (p-Wert 0,0015) und 13-18-Jahrigen (p-Wert 0,0046) zu messen sind, s. Abb. 4.

3.1.2 Signifikante Abnahme der absoluten ILC1-Zellzahl

Eine signifikante Abnahme der Zellzahl sieht man nicht nur bei den Gesamt-ILCs, sondern
auch bei der ILC1-Population. Diese Dynamik zeigt sich jedoch nur in der absoluten Zellzahl,
die relative Zellzahl nimmt nicht signifikant mit dem Alter ab. Im Sauglingsalter sind im
Schnitt 37,62 ILC1/ul zu detektieren, wobei die Zellzahl bis zu den 6-12-Jdhrigen um %
abnimmt, sodass noch durchschnittlich 9,02/ul Blut zu messen sind (p-Wert 0,001). Im
Jugendalter (ab 13 Jahren) bis zum Eintritt des Erwachsenenalters sind durchschnittlich noch

8,8/ul Blut zu finden (0-1 Jahre vs. 13-18 Jahre, p-Wert 0,0018), s. Abb. 5.
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Abb. 5: Relativer und absoluter Zellanteil der ILC1 an den Lymphozyten in verschiedenen
Altersgruppen. (A-C) Darstellung der relativen Zellzahl (A) und der absoluten Zellzahl (B) der ILC1 fiir die
Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n=57), 6-12 (n = 44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.

3.1.3 Keine signifikante Abnahme der relativen als auch der absoluten

ILC2-Zellzahl

Bei Betrachtung der analysierten Werte fiir die ILC2-Population ist bei der relativen
Zellzahl eine steigende, jedoch nicht signifikante, Tendenz mit dem Alter zu verzeichnen.
Im Sduglingsalter sind durchschnittlich 0,07% ILC2 an Gesamtlymphozyten zu messen, im
Teenager- bis zum Erwachsenenalter liegt die Anzahl bei 0,10% ILC2 an
Gesamtlymphozyten. Bei der Entwicklung der absoluten Zellzahl sieht man eine dhnliche
Dynamik wie bei den ILC1: Im Sduglingsalter ist eine Zellzahl von 3,07 ILC2/ul Blut zu
messen, kurz vor dem Erreichen des Erwachsenenalters liegt die Zellzahl bei 2,29/ul Blut.
Eine Besonderheit bei dieser Zellpopulation ist, dass die absolute Zellzahl zwischen den
Altersgruppen 6-12 und 13-18 Jahre wieder minimal ansteigt: 6-12 Jahre 1,70/ul Blut +
1,26 vs. 13-18 Jahre 2,29/ul Blut + 2,52, s. Abb. 6.
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Abb. 6: Relativer und absoluter Zellanteil der ILC2 an den Lymphozyten in verschiedenen
Altersgruppen. Darstellung der relativen Zellzahl (A) und der absoluten Zellzahl (B) der ILC2 fiir die
Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n=57), 6-12 (n =44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.

3.1.4 Keine signifikante Abnahme der relativen und absoluten ILC3-

Zellzahl

Im Schnitt sind im Séauglingsalter 0,08% ILC3 an Gesamtlymphozyten zu detektieren. Mit
zunehmendem Lebensalter verdndert sich der prozentuale Anteil kaum: 2-5 Jahre 0,12%, 6-
12 Jahre 0,12% und 13-18 Jahre 0,11% ILC3 an den Gesamtlymphozyten.

Die absolute Zellzahl zeigt einen Riickgang der Zellen mit dem Alter auf. Durchschnittlich
sind im Siuglingsalter 4 ILC3/ul Blut zu detektieren. Kurz vor dem Erwachsenenalter
reduziert sich die absolute Zellzahl bis auf die Hélfte mit im Schnitt 2,4 ILC3/ul Blut.

Die Dynamiken sind jedoch nicht signifikant, s. Abb. 7.
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Abb. 7: Relativer und absoluter Zellanteil der ILC3 an den Lymphozyten in verschiedenen
Altersgruppen. Darstellung der relativen Zellzahl (A) und der absoluten Zellzahl (B) der ILC3 fiir die
Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n=57), 6-12 (n =44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.

In Abb. 8 und Tabelle 11 sind die ILC1-ILC3 nochmal zusammen dargestellt.
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Abb. 8: Relativer und absoluter Zellanteil der ILC1, ILC2, ILC3 an den Lymphozyten in

verschiedenen Altersgruppen. (A-C) Darstellung der relativen Zellzahl und (D-F) der absoluten Zellzahl der
ILC1, ILC2, ILCS3 fiir die Altersgruppen 0-1 (n=15), 2-5 (n =57), 6-12 (n =44) und 13-18 (n = 32) Jahre in
Form von Tukey box plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und

Bonferroni-Post-Test berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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ILC-Population 0-1 Jahre 2-5 Jahre 6-12 Jahre | 13-18 Jahre
Gesamt-ILC 0,82 0,46 0,41 0,39
[% Lymphozyten]
+ SD + 0,65 +0,34 + 0,55 + 0,40
Gesamt-ILC 44,69 20,26 13,49 13,49
[p] Blut]
+ SD + 58,71 + 18,10 + 13,09 + 10,26
ILC1 0,69 0,46 0,41 0,39
[% Lymphozyten]
+SD + 0,99 +0,34 + 0,55 + 0,40
ILC1 37,62 13,59 9,02 8,80
[l Blut]
+SD + 55,42 + 15,59 + 11,57 + 8,71
ILC2 0,07 0,09 0,08 0,10
[% Lymphozyten]
+SD + 0,05 + 0,07 + 0,06 + 0,07
ILC2 3,07 3,00 1,70 2,29
[ul Blut]
+SD +2,21 +3,09 + 1,26 +2,52
ILC3 0,08 0,12 0,12 0,11
[% Lymphozyten]
+SD + 0,06 + 0,08 + 0,06 + 0,07
ILC3 4,00 3,69 2,85 2,40
[l Blut]
+SD + 3,44 + 3,13 + 2,66 + 1,71

Tabelle 11: Relativer und absoluter Zellanteil der Gesamt-ILCs, ILC1, ILC2 und ILC3 an den
Lymphozyten. Gezeigt sind die relativen und absoluten Zahlen der ILCs an den Lymphozyten aufgeteilt in die
vier definierten Altersgruppen. Die Werte wurden mittels Graph Pad Prism5 berechnet. Darstellung der

Mittelwerte. (n = 158)
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3.2 Normwerte weiterer ILC-Subpopulationen

Unter den ILC-Populationen lassen sich weitere Subpopulationen anhand ihrer Expression
definieren (Bennstein et al., 2020).

Die Subpopulation, die in dieser Studie noch genauer analysiert wurde, sind die ILCI-
Subpopulation mit CD5/CD161—-Expression. Diese Subpopulation lisst sich in vier Gruppen
unterteilen: CD5'CD1617, CD5'CD161°, CD5CD161" und CD5CD161".

3.2.1 Signifikante Abnahme der relativen und absoluten ILC1 mit
CD5"CD161-Expression

Die ILC1 mit CD5'CD161 Expression machen, sowohl in der relativen als auch absoluten
Zellzahl, die grofite Gruppe der Subpopulation aus.

Im Sduglingsalter betrdgt der prozentuale Anteil von CD5'CDI161Zellen an ILCI
durchschnittlich 71,18 %, kurz vor dem Beginn des Erwachsenenalter 68,8 %. Eine
signifikante Abnahme der relativen Zellzahl kann besonders zwischen der Altersgruppe 2-5
vs. 6-12 Jahren (p-Wert 0,0376) und 2-5 vs. 13-18 Jahren (p-Wert 0,028) verzeichnet werden,
s. Abb. 9.

Die gleiche Dynamik zeigt sich bei der absoluten Zellzahl. In der Altersgruppe 0-1 Jahre
betrdgt die durchschnittliche Zellzahl 20,21/ul Blut, bei der Altersgruppe 13-18 Jahre nur
noch durchschnittlich 4,98/ul Blut (p-Wert 0,0038). Somit reduziert sich die absolute
Zellzahl der CD5"CD161" Population auf fast ein Fiinftel bei den Jugendlichen im Vergleich
zu den Sduglingen, s. Abb. 9.
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Abb. 10: Relativer Zellanteil der Subpopulation ILC1 CD5*CD161" an den Lymphozyten in
verschiedenen Altersgruppen. Darstellung der relativen Zellzahl (A) und absoluten Zellzahl (B) fiir die
Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n=57), 6-12 (n =44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.

3.2.2 Signifikante Zunahme der relativen Zellzahl der ILC1 CD5°CD161"

Einen signifikanten Anstieg mit dem Alter siecht man bei den ILC1 CD5'CD161". Bei den
Sduglingen betrdgt die die relative Anzahl 11,27 % und in der Altersgruppe 2-5 10,98 %.
Zwischen diesen beiden Altersgruppen ist noch kein grofer Unterschied zu detektieren. Ab
dem 7. Lebensjahr betrigt die ILC1-Gruppe mit CD5'CD161"-Expression durchschnittlich
15,03 % und ab dem Alter des Jugendlichen (13-18 Jahre) ist der Anteil der CD5'CD161"-
Zellen bei durchschnittlich 21,37 %. Innerhalb von 18 Jahren nehmen die CD5'CD161" an
etwa 10 % im relativen Anteil an den ILCI zu.

Betrachtet man die absolute Zellzahl ist eine signifikante Abnahme mit dem Alter zu
detektieren: Wéhrend es im Séuglingsalter noch 3,27/ul Blut sind, betrdgt die Anzahl in der
Altersgruppe 6-12 Jahre 1,77/pl Blut. Somit nimmt die Anzahl innerhalb von 6-12 Jahren
um fast die Hélfte ab.
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Abb. 11: Relativer und absoluter Zellanteil der Subpopulation ILC1 CD5*CD161" an den
Lymphozyten in verschiedenen Altersgruppen. Darstellung der relativen Zellzahl (A) und absoluten
Zellzahl (B) fiir die Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n = 57), 6-12 (n = 44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form
von Tukey box plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-

Post-Test berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.

Die Gruppen CD5CD161" und CD5CD161" zeigen keine signifikante Verdnderung mit
zunehmendem Lebensalter. Betrachtet man die Dynamik, nehmen sowohl die CD5"CD161"

und CD5°CD161" mit zunehmendem Alter ab, s. Abb. 11.
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Abb. 11: Relativer und absoluter Zellanteil der Subpopulation ILC1 CD5CD161" und CD5CD161" an
den Lymphozyten in verschiedenen Altersgruppen. Darstellung der relativen Zellzahl (A) und absoluten
Zellzahl (B) ILC1 CD5°CD161" und der relativen (C) und absoluten Zellzahl (D) ILC1 CD5CD161- fiir die
Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n=57), 6-12 (n =44) und 13-18 (n = 32) Jahre in Form von Tukey box
plots. Das Signifikanzniveau wurde mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s und Bonferroni-Post-Test

berechnet. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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In Tabelle 12 sind zusammenfassend die verschiedenen ILC1 Subpopulationen mit CD5 und

CD161 Expression dargestellt.

ILC1-Population 0-1 Jahre 2-5 Jahre 6-12 Jahre | 13-18 Jahre
CD5'CDl61" 71,18 78,93 71,25 68,80
[% ILC1]
+SD + 24,85 + 14,97 + 17,74 + 17,46
CD5'CDl61" 20,10 10,03 6,14 4,98
[l Blut]
+ SD + 21,17 + 10,58 +7,28 +3,40
CD5'CD161" 11,27 10,98 15,03 21,37
[% ILC1]
+ SD +5,03 +5,73 + 7,28 +9,39
CD5'CD161" 3,27 1,71 1,77 2,15
[l Blut]
+ SD +3,99 + 2,58 + 3,78 +2,35
CD5CDI61" 4,45 3,26 5,90 5,44
[% ILC1]
+ SD + 4,54 + 3,07 + 6,09 + 8,35
CD5CDl61" 1,13 0,54 0,50 1,00
[l Blut]
+ SD + 1,53 + 0,98 + 0,68 +2,72
CD5CD161" 13,10 6,83 7,82 4,40
[% ILC1]
+ SD + 22,74 + 13,62 + 12,58 + 8,47
CD5CD161" 4,02 3,26 5,90 5,44
[l Blut]
+ SD + 6,45 + 3,07 + 6,09 + 8,35

Tabelle 12: Relativer und absoluter Zellanteil der ILC1 mit CD5+CD161+, CD5+CD161-, CD5-CD161+
und CD5-CD161- Expression. Gezeigt sind die relativen und absoluten Zahlen aufgeteilt in die vier definierten

Altersgruppen. Die Werte wurden mittels Graph Pad Prism5 berechnet. Darstellung der Mittelwerte. (n = 158)
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3.3 Fazit

Zusammenfassend konnte aufgezeigt werden, dass alle ILC-Populationen in ihrer Frequenz
mit dem Alter abnehmen. Der signifikante Riickgang der Zellen konnte jedoch nur an den
ILC1, sowohl in der absoluten als auch in der relativen Zellzahl, detektiert werden. Die
hochste ILC-Frequenz ist bei den Sduglingen zu finden, die niedrigste bei den Jugendlichen.
Wie bei allen ILC-Populationen zu sehen ist (s. Abb. 8), scheint bei der absoluten Zellzahl
ein besonders starker Riickgang zwischen den Altersgruppen 2-5 und 6-12 zu sein.

Die am hiufigsten im peripheren Blut von Kindern und Jugendlichen vorkommende ILC-
Population ist die ILC1-Population: Im Mittel machen sie bis zu 0,49 % der Lymphozyten
und bis zu 17 Zellen pro pl im peripheren Blut aus. Die ILC2 und ILC3 machen im Schnitt
einen deutlich geringeren Zellanteil im peripheren Blut bei Kindern und Jugendlichen aus.
Die ILC3 haben durchschnittlich einen Anteil von 0,11 % an Lymphozyten bzw. 3,24 ILC3
pro ul. Bei den ILC2 sind es nur noch einen Anteil von 0,09 % an Gesamtlymphozyten bzw.
2,52 ILC2 pro pl Blut. Betrachtet man alle ILC-Gruppen zusammen, hat die ILC1-Population
eine 4- bis 5-fach hohere Anzahl sowohl in der relativen als auch in der absoluten Zellzahl

verglichen mit der Zellzahl der ILC2 und ILC3.

Die hochste ILC-Frequenz ist bei den Sduglingen zu finden, die niedrigste bei den
Jugendlichen. Nach Datenauswertung der zirkulierenden ILC1-, ILC2- und ILC3-
Frequenzen in PB-Proben von 148 Kindern und Jugendlichen zeigen Abb. 13 und Tabelle 13
folgende Verteilung:
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& ILC1 755 %

0-1]Jahr ILC2 114%
ILC3 13,1%

‘ ILC1 594 %

2-5Jahre ILC2 17.8%
ILC3 22,8%

‘ ILC1  60,0%

6-12 Jahre ILC2 16,7 %
' ILC3 23,3%

‘ ILC1 57,9%

13-18 Jahre ILC2 19,5 %
ILC3  22,6%

Abb. 13: Prozentuale Verteilung der ILC1, ILC2 und ILC3 im peripheren Blut. Darstellung in Form von
Kuchendiagrammen. Altersgruppen 0-1 (n = 15), 2-5 (n = 57), 6-12 (n = 44) und 13-18 (n = 32) Jahre.
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ILC-Population 0-1 Jahre 2-5 Jahre 6-12 Jahre | 13-18 Jahre
Gesamt-ILC [% 0,82 0,46 0,41 0,39
Lymphozyten]
Gesamt-ILC [ul 44 20 13 13
Blut]
ILCI [% 0,70 0,46 0,41 0,39
Lymphozyten]
ILC1 [pl Blut] 37 13 9 8
ILC2 [% 0,07 0,09 0,08 0,09
Lymphozyten]
ILC2 [pl Blut] 3 3 1 2
ILC3 [% 0,08 0,12 0,12 0,11
Lymphozyten]
ILC3 [pl Blut] 4 3 2 2

Tabelle 13: Relativer und absoluter Zellanteil der Gesamt-ILCs, ILC1, ILC2 und ILC3 an den
Lymphozyten. Gezeigt sind die relativen und absoluten Zahlen der ILCs an den Lymphozyten aufgeteilt in die
vier definierten Altersgruppen. Die Werte wurden mittels Graph Pad Prism5 berechnet. Darstellung der

Mittelwerte. (n = 158)
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4 Diskussion

4.1 Ermittlung der Normwerte bei Kindern und Jugendlichen

In dieser Arbeit wurde der relative und absolute Zellanteil der zirkulierenden ILC1, ILC2
und ILC3 an den Lymphozyten im peripheren Blut bei gesunden Kindern und Jugendlichen

in verschiedenen Altersgruppen von 0 bis 18 Jahren bestimmt.

2016 analysierte bereits eine Arbeitsgruppe die Frequenz verschiedener ILC-Populationen
(NK-Zellen, ILC1, ILC2 und ILC3) (Vely et al., 2016). Die Arbeit umfasste jedoch nur Daten
von 29 Kindern und zeigte keine Dynamik im Alter von 6 bis 18 Jahren. Eine Auswertung
zu dem Alter 0 bis 6 Jahren gab es bis zum Beginn dieser Arbeit noch nicht. Es ist bereits
bekannt, dass die Frequenzen der zirkulierenden ILCs mit zunehmendem Alter abnehmen
(Vely et al., 2016, Bennstein et al., 2020). Die in der Literatur bereits beschriebene
abnehmende Dynamik der ILC-Frequenzen beginnend von CB bis ins hohe Alter konnte in

dieser Arbeit im Kindes- und Jugendalter ebenfalls beobachtet werden.

Die am héaufigsten im peripheren Blut von Kindern und Jugendlichen vorkommende ILC-
Population ist die ILCI-Population. Sie nehmen mit dem Alter ab, bleiben aber die
hochstvertretene ILC-Population im Kindes- und Jugendalter. Im Mittel machen sie bis zu
70 % der Gesamt-ILCs im peripheren Blut aus (s. Abb. 8).

Auch im Erwachsenenalter bleibt die ILC1-Population die hdochstfrequente zirkulierende
ILC-Population mit bis im Schnitt 0,05 bis 0,1 % (Bennstein et al., 2020). In der Literatur
gab es jedoch Arbeitsgruppen, die die ILC2s als am hédufigsten zirkulierende ILC-Population
im Blut detektiert haben (Hazenberg and Spits, 2014, Spits and Cupedo, 2012, Darboe et al.,
2020). Diese Diskrepanz konnte von verschiedenen Patientenkohorten mit unterschiedlichem
Lebensalter oder der Variabilitéit in den Experimenten durch verschiedene Gatingstrategien

zustande kommen.

ILC1 im CB wurden als Zellen detektiert, die ein grofles Potenzial haben, je nach Zytokin-

Stimulation oder Zytokin-Umgebung, in NK-Zellen, zu differenzieren (Bennstein et al.,
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2020). Das Immunsystem der Kinder und Jugendlichen befindet sich noch im stetigen
Wandel und wird von vielen intrinsischen und extrinsischen Faktoren beeinflusst (Dowling
and Levy, 2014, Brodin and Davis, 2017, Brodin et al., 2015). Das Potenzial der CB-ILC1
sich in andere Zellen differenzieren zu konnen, wire ein Mechanismus, der auch im Blut von
Kindern und Jugendlichen ein enormer Vorteil wédre und die ILC1-Dominanz im Blut
erkliaren konnte. Die Entwicklung der immunologischen Zellpopulationen, besonders der der
ILCs, wiirde zu eigenem Vorteil gelenkt werden. Je nach Bedarf wiirde die Differenzierung
der ILCs gefordert werden, die der Korper in verschiedenen Lebenssituationen bendtigt. Ein
weiterer moglicher Grund fiir die ILC1-Dominanz im peripheren Blut bei Kindern und
Jugendlichen, und mit dem Alter absinkende Frequenzen dieser Population, konnte sein, dass
ILC1 ihre potenzielle Migrationsfahigkeit ausnutzen (Bennstein et al., 2020). Somit konnten
sie mit zunehmendem Alter zu Gewebe wandern, dort migrieren und sich im Gewebe
differenzieren. Nach Differenzierung wiirden sie sich zu gewebe-residenten ILCs entwickeln
und z. B. einen schiitzenden Beitrag zur Gewebebarriere leisten. Durch die Moglichkeit zur
IFNy-Produktion kénnen gewebe-residente ILC1 besonders effektiv gegen pathogene
Erreger wirken (Artis and Spits, 2015).

In dieser Arbeit wurden nicht nur die ILC1-, ILC2- und ILC3-Populationen analysiert.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits nachweisen konnen, dass es noch
Subpopulationen in den einzelnen ILC-Gruppen gibt, die Oberflichenmarker besitzen, die
auch von T-Zellen exprimiert werden. Das wirft die Frage auf, wieso ILCs T-Zell-Marker
exprimieren und welche Funktion sie bei den ILCs haben. Bei den ILC1 wurden vier
verschiedene Subpopulationen mit CDS5/CD161-Expression im CB beschrieben:
CD5'CDl161" ILC1, CD5CDI161" ILC1, CD5CDI161" ILCI und CD5CDI161" ILCI
(Bennstein et al., 2020). Die Mehrheit der ILC1 im CB zeigte eine CD5'CD161" Expression,
die Minderheit eine CD5°CD161" Expression. Die Produktion von IFNy war nur bei CD161"
zu detektieren, womit die Mehrheit der ILC1 im CB funktional unreif sind, dafiir aber durch
Expression von Chemokinen wie CCR4, CCR7 und CCR9 eine gewisse Migrationsfahigkeit
in verschiedene Gewebe besitzen konnen (Bennstein et al., 2020). CDS wird von naiven T-
Zellen, Effektor-T-Zellen und Thymozyten exprimiert (Voisinne et al., 2018, Nagasawa et
al., 2017). Der Oberflaichenmarker CD161 (auch KLRB1) wird auBer auf ILCs noch auf NK-
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Zellen und T-Zellen exprimiert. Auf NK-Zellen reguliert CD161 deren Zytotoxizitét. In
dieser Arbeit konnten die vier verschiedenen Gruppen mit CD5- und CD161-Expression bei
Kindern und Jugendlichen auf den ILC1 detektiert und analysiert werden. Die hiufigste
gemessene Population war die CD5"CDI161TILCI. Die Kinder und Jugendlichen zeigen
somit, wie im CB auch, dass die meisten ILC1 wahrscheinlich ebenfalls nicht funktional sind,
weil sie kein CD161 exprimieren. Die ILC1-Subpopulation mit CD5"CD161" Expression
nahm im Kindes- und Jugendalter stetig ab. Ein signifikanter Anstieg der CD5"CD161ILC1
konnte in dieser Arbeit mit steigendem Alter detektiert werden. Somit hitten die ILC1 mit
steigendem Alter bei Kindern und Jugendlichen das Potenzial, funktional (mittels IFNy-
Produktion) wirksam zu sein. Diese Erkenntnis gibt einen Anreiz fiir die weitere Erforschung
dieser ILC1-Subpopulation im peripheren Blut. Besonders wire es interessant zu wissen, ob
Erwachsene (Alter > 18 Jahre) ebenfalls diese ILC1-Konstellation zeigen oder ob sich die
Verteilung von CD5 und CD161 wieder verdndert. Die Funktion von CDS5 bei den ILC1
miisste in Zukunft ebenfalls weiter erforscht werden, da CDS5 bis jetzt hauptsidchlich auf T-

Zellen exprimiert wird.

4.2 Limitation

Eine Limitation unserer Studie ist, dass die Studie mehr méannliche als weibliche Probanden
in die Studie eingeschlossen hat. Das liegt daran, dass Jungen mehr von Erkrankungen, wie
Leistenhernien oder Zirkumzisionen, erkranken und elektiv behandelt werden konnen bzw.
miissen, als Maidchen. AuBerdem wurden keine Patienten mit Infektions- oder
Entziindungskrankheiten oder Patienten mit Immundefekten eingeschlossen, da das Ziel

dieser Studie die Erfassung der Normwerte fiir gesunde Kinder und Jugendliche war.

4.3 Referenzwerte fiir die Piadiatrie

Mit der Ermittlung der Normwerte von zirkulierenden ILC1, ILC2 und ILC3 im peripheren
Blut von Kindern und Jugendlichen von 0 bis 18 Jahren wurde erstmals eine valide Referenz

geschaffen, die in Zukunft wichtigen klinischen Nutzen in der Péddiatrie bietet. In den letzten
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Jahren wurden mehr und mehr die zirkulierenden ILCs in Augenmerk genommen. Die Zahl
der zirkulierenden ILCs konnte einen Anhalt dafiir geben, ob z. B. ein Patient droht, in einen
septischen Schock zu gleiten (Carvelli et al., 2019). Normwerte fiir Kinder und Jugendliche
fiir andere zirkulierende immunologische Zellpopulationen existieren bereits (Garcia-Prat et
al., 2019, Ding et al., 2018, Huck et al., 2009). Daten zu den ILCI, ILC2 und ILC3 bei

Kindern und Jugendlichen gab es vor Beginn dieser Arbeit bisher noch nicht.

Ein kritischer Aspekt in dieser Arbeit war die Probengewinnung. Bei Kindern und
Jugendlichen ist es nicht ethisch vertretbar, viel Blutvolumen abzunehmen. Séuglinge haben
ein Blutvolumen von ca. 80-100 ml pro kg Kérpergewicht (Howie, 2011). Ein Kind mit 4 kg
Korpergewicht hat ein Blutvolumen von durchschnittlich 360 ml. Somit kann man nicht, wie
bei den Erwachsenen, fiir Studienzwecke 10 oder 20 ml Blut abnehmen. Ein Kind mit 4 kg
Korpergewicht wiirde bei 20 ml Blutentnahme bis zu 6 % seines Blutvolumens verlieren. In
der Literatur schwanken die Werte der maximalen Volumina, die bei Kindern und
Jugendlichen bei einer Blutentnahme gewonnen werden konnen (Howie, 2011). Bei
Sauglingen (0-1 Jahre) wurden in dieser Arbeit im Schnitt 1 ml, max. 2 ml, Blut
abgenommen, sodass durch die Teilnahme an dieser Studie keine gesundheitlichen Nachteile
fir die Probanden entstanden sind, wie z. B. zu hoher Blutverlust. Die Blutentnahmen in
dieser Arbeit wurden so geplant, dass die Probanden kein zusitzliches Prozedere einer
Blutentnahme durchmachen mussten. Alle Blutentnahmen wurden direkt nach dem Legen
einer peripheren Venenverweilkaniile, die fiir die geplante Operation essenziell war,
gewonnen. Mithilfe des Panels fiir die Firbung der ILCs und die Messung mittels FACS
(Bianca Bennstein et al., 2019) war es moglich auch mit Proben von 1 ml aussagekriftige

Informationen iiber die Normwerte der ILC1, ILC2 und ILC3 zu ermitteln.

Im nédchsten Schritt wire die Analyse der ILCs von PB-Proben von kranken Kindern
interessant. Mit dem Wissen iiber die in dieser Arbeit generierten Referenzwerte konnten
Veranderungen und Dynamiken der ILCs bei Proben von kranken Kindern analysiert werden.
Die Relevanz und das Prozedere einer Blutentnahme miissten bei diesen Probanden ebenfalls
genau erdrtert werden. Bei kranken Kindern und Jugendlichen ist eine Blutentnahme

risikobehafteter. Mit einer Blutentnahme nur fir Studienzwecke  wiirden
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hochstwahrscheinlich die meisten Angehdrigen und Sorgeberechtigten nicht einverstanden
sein. Man konnte jedoch restliches Blut von den Routineuntersuchungen verwenden, die die
chronisch kranken Kinder regelmifig erhalten. Die hohe Probandenanzahl in dieser Arbeit
(n = 148 Kinder und Jugendliche) war nur moglich, weil den Sorgeberechtigten zugesichert
wurde, dass die Kinder kein zusétzliches Prozedere einer Blutentnahme mitbekommen
wiirden und dass die Blutentnahme im Rahmen eines Routineeingriffes erfolgte.

In dieser Arbeit lag das Augenmerk auf zirkulierenden ILCs. Die gewebe-residenten ILCs
von Kindern und Jugendlichen wurden bisher noch nicht analysiert. In der Zukunft wére es
duBerst interessant zu beobachten und zu analysieren, wie sich die gewebe-residenten ILCs,
zum einen im gesunden und zum anderen im kranken Gewebe, bei Kindern und Jugendlichen
verhalten. Eine Moglichkeit wire Schleimhaut im Nasopharyngealbereich. Zum einen ist der
Zugang zu einer Schleimhautprobe simpel, zum anderen sind jedoch hdufig Dauerbesiedler
in der Rachen-Schleimhautflora, die eine gewisse Entziindung im Gewebe ausldsen kdnnten
und damit die Normwerte verfdalschen konnten. Wie bereits bei CB oder bei PB von
Erwachsenen gezeigt wurde, haben zirkulierende ILCs andere Funktionen als gewebe-
residente ILCs (Bennstein et al., 2021, Di Santo et al., 2017, Lim and Di Santo, 2019, Lim et
al., 2017, Bennstein and Uhrberg, 2024).

Die in dieser Arbeit ermittelten Normwerte zeigen zum einen die absolute Zellzahl ILC an
den Gesamtlymphozyten und zum anderen die relative Zellzahl ILC an den
Gesamtlymphozyten. Damit kdnnten in Zukunft alle Arbeitsgruppen, die die in dieser Arbeit
ermittelten Werte als Referenz nutzen, um zu {Uberpriifen, welche Unterschiede bei

erkrankten Kindern zu sehen sind.
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6 Anhang

6.1 Einverstandniserklirungen und Patienteninformation

Universitatsklinikum

Dusseldorf
Helios Klinikum Krefeld Institut fiir Transplantationsdiagnostik &
Zentrum fiir Kinder- & Zelltherapeutika (ITZ)
Jugendmedizin Gebaude 14.80
Lutherplatz 40 Moorenstr. 5
47805 Krefeld 40225 Diisseldorf
Ansprechpartner: Ansprechpartner:
Prof. Dr. med. Tim Niehues Prof. Dr. rer. nat. Markus Uhrberg
Telefonnr.: +49 2151 32-2301 Telefonnr.: +49 211 81-19529

Innate lymphoid cells (ILCs) in peripherem Blut — Ermittlung der Normwerte bei
Kindern und Jugendlichen

Sehr geehrte Frau ......cccccocevvevee e, , sehr geehrter Herr ......ccccoveivii e ,

in den vergangenen Jahren ist das Verstandnis flr die Bedeutung von angeborenen
immunologischen Zelllinien, den innate lymphoid cells/ILCs, in Verbindung mit
angeborenen Immundefekten und Autoimmunerkrankungen, wie chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen (z. B. Morbus Crohn und Colitis ulcerosa) in Bezug auf
das Erwachsenenalter enorm gewachsen.

Dieses Wissen mochten wir nun auch fir die Kinderheilkunde ausweiten.

Deshalb moéchten wir Sie gerne fragen, ob Sie bereit sind, eine Blutprobe Ihres Kindes
zur Verfigung zu stellen. Diese Proben werden auf die benannten Zelllinien analysiert
und die daraus folgenden Ergebnisse kénnten in Zukunft flir die Therapie von
angeborenen Immundefekten und Autoimmunerkrankungen eine gro3e Hilfe sein.

Im Folgenden mochten wir Thnen ndhere Informationen dazu geben, damit Sie Ihre
Entscheidung Uber die Teilnahme Ihres Kindes an der Studie treffen kdnnen. Bitte lesen
Sie diese Informationsschrift sorgfaltig und besprechen Sie evtl. verbleibende Fragen
mit Ihrem zustdndigen Arzt bzw. Arztin, der/die Ihnen selbstversténdlich fiir weitere
Informationen zur Verfligung steht.

Die Untersuchungen werden nur dann durchgefihrt, wenn Sie dazu freiwillig und

schriftlich Ihre Einwilligung erklaren. Sofern Sie die Untersuchungen nicht erlauben oder
Ihre Einwilligung spater widerrufen mdéchten, erwachsen Ihnen daraus keine Nachteile.
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1. Wofiir sollen die Proben Ihres Kindes verwendet werden?

Wir mdchten die Probe Ihres Kindes fir Zwecke wissenschaftlich-medizinischer
Forschung verwenden. Mit Ihrer Einwilligung rdumen Sie der Forschung die Befugnis ein,
dass die Daten Ihres Kindes verarbeitet werden dlrfen. Deshalb bitten wir Sie, diese
Einwilligung ausdricklich durch Ankreuzen in der Einwilligungserklarung zum Ausdruck
zu bringen.

2. Wie werden die Proben gewonnen und verwendet?

Flr die Analyse bendétigen wir ca. 3-10ml Blut, somit ist eine Blutentnahme erforderlich.

Die entnommene Blutprobe wird sofort mit einer Identifizierungsnummer versehen
(verschllsselt), sodass der Name Ihres Kindes und weitere personenbezogene Daten
nicht mehr erkennbar sind.

Die Probe wird Eigentum von dem Helios Klinikum Krefeld, Zentrum fir Kinder- und
Jugendmedizin sein, Lutherplatz 40, 47805 Krefeld, sein. Sie wird dort aufbewahrt, aber
unter Umstanden auch an andere Stellen (z.B. wie Labore der Uniklinik Disseldorf)
verschickt und untersucht. Gleichwohl haben Sie jederzeit das Recht, die Vernichtung
der Probe Ihres Kindes zu verlangen.

3. Was sind die Risiken dieser ForschungsmaBnahme?

Es bestehen nur die Risiken, die mit einem Legen einer peripheren Venenverweilkantle
verbunden sind. An der Einstichstelle kann es zu leichten Schmerzen kommen oder es
kann ein Bluterguss (blauer Fleck) entstehen, der evtl. einige Tage sichtbar ist. In
auBerst seltenen Fallen kann auch die Bildung eines Blutgerinnsels (Thrombose), eine
ortlich begrenzte Entziindung oder eine Infektion an der Einstichstelle auftreten oder es
kann zu dauerhaften Schadigungen von BlutgefaBen oder Nerven kommen.

Die Blutentnahme an der peripheren Venenverweilkanile stellt keine Risiken dar. Es
werden Blutabnahmesysteme verwendet, mit der genau die abgenommene Blutmenge
kontrolliert werden kann. Somit wird gewahrleistet, dass Ihrem Kind nur Blutvolumina
abgenommen werden, die keine Gefahrdung flr die Gesundheit darstellen (z. B. groBe
Blutverluste).
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4. Was sind die Vorteile der Teilnahme an diesem Forschungsvorhaben?

Persdnlich kann Ihr Kind durch die Bereitstellung seiner Probe flir die Gesundheit keinen
unmittelbaren Vorteil oder Nutzen erwarten. Die Ergebnisse sind ausschlieBlich zu
Forschungszwecken bestimmt und werden keine Konsequenzen flr Ihr Kind haben. Ihre
Einwilligung kdénnte einen Beitrag zum besseren Verstidndnis der Entwicklung von
angeborenen Immundefekten und Autoimmunerkrankungen haben.

5. Ist die Vertraulichkeit der Daten meines Kindes gewadhrleistet?

Wie bereits beschrieben, werden die Blutprobe Ihres Kindes und die bendtigten Daten
jeweils separat mit einer unterschiedlichen Code-Nummer gekennzeichnet. Namentlich
wird Ihr Kind nicht genannt. Die im Rahmen dieses Projekts aufgezeichneten Daten und
Analyseergebnisse werden ohne den Namen Ihres Kindes ermittelt, wissenschaftlich
ausgewertet und den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend archiviert.

Einzelheiten zur Einwilligung in die Datenerhebung und —-verwendung, auch zur
Méoglichkeit eines Widerrufs, entnehmen Sie bitte der Einwilligungserklédrung,
die im Anschluss an diese Information abgedruckt ist.

6. Erhalte ich bzw. mein_ Kind Informationen liber die Ergebnisse des
Forschungsprojekts?

Die Ergebnisse der Blutanalyse dienen nur zu Forschungszwecken. Deshalb werden
Ergebnisse der Forschung insgesamt und individuelle Befunde weder Ihnen, Ihrem Kind
noch Threm Arzt bzw. Ihrer Arztin zugénglich gemacht.

Werden aus den entnommenen Koérpermaterialien Ihres Kindes wider Erwarten
medizinische Erkenntnisse gewonnen, die fir die Erhaltung oder Wiederherstellung der
eigenen Gesundheit Ihres Kindes von erheblicher Bedeutung sind, so wird Ihr Arzt bzw.
Arztin dariiber informiert, damit er bzw. sie mit Ihnen und evtl. Ihrem Kind das weitere
Vorgehen besprechen kann.

Wenn Sie eine Information des Studienarztes bzw. der Studienarztin nicht wiinschen,
kénnen Sie dies in der Einwilligungserkldrung zum Ausdruck bringen.
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7. Kann mein Kind die Teilnahme an dem Forschungsprojekt vorzeitig beenden?

Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Grinden, die Teilnahme Ihres Kindes an
der Studie beenden, ohne dass Ihrem Kind dadurch irgendwelche Nachteile entstehen.

Im Falle des Widerrufs werden die gewonnenen Blutproben und erhobenen Daten zur
Person Ihres Kindes unverziglich vernichtet.

Die Bedeutung eines Widerrufs flir die Verwendung der Daten ist in der
Einwilligungserklarung erlautert, die im Anschluss an diese Information abgedruckt ist.

8. Kann ich fiir mein Kind bestimmte Verwendungszwecke ausschlieBen?

Sie haben das Recht, bestimmte Verwendungszwecke des Blutes Ihres Kindes
auszuschlieBen.

9. Wissenschaftliche und kommerzielle Nutzung der Forschungsergebnisse

Gegebenenfalls werden die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts in wissenschaftlichen
Zeitschriften und auf Konferenzen veroéffentlicht. Diese Veroéffentlichungen werden
keinerlei persdnliche Daten enthalten, die Riickschlisse auf die Person Ihres Kindes
ermdglichen. Zudem ist es méglich, dass die Forschungsergebnisse kommerziell genutzt,
z. B. patentiert werden. An einem mdéglichen kommerziellen Nutzen werden Sie und Ihr
Kind nicht beteiligt.

10. Weitere Informationen

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, wenden Sie sich bitte an Ihren Arzt bzw. Arztin.
Stellen Sie alle Fragen, die Ihnen wichtig erscheinen und lassen Sie sich ausreichend
Zeit far Ihre Entscheidung zur Teilnahme Ihres Kindes an dieser zusatzlichen
wissenschaftlichen Untersuchung.

Wir danken Ihnen fiir Ihr Interesse und Ihre Aufmerksamkaeit!
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Einwilligungserklidrung

Forschungsteilnehmer/in: Teilnehmer-Nr.:

Name, Vorname:

Geb.-Datum:

Hiermit erklare ich meine Einwilligung zur Teilnahme meines Kindes an der Untersuchung
gemaB der vorstehenden Information. Durch meine Unterschrift bestdtige ich, dass ich
den Inhalt der Information gelesen und verstanden habe. Ich hatte Gelegenheit Fragen
zu stellen, die mir zufriedenstellend beantwortet wurden. Ich weiB, dass die Teilnahme
meines Kindes freiwillig ist und ich die Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden
widerrufen und die Vernichtung der Blutprobe meines Kindes fordern kann, ohne dass
meinem Kind daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Mir ist bewusst, dass mein Kind keinen persdnlichen Vorteil aus diesem
Forschungsprojekt haben wird und dass mir die Ergebnisse meines Kindes nicht
mitgeteilt werden.

Nur dann, wenn aus den entnommenen Kérpermaterialien meines Kindes wider Erwarten
medizinische Erkenntnisse gewonnen werden, die fur die Erhaltung oder
Wiederherstellung seiner eigenen Gesundheit von erheblicher Bedeutung sind, wird mein
Arzt dartber informiert, damit er mit mir und evtl. meinem Kind das weitere Vorgehen
besprechen kann.

Falls gewlinscht, bitte ankreuzen:

( ) Ich mbchte nicht, dass der Arzt/die Arztin meines Kindes Uber Befunde im
vorstehend genannten Sinn informiert wird.

Ich mdchte die Verwendung der Blutprobe meines Kindes wie folgt eingrenzen:
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Datenschutz:

Mir ist bekannt, dass bei diesem Forschungsvorhaben personenbezogene Daten, insbesondere
medizinische Befunde und personliche Informationen Uber mein Kind erhoben, gespeichert und
ausgewertet werden sollen.

Die fir die Studie wichtigen Daten werden in pseudonymisierter Form gespeichert und ausgewertet.
Pseudonymisierung bedeutet, dass der Name meines Kindes oder andere Identifikationsmerkmale
durch einen Code ersetzt werden, um die Feststellung der Identitat meines Kindes auszuschlieBen
oder wesentlich zu erschweren. Dieser ,Schliissel* (Verbindung zwischen dem Namen meines Kindes
bzw. den Identifikationsmerkmalen meines Kindes und dem Code) wird getrennt von den (brigen
Befunden oder Informationen meines Kindes aufbewahrt. Zugang zu dem Schlissel hat
ausschlieBlich Prof. Dr. Uhrberg/ITZ Diisseldorf.

Der Verantwortliche fiir die studienbedingte Erhebung personenbezogener Daten ist der Studienleiter
Prof. Dr. rer. nat. Markus Uhrberg (ITZ, Gebdude 14.80, Moorenstr. 5, 40225) Duisseldorf, E-Mail:
Markus.Uhrberg@med.uni-duesseldorf.de). Ich habe das Recht, vom Verantwortlichen Auskunft
Uber die von meinem Kind gespeicherten personenbezogenen Daten zu verlangen. Ebenfalls kann
ich die Berichtigung unzutreffender Daten sowie die Loéschung der Daten meines Kindes oder
Einschréankung deren Verarbeitung verlangen.
Bei Anliegen, Fragen oder Beschwerden zur Datenverarbeitung und zur Einhaltung der
datenschutzrechtlichen Anforderungen kann ich mich zundchst an den Studienleiter wenden
(Kontaktdaten s. oben).
Fir weiterfihrende Fragen oder bei Problemen bzgl. des Datenschutzes kann ich mich an folgende
Stellen wenden:
a) Datenschutzbeauftragte des Universitatsklinikum Duisseldorf

Martina Mohr

E-Mail: Martina.Mohr@med.uni-duesseldorf.de

Telefon: 0211-8108508

MoorenstraBe 5, 40225 Diisseldorf

Datenschutzbeauftragter
E-Mail: GKDDatenschutzbeauftragter@med.uni-duesseldorf.de
MoorenstraBBe 5, 40225 Disseldorf

b) Datenschutzbeauftragter der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
Kurt Finkbeiner
E-Mail: Datenschutzbeauftragter@hhu.de
Telefon: 0211-8113214
UniversitatsstraBe 1, Gebaude 16.11, 40225 Diisseldorf

Im Falle einer rechtswidrigen Datenverarbeitung meines Kindes habe ich das Recht, mich bei
folgender Aufsichtsbehorde zu beschweren:

Landesbeauftragte fir Datenschutz und Informationsfreiheit Nordrhein-Westfalen

Postfach 20 04 44, 40102 Dusseldorf

E-Mail: poststelle@Idi.nrw.de

Die arztliche Schweigepflicht und datenschutzrechtliche Bestimmungen werden eingehalten.
Die Studienleitung wird alle angemessenen Schritte unternehmen, um den Schutz der Daten meines
Kindes gemaB den Datenschutzstandards der Europdischen Union zu gewahrleisten.
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Die Verwendung der Angaben Uber die Gesundheit meines Kindes erfolgt nach gesetzlichen
Bestimmungen und setzt gemal Absatz 6 Artikel 1 lit. a der Datenschutz-Grundverordnung vor der
Teilnahme an dem Forschungsvorhaben folgende freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung
voraus, das heiBt ohne die nachfolgende Einwilligung kann mein Kind nicht an dem
Forschungsvorhaben teilnehmen.

1.

Ich wurde dariber aufgeklart und stimme freiwillig zu, dass im Rahmen dieses
Forschungsvorhabens personenbezogene Daten meines Kindes, insbesondere Angaben Uber die
Gesundheit, zu den in der Informationsschrift beschriebenen Zwecken in pseudonymisierter
Form erhoben und in Papierform sowie auf elektronischen Datentragern im Helios Klinikum
Krefeld, Zentrum fir Kinder- und Jugendmedizin, Lutherplatz 40, 47805 Krefeld aufgezeichnet
und gespeichert werden.

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten meines Kindes werden in pseudonymisierter
Form an das Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika, Universitatsklinikum
Dusseldorf, MoorenstraBe 5, 40225 Dusseldorf, weitergegeben. Die Weitergabe dient dem
Zweck der Auswertung der Blutprobe meines Kindes. Dritte erhalten keinen Einblick in
unverschlisselte personenbezogene Unterlagen. Bei der Veréffentlichung von Ergebnissen der
Studie wird der Name meines Kindes ebenfalls nicht genannt.

AuBerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte, an der Studie beteiligten
Personen (Prof. Dr. Niehues/Helios Klinikum Krefeld, Prof. Dr. Uhrberg/ITZ Dusseldorf, Dr. Judith
Springer/Helios Klinikum Krefeld und Thi Xuan Uyen Pham/Doktorandin) in die beim Studienarzt
bzw. Studienarztin vorhandenen personenbezogenen Daten meines Kindes, insbesondere
Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fiir die Uberpriifung der ordnungsgemé&Ben
Durchfiihrung des Forschungsvorhabens notwendig ist. Fir diese MaBnahme entbinde ich den
Studienarzt bzw. die Studienarztin von der arztlichen Schweigepflicht.

Ich bin darliber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme meines Kindes an dem
Forschungsvorhaben schriftlich oder mindlich ohne Angabe von Griinden widerrufen kann, ohne
dass mir dadurch Nachteile entstehen. Die RechtmaBigkeit der bis zum Widerruf erfolgten
Datenverarbeitung wird davon nicht berihrt. Beim Widerruf der Einwilligung, an dem
Forschungsvorhaben teilzunehmen, werden die personenbezogenen Daten meines Kindes
unverziglich geldscht und die Blutproben meines Kindes vernichtet.

Ich erklare mich damit einverstanden, dass die Daten meines Kindesnach Beendigung oder
Abbruch des Forschungsvorhabens mindestens 10 Jahre aufbewahrt werden. Danach werden
die personenbezogenen Daten meines Kindes geléscht, soweit nicht gesetzliche,
satzungsmaBige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.
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Eine Kopie dieser Information und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das Original
verbleibt in der Studienstelle.

Name des/der Forschungsteilnehmers/-teilnehmerin in Druckbuchstaben

Name des/der gesetzlichen/-n Vertreters/-in in Druckbuchstaben

Ort, Datum
(vom Teilnehmer/in einzutragen) Unterschrift gesetzliche/r Vertreter/in
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