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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem in der Schwangerschaft

1.1.1 Immunologische Anpassung und Komplikationen

Habituelle Aborte und extreme Frihgeburtlichkeit gehéren zu den wichtigsten

Schwangerschaftskomplikationen. Ungewollte Kinderlosigkeit oder die hohe

Gefahr fur perinatale Morbiditat oder Mortalitat fur das Kind kdnnen die Folgen

sein (1, 2). Die Ursachen fur diese Schwangerschaftskomplikationen sind

vielfaltig und reichen von anatomischen Besonderheiten bei der Mutter Gber

Infektionen bis hin zu genetischen Erkrankungen des Feten. Eine wesentliche

Rolle scheinen aber auch Fehlregulationen des Immunsystems und damit eine

unzureichende Ausbildung der materno-fetalen Toleranz zu sein (3, 4).

Wahrend einer Schwangerschaft sind die Anforderungen an das Immunsystem

erhoht. Das mdtterliche Immunsystem muss nun so reguliert werden, dass es

einen semiallogenen Fetus toleriert und wachsen lasst, ohne dass eine

AbstoRungsreaktion ausgelost wird aber gleichzeitig die Fahigkeit zur

adaquaten Infektabwehr erhalten bleibt (4).

In einer Arbeit von 1953 postulierte Peter Medawar erstmals drei grundsatzliche

Mechanismen fur die Aufrechterhaltung der fetomaternalen Immuntoleranz:

1) Eine anatomische Barriere zwischen Mutter und Fetus, dargestellt durch den
Trophoblasten, verhindert einen direkten Kontakt zwischen mdutterlichen
Immunzellen und fetalen Antigenen.

2) Fetale Immunzellen meiden eine Expression allogener Antigene.

3) Das miutterliche Immunsystem wird durch die Induktion von Anergie- oder
Toleranz-Mechanismen in Immunzellen daran gehindert, eine adaquate

Immunantwort auf fetale Antigene zu erzeugen (5).

1.1.2 T-Zellen in der Schwangerschaft

Bis heute sind T-Helfer-Zellen (Th) die am besten charakterisierten
Immunzellen in der Schwangerschatft; sie scheinen eine essentielle Rolle fur die
materno-fetale Immuntoleranz zu spielen (6-8). Ein wesentlicher Mechanismus
ist hier eine Veranderung des Zytokin-Profils der T-Helfer-Zellen hin zu einer

Th2-getragenen Immunantwort mit reduzierten Thl-Antworten wahrend der



Schwangerschaft (9). Fur einige wichtige Schwangerschaftskomplikationen wie
rezidivierende Spontanaborte oder die Praeklampsie konnte bereits eine
Assoziation mit gestortem Th2-Shift und vermehrter Th1l-Antwort beschrieben
werden (10, 11). Allerdings scheint es auch Hinweise darauf zu geben, dass die
Th2-Dominanz in der Schwangerschaft nicht immer erforderlich ist.

In den letzten Jahren wurde das Bild der Anpassungsprozesse in der
Schwangerschaft von einem reinen Th1l-/ Th2-Shift durch die Beschreibung der
Funktionen von regulatorische T-Zellen (Treg) und Thl7-Zellen erweitert (8,
12). Die zugrunde liegenden Mechanismen, die die T-Zell-Aktivitdt und Funktion
wahrend der Schwangerschaft steuern, sind jedoch noch unzureichend

verstanden.

1.2 Myeloide Suppressorzellen (MDSC)

Myeloide Suppressorzellen (MDSC) sind eine heterogene Zellpopulation
myeloider Vorlauferzellen, die sich durch suppressive Wirkung auf andere
Immunzellen, insbesondere T-Zellen auszeichnen. Sie sind nach Zentrifugation
Uber einem Dichtegradienten in der Schicht der mononuklearen Zellen zu
finden. MDSC koénnen in zwei Subgruppen unterteilt werden: Granulozytare
MDSC (GR-MDSC) und monozytare MDSC (MO-MDSC). Wéahrend MO-MDSC
Uber die Expression des Oberflachenproteins CD14 charakterisiert werden,
tragen GR-MDSC die granulozytaren Oberflachenmarker CD15 und CD66b.
Beide Subpopulationen exprimieren das MHC-II-Molekul HLA-DR nicht (13-15).
Eine systemische Akkumulation von MDSC wurde erstmals in Mausen mit
Tumoren und bei Krebspatienten beschrieben. Hier konnte gezeigt werden,
dass MDSC das Tumorwachstum durch Hemmung der Tumor-spezifischen T-
Zell-Antwort  fordern  (16-18). Seither wurden eine Reihe weiterer
pathologischer, nicht-maligner Zustdnde beschrieben, wie zum Beispiel
Infektionen und Sepsis, Traumata oder Transplantationsreaktionen, wahrend
derer es zu einer Ansammlung von MDSC kommt (19-23). In den meisten
dieser Falle haben MDSC eine schadliche Funktion indem sie die effektive

Immunabwehr gegen einen pathologischen Prozess im Kérper verhindern.



Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass MDSC auch im Nabelschnurblut
gesunder Neugeborener und damit unter physiologischen Bedingungen in
erhoéhter Zahl vorkommen und einen hemmenden Einfluss auf T-Zellen und
naturliche Killer-Zellen (NK) ausiiben (24). Es stellte sich daher die Frage, ob
ahnliche Veranderungen wahrend der Schwangerschaft auch im mutterlichen
Organismus stattfinden und ob diese eine Bedeutung fur die materno-fetale

Toleranz haben.

1.2.1 Mechanismen der T-Zell-suppressiven Wirkung von MDSC

MDSC Uuben ihre T-Zell-suppressive Wirkung tber verschiedene Mechanismen
aus. Die wichtigsten und bisher am besten untersuchten Mechanismen sind ein
Eingreifen in den Arginin-Metabolismus Uber die Expression der
Effektorenzyme Arginase | (Argl) und induzierbare NO-Synthase (iNOS), sowie
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).

Die Depletion der essentiellen Aminosaure L-Arginin durch die Enzyme Argl
und iNOS fuhrt zu einem Substratmangel im T-Zell-Stoffwechsel und hemmt
damit die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen. In mehreren Arbeiten konnte eine
enge Verbindung zwischen der Argl- und iNOS-Expression der MDSC und ihrer
T-Zell-supprimierenden Eigenschaft festgestellt werden (14, 17, 25, 26).
Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung der ROS-Produktion bei
MDSC aus Tumor-tragenden Mausen ihre T-Zell-suppressive Eigenschaft
komplett aufhebt (27, 28). AulRerdem scheint die Produktion von ROS durch
MDSC insbesondere die antigen-spezifische Immunantwort zu hemmen (27,
29).

1.3 Ziel dieser Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Akkumulation von MDSC in der
komplikationslosen humanen Schwangerschaft und eine mdgliche Bedeutung
fur die materno-fetale Toleranz untersucht werden. Dazu wurde zunachst
analysiert, ob MDSC in erhohter Anzahl im peripheren Blut Schwangerer im
Vergleich zu nicht Schwangeren vorkommen. Aul3erdem wurden MDSC aus
dem peripheren Blut Schwangerer auf ihre T-Zell-suppressiven Eigenschaften



hin untersucht. Es wurde die Expression der Effektorenzyme Argl und iNOS,
sowie die ROS-Produktion bestimmt und die Fahigkeit zur Hemmung der T-Zell-
Proliferation ermittelt und mit MDSC aus dem peripheren Blut von
Kontrollpersonen verglichen. Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wird
ein neuer Aspekt der komplexen Mechanismen der Immunregulation in der
Schwangerschaft beleuchtet. Weitere mogliche Ziele kodnnten eine
zellorientierte, therapeutische Beeinflussung immunologischer

Schwangerschaftskomplikationen wie Aborte oder Praeklampsie sein.



2 Material

2.1 Patientenkollektiv

Die Rekrutierung der Probandinnen zur Bestimmung der MDSC-Zahl im
peripheren Blut gesunder Schwangerer erfolgte von Oktober 2011 bis Juli 2013
Uber die Schwangerenambulanz und die Waochnerinnen-Station der
Universitats-Frauenklinik ~ Tdbingen sowie Uber den niedergelassenen
Gynékologen Dr. Alexander Marmé in Tubingen.

Zur Bestimmung der MDSC-Zahl im peripheren Blut von Patientinnen nach
assistierter Reproduktionsbehandlung wurden Probandinnen Uber die
Kinderwunsch-Abteilung der Universitats-Frauenklinik Tubingen rekrutiert. Alle
Blutentnahmen erfolgten im Rahmen von Routineblutentnahmen. Als Kontrolle
wurde Blut von nicht schwangeren, gesunden Frauen im gebarfahigen Alter
verwendet. Das Alter der Probandinnen lag zwischen 17 und 47 Jahren.

Die Frauen wurden zuvor Uber die Studie aufgeklart und ihr schriftliches
Einverstandnis eingeholt. Die Versuche wurden durch die Ethik-Kommission der
medizinischen Fakultat der Universitdt Tubingen begutachtet und bewilligt
(Ethikvotum Nr. 178/2011B0O1).

2.2 Chemikalien und Puffer

2.2.1 Kommerziell erworbene Puffer

Biocoll Separating Solution (Dichte 1,077 g/ml) Fa. Biochrom, Berlin
Cytofix/Cytoperm Fa. BD Biosciences,
Heidelberg
PBS-Dulbecco (Phosphat-gepufferte Salzlésung) Fa. Biochrom, Berlin
VLE RPMI 1640 Medium Fa. Biochrom, Berlin

2.2.2 Sonstige Chemikalien

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Fa. AppliChem
GmbH, Darmstadt

Fetal bovine serum (FCS) Fa. Biochrom, Berlin



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

Interleukin 2 (IL-2)

Natriumazid

OKT3

Polyglobin (10%)

Fa. B. Braun,
Melsungen

Fa. R&D Systems
GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt

Fa. AppliChem
GmbH, Darmstadt

Fa. Janssen-Cilag,

Neuss

Fa. Bayer,

Leverkusen

2.2.3 Antikorper und Reagenzien fir die Durchflusszytometrie

Alexa Fluor 647 Mouse IgG1 IC

Anti-Human Arginase 1

gelabelt mit DY-485XL

APC Mouse Anti-Human CDS8

APC M®P9 CD14

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester)

DY-485XL Mouse 1gG1 IC

FITC Mouse Anti-Human CD66b

NOS2 (C-11) Alexa Fluor 647

Fa. BD Biosciences,
Heidelberg

Fa. Hycultec,

Beutelsbach
Fa. Dyomics, Jena

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. Invitrogen,

Heidelberg
Fa. Dyomics, Jena

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. Santa Cruz

Biotechnolgy,



PE (P67,6) CD33

PE Mouse Anti-Human CD14

PE Mouse Anti-Human CD4

PerCP Cy5.5 Mouse Anti-Human HLA-DR

2.2.4 Antikorper fur die Isolierung der MDSC

Anti-FITC MicroBeads

FITC Mouse Anti-Human CD66b

2.3 Glas-und Plastikmaterialien

15 ml und 50 ml Zentrifugenréhrchen

24 und 48 well Cell culture Cluster, f bottom

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes

96 well cell culture Plate, f und u bottom

Eppendorf-Cup Reaction Tubes

10

Heidelberg

Fa. BD Biosciences,
Heidelberg

Fa. BD Biosciences,
Heidelberg

Fa. BD Biosciences,
Heidelberg

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch-
Gladbach

Fa. BD Biosciences,
Heidelberg

Fa. Greiner Bio-One
GmbH,

Frickenhausen

Fa. Corning,
Amsterdam,

Niederlande

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. Greiner Bio-One
GmbH,

Frickenhausen

Fa. Greiner Bio-One



Neubauer-Zahlkammer

Pipettenspitzen blau (500-1000 pl) und gelb (20-200 pl)

Pipettenspitzen farblos (10 pl)

Safety Multifly Set

S-Monovette 9 ml

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

2.4 Gerate und Software

8-Kanal-Transferpipette (20-200 pl)

Abzugs-Bank HeraSafe HS12

Auto Macs pro

Brutschrank (5% CO,, 37°C)

Durchflusszytometer FACScalibur

GraphPad Prism 5.0
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GmbH,
Frickenhausen

Fa. Karl Hecht GmbH
& Co. KG ,Assistent”,
Sondheim/Rhon

Fa. Greiner Bio-One
GmbH,

Frickenhausen

Viozym Scientific,
Oldendorf

Fa. Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht

Fa. Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht

Fa. Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht

Fa. Brand GmbH &
Co. KG, Wertheim

Heraeus Instruments,
Stuttgart

Fa. Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch-
Gladbach

Fa. Heraeus

Instruments, Stuttgart

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

GraphPad Software,

La Jolla, Kalifornien,



Kihlschrank ,Bosch economic”

Lichtmikroskop

Microsoft Excel 2002

Microsoft Word 2002

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

Software CellQuest Pro

Sterilbank

Sysmex Zellzahler

Vortex

Zentrifuge Rotanta 460 RS
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USA
Fa. Bosch, Stuttgart

Fa. Olympus,
Hamburg

Fa. Microsoft
Corporation,
UnterschleiRheim,

Minchen

Fa. Microsoft
Corporation,
UnterschleiRheim,

Minchen

Fa. Abimed,

Langenfeld

Fa. BD Biosciences,

Heidelberg

Fa. Heraeus

Instruments, Stuttgart

Fa. Sysmex
Deutschland GmbH,
Norderstedt

Fa. Bender & Hobein
AG, USA

Fa. Hettich, Tuttlingen



3 Methoden

3.1 Zellisolation

Fir die Quantifizierung von MDSC wurde EDTA-Blut (Ethylendiamintetraacetat-
versetztes Blut) verwendet, welches innerhalb von 6 Stunden verarbeitet wurde.
Fur die funktionellen Versuche zur T-Zell-suppressiven Wirkung von MDSC
wurde Natrium-Heparin-Blut verwendet und unmittelbar nach der Abnahme

weiterverarbeitet.

3.1.1 Aufreinigung von PBMC aus peripherem Blut

Zur Isolierung der mononukleéren Zellen (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) wurden 5 ml EDTA-Vollblut mit 5 ml phosphate buffered saline (PBS)
gemischt und auf 5 ml Biocoll in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen, pipettiert.
Anschlie3end wurde das Réhrchen 25 Minuten bei 20°C und mit einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung von 400 rcf ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund
ihrer geringen Dichte lassen sich mithilfe dieser Methode die PBMC, welche
sich nach der Zentrifugation in einem dinnen Ring oberhalb des Biocoll
sammeln, von den dichteren Granulozyten und Erythrozyten trennen. Die
PBMC wurden dann mit einer 10 ml Pipette vorsichtig abgesaugt, in ein neues
Zentrifugenrohrchen gegeben und zweimal mit 15 ml PBS gewaschen.

Vor dem zweiten Waschschritt wurden zur Bestimmung der Zellzahl 100 pyl der
Zellsuspension in ein Eppendorf-Gefal3 abgefillt und mit dem Sysmex-
Zellzahlgeréat die Konzentration der PBMC ermittelt. Anschlie3end wurden die
Zellen resuspendiert und in der gewtinschten Konzentration in PBS geldst.

Fir die Versuche zum Einfluss von MDSC auf die T-Zell-Proliferation wurden

die PBMC unter sterilen Bedingungen aufgereinigt.
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3.1.2 Aufreinigung von MDSC aus PBMC

Fur die Versuche zur Untersuchung des Einflusses von MDSC auf die T-Zell-
Proliferation wurden reine MDSC benétigt. Diese wurden mithilfe des
Verfahrens des magnetic activated cell sorting (MACS) aufgereinigt. Dazu
wurden die wie oben beschrieben steril aufgereinigten PBMC im letzten
Waschschritt statt mit PBS mit 4°C kaltem Running Buffer gewaschen und auf
eine Zellzahl von 4x10’ bis 1x10°® pro 50ul in einem 1:1-Gemisch aus Polyglobin
und Running Buffer eingestellt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten streng auf
Eis. Zu je 4x10’ Zellen wurden 5ul anti-CD66b-FITC-Antikdrper gegeben und
fur 20 Minuten inkubiert. Nach einem Waschschritt zum Entfernen der
ungebundenen Antikorper erfolgte die 15mindtige Inkubation mit anti-FITC-
gekoppelten magnetischen Beads. Nach einem weiteren Waschschritt wurden
die Zellen in 500ul running buffer aufgenommen und im Automacs Uber zwei

Saulen in einer Positiv-Selektion sortiert (siehe Abbildung 1).

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

1 U
o A H T

-/

Abbildung 1: Positiv-Selektion mittels magnetic activated cell sorting (MACS) — System. Die
magnetisch gelabelten Zellen werden zwischen den Magneten gehalten wahrend die anderen
Zellen nach unten in ein Auffanggefal® durchflie@en. Nach Entfernung aus dem Magneten werden
die Zellen in ein separates Auffanggefal? gegeben. Abbildung entnommen aus der Homepage von

Miltenyi Biotec.

3.2 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
3.2.1 Farbung der Zellen fur die Phanotypisierung

Die durchflusszytometrische Farbung der Zellen erfolgte in einer 96er u-well

Platte. Dazu wurden pro Probe 6 wells mit je 50ul einer auf 4x10° Zellen/ ml
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eingestellten Zellsuspension gefillt und nach dem in Tabelle 1 dargestellten

Pipettierschema gefarbt.

Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
1,5 ul anti- 1,5 ul anti- 1,5 ul anti- 1,5 ul anti- 1,5 ul anti-
CD66b FITC | CD66b FITC | CD66b FITC | CD66b FITC | CD66b FITC
Extrazellulare 0,5 pl anti- 0,5 ul anti- 0,5 ul anti- 0,5 ul anti- 0,5 ul anti-
_— Keine HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR
Antikérper
PerCP Cy5 PerCP Cy5 PerCP Cy5 PerCP Cy5 PerCP Cy5
1 ul CD14 1 ul CD14 1 ul CD14 1 ul CD14 1 ul CD14
APC APC APC PE PE
" 2 ul anti-
Intrazellulare 3 ul anti-
- Keine Keine 1,5 pl Isotyp M 1 ul Isotyp iNOS2
Antikérper Arginase Arginase 1 iNOS
Alexa Fluor
Tabelle 1. Pipettierschema fir die Farbung zur Phéanotypisierung

Zunachst erfolgte die Extrazellular-Farbung der Zellen durch Zugabe der
entsprechenden Antikérper und 15mindtiger Inkubation im Dunkeln bei 4°C.
Nach einmaligem Waschen mit FACS-Puffer (PBS + 1% FCS + 0,1% NaNs3)
2 bis
durchflusszytometrischen Analyse im Kuhlschrank gelagert. Die tibrigen Proben

wurde die nur extrazellular gefarbte Probe aus well zur
wurden durch Zugabe von 100 pl Cytofix/Cytoperm und Inkubation fir zehn
Minuten bei 37°C fixiert und permeabilisiert. AnschlieRend wurden die
intrazellular-Antikdrper dazu gegeben und nochmals fir 10 Minuten bei 37°C
inkubiert (der erste Ansatz blieb ungefarbt, wurde jedoch wie die intrazellular
gefarbten Ansatze in well 3, 4, 5 und 6 behandelt). Auf die Farbung gegen
CD33 wurde verzichtet, da sich in Vor-Versuchen gezeigt hatte, dass die
CD66b-exprimierenden Zellen der PBMC-Fraktion CD33 exprimerten.

Es folgten zwei Waschschritte mit FACS-Puffer und anschlieRendes Uberfiihren
der Zellen in FACS-RoOhrchen. Die FACS-Réhrchen wurden bis zur Messung

dunkel und bei 4°C gelagert.
3.2.2 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie stellt eine etablierte Methode zur quantitativen

Erfassung der Zellen dar und bietet zusatzlich die Mdglichkeit, Zellen nach ihrer
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Grolle, Granularitat und Expression von Oberflachen- bzw. intrazellular-
Antigenen zu charakterisieren (30).

3.3 Funktionelle Versuche

3.3.1 ROS-Produktion

Um zu untersuchen, ob GR-MDSC Schwangerer mehr ROS produzieren als
GR-MDSC nicht schwangerer Kontrollprobandinnen wurden die PBMC auf eine
Zellzahl von 4x10° Zellen/ ml eingestellt und in PBS mit Kalzium- und
Magnesiumzusatz aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde mit 10 pl
Dihydrohodamin 123 (DHR) pro ml Zellsuspension versetzt und fir 5 Minuten
im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 10ng/ml Phorbol-
12-myristat,-13-azetat (PMA) fur 10 Minuten und 20 Minuten stimuliert und
danach sofort auf Eis gelegt um die Stimulation zu stoppen. Oxidiertes DHR
lasst sich nun als Rhodamin mittels Durchflusszytometrie nachweisen. Nach

Gegenfarbung mit CD66b-Antikérper erfolgte die Messung im FACS.

3.3.2 T-Zell-Proliferationsversuche

Zur Untersuchung des Einflusses von MDSC auf die Proliferation von T-Zellen
wurden PBMC von schwangeren und nicht schwangeren Probanden wie oben
beschrieben steril isoliert und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein-
Succinimidyl-Ester (CFSE) gefarbt. Die CFSE-gefarbten PBMC wurden dann in
RPMI + 10% FCS aufgenommen und mit 100 U/ ml Interleukin-2 und 1 pg/ mi
OKT3 stimuliert.

Nach dem in Tabelle 2 abgebildeten Schema wurden dann ebenfalls steril
aufgereinigte und in RPMI + 10% FCS geléste MDSC hinzugegeben. Als
Kontrollen dienten unstimulierte PBMC (Negativkontrolle) und stimulierte PBMC
ohne Zugabe von MDSC (Positivkontrolle). Nach 96-stindiger Inkubation im
Brutschrank wurden die Zellen abgeerntet und mit anti-CD4-PE und anti-CD8-
APC gefarbt.
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PBMC NS | PBMC NS | PBMC NS | PBMC NS PBMC S PBMC S PBMC S PBMC S
6:1 2:1 6:1 2:1 6:1 2:1 6:1 2:1
MDSC NS | MDSC NS | MDSC S MDSC S MDSC NS | MDSC NS | MDSC S MDSC S

Tabelle 2: Schema zum Mischverhaltnis PBMC zu MDSC fur die funktionellen Versuche

S = Schwangere, NS = nicht schwangere Kontrolle

Anschliel3end wurde anhand einer Abnahme des CFSE-Signals der Anteil an
proliferierten CD4- und CD8-T-Zellen bestimmt (siehe Abbildung 2). Der
hdchste Peak auf der rechten Seite stellt die Zellen zum Ausgangspunkt, also
zum Zeitpunkt O, dar. Jeder weitere Peak in Richtung links steht fur eine
Tochtergeneration, also fur eine Zellteilung. Je mehr Peaks nach links zu sehen
sind, desto haufiger haben sich die Zellen geteilt (Beispielabbildung: 61,25%

proliferierte Zellen).

Counts
-0 10 20 30 40

61,25%

09 101 102 103 104
CFSE

Abbildung 2: Beispielabbildung eines CFSE-Assays.

3.4 Auswertung

3.4.1 Auswertung der durchflusszytometrischen Versuche
Die Analyse der Proben erfolgte mit dem Gerat FACScalibur, die Auswertung

der Messungen mit der Software CellQuest Pro der Firma BD Biosciences.

3.4.2 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism 5.0.
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3.4.2.1 Unverbundene Stichproben

Unverbundene Stichproben, wie beispielsweise in Abbildung 4, mit nur zwei
Datengruppen wurden zunachst mithilfe des D’Agostino and Pearsons omnibus
normality Tests auf Normalverteilung Uberprift. Fir Stichproben mit mehr als
zwei Datengruppen, wie in Abbildung 6, wurde der Dunn’s Multiple Comparison
Test verwendet.

Die eigentliche Signifikanztestung erfolgte fir unverbundene Stichproben mit
zwei Datengruppen mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests, fir Stichproben mit
mehr als zwei Datengruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests, da keine der
getesteten Stichproben in Normalverteilung vorlag.

Eine Besonderheit lag bei Abbildung 16 vor, da die Stichprobenanzahl noch zu
gering war, um eine Testung auf Normalverteilung vorzunehmen. Daher wurde
auf diesen Test verzichtet und von einer nicht normalverteilten Probe

ausgegangen; der Signifikanztest erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

3.4.2.2 Verbundene Stichproben

Zur Auswertung der verbundenen Stichproben, beispielsweise in Abbildung 13,
wurden zunachst der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt, um die
ermittelten Werte mit dem Referenzwert zu vergleichen. Der Proliferationsindex,
definiert als das Verhaltnis der T-Zell-Proliferation unter Einfluss von GR-MDSC
zur T-Zell-Proliferation ohne Zugabe von GR-MDSC, wurde ermittelt.

Zur Signifikanztestung wurde anschliel3end der Wilcoxon matched-pairs signed

rank Test verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 GR-MDSC, nicht jedoch MO-MDSC sind im peripheren Blut gesunder
Schwangerer am Entbindungstermin erhoht

Zunachst wurde peripheres Blut von Schwangeren am Entbindungstermin
(Gestationsalter >37 vollendete Schwangerschaftswochen) untersucht, der
prozentuale Anteil von GR-MDSC und MO-MDSC innerhalb der PBMC-Fraktion
durchflusszytometrisch ermittelt und mit dem Anteil an MDSC in PBMC von
nicht schwangeren Kontrollen verglichen.

Abbildung 3 zeigt die Gating-Strategie fiur GR-MDSC und MO-MDSC.
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Abbildung 3: Gating-Strategie fur GR-MDSC und MO-MDSC. PBMC wurden aus dem Blut
einer schwangeren (dunkelgrau) und einer nicht schwangeren (hellgrau) Probandin isoliert
und durchflusszytometrisch analysiert. A: Forward-Side-Scatter Plots zweier Beispiel-Proben.
GR-MDSC finden sich oberhalb der Monozyten-Population im Gate R1. B: Gating-Strategie
fur GR-MDSC. Sie werden definiert als CD66b-positive aber CD14-negative Zellen, zu finden
hier im Gate R2. C: Gating-Strategie fur MO-MDSC. Sie werden definiert als CD14-positive
aber HLA-DR-negative Zellen, zu finden hier im Gate R3. (31)
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Der Anteil von GR-MDSC an PBMC Schwangerer war ca. vierfach hoéher
(0,84% (0,29-14,33%), n=13) als in PBMC nicht schwangerer Kontrollen (0,21%
(0,08-0,55%), n=13, p<0,0001, Abb. 4) (31).
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Abbildung 4: Die Expression von GR-MDSC in PBMC Schwangerer (dunkelgrau) ist ca.
vierfach héher als in PBMC nicht schwangerer Kontrollen (hellgrau). Es wurden PBMC aus
peripherem Blut Schwangerer am Entbindungstermin (S) und nicht schwangerer Kontrollen
(NS) isoliert und der prozentuale Anteil von GR-MDSC an allen PBMC wurde
durchflusszytometrisch bestimmt (n=13, ****p<0,0001, Mann-Whitney-U-Test). Jeder Punkt

steht fur ein Individuum, der Median ist durch eine Querlinie gekennzeichnet (31).

Im Gegensatz dazu war der prozentuale Anteil an MO-MDSC innerhalb der
PBMC-Fraktion in der Schwangeren- und Kontrollgruppe nicht unterschiedlich
(1,13% (0,35-9,44%), n=12 in der Schwangeren-Gruppe, 1,61% (0,29-5,47%),
n=12 in der Kontroll-Gruppe, p=0,06, Abb. 5) (31).
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Abbildung 5: Die Expression von MO-MDSC zeigt keine Unterschiede in PBMC
Schwangerer (dunkelgrau) und nicht schwangerer Kontrollen (hellgrau). Der prozentuale
Anteil von MO-MDSC an allen PBMC wurde durchflusszytometrisch bestimmt (n=12, ns=nicht
signifikant, Mann-Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum, der Median ist durch

eine Querlinie gekennzeichnet (31).

4.2 GR-MDSC sind uber die gesamte Schwangerschaft hinweg erhdht
und fallen nach der Geburt wieder ab

Viele immunologische Schwangerschaftskomplikationen, wie beispielsweise
rezidivierende Aborte oder Praeklampsie, ereignen sich zu bestimmten
Zeitpunkten in der Schwangerschaft (4, 32). Daher wurde als nachstes die
Frage untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Gestationsalter und MDSC-
Zahl besteht. Dazu wurde der Anteil an GR-MDSC und MO-MDSC in PBMC
Schwangerer zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft (1.
Trimenon (T1), 2. Trimenon (T2) und 3. Trimenon (T3)) analysiert.

In allen drei Trimena war der prozentuale Anteil an GR-MDSC an der PBMC-
Fraktion hoher als bei nicht schwangeren Kontrollen (NS) (T1: 1,19% (0,11-
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5,99%), T2: 3,57% (0,19-40,13%), T3: 3,92% (0,13-8,79%), NS: 0,21% (0,08-
0,55%), n=12-16, alle p<0,05, Abb. 6). Allerdings konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Trimena festgestellt werden. Postpartal
sank der Anteil an GR-MDSC innerhalb weniger Tage wieder auf das Level der
nicht schwangeren Kontrollen (0,88% (0,25-4,83%), n=14, p>0,05, Abb. 6) (31).
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Abbildung 6: Der Anteil an GR-MDSC ist wahrend der gesamten Schwangerschaft
erhoht. Es wurden PBMC aus dem peripheren Blut Schwangerer im ersten (T1), zweiten
(T2) und dritten Trimenon (T3) sowie aus Blut Schwangerer am Entbindungstermin (37+) und
nach der Entbindung (PP) isoliert und der Anteil an GR-MDSC durchflusszytometrisch
bestimmt (n=12-16, *p<0,05, ***p<0,001, ns=nicht signifikant, Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s
multiple comparison-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum, der Median ist durch eine
Querlinie gekennzeichnet (31).

Der Anteil an MO-MDSC veranderte sich wahrend der Schwangerschaft nicht
(T1: 1,22% (0,41-13,12%), T2: 2,76% (1,39-9,72%), T3: 4,02% (0,68-7,31%),
PP: 3,91% (0,54-8,29%), NS: 1,61% (0,29-5,47%), n=10-15, alle p>0,05, Abb.
7) (31).

23



1 ns ]
! J
| e |
[ ns ]
= ) ns . '
X 150 | ns '
c |_|
®
Q
o
8 ?:-. 104 °® ®
o £ ()
= o o
1 m . .
@) O .’ ® o
= O 5- 4 %ee0
@ _.L
c ) G0
o
= LY S ¢° ve
(] ]
& 0
— NS T T2 T3 37+ PP
Abbildung 7: Der Anteil an MO-MDSC veréandert sich tber die Schwangerschaft hinweg
nicht. Es wurden PBMC aus dem peripheren Blut Schwangerer im ersten (T1), zweiten (T2)
und dritten Trimenon (T3) sowie aus Blut Schwangerer am Entbindungstermin (37+) und
nach der Entbindung (PP) isoliert und der Anteil an MO-MDSC durchflusszytometrisch
bestimmt (n=10-15, ns=nicht signifikant, Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple
comparison-Test). Jeder Punkt steht fur ein Individuum, der Median ist durch eine Querlinie
gekennzeichnet (31).

4.3 GR-MDSC aus dem peripheren Blut Schwangerer exprimieren die
Effektorenzyme Argl und iNOS

Einer der wichtigsten Wirkungsmechanismen, durch den MDSC ihre T-Zell-
suppressive Aktivitat vermitteln, ist die Verstoffwechselung der essentiellen
Aminosaure L-Arginin durch die Enzyme Argl und iNOS (13). Daher wurde die
Expression von Argl und iNOS in PBMC von Schwangeren im Vergleich zu
PBMC nicht Schwangerer mittels Durchflusszytometrie ermittelt.

Wahrend sich bei Schwangeren eine deutliche Population Argl-positiver Zellen
zeigte, war Argl in PBMC nicht schwangerer Probanden kaum vorhanden

(siehe Abb. 8A). Eine Analyse der Oberflachenmarker der Argl-positiven
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Population zeigte, dass diese Zellen die Oberflachenmarker von GR-MDSC
trugen (CD66b*, CD14", HLA-DR)) (siehe Abb. 8B) (31).
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Abbildung 8: Die Expression von Argl ist in PBMC Schwangerer erhdht und lasst sich
auf den erhdhten Anteil an GR-MDSC zuruckfihren. PBMC aus peripherem Blut
Schwangerer am Entbindungstermin (dunkelgrau) und nicht schwangerer Kontrollen (hellgrau)
wurden isoliert und die Argl-, CD66b-, CD14- und HLA-DR-Expression durchflusszytometrisch
ermittelt. A: Reprasentative Density-Plots mit gating auf die Argl-positiven Zellen (R1). B:

Histogramm-Plots der Argl-positiven Zellen aus R1 (31).

Abb. 9 zeigt die graphische Darstellung der Argl-Expression in PBMC
Schwangerer (0,78% (0,21-5,67%), n=12) im Vergleich zu PBMC nicht
Schwangerer (0,09% (0,01-0,58%), n=13, p<0,0001) (31).
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Abbildung 9: Der Anteil von Argl-exprimierenden Zellen an allen PBMC ist im
peripheren Blut Schwangerer signifikant hdher als im peripheren Blut nicht
Schwangerer. Der Anteil an Argl-produzierenden Zellen im peripheren Blut Schwangerer (S)
und nicht Schwangerer (NS) durchflusszytometrisch bestimmt (n=12-13, ***p<0,001, Mann-
Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum, der Median ist durch eine Querlinie
gekennzeichnet (31).

Analog dazu wurde die Expression von iINOS in PBMC Schwangerer und Nicht-
Schwangerer miteinander verglichen. Auch hier zeigte sich, dass INOS in
signifikant mehr Zellen in PBMC Schwangerer (7,07% (2,69-14,44%), n=12) im
Vergleich zu nicht schwangeren Kontrollen (2,71% (0,08-13,01%), n=13,
p=0,002, Abb. 10 und 11) exprimiert wurde (31).

Es fanden sich zwei Populationen an iNOS-exprimierenden Zellen: Eine
Population mit hoher iNOS-Expression (iINOS"" medianer MFI 94,64) und eine
Population mit niedrigerer iINOS-Expression (iNOS™", medianer MFI 40,40,
Abbildung 10A). Fur die iNOS"“"-Population konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen Schwangeren (5,77% (1,99-9,55%), n=12) und nicht
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Schwangeren (2,67% (0,05-12,8%), n=13, p=0,06) festgestellt werden. Die
iINOS""-Population hingegen war signifikant groRer in PBMC Schwangerer
(0,99% (0,45-18,06%), n=12) im Vergleich zu nicht Schwangeren (0,11% (0,02-
0,72%), n=13, p=0,0001, Abb. 11) (31).

Eine Analyse der Oberflachenmarker der jeweiligen Populationen ergab fir die
iINOS"”"-Zellen einen Phanotyp entsprechend dem von Monozyten (CD147,
HLA-DR* und CD66b) und fur die iNOS"™"-Zellen einen Phanotyp
entsprechend dem von GR-MDSC (CD66b*, HLA-DR™ und CD14") (Abb. 10B)
(31).
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Schwangerer
(hellgrau) wurden isoliert und die INOS-Expression (Gate R1 und R2) durchflusszytometrisch

am Entbindungstermin (dunkelgrau) und nicht schwangerer

Abbildung 10: Die Expression von iNOS ist in PBMC Schwangerer erhdht und lasst
sich auf den erhéhten Anteil an GR-MDSC zurickfihren. PBMC aus peripherem Blut

Kontrollen

ermittelt. A: Reprasentative Density-Plots fur forward-scatter versus iNOS von PBMC einer
Schwangeren und einer nicht schwangeren Kontrolle. B: Histogramm-Plots zeigen die
Expression der Oberflachenmarker CD66b, CD14 und HLA-DR auf den iNOS-exprimierenden
Zellen aus den Gates R1 und R2 (31).
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Abbildung 11: Der Anteil an iNOS-exprimierenden Zellen ist in PBMC Schwangerer
signifikant erh6ht und lasst sich auf den erhdhten Anteil an GR-MDSC zurlckfuhren.
PBMC aus peripherem Blut Schwangerer am Entbindungstermin (dunkelgrau) und nicht
schwangerer Kontrollen (hellgrau) wurden isoliert und die iINOS-Expression (Gate R1 und
R2) durchflusszytometrisch ermittelt. A: Es wurde die Gesamtheit aller INOS-exprimierenden
Zellen untersucht (n=12-13, **p=0,002, Mann-Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fur ein
Individuum, der Median ist durch eine Querlinie gekennzeichnet. B: Getrennte Betrachtung
der iNOS™" und der iNOS'OW-PopuIation (n=12-13, ****p<0,0001, ns=nicht signifikant, Mann-
Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum, der Median ist durch eine Querlinie

gekennzeichnet (31).
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4.4 GR-MDSC aus dem peripheren Blut Schwangerer produzieren grol3e
Mengen an ROS

Die Fahigkeit zur ROS-Produktion ist eine bereits beschriebene Eigenschaft
von MDSC (13, 18). Daher wurde die ROS-Produktion von PBMC aus
Schwangerenblut mit der ROS-Produktion von PBMC aus dem Blut nicht
schwangerer Kontrollen verglichen. Untersucht wurde dazu die Oxidation von
DHR nach Stimulation der Zellen mit PMA. Der prozentuale Anteil wie auch die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) an DHR-positiven Zellen war in PBMC
Schwangerer signifikant héher im Vergleich zur Kontrollgruppe (S: 13,3% (10,6-
19,2%), NS: 7,0% (3,0-13,9%), n=5-6, p=0,03, Abb. 12 und 13) (31).
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Abbildung 12: Reprasentative Density-Plots zum Nachweis der ROS-Produktion. In
hellgrau dargestellt sind PBMC aus nicht schwangeren Kontrollprobandinnen; in dunkelgrau
PBMC aus Schwangeren. Die oberen beiden Plots zeigen unstimulierte PBMC, die unteren
beiden PBMC nach 20-minitiger Stimulation mit PMA. Die DHR-positiven und CD66b-
positiven Zellen représentieren die ROS-Produktion von GR-MDSC und finden sich im

rechten oberen Quadranten (31).
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Dagegen produzierten unstimulierte PBMC Schwangerer und nicht
Schwangerer gleiche Mengen an ROS (S: 9,1% (5,8-12,0%), NS: 6,0% (1,9-
13,4%), *p=0,16, n=5-6, Abb. 13) (31).
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Abbildung 13: Stimulierte PBMC aus Schwangerenblut zeigen eine héhere ROS-
Produktion als PBMC aus dem Blut nicht schwangerer Kontrollen. PBMC aus
schwangeren (dunkelgrau) und nicht schwangeren (hellgrau) Probandinnen wurden isoliert
und die ROS-Produktion mittels der Oxidation des Farbstoffes Dihydrorhodamin 123
durchflusszytometrisch analysiert. Punktediagramm zur Darstellung der ROS-Produktion von
PBMC nicht schwangerer Kontrollen (hellgrau) und schwangerer Probandinnen (dunkelgrau)
ohne Stimulation mit PMA (links) und nach 20-minutiger Stimulation mit PMA (rechts). (n=5-6,
*p=0,16, ns=nicht signifikant, Mann-Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum,

der Median ist durch eine Querlinie gekennzeichnet (31).

45 GR-MDSC aus dem peripheren Blut Schwangerer hemmen die T-Zell-
Proliferation

Die bedeutendste Eigenschaft von MDSC ist ihre Fahigkeit zur Suppression der

T-Zell-Funktionen. Diese Fahigkeit bei der im peripheren Blut Schwangerer

gefundenen CD66b-positiven Zellpopulation wurde tberprift.
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GR-MDSC aus Schwangerenblut hemmen die Proliferation von CD4" T-Zellen
aus dem Blut nicht schwangerer Kontrollen auf 68+20% (PBMC:CD66b"=6:1,
n=5, p<0,05); in der Konzentration von 2:1 tendenziell sogar noch starker. Als
Kontrolle dienten stimulierte PBMC ohne Zugabe von MDSC; die CD4"-T-Zell-
Proliferation ohne Zugabe von MDSC wurde hier auf 100% festgesetzt (31).
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Abbildung 14: GR-MDSC aus Schwangerenblut hemmen die CD4"-T-Zell-Proliferation.
GR-MDSC wurden aus dem peripheen Blut Schwangerer und nicht schwangerer Kontrollen
aufgereinigt und zu CFSE-gefarbten und mit IL-2 und OKT3-stimulierten PBMC eines nicht
schwangeren Erwachsenen gegeben. Nach 96-stiindiger Kultur wurde die CD4" T-Zell-
Proliferation durchflusszytometrisch ermittelt. Abgebildet sind reprasentative Histogramme
eines Proliferationsversuchs. Obere Zeile: Unstimulierte (links) und mit OKT3 und IL-2
stimulierte (rechts) CD4"-T-Zellen ohne Zugabe von GR-MDSC. Mittlere Zeile: Zugabe von
GR-MDSC aus dem Blut nicht Schwangerer im Verhaltnis PBMC:MDSC 6:1 (links) und 2:1
(rechts). Untere Zeile: Zugabe von GR-MDSC aus dem Blut Schwangerer im Verhaltnis
PBMC:MDSC 6:1 (links) und 2:1 (rechts) (31).

Die T-Zell-suppressive Wirkung von GR-MDSC aus Schwangerenblut war
tendenziell, jedoch statistisch nicht signifikant starker als diejenige von GR-
MDSC aus dem Blut nicht schwangerer Kontrollen (PBMC:CD66b*=6:1:
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78+13%, n=5, p<0,05). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fur die Zugabe von
GR-MDSC zu PBMC aus Schwangerenblut (Tabelle 3) (31).

PBMC NS PBMC NS PBMC S PBMC S

MDSC NS MDSC S MDSC NS MDSC S

1.6 78+13% 6820% 73£20% 65£24%
p-Wert *p<0,05 *p<0,05 *p<0,05 *p<0,05

Tabelle 3: Proliferationsindex der CD4'-T-Zell-Proliferation nach Zugabe von GR-
MDSC. Die Tabelle zeigt Mittelwert und Standardabweichung der CD4" T-Zell-Proliferation in
verschiedenen Kombinationen aus PBMC und MDSC. NS=nicht schwanger, S=schwanger.
n=5 in allen Versuchen. p wird angegeben im Vergleich zur Proliferation von stimulierten
CD4"-T-Zellen ohne Zugabe von MDSC (Wilcoxon matched-pairs signed rank Test) (31).
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Abbildung 15: Balkendiagramm zur Darstellung der CD4" T-Zell-Proliferation nach
Zugabe von GR-MDSC aus Schwangeren- und Kontroll-PBMC. Der Proliferationsindex
gibt die relative Proliferationsrate der CD4'-T-Zellen nach Zugabe von GR-MDSC im
Vergleich zu stimulierten CD4"-T-Zellen ohne Zugabe von MDSC (Proliferationsrate 1,0;
gestrichelte Linie) an. Die ersten vier Balken zeigen den Einfluss von GR-MDSC isoliert aus
Schwangeren (dunkelgraue Balken; MDSC S) und nicht Schwangeren (hellgraue Balken;
MDSC NS) auf T-Zellen an, welche aus dem Blut nicht Schwangerer gewonnen wurden
(PBMC NS). Die Balken funf bis acht zeigen den Einfluss von GR-MDSC isoliert aus
Schwangeren (dunkelgraue Balken; MDSC S) und nicht Schwangeren (hellgraue Balken;

MDSC NS) auf T-Zellen, die aus dem Blut Schwangerer gewonnen wurden (PBMC S). n=5,

p<0,05, Wilcoxon matched-pairs signed rank Test (31).

Ahnliche Ergebnisse wie fur die CD4"-T-Zell-Proliferation zeigten sich auch fur
die Proliferation CD8" T-Zellen (Abbildung 16 und 17, Tabelle 4) (31).
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Abbildung 16: GR-MDSC aus Schwangerenblut hemmen die CD8"-T-Zell-Proliferation.

GR-MDSC wurden aus dem peripheen Blut Schwangerer und nicht schwangerer Kontrollen

aufgereinigt und zu CFSE-gefarbten und mit IL-2 und OKT3-stimulierten PBMC eines nicht

schwangeren Erwachsenen gegeben. Nach 96-stiindiger Kultur wurde die CD8" T-Zell-

Proliferation durchflusszytometrisch ermittelt. Abgebildet sind reprasentative Histogramme

eines Proliferationsversuchs. Obere Zeile: Unstimulierte (links) und mit OKT3 und IL-2

stimulierte (rechts) CD8-T-Zellen ohne Zugabe von GR-MDSC. Mittlere Zeile: Zugabe von
GR-MDSC aus dem Blut nicht Schwangerer im Verhéltnis PBMC:MDSC 6:1 (links) und 2:1
(rechts). Untere Zeile: Zugabe von GR-MDSC aus dem Blut Schwangerer im Verhaltnis
PBMC:MDSC 6:1 (links) und 2:1 (rechts) (31).
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PBMC NS PBMC NS PBMC S PBMC S

MDSC NS MDSC S MDSC NS MDSC S

1:6 74+13% 70+£24% 79+11% 70+£18%
p-Wert *p<0,05 *p<0,05 *p<0,05 *p<0,05

Tabelle 4: Proliferationsindex der CD8'-T-Zell-Proliferation nach Zugabe von GR-
MDSC. Die Tabelle zeigt Mittelwert und Standardabweichung der CD8" T-Zell-Proliferation in
verschiedenen Kombinationen aus PBMC und MDSC. NS=nicht schwanger, S=schwanger.

n=5 in allen Versuchen. p wird angegeben im Vergleich zur Proliferation von stimulierten

CD4"-T-Zellen ohne Zugabe von MDSC (Wilcoxon matched-pairs signed rank Test) (31).
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Abbildung 17: Balkendiagramm zur Darstellung der CD8" T-Zell-Proliferation nach
Zugabe von GR-MDSC aus Schwangeren- und Kontroll-PBMC auf CD8-positive Zellen.
Der Proliferationsindex gibt die relative Proliferationsrate der CD8"-T-Zellen nach Zugabe von
GR-MDSC im Vergleich zu stimulierten CD8'-T-Zellen ohne Zugabe von MDSC
(Proliferationsrate 1,0; gestrichelte Linie) an. Die ersten vier Balken zeigen den Einfluss von
GR-MDSC isoliert aus Schwangeren (dunkelgraue Balken; MDSC S) und nicht Schwangeren
(hellgraue Balken; MDSC NS) auf T-Zellen an, welche aus dem Blut nicht Schwangerer
gewonnen wurden (PBMC NS). Die Balken funf bis acht zeigen den Einfluss von GR-MDSC
isoliert aus Schwangeren (dunkelgraue Balken; MDSC S) und nicht Schwangeren (hellgraue
Balken; MDSC NS) auf T-Zellen, die aus dem Blut Schwangerer gewonnen wurden (PBMC
S). n=5, *p<0,05, Wilcoxon matched-pairs signed rank Test (31).

4.6 GR-MDSC sind bereits 14 Tage nach einem Embryonentransfer bei
assistierter Reproduktionsbehandlung im peripheren Blut erhdht
Um herauszufinden, ob der Anteil an GR-MDSC bereits zu sehr frihen

Zeitpunkten der Schwangerschaft erhoht ist, wurde zuletzt Blut von

38



Patientinnen 14 Tage nach einem Embryonentransfer untersucht, da diesen
Patientinnen bereits zu diesem Zeitpunkt routinemafig Blut fur einen
Schwangerschaftstest abgenommen wird. Es wurde unterschieden zwischen
Patientinnen, bei denen es zum Eintritt einer Schwangerschaft gekommen war
(IVF, S) und solchen, bei denen die Behandlung erfolglos blieb (IVF, NS).

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten vier Proben je Gruppe zeigte
sich, dass sowohl schwangere als auch nicht schwangere Patientinnen nach
einer Reproduktionsbehandlung einen im Vergleich zu nicht schwangeren
Probandinnen erhdhten Anteil an GR-MDSC im peripheren Blut aufwiesen
(Schwangere: 7,59% (4,18 — 10,17%), n=4, p=0,004; nicht Schwangere nach
Reproduktionsbehandlung: 4,89% (1,96 - 6,83%), n=4, p=0,004; nicht
Schwangere: 0,21% (0,08-0,55%), n=13, Abb. 18). Zwischen den beiden
Gruppen (IVF, NS und IVF, S) war bei dieser geringen Fallzahl kein
signifikanter Unterschied zu finden.
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Abbildung 18: GR-MDSC sind bereits 14 Tage nach Embryonentransfer bei assistierter
Reproduktionsbehandlung  erhdht, unabhangig davon ob  daraus eine
Schwangerschaft resultierte oder nicht. PBMC wurden aus dem peripheren Blut von
Patientinnen nach assistierter Reproduktionsbehandlung mit erfolgreich eingetretener
Schwangerschaft (IVF, S) und ohne eingetretene Schwangerschaft (IVF, NS) sowie nicht-
schwangeren Kontrollprobanden (NS) isoliert und der Anteil an GR-MDSC
durchflusszytometrisch ermittelt (n=4 bzw. n=13, **p<0,01, ns nicht signifikant, Mann-
Whitney-U-Test). Jeder Punkt steht fir ein Individuum, der Median ist durch eine Querlinie

gekennzeichnet.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von MDSC fir den
Schwangerschaftserhalt untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass

1) GR-MDSC, nicht jedoch MO-MDSC im peripheren Blut zu jedem Zeitpunkt
der Schwangerschaft verglichen mit nicht schwangeren Erwachsenen in
erhohter Zahl vorkommen

2) der Anteil an GR-MDSC nach Entbindung rasch wieder auf das Niveau nicht
schwangerer Erwachsener abfallt

3) GR-MDSC aus dem peripheren Blut Schwangerer die Effektorenzyme Argl
und iINOS exprimieren und

4) grof3e Mengen an ROS produzieren

5) GR-MDSC sowohl die CD4+ - als auch die CD8+ - T-Zell-Proliferation in vitro
hemmen und

6) GR-MDSC bereits 14 Tage nach Embryonentransfer im Rahmen einer
assistierten Reproduktionsbehandlung in erhdhter Zahl im peripheren Blut

vorliegen.

Eine Akkumulation von MDSC wurde bisher nur im Rahmen pathologischer
Zustande wie Tumorerkrankungen, Infektionen, Autoimmunerkrankungen und
Transplantationsreaktionen beschrieben (13, 33, 34). Wahrend es bei Tumoren
durch die Expansion von MDSC zu einer Hemmung der gegen den Tumor
gerichteten T-Zell-Toxizitat und damit zu einem Voranschreiten der Erkrankung
kommt, wirken sich die immunmodulatorischen Eigenschaften von MDSC nach
einer Transplantation protektiv im Sinne einer Verlangerung des Transplantat-
Uberlebens und einer Verminderung von AbstoRungsreaktionen aus (35-38).
Vor einiger Zeit konnte erstmals gezeigt werden, dass GR-MDSC im
Nabelschnurblut gesunder Neugeborener in erhdhter Zahl vorkommen (24),
was bereits die Vermutung nahelegte, dass diese Zellen eine Rolle fiir die
fetomaternale Toleranz wéhrend der Schwangerschaft spielen konnten. Mit der
vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass GR-MDSC, nicht
jedoch MO-MDSC auch im peripheren Blut gesunder Schwangerer
akkumulieren (Abb. 4), was diese Hypothese weiter unterstiitzt. Die Ergebnisse
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decken sich in ihrer Aussage mit denen der Arbeitsgruppe von Mauti et al., die
in einer Untersuchung zur Metastasierung von Tumoren wahrend der
Schwangerschaft bereits eine erhohte Anzahl an MDSC bei tragenden Mausen
nachweisen konnten (39). Die Mechanismen, die zur Erhéhung der Zahl an GR-
MDSC wahrend der Schwangerschaft fuhren, sind bisher noch ungeklart.
Mogliche daran Dbeteiligte  Faktoren konnten bestimmte  Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Leukozytenantigene sein, deren Expression in der
Schwangerschaft verandert ist und die gleichzeitig daftir bekannt sind, dass sie
die Funktion und Akkumulation von MDSC beeinflussen kdénnen. Beispielsweise
konnten Agague et al. anhand eines HLA-G-exprimierenden Tumormodells
zeigen, dass das in Plazenta-Zellen hoch exprimierte MHC-I-Molekul HLA-G
MDSC induzieren und aktivieren kann (40, 41). Die MDSC-induzierende
Wirkung von HLA-G konnten in neueren Untersuchungen auch an humanen
MDSC nachgewiesen werden (42). Auch fur andere Faktoren, wie bestimmte
Wachstumsfaktoren oder Zytokine gibt es bereits Daten die belegen, dass sie
einerseits in der Schwangerschaftsimmunologie eine Rolle spielen (43, 44) und
andererseits eine Akkumulation von MDSC und damit mdglicherweise eine
Hemmung der lokalen und systemischen Immunantwort induzieren (40, 45, 46).
Ob, und falls ja welche dieser Faktoren die Akkumulation von MDSC wéhrend

der Schwangerschaft verursachen, wird Inhalt zukinftiger Studien sein.

Unsere Untersuchungen konnten eine Erhéhung der GR-MDSC, nicht jedoch
der MO-MDSC wéhrend der Schwangerschaft zeigen (Abb. 5). Bislang sind die
unterschiedlichen Rollen dieser beiden Subpopulationen nur unvollstandig
verstanden. Untersuchungen an Tumor-tragenden Mausen ergaben Hinweise
darauf, dass GR-MDSC aus peripheren lymphatischen Organen eine antigen-
spezifische T-Zell-Hemmung vermitteln, wohingegen MO-MDSC, welche sich
vorwiegend in der direkten Umgebung des Tumors fanden, eine unspezifische
Hemmung der T-Zell-Antwort bewirkten (27, 29, 47). Vergleicht man den Feten
mit einem wachsenden Tumor so konnte die von uns nachgewiesene

Expansion von GR-MDSC im Blut der Schwangeren eine systemische Reaktion
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auf das Vorhandensein fetaler Fremdantigene darstellen, welche das Kind vor

einem Angriff durch mutterliche T-Zellen schutzt.

Neben der Tatsache, dass GR-MDSC wahrend der Schwangerschaft erhdht
sind, konnte gezeigt werden, dass ihre Anzahl nach der Entbindung innerhalb
weniger Tage wieder auf das Niveau nicht schwangerer Erwachsener abfiel
(Abb. 6). Bemerkenswert dabei ist, dass sich der Anteil von GR-MDSC an der
PBMC-Fraktion im Blut der Frauen nach Geburt nicht signifikant von den nicht
schwangeren Kontrollpersonen unterschied, der Unterschied zu den Proben der
Schwangeren in den verschiedenen Trimena erreichte jedoch ebenfalls keine
statistische Signifikanz. Die Wochnerinnen befanden sich also in einer Art
,Ubergangsphase“. Aus der Literatur ist bekannt, dass bestimmte
Autoimmunkrankheiten wie z.B. die Autoimmunthyreoiditis postpartal und
insbesondere in der Stillzeit neu auftreten oder sich verschlechtern (48). Bei der
Multiplen Sklerose bessert sich die Krankheitsaktivitdit wahrend der
Schwangerschaft um bis zu 70%, steigt aber nach Entbindung fiir ca. vier
Monate um das Dreifache an (49, 50). Interessanterweise ist das Risiko fir
einen postpartalen Krankheitsschub bei stillenden Frauen mit Multipler Sklerose
deutlich geringer als bei nicht stillenden Frauen (51). Die intermediar erh6hte
Anzahl an GR-MDSC im peripheren Blut der Wdchnerinnen kdnnte einen
Erklarungsansatz fiur die anhaltenden Veranderungen des Immunstatus
postpartal liefern. Inwieweit das Stillen hier eine Rolle spielt sollte Gegenstand
zukunftiger Forschung sein.

Die unveranderte Anzahl an MO-MDSC wahrend der Schwangerschaft macht
einen Zusammenhang zwischen MO-MDSC und fetomaternaler Toleranz
unwahrscheinlich, weshalb MO-MDSC in der vorliegenden Arbeit nicht weiter
untersucht wurden. Jedoch zeigten MO-MDSC einen leichten Anstieg nach der
Geburt, was darauf hindeuten konnte, dass diese Zellen eine Rolle in der

postpartalen Immunregulation spielen kdénnten.

Hinsichtlich der funktionellen Aktivitdit von GR-MDSC in der Schwangerschaft
konnten wir zeigen, dass GR-MDSC die Effektorenzyme Argl und iNOS
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exprimieren und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fahig waren (Abb.
9+11). Kropf et al. konnten ebenfalls eine gesteigerte Argl-Expression in PBMC
Schwangerer sowie in mononuklearen Zellen aus der Plazenta nachweisen und
zeigen, dass die erhohte Argl-Aktivitat der Plazentazellen in vitro zu einer
Herabregulierung von CD3Z auf T-Zellen und einer folgenden Abnahme der T-
Zell-Proliferation fuhrt. Bei der Analyse des Phanotyps der Argl-exprimierenden
Plazentazellen fanden sich die Oberflachencharakteristika neutrophiler Zellen
(CD15+/CD14low/-), womit diese Zellen die Charakteristika von GR-MDSC
besitzen. In der Studie von Kropf et al. fand sich jedoch keine hemmende
Aktivitét in den PBMC aus Schwangerenblut (52). In der vorliegenden Arbeit
hingegen konnte gezeigt werden, dass GR-MDSC aus PBMC Schwangerer
sehr effektiv eine Suppression der T-Zell-Proliferation in vitro bewirkten. Eine
maogliche Erklarung fur diese unterschiedlichen Ergebnisse ist, dass der Anteil
an GR-MDSC in PBMC verhéltnismaRig gering ist, so dass es einer
Anreicherung der Zellen bedarf, um eine in vitro-Suppression von T-Zellen zu
erreichen. An der feto-maternalen Grenzschicht hingegen konnte gezeigt
werden, dass sich GR-MDSC anreichern, so dass eine hohere Argl-Expression
und daraus resultierend eine effektivere T-Zell-Suppression durch die
plazentaren Zellen erzielt werden kann (53). Kropf et al. zeigten weiterhin, dass
die T-Zell-Suppression durch Plazenta-Zellen in vitro durch die Zugabe von
Argl-Inhibitoren oder L-Arginin zur Zellkultur aufgehoben werden konnte. In
Zusammenschau mit dem fur die Schwangerschaft bekannten relativen Arginin-
Defizit (13, 54) ist es denkbar, dass die erhéhte Anzahl an GR-MDSC zu
diesem Arginin-Defizit beitragt.

Fir NO konnte im Tierversuch ebenfalls bereits eine gesteigerte Produktion
wahrend der Schwangerschaft gezeigt werden (55). In tragenden Ratten fihrte
eine Blockade der NO-Synthese zu mdutterlicher Hypertonie und einer fetalen
Wachstumsstorung (intrauterine growth restriction, IUGR) (56). In der
bisherigen Forschung zu NO in der Schwangerschaft stand jedoch der
vasodilatative Effekt dieses Molekils und die lokale Expression von iNOS an
der fetomaternalen Grenzschicht, besonders in Endothelzellen der Plazenta, im

Vordergrund (57). Die Rolle von NO als immunmodulatorisch aktives Molekul in
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der Schwangerschatft ist bisher kaum untersucht. Entsprechend unserer Daten
konnten McCord et al. zeigen, dass INOS in PBMC Schwangerer verstarkt
exprimiert wird (58). Die vorliegende Arbeit kann nun erganzen, dass die
verstarkte iINOS-Expression in PBMC Schwangerer auf die erhéhte Anzahl an
GR-MDSC zurickzufuhren ist. Welchen Einfluss die erhohte Expression von
INOS und eine dadurch mdglicherweise erhthte NO-Produktion durch GR-
MDSC im peripheren Blut auf systemische immunologische Vorgange in der

Schwangerschaft haben, bleibt noch zu klaren.

Neben der erhohten Argl- und INOS-Expression konnte in dieser Arbeit auch
eine erhohte ROS-Produktion durch MDSC gezeigt werden (Abb. 13).
Physiologische ROS-Level spielen eine wichtige Rolle fir einen
komplikationslosen = Schwangerschaftsverlauf, insbesondere  bei  der
Implantation und der friihen Entwicklung von Fetus und Plazenta (59). Dartber
hinaus gibt es Studien, die einen Zusammenhang zwischen einem
Ungleichgewicht von ROS und Antioxidantien und  bestimmten
Schwangerschaftskomplikationen wie IUGR, wiederholten Fehlgeburten,
Praeklampsie und Frihgeburtlichkeit beschreiben (60, 61). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass die erhohte Anzahl an GR-MDSC zu
einer vermehrten ROS-Produktion auf bestimmte Stimuli beitragen kann. Ob
sich dies jedoch positiv oder negativ auf den Schwangerschaftsverlauf auswirkt

ist unklar.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass GR-MDSC
die IL-2/OKT3-induzierte T-Zell-Proliferation effektiv hemmten (Abb. 15). Der
suppressive Effekt war dabei genauso stark, tendenziell sogar etwas starker
ausgepragt wie der von GR-MDSC, die aus dem Blut nicht schwangerer
Kontrollpersonen gewonnen wurden. Betrachtet man den deutlich erhéhten
Anteil von GR-MDSC an PBMC Schwangerer ist es naheliegend, dass diese
Zellen einen quantitativen Beitrag zur systemischen Immunsuppression
wahrend der Schwangerschaft leisten kdnnen. Wie bereits erwéhnt wurde,

konnte im Rahmen von Tumor-Erkrankungen gezeigt werden, dass GR-MDSC
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in der Lage sind, nicht nur unspezifische T-Zell-Antworten, sondern auch die
spezifische T-Zell-Antwort gegen vom Tumor exprimierte Antigene zu hemmen
(40). Es stellt sich also die Frage, ob GR-MDSC aus dem Blut Schwangerer
ebenfalls spezifische Immunantworten gegen paternale Antigene, die durch den
Feten exprimiert werden, hemmen koénnen. Erst kirzlich konnte von unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass GR-MDSC auch im Nabelschnurblut
gesunder Neugeborener akkumulieren (24). Es liegt daher nahe, dass diese
Zellen sowohl auf mutterlicher als auch auf fetaler Seite zur intrauterinen
Immuntoleranz und zum komplikationslosen Verlauf der Schwangerschaft
beitragen. In einem Maus-Modell der immunologisch bedingten Abortneigung
konnte jlingst erstmals dargestellt werden, dass MDSC fur den
Schwangerschafserhalt wichtig sind (62-64). Nach der Entbindung kénnte der
erhohte Anteil an GR-MDSC im Blut des Neugeborenen dann zur erhthten
Anfalligkeit gegenuber Infektionen beitragen.

Um Aufschluss dartber zu bekommen, ob bereits zu sehr friihen Zeitpunkten
der Schwangerschaft eine Akkumulation von MDSC erfolgt, wurden Blutproben
von Frauen 14 Tage nach Embryonentransfer im Rahmen einer assistierten
Reproduktionsbehandlung, d.h. bei erfolgreicher Schwangerschaft in der 3.
Schwangerschaftswoche analysiert. Dabei zeigte sich, dass bereits zu diesem
frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft ein erhéhter Anteil an GR-MDSC im
peripheren Blut vorlag (Abb. 18). Jedoch war der Anteil an GR-MDSC nicht nur
bei den Frauen erhoht, bei denen durch die Behandlung tatsachlich eine
erfolgreiche Schwangerschaft eingetreten war, sondern auch bei den Frauen,
die nicht schwanger geworden waren.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Expansion von MDSC zumindest
zu Beginn der Schwangerschaft nicht nur durch die Einnistung des Feten
getriggert wird, sondern andere Einflussfaktoren existieren, die das biologische
Verhalten von GR-MDSC modulieren und auch bei nicht erfolgreich
behandelten IVF-Patientinnen vorliegen.

Ein mdglicher Faktor, der hier eine Rolle spielen konnte, ware die

Vorbehandlung der Patientinnen durch unterschiedliche Stimulationsprotokolle
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mit Geschlechtshormonen, was eine Reifung mehrerer Eizellen pro Zyklus
begulnstigt. Die Hypothese, dass bestimmte Hormone einen Einfluss auf das
Immunsystem generell wie auch auf MDSC im Besonderen haben, wurde
bereits in verschiedenen Studien untersucht. FUr Progesteron konnte bereits
eine Akkumulation und Funktionssteigerung von MDSC unter Einfluss von
Medroxyprogesteron beschrieben werden (65). Auch Ostrogene besitzen eine
immunsupprimierende Aktivitat indem sie regulatorische T-Zellen, die ahnlich
wie MDSC eine wichtige Rolle in der T-Zell-Regulation spielen, induzieren
konnen (66, 67). Neben diesen Effekten konnten die
schwangerschaftsassoziierten Hormone auch die Akkumulation und Funktion
von MDSC beeinflussen. Genauere Kenntnisse Uber den Zusammenhang
zwischen diesen Hormonen und MDSC kénnten nicht nur fir das bessere
Verstandnis der Immunregulation wahrend der Schwangerschaft, sondern auch
fur die Mechanismen, die zur MDSC-Induktion im Rahmen von
hormonabhangigen Tumorerkrankungen wie dem Mamma-Karzinom oder

Ovarialkarzinomen von grofRer Bedeutung sein.

5.1 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass GR-
MDSC wahrend der Schwangerschaft akkumulieren in vitro T-Zell-Antworten
hemmen. Diese Vermehrung von MDSC konnte damit eine verstarkte
suppressive Aktivitdt des Immunsystems wahrend der Schwangerschaft
bedingen. Ob MDSC tatséchlich zur maternofetalen Toleranz beitragen bleibt
noch unklar.

Bisher wurden MDSC hauptsachlich unter pathologischen Bedingungen
untersucht, wo sie eine ,erwiinschte® Immunantwort gegen beispielsweise einen
Tumor oder eine Infektion unterdriicken und so zu einer Eskalation der
Krankheit beitragen. Im Gegensatz dazu konnte mit dieser Arbeit eine
Expansion von MDSC unter physiologischen Bedingungen nachgewiesen
werden. Wahrend einer Schwangerschaft konnten MDSC eine essentielle Rolle
fur die Aufrechterhaltung der maternofetalen Toleranz und somit flr eine

regelrechte Entwicklung des Kindes und den erfolgreichen Verlauf der
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Schwangerschaft spielen. Unsere Ergebnisse liefern damit einen weiteren
Beitrag zum besseren Verstandnis der immunologischen Vorgdnge wahrend
der Schwangerschaft. Eine Beeinflussung von MDSC in der Schwangerschaft
konnte eine Vielzahl an therapeutischen Optionen zur ginstigen Beeinflussung
von immunologischen Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. der
Praeklampsie oder dem HELLP-Syndrom auftun. Dartber hinaus kann ein
besseres Verstandnis der MDSC-Biologie Mdglichkeiten zur Behandlung von

Tumorerkrankungen oder Transplantationsreaktionen liefern.
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6 Zusammenfassung

Wahrend der Schwangerschaft muss das mitterliche Immunsystem einen
semiallogenen Organismus ,tolerieren“ und gleichzeitig weiterhin eine adéaquate
Infektabwehr leisten. Gelingt dies nicht, kann es zu schwerwiegenden
Schwangerschaftskomplikationen, wie Infektionen oder immunologischen
AbstoRungsreaktionen gegen den Fetus kommen. Welche
Regulationsmechanismen die maternofetale Toleranz gewébhrleisten ist bisher
nur unzureichend verstanden.

Die vorliegende Promotionsarbeit befasste sich mit der Bedeutung von
myeloiden Suppressorzellen (MDSC) fur die maternofetale Toleranz. Es wurden
zunachst GR-MDSC im peripheren Blut Schwangerer durchflusszytometrisch
quantifiziert und die Expression der Effektorenzyme Argl und iNOS sowie die
Produktion von ROS durch GR-MDSC analysiert. Anhand eines in-vitro-
Proliferationsassays wurde die suppressive Aktivitat von GR-MDSC aus dem
peripheren Blut Schwangerer auf CD4*- und CD8"-T-Zellen untersucht.

Wir konnten zeigen, dass GR-MDSC im Blut Schwangerer in bis zu hundertfach
hoheren Zahlen vorkommen als bei nicht schwangeren Kontrollen, dass diese
GR-MDSC die Effektorenzyme Argl und INOS exprimieren sowie ROS
produzieren und dass sie in vitro effektiv die T-Zell-Proliferation hemmen
konnen. Postpartal kam es zu einer raschen Abnahme der MDSC-Zahlen. Bei
Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung konnte unabh&ngig vom
Erfolg der Behandlung ebenfalls eine erhéhte Zahl an GR-MDSC nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen neuen Beitrag zum besseren
Verstandnis der immunologischen Vorgange in der Schwangerschaft. Die
Akkumulation von GR-MDSC kdnnte einen Beitrag zur Suppression von gegen
den Feten gerichteten Immunantworten leisten und eine komplikationslose
Schwangerschaft ermdglichen. Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Studie
konnten durch gezielte Beeinflussung der MDSC-Anzahl oder -Funktion
Strategien zur Pravention oder besseren Behandlung immunologischer
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie, HELLP oder

rezidivierenden Aborten entwickelt werden.
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