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1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem wahrend der Schwangerschaft

Die Praeklampsie ist definiert als arterielle Hypertension mit begleitender
Proteinurie,  welche erstmals nach der abgeschlossenen 20.
Schwangerschaftswoche auftritt und sich nach der Geburt wieder normalisiert.
Als Eklampsie werden im Rahmen einer Praeklampsie auftretende tonisch-
klonische Krampfanfélle bezeichnet, die keiner anderen Ursache zugeordnet
werden kénnen (AWMF-Register-Nr. 015/018). Hypertensive
Schwangerschaftserkrankungen, darunter Praeklampsie und Eklampsie, treten
in 6 — 8 % aller Schwangerschaften auf und tragen mit 20 — 25 % zur
perinatalen Mortalitat bei. Weiterhin sind sie fur etwa 40 % der iatrogenen
Frihgeburten verantwortlich, welche die Langzeitmorbiditat der Neugeborenen
entscheidend beeinflussen. Dartber hinaus ist die Praeklampsie fur weltweit
etwa 70.000 mutterliche Todesfélle pro Jahr verantwortlich (Andraweera et al.
2012; AWMF-Register-Nr. 015/018; Rath 2009). Die Ursachen, welche zum
Auftreten einer Praeklampsie fuhren sind bisher nur unvollstandig verstanden,
jedoch scheint eine Fehlregulation des Immunsystems pathogenetisch eine
wichtige Rolle zu spielen (Laresgoiti-Servitje 2013; Pennington et al. 2012,
Saftlas et al. 2014), die mit einer Minderversorgung der Plazenta mit Sauerstoff
einhergehen kann (Kanasaki und Kalluri 2009; Nevo et al. 2006; Royle et al.
2009; Soleymanlou et al. 2005).

Wahrend einer Schwangerschaft muss das mitterliche Immunsystem einen
semiallogenen Organismus tolerieren und es darf zu keiner Abstof3ungsreaktion
zwischen Mutter und Fetus kommen. Gleichzeitig muss es trotzdem in der Lage
sein, adaquat Infektionen abzuwehren um sich und den Fetus zu schitzen. Die
immunologischen  Mechanismen, welche die fetomaternale Toleranz
ermdglichen sind bisher noch nicht vollstandig verstanden (Chaouat et al.
2010).

Die im Zusammenhang mit der fetomaternalen Toleranz bisher am besten

untersuchten Immunzellen sind T-Zellen und dabei insbesondere die CD4"-T-



Helfer-Zellen (Th) (Raghupathy 2001; Saito et al. 2010). Als ein wesentlicher
Mechanismus zur Gewahrleistung der fetomaternalen Toleranz wurde vielfach
eine Verschiebung des T-Zell-Zytokin-Profils weg von einer Thl-getragenen
und hin zu einer Th2-getragenen Immunantwort beschrieben (Liu et al. 2011;
Piao et al. 2012; Raghupathy et al. 1999; Saito et al. 2010).

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass es wahrend der Schwangerschaft
zu einer Akkumulation von regulatorischen T-Zellen (Tregs) im peripheren Blut
sowie in der Dezidua kommt und dass diese Zellen an der Induktion der
fetomaternalen Toleranz beteiligt sind (Amsalem et al. 2008; Dimova et al.
2011; Ernerudh et al. 2011; Hsu et al. 2014; Toldi et al. 2012; Vacca et al.
2010). Wie diese Veranderungen in der T-Zell-Antwort zustande kommen ist
bisher nur teilweise verstanden, es ist jedoch bekannt, dass eine gesttrte
Anpassung der T-Zell-Antwort im Sinne einer vermehrten Expression von Thl-
Zytokinen und einer verminderten Expression von Th2-Zytokinen sowie eine
gestorte Akkumulation von Tregs mit dem Auftreten von schweren
Schwangerschaftskomplikationen ~ wie  rekurrierenden  Aborten  oder
Praeklampsie assoziiert ist (Arruvito et al. 2010; Bansal 2010; Hennessy et al.
1999; Jin et al. 2011, Saito et al. 2010; Santner-Nanan et al. 2009; Strittmatter
und Blecken 2007).

1.2. Myeloide Suppressorzellen

Myeloide Suppressorzellen (myeloid derived suppressor cells, MDSC) sind eine
heterogene Population myeloider Vorlauferzellen mit der gemeinsamen
Eigenschaft andere Immunzellen in ihrer Funktion zu hemmen (Gabrilovich und
Nagaraj 2009). Es wurden bisher zwei Subtypen von MDSC beschrieben:
granulozytdre MDSC (GR-MDSC) exprimieren die Granulozytenmarker CD66b,
CD11b und CD15 und monozytaire MDSC (MO-MDSC) exprimieren den
Monozytenmarker CD14. Beide Subpopulationen exprimieren kein oder nur
sehr wenig des humanen Leukozytenantigens (HLA) HLA-DR (Brandau et al.
2011; Duffy et al. 2013; Greten et al. 2011; Rodriguez et al. 2009). Die
Unterscheidung von GR-MDSC zu reifen Granulozyten ist nur anhand ihrer

suppressiven Wirkung auf T-Zellen und ihrer unterschiedlichen Dichte mdglich.



So sind GR-MDSC nach Dichtezentrifugation in der Fraktion der
mononukledren Zellen und nicht in der Fraktion der Granulozyten zu finden
(Brandau et al. 2011; Rieber, Gille et al. 2013).

Die Austbung ihrer suppressiven Aktivitat auf andere Immunzellen erfolgt Gber
verschiedene Effektormechanismen, insbesondere Uber eine Depletion der
semiessentiellen Aminosaure L-Arginin durch die Enzyme Arginase 1 und
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (INOS) sowie Uber die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (Bronte und
Zanovello 2005; Corzo et al. 2009; Gabrilovich und Nagaraj 2009; Kusmartsev
et al. 2004; Nagaraj et al. 2007).

MDSC wurden bisher hauptsachlich bei Tumor-Erkrankungen beschrieben, im
Rahmen derer sie die gegen den Tumor gerichtete Immunantwort hemmen und
dadurch ein Voranschreiten der Erkrankung begunstigen (Brandau et al. 2011;
Gabitass et al. 2011; Lechner et al. 2011).

Im Gegensatz dazu scheint eine Akkumulation von MDSC nach Einbringen
eines allogenen Transplantats mit einem verlangerten Uberleben des
Transplantats und einer verminderten Graft-versus-Host-Reaktion
einherzugehen (Dugast et al. 2008; Highfill et al. 2010; Zhang et al. 2008).
Unsere Arbeitsgruppe konnte vor Kurzem zeigen, dass GR-MDSC sowohl im
Nabelschnurblut gesunder Neugeborener als auch im peripheren Blut von
gesunden Schwangeren vermehrt vorkommen und Funktionen von T-Zellen
und nattrlichen Killerzellen modulieren (Kostlin et al. 2014; Rieber, Gille et al.
2013). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass sie neben ihrer
Bedeutung bei pathologischen Prozessen auch eine Rolle fir die
physiologische Immunregulation wahrend der Schwangerschaft und die

Aufrechterhaltung der fetomaternalen Toleranz spielen.

1.3. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die Rolle von GR-MDSC fiur die
Aufrechterhaltung der fetomaternalen Toleranz und den komplikationslosen
Verlauf einer Schwangerschaft weiter zu untersuchen. Da die Plazenta als

direkte Grenzschicht zwischen Mutter und Fetus den Ort darstellt, an dem der



Toleranzinduktion gegenuber dem Fetus die wahrscheinlich grof3te Bedeutung
zukommt, sollte untersucht werden, ob es in der humanen Plazenta zu einer
Akkumulation und zu einer funktionellen Aktivierung von GR-MDSC kommt
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ziel der Arbeit

MDSC sind myeloide Vorlauferzellen, welche im Rahmen von Tumorerkrankungen, Traumata
und Infektionen akkumulieren. Ziel dieser Arbeit ist es, die Hypothese, dass MDSC fur die
fetomaternale Toleranz eine wichtige Rolle spielen zu untersuchen (in Anlehnung an
Gabrilovich und Nagaraj 2009).

AulRerdem sollte die Bedeutung von MDSC in zwei unterschiedlichen
Situationen untersucht werden: zum einen wurde Uberprift, ob es im Rahmen
der Préeklampsie als einer der wichtigsten immunologischen
Schwangerschaftskomplikationen zu Verdnderungen der Anzahl oder der
Funktion von GR-MDSC kommt. In einem Hypoxie-Modell der Praeklampsie
wurden GR-MDSC weiter funktionell charakterisiert. Zum anderen wurden
MDSC-Zahlen im Rahmen verschiedener assistierter Reproduktionsverfahren

guantifiziert.



2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitadt Tubingen genehmigt (Ethikvotum 178/2011BO1). Es wurden 8
Patientinnen mit Praeklampsie, 1 Patientin mit Eklampsie und 6 Patientinnen
mit HELLP-Syndrom, 23 Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung
sowie als Kontrollen 48 gesunde Schwangere mit normalem
Schwangerschaftsverlauf und 27 nicht schwangere gesunde Erwachsene uber
den Zeitraum Mai 2012 bis Oktober 2014 eingeschlossen.

Die Rekrutierung der Praeklampsie- und HELLP-Syndrom-Patientinnen erfolgte
Uber die Schwangerenstation, die Entbindungsstationen und den Kreil3saal der
Universitats-Frauenklinik ~ Tdbingen.  Probandinnen  nach  assistierter
Reproduktionsbehandlung wurden Uber die Kinderwunsch-Abteilung der
Universitats-Frauenklinik Tubingen rekrutiert. Die Rekrutierung der gesunden
Schwangeren erfolgte Uber die Schwangerenambulanz der Universitats-
Frauenklinik Tubingen sowie Uuber den in Tubingen niedergelassenen
Gynakologen Dr. Alexander Marmé. Von allen Probanden wurde eine

schriftliche Einverstandniserklarung nach erfolgter Aufklarung eingeholt.

Die Diagnosekriterien fiur die Krankheitsbilder Praeklampsie und HELLP-
Syndrom wurden anhand der Leitlinie Zu hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen der Arbeitsgemeinschaft
Schwangerschaftshochdruck/ Gestose der Deutschen Gesellschaft fir
Gynékologie und Geburtshilfe e.V. definiert, welche im Leitlinien-Register der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
zu finden ist (Register-Nr. 015/018). Die Praeklampsie wurde definiert als
arterielle Hypertension = 130/90 mmHg mit begleitender Proteinurie = 300
mg/24h bzw. = +1 auf einem Urinteststreifen, welche erstmals nach der
abgeschlossenen 20. Schwangerschaftswoche aufgetreten war und sich nach
der Geburt wieder normalisierte. Eine Préeklampsie wurde bei Fehlen einer

Proteinurie auch dann diagnostiziert, wenn die arterielle Hypertension =



170/110 mmHg Dbetrug oder alternativ neurologische Symptome,
hamatologische Stbrungen, eine Leberbeteiligung, eine
Nierenfunktionseinschrankung oder eine fetale Wachstumsrestriktion
vorhanden waren. Das HELLP-Syndrom wurde definiert als gleichzeitiges
Auftreten von Hamolyse mit Anstieg der Laktatdehydrogenase uber den
Normbereich, pathologisch  erhdhten Leberwerten und erniedrigter
Thrombozytenzahl < 100.000/ul.

Das Patientenkollektiv nach assistierter Reproduktionsbehandlung umfasste
Frauen nach in-vitro Fertilisation und intrazytoplasmatischer Spermieninjektion
sowie nach kunstlicher Insemination. Zur Reifung von mehreren Eizellen
wurden bei der in-vitro Fertilisation und intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion unterschiedliche Stimulationsprotokolle angewandt. Folge
war das Heranwachsen mehrerer Eizellen pro Zyklus. Durch Punktion der
Follikel wurden Eizellen gewonnen und mit auf nattrlichem Wege gewonnenen
Spermien befruchtet. Dies geschah bei der in-vitro Fertilisation durch
selbststandiges Eindringen des Spermiums in die Eizelle und bei der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion durch Injektion des Spermiums in die
Eizelle. Es wurden aufRerdem befruchtete Eizellen kryokonserviert und
gegebenenfalls spater fir einen sogenannten Kryo-Zyklus verwendet, bei
welchem sich die aufgetauten befruchteten Eizellen zum Embyro entwickelten
und diese transferiert wurden. Bei der kinstlichen Insemination wurde eine
sogenannte Low-Dose Stimulation angewandt um die Reifung einer Eizelle zu
unterstutzen und es wurden auf nattrlichem Wege gewonnene Spermien in den
weiblichen Genitaltrakt eingefuhrt. Eine Blutentnahme zur Bestimmung des
humanen Choriongonadotropins erfolgte an Tag 14 nach Transfer der
Embryonen bzw. nach Insemination. Zur selben Zeit erfolgte die Blutentnahme
zur  Quantifizierung der GR-MDSC. Ein Wert des humanen
Choriongonadotropins von >5 U/l galt als Zeichen fir eine eingetretene

Schwangerschatft.



2.2.Isolation von mononuklearen Zellen und granulozytaren myeloiden
Suppressorzellen (GR-MDSC)

Wie bereits beschrieben ist ein wesentliches Charakteristikum von GR-MDSC
ihre im Vergleich zu reifen Granulozyten geringere Dichte. Dies fuhrt dazu, dass
GR-MDSC bei der Dichtegradientenzentrifugation in der Fraktion der
mononukledren Zellen zusammen mit Lymphozyten und Monozyten
sedimentieren und sich dadurch von reifen Granulozyten absondern lassen
(Brandau et al. 2011; Rieber, Gille et al. 2013).

2.2.1. Isolation von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut und

Nabelschnurblut
Zur Isolation der mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) bzw. der mononuklearen Zellen des
Nabelschnurblutes (cord blood mononuclear cells, CBMC) wurde die von
Boyum, A. 1968  vorgestellte Ficoll-Methode, basierend auf
Dichtegradientenzentrifugation angewandt. Hierzu wurde Vollblut bzw.
Nabelschnurblut im Verhaltnis 1:1 bis 1:9 mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS, PBS-Dulbecco, Fa. Biochrom, Berlin) gemischt, diese Suspension im
Verhéltnis 2:1 mithilfe einer serologischen Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml, Fa.
Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen) sowie der Pipettierhilfe accu-jet pro
(Fa. Brand, Wertheim) in einem Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml, Fa. Greiner
Bio One GmbH, Frickenhausen) auf Biocoll (Biocoll Separating Solution, Dichte
1,077 g/ml, Fa. Biochrom, Berlin) geschichtet und fiir 25 min bei 20 °C und 400
g ohne Bremse in der Zentrifuge Rotanta 46 RS bzw. Rotanta 460 RS (Fa.
Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Die weniger dichten PBMC bzw. CBMC
bildeten einen Ring oberhalb des Biocoll, wohingegen Granulozyten und
Erythrozyten sedimentierten. Die PBMC bzw. CBMC wurden vorsichtig mit einer
serologischen Pipette abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen durch
Zentrifugation fur 10 min bei 10 °C bzw. 4 °C und 500 g bzw. 400 g. Vor dem
letzten Waschschritt wurden 100 ul Zellsuspension mithilfe einer Pipette (Fa.
Abimed, Langenfeld) in ein Reaktionsgefal? (Fa. Greiner Bio One GmbH,

Frickenhausen) Uberfihrt und die Zellkonzentration im Hamozytometer Sysmex



KX-21N (Fa. Sysmex GmbH, Norderstedt) ermittelt. Zuletzt wurden die PBMC
bzw. CBMC in PBS auf die gewtinschte Zellkonzentration eingestellt.

Fur die T-Zell-Proliferationsversuche erfolgte die Isolation der Zellen unter
sterilen Bedingungen mit Verwendung einer Sterilbank der Fa. Heraeus

Instruments, Stuttgart.

EDTA-Blutproben fir die Quantifizierung von GR-MDSC wurden innerhalb von
24 Stunden, Natrium-Heparin-Blutproben fur die funktionellen Versuche
unmittelbar nach der Abnahme verarbeitet. Die mittlere Lagerungszeit der
Blutproben unterschied sich nicht zwischen den zu vergleichenden Gruppen.
Abbildung 2 zeigt die Abhangigkeit des Anteils von GR-MDSC an PBMC und
die Abhangigkeit der absoluten Zahl von GR-MDSC in PBMC von der
Lagerungszeit der Blutproben.



ek
—_— 25+ I 1
ek
g 1 .
E 20+
c
S 151
X
o 10‘
8
= 5
(14
O .
0 6 12 18 24 30
Zeit bis Verarbeitung (h)
B
*

804 f -
El [ ns l _
% i | ns :

N 60 hs
< I 1
é, ns
= 404 '
O
a
= 204 —|_
o
&)
0_

0 6 12 18 24 30
Zeit bis Verarbeitung (h)

Abbildung 2: Der Anteil an GR-MDSC ist abhéngig von der Zeit bis zur Verarbeitung der
Blutproben

Mononukleéare Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) wurden zu den Zeitpunkten 0, 6, 12, 18,
24, 30 Stunden (h) nach Blutentnahme aus 1 ml peripherem Blut von gesunden, nicht
schwangeren Erwachsenen isoliert und der Anteil an granulozytdren myeloiden
Suppressorzellen (GR-MDSC) mittels CD66b/CD33/CD14/HLA-DR-Oberflachenfarbung
durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Prozentualer Anteil von GR-MDSC an PBMC. (B) GR-
MDSC in absoluten Zellzahlen. Mittelwert +/- Standardabweichung, **p<0,01, *p<0,05, ns nicht

signifikant, Dunnett’s Multiple Comparison Test



2.2.2. Isolation von mononuklearen Zellen aus Plazentagewebe

Plazentaproben wurden innerhalb einer Stunde nach Spontangeburt bzw. nach
Entbindung per Sektio verarbeitet. Es wurden Proben mit einer Grof3e von ca. 5
cm? (iber die gesamte Dicke der Plazenten entnommen. In Anlehnung an Kropf
et al. (2007) und Trundley et al. (2006) wurde das Plazentagewebe mechanisch
mit Schere und Skalpell in einer Petrischale (Fa. Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen) zerkleinert, in PBS gel6st und durch ein 40 um Zellsieb (Fa. BD
Falcon, heute: Corning Life Sciences, Tewksbury MA, USA) gefiltert. Die
gefilterte Zellsuspension wurde im Verhaltnis 2:1 auf Biocoll geschichtet. Die
weitere Isolation der mononukledren Zellen aus der Plazenta (placenta
mononuclear cells, PLMC) erfolgte entsprechend der Isolation von PBMC bzw.
CBMC.

2.2.3. Isolation von GR-MDSC mithilfe Magnetic Activated Cell Sorting

Die Anreicherung von GR-MDSC erfolgte mithilfe Magnetic Activated Cell
Sorting (MACS) nach Anleitung der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach.
Aufgereinigte PBMC bzw. CBMC bzw. PLMC wurden zunachst mit 4 °C kaltem
Running Buffer (Universitatsapotheke Tubingen) gewaschen. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und mit 4 °C kalten Reagenzien. Es wurden
2x10" — 1x10® Zellen in 100 pl Running Buffer gelést und mit 5 pl anti-CD66b-
FITC (G10F5, IgM, Fa. BD Pharmingen, Heidelberg) pro 1x10’ Zellen fiir 10
min bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Nach einem Waschschritt durch
Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C und 310 g erfolgte die Aufnahme der Zellen in
90 pl Running Buffer und 10 pl anti-FITC-gekoppelten magnetischen Beads
(anti-FITC MicroBeads, Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) pro 1x10’
Zellen und anschlieRende Inkubation fir 15 min bei 4 °C und Dunkelheit. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 500 pl Running Buffer
aufgenommen und mit dem autoMACS Pro Seperator (Fa. Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach) durch Positivselektion Utber zwei Saulen sortiert. Die
Reinheitsbestimmung erfolgte im Durchflusszytometer FACSCalibur (Fa. BD

Biosciences, Heidelberg) nach Farbung mit Propidiumiodid (Fa. Sigma-Aldrich,
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Taufkirchen bei Minchen) und nach Selektion der vitalen Zellen. Es konnte eine
Reinheit der GR-MDSC von tber 90 % erzielt werden (Abbildung 3).

10° 10" 10° 10° 10 10° 10' 10° 10° 10

CDBBb FITC CDB6b FITC

Abbildung 3: Reinheit der iber MACS isolierten GR-MDSC

Zur Isolation von granulozytdren myeloiden Suppressorzellen wurden diese mithilfe des
Oberflachenmarkers CD66b sowie magnetischer Beads Uber den autoMACS Pro Seperator
angereichert. Nach Farbung der toten Zellen mit Propidiumiodid (Prop.iod) erfolgte die

durchflusszytometrische Reinheitsbestimmung nach Selektion der vitalen Zellen in R1.

2.3. T-Zell-Proliferations-Assay

Die suppressive Wirkung von GR-MDSC auf T-Zellen wurde anhand eines T-
Zell-Proliferations-Assays mit dem grin fluoreszierenden  Farbstoff
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) bestimmt (Lyons und Parish
1994).

2.3.1. CFSE-Farbung und Stimulation der Zielzellen

Als Zielzellen dienten beim T-Zell-Proliferationsversuch CFSE-markierte PBMC
von gesunden erwachsenen Spendern. Die PBMC wurden wie oben
beschrieben steril isoliert und 1x10” Zellen pro ml in PBS geldst. Es folgte die
Inkubation mit 25 pl einer 1:50 verdinnten CFSE-L6sung (Fa. Invitrogen,
Heidelberg) fir 10 min bei Raumtemperatur. Danach wurde zun&chst reines,
zuvor 30 min im 56 °C warmen Wasserbad (Fa. GFL GmbH, Burgwedel)

inaktiviertes fetales Kalberserum (Fa. Biochrom, Berlin) und nach 1 min RPMI-
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Medium (RPMI 1640 Medium mit 2,0 g/l HCOg3, ohne L-Gutamin, Fa. Biochrom,
Berlin) dazugegeben und die Zellen einmal gewaschen durch Zentrifugation fur
5 min bei 4 °C und 310 g. Schlie3lich wurde die Zellkonzentration im
Hamozytometer ermittelt und 5x10° Zellen pro ml in Vollmedium (5 % Spender-
Serum, 1 % L-Glutamin (Fa. Biochrom, Berlin) und 1 % Penicillin/ Streptomycin
(Fa. Biochrom, Berlin) in RPMI-Medium) aufgenommen. Ein Teil der CFSE-
gefarbten PBMC wurde unmittelbar vor Ansetzen der Kultur mit 1,5 pg/ml OKT3
(LEAF purified anti-human CD3, OKTS3, 1gG2aK, Fa. Biolegend, San Diego CA,
USA) sowie 150 U/ml Interleukin-2 (IL-2) (Fa. R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt) stimuliert.

2.3.2. Kulturansatz der T-Zell-Proliferationsversuche

Nach Isolation der GR-MDSC im autoMACS Pro Seperator wurde deren
Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer (Fa. Hecht Assistent, Sondheim)
bestimmt und 1x10° Zellen pro ml in Vollmedium gelést. Der Kulturansatz
erfolgte in 96-well-Rundbodenkulturplatten (Fa. Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen). Die GR-MDSC wurden in den Verhaltnissen PBMC:MDSC 6:1,
2:1 und 1:1 mit stimulierten, CFSE-gefarbten PBMC in Kultur gesetzt. Die
Endkonzentration der stimulierenden Substanzen betrug 1 pg/ml OKT3 und 100
U/ml IL-2. Als Kontrollen dienten nicht stimulierte CFSE-gefarbte PBMC sowie
stimulierte CFSE-gefarbte PBMC ohne Zugabe von GR-MDSC.

2.3.3. T-Zell-Proliferationsversuch unter Hypoxie

Die Isolation der PBMC und GR-MDSC, die CFSE-Farbung und der
Kulturansatz erfolgten wie oben beschrieben. Die 96-stiindige Kultur erfolgte in
der Hypoxiebank Invivo, 1000 (Fa. Ruskinn Technology Ltd, Bridgend, UK)
unter verminderten Sauerstoffbedingungen bei 2 % O3, 5 % CO, und 93 % N,
Um eine Austrocknung in der Hypoxiebank vorzubeugen wurden die beim
Kulturansatz leer gebliebenen Loécher der Kulturplatte mit Ampuwa-Ldsung (Fa.

Fresenius Kabi, Bad Homburg) aufgefullt.
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2.4. Bestimmung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies

Die Bestimmung der ROS-Produktion erfolgte durchflusszytometrisch anhand
der Oxidation von Dihydrorhodamin 123 (DHR) zum grin fluoreszierenden
Farbstoff Rhodamin 123 (Crow 1997).

2.4.1. Bestimmung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch GR-
MDSC aus humaner Plazenta, peripherem Blut gesunder Schwangerer und

Nabelschnurblut unter Normoxie
Zur Bestimmung der ROS-Produktion durch GR-MDSC aus humaner Plazenta
(PL-MDSC), GR-MDSC aus dem peripheren Blut der Schwangeren (S-MDSC)
und GR-MDSC aus Nabelschnurblut (NSB-MDSC) wurden PLMC, PBMC der
zugehorigen Schwangeren (S-PBMC) und CBMC aus dazugehorigem
Nabelschnurblut isoliert und 4x10° Zellen pro ml in PBS mit Mg®** und Ca** (Fa.
Biochrom, Berlin) gel6st. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten im Wasserbad
bei 37 °C. 1 ml der Zellsuspension wurde mit 1 pmol/ml DHR (Fa. Sigma-
Aldrich, Taufkirchen bei Munchen) fur 5 min inkubiert. Anschliel3end erfolgte
eine 10-, 20- bzw. 30-minutige Stimulation mit 100 nmol/ml Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA) (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Minchen). Als Kontrolle

dienten nicht stimulierte, DHR-gefarbte Zellen.

2.4.2. Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch GR-MDSC aus humaner

Plazenta unter Hypoxie
Zur Bestimmung des Einflusses von Hypoxie auf die ROS-Produktion durch PL-
MDSC wurde der Versuch wie oben beschrieben, jedoch nur mit PL-MDSC,
durchgeftihrt. Vor der DHR-Farbung und PMA-Stimulation erfolgte eine
zweistindige Inkubation unter verminderten Sauerstoffbedingungen in der
Hypoxiebank Invivo, 1000. Die DHR-Farbung und PMA-Stimulation wurden

ebenfalls in der Hypoxiebank durchgeflhrt.

2.5. Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie

Diverse Analysen wurden mithilfe der fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) durchgefihrt.
Fur die durchflusszytometrischen Analysen wurden FACS-ROhrchen (5ml
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round-bottom polystyrene test tubes) der Firma BD Falcon, heute: Corning Life
Sciences, Tewksbury MA, USA und das Durchflusszytometer FACSCalibur
sowie die Software CellQuest Pro der Firma BD Biosciences, Heidelberg

verwendet.

2.5.1. Immunphéanotypisierung

Die immunphanotypische Charakterisierung von MDSC erfolgte wie in
vorangegangenen Studien von Brandau et al. (2011), Duffy et al. (2013) und
Rodriguez et al. (2009) uber die Oberflachenmarker CD66b, CD33, CD14 und
HLA-DR. GR-MDSC wurden definiert als CD66b*/ CD33*/ CD147 HLA-DR"""
Zellen innerhalb der PBMC-Fraktion (Abbildung 4). Soweit nicht anders
vermerkt wurden Antikdrper der Firma BD Pharmingen, Heidelberg verwendet.
Es wurden 2x10°> PBMC mit 1 pl anti-CD66b-FITC (G10F5, IgM), 2 ul anti-
CD33-PE (WM53, IgG:k), 1 pl anti-CD14-APC (M@P9, 1gGak, Fa. BD
Biosciences, San Jose CA, USA) und 0,5 pl anti-HLA-DR-PerCP-Cy5.5 (G46-6,
19gG2aK) flr 15 min bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Danach erfolgten ein
Waschschritt mit FACS-Puffer, bestehend aus 0,1 % Natriumazid (Fa.
AppliChem, Darmstadt) in FACS-Flow Sheath Fluid (Fa. BD Biosciences, San
Jose CA, USA) und die durchflusszytometrische Analyse.
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Abbildung 4: Charakterisierung von GR-MDSC

Nach Isolation der Fraktion der mononukledren Zellen erfolgte die Charakterisierung von
granulozytdren myeloiden Suppressorzellen (GR-MDSC) anhand der Oberflachenmarker
CD66b/ CD33/ CD14/ HLA-DR. Selektion der CD66b" GR-MDSC in R1. Histogramm der
Oberflachenmarker (hellgrau, Negativkontrolle dunkelgrau) nach Selektion der GR-MDSC in R1.

2.5.2. Intrazellulare Arginase 1- und induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase-
Farbung
Fur die Intrazellularfarbung wurden 2x10° extrazellular gefarbte PBMC, PLMC
und CBMC mit Waschpuffer (0,1 % bovines Serumalbumin (Fa. Boehringer
Mannheim GmbH, Mannheim) und 0,1 % Natriumazid in PBS) gewaschen und
anschlieBend mit 100 ul Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose CA,
USA) fur 10 min bei 37 °C im Brutschrank (Fa. Heraeus Instruments, Stuttgart)
inkubiert. Es folgte die Zugabe der intrazellularen Antikérper gegen Arginase 1

(anti-human Arginase 1 der Fa. Hycultec, Beutelsbach, markiert mit DY-485XL
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der Fa. Dyomics, Jena) und INOS (NOS2, C-11, IgG:k, Fa. Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg) sowie deren Isotyp-Kontrollen (Fa. BD Phosflow,
Heidelberg) und erneute Inkubation fir 10 min bei 37 °C. Die Zellen wurden

zweimal gewaschen und im Anschluss durchflusszytometrisch analysiert.

2.5.3. T-Zell-Proliferationsnachweis

Nach 96-stundiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, wurden
die Zellen aus der Kultur genommen, mit 1 pl anti-CD4-PE (RPA-T4, IgGk, Fa.
BD Pharmingen, Heidelberg) und 2 pl anti-CD8-APC (RPA-T8, IgG:k, Fa. BD
Pharmingen, Heidelberg) fir 15 min bei 4 °C und Dunkelheit gefarbt und einmal
gewaschen. Zur Bestimmung der T-Zell-Proliferation wurde die
Fluoreszenzintensitat von CFSE durchflusszytometrisch analysiert und mit Hilfe
des Programms CellQuest (BD Biosciences, Heidelberg) ausgewertet. CD4"-
und CD8"-Zellen wurden gegatet. Der Anteil vermindert fluoreszierender
Filialzellen wurde zu den am intensivsten fluoreszierenden Ursprungszellen ins
Verhéltnis gesetzt. Wenn nicht anders angegeben, wurden Proben ohne
Zugabe von GR-MDSC als 100 % gesetzt und die Proliferationsraten mit
zugesetzten MDSC darauf bezogen.

2.5.4. Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies

Nach Ende der Stimulation mit PMA erfolgten alle weiteren Arbeitsschritte auf
Eis. Die DHR-gefarbten Zellen wurden nach der Stimulation mit PMA
gewaschen, mit anti-CD66b-APC (G10F5, IgM, Fa. eBioscience, San Diego CA,
USA) fur 15 min bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert, erneut gewaschen und

durchflusszytometrisch analysiert.

2.6. Immunhistochemische Plazentafarbung

Fir die immunhistochemischen Analysen wurden Plazentaproben bis zur
weiteren Verarbeitung durch Frau Dr. Susanne Haen (Institut flr Pathologie,
Universitatsklinikum Tubingen) in Formalin fixiert. Die Proben wurden
anschlieBend in Paraffin gebettet, es wurden 2,5 um dicke Schnitte angefertigt

und diese wurden automatisch mithilfe der Ventana Benchmark XT (Fa.
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Ventana medical systems, Tucson AZ, USA) gefarbt. Kurz erlautert wurden
hierbei die Schnitte entparaffiniert durch Erhitzen auf 70 °C fur 20 min und
waschen und nach  Hitze-induzierter  Epitop-Wiederherstellung im
Zellkulturmedium CC1 (pH 8,4, Fa. Ventana medical systems, Tucson AZ,
USA) mit dem priméren CD66b-Antikérper (G10F5, IgM, Fa. Biolegend, San
Diego CA, USA, 1:50 Verdinnung) fir 32 min bei 37 °C gefarbt. Gebundene
Antikdrper wurden mithilfe des OptiView DAB Detection Kits (Fa. Ventana
medical systems, Tucson AZ, USA) sichtbar gemacht. Die Schnitte wurden mit

Hamatoxylin nach Gill gegengefarbt.

2.7. Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Statistik-Software GraphPad Prism
5.04 (Fa. Graph Pad Software, La Jolla CA, USA). Zur Analyse von
Unterschieden zwischen zwei Gruppen unverbundener Stichproben wurden die
Daten zunachst mittels des D'Agostino-Pearson-Tests auf Normalverteilung
geprift. Nicht normalverteilte Daten wurden mithilfe des Mann-Whitney-Tests,
normalverteilte Daten mithilfe des t-Tests bzw. bei Ungleichheit der Varianzen
mithilfe des Welch-Tests analysiert. Bei Paarvergleichen verbundener
Stichproben wurde der Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank Test angewandt.
Fur den Vergleich mehrerer Gruppen verbundener Stichproben wurden die
Gruppen ebenfalls zunéchst auf Normalverteilung analysiert und bei
Vorhandensein nicht normalverteilter Daten anhand des Dunnett's Multiple

Comparison Tests verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Quantifizierung und Charakterisierung von GR-MDSC in der Plazenta

(PL-MDSC) gesunder Schwangerer

3.1.1. GR-MDSC akkumulieren in der Plazenta

Zunachst wurde der Anteil von GR-MDSC an mononuklearen Zellen aus
Plazenta, Schwangerenblut und Nabelschnurblut verglichen. Abbildung 5a zeigt
reprasentative Density Plots eines solchen Versuchs. Der Anteil an GR-MDSC
war in PLMC signifikant erhoht im Vergleich zu S-PBMC und CBMC (Median
(Quatrtilsabstand), 3,00 % (2,19 % — 4,96 %) vs. 1,71 % (1,20 % - 2,84 %) bzw.
1,79 % (1,39 % - 3,61 %), n = 13, p < 0,05, Abbildung 5b). Um herauszufinden
ob GR-MDSC zu einem bestimmten Teil der Plazenta zugeordnet werden
kénnen wurden immunhistochemische Schnitte fir CD66b von Plazentaproben
angefertigt. Abbildung 5c zeigt einige wenig CD66b-exprimierende Zellen im
dezidualen Stroma (Abbildung 5c, oben) sowie viele stark CD66b-
exprimierende Zellen im intervillosen Raum (Abbildung 5c, unten links), beides
zur maternalen Seite der Plazenta gehodrend. Einige CD66b-exprimierende
Zellen konnten im fetalen Chorionzottengewebe der Plazenta (Abbildung 5d,

unten rechts) gefunden werden.
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Abbildung 5: GR-MDSC akkumulieren in der Plazenta

Der Anteil von granulozytdren myeloiden Suppressorzellen (GR-MDSC) an mononuklearen
Zellen (MNC) wurde vergleichend in Nabelschnurblut (NSB), Plazentagewebe (PL) und
peripherem Blut der zugehdérigen Schwangeren (S) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. (A)
Reprasentative Density Plots zeigen die Population der CD66b* GR-MDSC in der Fraktion der
mononukledren Zellen aus PL, S und NSB. (B) Prozentualer Anteil von GR-MDSC an der
Fraktion der mononukledren Zellen im Punktediagramm. Die Verbindungsstriche zeigen jeweils
verbundene Proben an. n=13, *p<0,05, Dunnett's Multiple Comparison Test. (C)
Immunhistochemische CD66b-Farbung (braun) von Schnitten von dezidualem Stroma (oben),
intervilldsem Raum (unten links) und Chorionzottengewebe (unten rechts). Aufnahmen wurden
bei 50facher VergréRerung gemacht.

3.1.2. PL-MDSC exprimieren die Effektorenzyme Arginase 1 und induzierbare

Stickstoffmonoxid-Synthase und produzieren reaktive Sauerstoffspezies
PL-MDSC exprimierten die Enzyme Arginase 1 und iNOS (Abbildung 6a, 6b)
und produzierten ROS (ohne Stimulation sowie nach Stimulation mit PMA,
Abbildung 6¢).
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Abbildung 6: PL-MDSC exprimieren Arginase 1 und iNOS und produzieren ROS

Es wurden mononukleare Zellen aus Plazentagewebe isoliert und die Expression von Arginase
1 und induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) in myeloiden Suppressorzellen der
Plazenta (PL-MDSC) mittels Intrazellularfarbung sowie die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) durch PL-MDSC mittels Oxidation des Farbstoffs Dihydrorhodamin
123 (DHR) durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Gating-Strategie der CD66b" PL-MDSC im
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Density Plot und Histogramm der Arginase 1-Expression (dunkelgrau) durch PL-MDSC. (B)
Gating-Strategie der CD66b" PL-MDSC im Density Plot und Histogramm der iNOS-Expression
(hellgrau) durch PL-MDSC. (C) Gating-Strategie der CD66b" PL-MDSC im Density Plot und
Histogramm der ROS-Produktion durch PL-MDSC im unstimulierten Zustand (dunkelgrau) und

nach 20-minttiger Stimulation mit PMA (hellgrau).

3.1.3. PL-MDSC hemmen die T-Zell-Proliferation

Abbildung 7a und 7c zeigen reprasentative Histogramme der CD4"- bzw. CD8"-
T-Zell-Proliferation ohne und mit Zugabe von PL-MDSC. Zugabe von PL-MDSC
zu CFSE-markierten und mit OKT3- /IL-2-stimulierten PBMC reduzierte die
CD4"-T-Zell-Proliferation  konzentrationsabhangig auf 86,1 +/- 13,0 %
(PBMC:GR-MDSC 6:1), 71,9 +/- 16,9 % (PBMC:GR-MDSC 2:1) und 52,9 +/-
18,3 % (PBMC:GR-MDSC 1:1) verglichen mit der CD4"-T-Zell-Proliferation
ohne Zugabe von GR-MDSC, welche auf 100 % gesetzt wurde (n = 11-15,
p<0,005, Abbildung 7b). GR-MDSC aus dem peripheren Blut eines nicht
schwangeren Erwachsenen (E-MDSC) reduzierten die CD4"-T-Zell-Proliferation
auf 87,8+/- 7,6 % (PBMC:GR-MDSC 6:1), 67,0 +/- 22,6 % (PBMC:GR-MDSC
2:1) und 62,6 +/- 25,8 % (PBMC:GR-MDSC 1:1) (n = 13-14, p<0,005, Abbildung
7b). Die CD8"-T-Zell-Proliferation wurde durch PL-MDSC ebenfalls auf 85,0 +/-
18,6 % (PBMC:GR-MDSC 6:1), 73,0 +/- 17,5 % (PBMC:GR-MDSC 2:1) und
53,7 +/- 14,6 % (PBMC:GR-MDSC 1:1) gehemmt (n = 11-15, p<0,01, Abbildung
7d). E-MDSC hemmten die CD8'-T-Zell-Proliferation auf 91,3+/- 9,5 %
(PBMC:GR-MDSC 6:1), 70,6 +/- 29,9 % (PBMC:GR-MDSC 2:1) und 63,2 +/-
28,7 % (PBMC:GR-MDSC 1:1) (n = 13-14, p<0,01, Abbildung 7d).
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Abbildung 7: PL-MDSC hemmen die CD4"- und die CD8"-T-Zell-Proliferation

Uber MACS isolierte granulozytiare myeloide Suppressorzellen aus der Plazenta (PL-MDSC,
schwarz) bzw. aus peripherem Blut gesunder, nicht schwangerer Erwachsener (E-MDSC,
hellgrau) wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen zu CFSE-markierten und mit OKT3-/ IL-2-
stimulierten mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) gesunder, nicht schwangerer
Erwachsener gegeben und 96h unter Standardkulturbedingungen kultiviert. Als Kontrollen
dienten nicht stimulierte PBMC sowie mit OKT3-/ IL-2-stimulierte PBMC ohne Zugabe von
MDSC. (A) Reprasentative Histogramme der CD4'-T-Zell-Proliferation ohne (dunkelgraue
Histogramme) und mit Zugabe von PL-MDSC (schwarze Histogramme) bzw. E-MDSC
(hellgraue Histogramme). (B) Proliferationsindex von CD4"-T-Zellen ohne und mit Zugabe von
PL-MDSC bzw. E-MDSC. Die gestrichelte Linie gibt die Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-
stimulierten PBMC ohne Zugabe von MDSC an. Mittelwert +/- Standardabweichung, n=11-15,
***p<0,005, ****p<0,001, Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank Test (C) Reprasentative
Histogramme der CD8"-T-Zell-Proliferation ohne (dunkelgraue Histogramme) und mit Zugabe
von PL-MDSC (schwarze Histogramme) bzw. E-MDSC (hellgraue Histogramme). (D)
Proliferationsindex von CD8"-T-Zellen ohne und mit Zugabe von PL-MDSC bzw. E-MDSC. Die
gestrichelte Linie gibt die Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-stimulierten PBMC ohne Zugabe von
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MDSC an. Mittelwert +/- Standardabweichung, n=11-15, **p<0,01, ***p<0,005, ****p<0,001,
Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank Test

3.2. Vergleichende funktionelle Analyse von PL-MDSC gesunder
Schwangerer mit GR-MDSC aus peripherem Blut gesunder
Schwangerer (S-MDSC) und aus Nabelschnurblut (NSB-MDSC)

3.2.1. Die Expression von Arginase 1 und induzierbarer Stickstoffmonoxid-
Synthase ist in PL-MDSC im Vergleich zu S-MDSC und NSB-MDSC
unveréandert

Um Hinweise auf eine mogliche Aktivierung von GR-MDSC im Bereich der

fetomaternalen Grenzschicht zu erlangen, wurde im nachsten Schritt die

Expression von Arginase 1 und iNOS durch PL-MDSC im Vergleich zu S-MDSC

und NSB-MDSC untersucht. Die Expression der Effektorenzyme Arginase 1

und iNOS, gemessen als mittlere Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence

intensity, MFI), unterschied sich zwischen PL-MDSC und S-MDSC bzw. NSB-

MDSC nicht (MFI Arginase 1 PL-MDSC 31,2 +/- 12,4 vs. S-MDSC 31,6 +/- 9,6

bzw. NSB-MDSC 26,2 +/- 10,9, MFI iINOS PL-MDSC 281 +/- 183 vs. S-MDSC

426 +/- 296 bzw. NSB-MDSC 390 +/- 213, n =5, p > 0,05, Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Expression der Effektorenzyme Arginase 1 und iNOS ist in PL-MDSC im
Vergleich zu S-MDSC und NSB-MDSC unverandert
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Die Expression der Effektorenzyme Arginase 1 und induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
(iNOS) wurde vergleichend in mononukledren Zellen aus Plazentagewebe (PL, schwarz),
peripherem Blut der zugehérigen Schwangeren (S, weil3) und Nabelschnurblut (NSB, grau)
mittels Intrazellularfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Balkendiagramm zur Darstellung
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von Arginase 1 und iINOS. Mittelwert +/-

Standardabweichung, n=5, ns nicht signifikant, Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank Test

3.2.2. PL-MDSC produzieren mehr reaktive Sauerstoffspezies als S-MDSC und
NSB-MDSC

Weiterhin untersuchten wir die Produktion von ROS durch PL-MDSC im
Vergleich zu jener durch S-MDSC und NSB-MDSC.

PL-MDSC produzierten sowohl im unstimulierten Zustand als auch nach
Stimulation mit PMA zu einem signifikant héheren Anteil ROS im Vergleich zu
S-MDSC (unstimuliert PL-MDSC 40,3 +/- 26,0 % vs. S-MDSC 19,0 +/- 11,6 %,
10 min PMA PL-MDSC 76,7 +/- 12,5 % vs. S-MDSC 35,8 +/- 15,8 %, 20 min
PMA PL-MDSC 80,4 +/- 8,9 % vs. S-MDSC 40,3 +/- 16,3 %, 30 min PMA PL-
MDSC 84,0 +/- 7,6 % vs. S-MDSC 47,9 +/- 18,6 %, n = 8, p < 0,01, Abbildung
9b). Auch die ROS-Produktion pro Zelle, gemessen als MFI, war in PL-MDSC
im Vergleich zu S-MDSC nach Stimulation mit PMA héher (10 min PMA MFI
PL-MDSC 327 +/- 307 vs. MFI S-MDSC 86 +/- 44, 20 min PMA MFI PL-MDSC
785 +/- 535 vs. MFI S-MDSC 177 +/- 158, 30 min PMA MFI PL-MDSC 1140 +/-
650 vs. MFI S-MDSC 243 +/- 196, n = 8, p < 0,05, Abbildung 9c). Im
unstimulierten Zustand unterschied sich die mittlere ROS-Produktion pro Zelle
nicht zwischen PL-MDSC und S-MDSC (unstimuliert MFI PL-MDSC 76 +/- 34
vs. MFI S-MDSC 64 +/- 16, n = 8, p > 0,05, Abbildung 9c).

Ebenfalls zeigte sich eine starkere ROS-Produktion durch PL-MDSC im
Vergleich zu NSB-MDSC. Diese driickte sich aus in einem hdheren Anteil ROS-
produzierender Zellen bei PL-MDSC im Vergleich zu NSB-MDSC (unstimuliert
PL-MDSC 57,0 +/- 20,9 % vs. NSB-MDSC 30,7 +/- 15,8 %, 10 min PMA PL-
MDSC 61,7 +/- 20,9 % vs. NSB-MDSC 43,2 +/- 18,6 %, 20 min PMA PL-MDSC
69,0 +/- 23,1 % vs. NSB-MDSC 51,9 +/- 23,1 %, n = 5, p < 0,05, 30 min PMA
PL-MDSC 72,8 +/- 21,0 % vs. NSB-MDSC 62,2 +/- 27,1 %, n = 5, p > 0,05,
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Abbildung 9d). Hinsichtlich der ROS-Produktion pro Zelle, gemessen als MFI,
war in PL-MDSC eine Tendenz zu erhdhter ROS-Produktion im Vergleich zu
NSB-MDSC zu erkennen, es konnte jedoch nur im unstimulierten Zustand ein
statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden (unstimuliert MFI PL-MDSC
51 +/- 8 vs. MFI NSB-MDSC 40 +/- 14 bzw. 10 min PMA MFI PL-MDSC 140 +/-
66 vs. MFI NSB-MDSC 68 +/- 24, 20 min PMA MFI PL-MDSC 332 +/- 235 vs.
MFI NSB-MDSC 120 +/- 50, 30 min PMA MFI PL-MDSC 602 +/- 757 vs. MFI
NSB-MDSC 183 +/- 79, n =5, p < 0,05 bzw. p > 0,05, Abbildung 9e).
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Abbildung 9: PL-MDSC produzieren mehr ROS als S-MDSC und NSB-MDSC

Die Fahigkeit zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch granulozytare
myeloide Suppressorzellen (GR-MDSC) aus Plazentagewebe (PL, schwarz), peripherem Blut
der zugehdrigen Schwangeren (S, weil3) und zugehdrigem Nabelschnurblut (NSB, grau) wurde
vergleichend mittels Oxidation des Farbstoffs Dihydrorhodamin 123 (DHR) vor und nach
Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) durchflusszytometrisch bestimmt. (A)
Reprasentative Density Plots zur Darstellung der ROS-Produktion durch PL-MDSC, S-MDSC
und NSB-MDSC vor und nach Stimulation mit PMA. (B) Prozentualer Anteil der ROS-
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produzierenden PL-MDSC und S-MDSC im Balkendiagramm. (C) Mittlere ROS-Produktion pro
Zelle in PL-MDSC und S-MDSC im Balkendiagramm. (D) Prozentualer Anteil der ROS-
produzierenden PL-MDSC und NSB-MDSC im Balkendiagramm. (E) Mittlere ROS-Produktion
pro Zelle in PL-MDSC und NSB-MDSC im Balkendiagramm. Mittelwert +/-
Standardabweichung, n=5-8, **p<0,01, *p<0,05, ns nicht signifikant, Wilcoxon Matched-Pairs
Signed-Rank Test

3.2.3. PL-MDSC hemmen die T-Zell-Proliferation starker als NSB-MDSC

Um die Hypothese, dass es in der Plazenta zu einer Aktivierung von MDSC
kommt, weiter zu Gberprifen, wurde nun die Hemmkapazitat von PL-MDSC mit
der Hemmkapazitat von NSB-MDSC vergleichend untersucht. Abbildungen 10a
und 10c zeigen reprasentative Histogramme der CD4'- und CD8*-T-Zell-
Proliferation ohne und mit Zugabe von GR-MDSC aus Plazenta und
Nabelschnurblut. Im Verhaltnis PBMC:GR-MDSC von 1:1 hemmte die Zugabe
von PL-MDSC zu CFSE-markierten und mit OKT3-/IL-2-stimulierten PBMC die
CD4"-T-Zell-Proliferation signifikant besser als die Zugabe von NSB-MDSC
(PL-MDSC 53,8 +/- 20,3 % vs. NSB-MDSC 73,3 +/- 32,6 %, n = 8, p < 0,05,
Abbildung 10b). Bei Zugabe von GR-MDSC in den Verhaltnissen 6:1 und 2:1
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (PL-MDSC 79,5 +/-
11,9 % und 67,3 +/- 18,7 % vs. NSB-MDSC 85,4 +/- 18,0 % und 81,5 +/- 31,7
%, n = 7-8, p > 0,05, Abbildung 10b). Die CD8"-T-Zell-Proliferation wurde durch
PL-MDSC in den Verhaltnissen PBMC:GR-MDSC 2:1 und 1:1 signifikant besser
gehemmt als durch NSB-MDSC (PL-MDSC 66,3 +/- 20,1 % und 55,2 +/- 15,3 %
vs. NSB-MDSC 87,6 +/- 25,1 % und 76,5 +/- 25,3 %, n = 7-8, p < 0,05,
Abbildung 10d). Im Verhaltnis PBMC:GR-MDSC 6:1 konnte auch hier kein
signifikanter Unterschied gezeigt werden (PL-MDSC 77,3 +/- 19,6 % vs. NSB-
MDSC 90,4 +/- 11,2 %, n =7, p > 0,05, Abbildung 10d).
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Abbildung 10: PL-MDSC haben eine starkere suppressive Wirkung als NSB-MDSC

Uber MACS isolierte granulozytare myeloide Suppressorzellen aus der Plazenta (PL-MDSC,
schwarz) bzw. aus Nabelschnurblut (NSB-MDSC, hellgrau) wurden in unterschiedlichen
Verhaltnissen zu CFSE-markierten und mit OKT3-/ IL-2-stimulierten mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) gesunder, nicht schwangerer Erwachsener gegeben. Nach 96h unter
Standardkulturbedingungen  wurde die CD4'- und die CD8"-T-Zell-Proliferation
durchflusszytometrisch gemessen. Als Kontrollen (dunkelgrau) dienten nicht stimulierte PBMC
sowie mit OKT3-/ IL-2-stimulierte PBMC ohne Zugabe von MDSC. (A) Reprasentative
Histogramme der CD4"-T-Zell-Proliferation ohne und mit Zugabe von PL-MDSC bzw. NSB-
MDSC. (B) Proliferationsindex von CD4"-T-Zellen ohne und mit Zugabe von PL-MDSC bzw.
NSB-MDSC. Die gestrichelte Linie gibt die Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-stimulierten PBMC
ohne Zugabe von MDSC an. (C) Représentative Histogramme der CD8"-T-Zell-Proliferation
ohne und mit Zugabe von PL-MDSC bzw. NSB-MDSC. (D) Proliferationsindex von CD8"-T-
Zellen ohne und mit Zugabe von PL-MDSC bzw. NSB-MDSC. Die gestrichelte Linie gibt die
Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-stimulierten PBMC ohne Zugabe von MDSC an. Mittelwert +/-
Standardabweichung, n=7-8, *p<0,05, ns nicht signifikant, Wilcoxon Matched-Pairs Signed-
Rank Test
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3.3. GR-MDSC bei Praeklampsie und HELLP-Syndrom
3.3.1. Die Expression von GR-MDSC im peripheren Blut ist bei Praeklampsie und
HELLP-Syndrom vermehrt

Um zu Uberprifen, ob bei immunologischen Schwangerschaftskomplikationen
(Laresgoiti-Servitie 2013) eine Veranderung von MDSC in der Plazenta
vorliegen, wurden GR-MDSC im peripheren Blut von Patientinnen mit
Praeklampsie bzw. HELLP-Syndrom quantifiziert und mit denen gesunder
Schwangerer verglichen. Tabelle 1 zeigt klinische Angaben der Patientinnen
sowie der Kontrollen. Das Alter sowie die Anzahl der stattgehabten
Schwangerschaften unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden
Gruppen. Das Gestationsalter bei Geburt, die Blutdruckwerte sowie das
Geburtsgewicht des Fetus unterschieden sich statistisch signifikant zwischen
den beiden Gruppen (p<0,01).

Tabelle 1: Klinische Angaben der Praeklampsie-Patientinnen und deren Kontrollen
keine PE/HELLP = gesunde Schwangere als Kontrollen
PE/HELLP = Patientinnen mit Praeklampsie bzw. HELLP-Syndrom

keine PE/HELLP PE/HELLP Wert
(n=13) (n = 15) p
Alter (Jahre) 30,5 +/- 3,6 30,7 +/- 4,0 0,4651
Entbindungsalter -
(Wochen) 38,7 +/-18 33,7 +/-33 0,0015
Anzahl Graviditat 2 (1-3) 1(1-2) 0,0806
systolischer -
Blutdruck (mmHg) 124 (120-130) 165 (155-173) 0,0088
diastolischer
Blutdruck (mmHg) 72 (70-80) 97 (90-100) **0,0085
Geburtsgewicht 3122 +/- 464 2029 +/. 967 00081

Fetus ()

Anmerkung: Statistische Analysen wurden bei normalverteilten Daten mithilfe des t-Tests bzw.
bei nicht normalverteilten Daten mithilfe des Mann-Whitney-Tests durchgefiihrt. Gezeigt als
Mittelwert +/- Standardabweichung bzw. Median (Quartilsabstand). **p<0,01.
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Patientinnen mit Préaeklampsie bzw. HELLP-Syndrom hatten im Vergleich zu
gesunden Schwangeren einen erhdhten Anteil GR-MDSC im peripheren Blut
(9,9 +/- 8,1 % vs. 5,7 +/- 3,8 %, n = 13-15, p < 0,05, Abbildung 11b).

keine PE/HELLP PE/HELLP

~
Cd

CD66b
102 101102 103 104

0 1000 0O 200 400 600 800 1000

v

GR-MDSC [% von PBMC]

keine PE/HELLP PE/HELLP

Abbildung 11: GR-MDSC sind im peripheren Blut von Praeklampsie- bzw. HELLP-

Syndrom-Patientinnen vermehrt
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Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden von gesunden Schwangeren
(keine PE/HELLP) und von Praeklampsie- bzw. HELLP-Syndrom-Patientinnen (PE/HELLP)
isoliert und der Anteil an granulozytdren myeloiden Suppressorzellen (GR-MDSC)
durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Reprasentative Density Plots zeigen die Population der
CD66b" GR-MDSC bei gesunden Schwangeren und bei Patientinnen mit PE/HELLP. (B)
Prozentualer Anteil der GR-MDSC an PBMC. Mittelwert +/- Standardabweichung, n=13-15,
*p<0,05, Welch-Test

3.3.2. Die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch PL-MDSC ist unter
vermindertem Sauerstoffpartialdruck unveré&ndert im Vergleich zu
Standardkulturbedingungen

Um Hinweise auf die Funktionalitait von PL-MDSC im Rahmen einer

Praeklampsie zu bekommen wurde ein Hypoxie-Kulturverfahren als in-vitro-

Modell fur diese Schwangerschaftskomplikation angewandt, da die

Minderversorgung der Plazenta mit Sauerstoff einen  wichtigen

pathogenetischen Aspekt darstellt (Kanasaki und Kalluri 2009; Nevo et al. 2006;

Royle et al. 2009; Soleymanlou et al. 2005).

Sowohl der Anteil ROS-produzierender PL-MDSC (unstimuliert Hx 39,7 +/- 19,7

% vs. Nx 49,5 +/- 22,3 %, 10 min PMA Hx 60,8 +/- 14,2 % vs. Nx 70,1 +/- 20,6

%, 20 min PMA Hx 69,6 +/- 6,8 % vs. Nx 73,6 +/- 20,2 %, 30 min PMA Hx 72,5

+/- 7,8 % vs. Nx 77,3 +/- 18,5 %, n = 7, p > 0,05, Abbildung 12b) als auch die

mittlere ROS-Produktion pro Zelle (unstimuliert MFI Hx 65 +/- 29 vs. MFI Nx 59

+/- 18, 10 min PMA MFI Hx 195 +/- 93 vs. MFI Nx 160 +/- 80, 20 min PMA MFI

Hx 326 +/- 171 vs. MFI Nx 400 +/- 276, 30 min PMA MFI Hx 455 +/- 218 vs. MFI

Nx 732 +/- 700, n = 7, p > 0,05, Abbildung 12c) waren unter Hypoxie im

Vergleich zu Standardkulturbedingungen tendenziell vermindert, dieser

Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 12: Die Produktion von ROS durch PL-MDSC ist unter verminderten
Sauerstoffbedingungen unverandert im Vergleich zu Standardkulturbedingungen
Mononukleare Zellen aus Plazentagewebe wurden isoliet und 2 h unter
Standardkulturbedingungen (Nx, schwarz) bzw. vermindertem Sauerstoffangebot bei 2 % O,
(Hx, weiR) kultiviert. AnschlieRend wurde die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
mithilfe der Oxidation des Farbstoffs Dihydrorhodamin 123 (DHR) vor und nach Stimulation mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Représentative
Density Plots zeigen die ROS-Produktion von PL-MDSC im unstimulierten Zustand und nach
20-mindtiger Stimulation mit PMA. (B) Prozentualer Anteil der ROS-produzierenden Zellen an
CD66b" Zellen im Balkendiagramm. (C) Mittlere ROS-Produktion pro Zelle im Balkendiagramm.
Mittelwert +/- Standardabweichung, n=7, ns nicht signifikant, Wilcoxon Matched-Pairs Signed-
Rank Test

3.3.3. Die suppressive Wirkung von PL-MDSC auf die T-Zell-Proliferation ist unter
vermindertem Sauerstoffpartialdruck beeintrachtigt

Sowohl die CD4’- als auch die CD8"- T-Zellproliferation ohne Zugabe von

MDSC war unter Hypoxie starker ausgepragt als unter Normoxie (Proliferation

CD4"-T-Zellen: Hx 82,2 +/- 12,4 % vs. Nx 71,5 +/- 10,7 %, CD8" Hx 87,0 +/- 9,5

% vs. Nx 75,3 +/- 13,1 %, n = 5, p < 0,05, Abbildung 13a). Zugabe von PL-

MDSC fiihrte zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung der CD4"- und
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CD8"- T-Zell-Proliferation, sowohl unter normoxischen als auch unter
hypoxischen Kulturbedingungen. Die hemmende Wirkung von PL-MDSC war
unter Hypoxie jedoch geringer ausgepragt als unter Normoxie
(Proliferationsindex fiir CD4*-T-Zellen: 6:1 Nx 79,5 +/- 11,9 % vs. Hx 93,7 +/-
4,9 %, 2:1 Nx 67,3 +/- 18,7 % vs. Hx 88,1 +/- 7,5 %, 1:1 Nx 53,8 +/- 20,3 % vs.
Hx 70,2 +/- 19,7 %, n = 7-8, p < 0,05, Abbildung 13c; Proliferationsindex fur
CD8"-T-Zellen: 6:1 Nx 77,3 +/- 19,6 % vs. Hx 97,2 +/- 5,5 %, 2:1 Nx 66,3 +/-
20,1 % vs. Hx 87,8 +/- 9,4 %, 1:1 Nx 55,2 +/- 15,3 % vs. Hx 70,5 +/- 20,1 %, n =
7-8, p < 0,05, Abbildung 13e).
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Abbildung 13: PL-MDSC zeigen unter vermindertem Sauerstoffpartialdruck eine
reduzierte Hemmkapazitat

Uber MACS isolierte granulozytiare myeloide Suppressorzellen aus der Plazenta (PL-MDSC)
wurden in unterschiedlichen Verhdltnissen zu CFSE-markierten und mit OKT3-/ IL-2-
stimulierten mononukle&ren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) gesunder, nicht schwangerer
Erwachsener gegeben und 96h unter Standardkulturbedingungen (Nx, schwarz) bzw. bei 2 %
O, (Hx, hellgrau/ weil3) kultiviert. Als Kontrollen (dunkelgrau) dienten nicht stimulierte PBMC
sowie mit OKT3-/ IL-2-stimulierte PBMC ohne Zugabe von MDSC. (A) T-Zell-Proliferationsrate
von mit OKT3-/ IL-2-stimulierten PBMC ohne Zugabe von GR-MDSC (stim. PBMC) unter Nx
und Hx. (B) Représentative Histogramme der CD4"-T-Zell-Proliferation unter Nx und Hx, ohne
und mit Zugabe von PL-MDSC. (C) Proliferationsindex von CD4"-T-Zellen unter Nx und Hx,
nach Zugabe von PL-MDSC. Die gestrichelte Linie gibt die Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-
stimulierten PBMC ohne Zugabe von MDSC an. (D) Repréasentative Histogramme der CD8"-T-
Zell-Proliferation unter Nx und Hx, ohne und mit Zugabe von PL-MDSC. (E) Proliferationsindex
von CD8"-T-Zellen unter Nx und Hx, nach Zugabe von PL-MDSC. Die gestrichelte Linie gibt die
Proliferation der mit OKT3-/ IL-2-stimulierten PBMC ohne Zugabe von MDSC an. Mittelwert +/-
Standardabweichung, n=7-8, **p<0,01, *p<0,05, Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank Test
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3.4. GR-MDSC bei Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung
Laut der deutschen IVF-Register e.V. fuhren etwa 29,1 % aller assistierten
Reproduktionsbehandlungen zu einer Schwangerschaft. Um zu untersuchen,
ob MDSC auch in der frihen Phase der Schwangerschaftsetablierung eine
Rolle spielen koénnten, wurden MDSC 14 Tage nach assistierter
Reproduktionsbehandlung im peripheren Blut quantifiziert. Es wurde der Antell
GR-MDSC in PBMC von Frauen, die eine assistierte Reproduktionsbehandlung
erhalten hatten und bei denen eine Schwangerschaft eingetreten war mit dem
Anteil GR-MDSC in PBMC von Frauen verglichen, bei denen es nach
assistierter Reproduktionsbehandlung nicht zum Eintritt einer Schwangerschaft
gekommen war sowie mit dem Anteil GR-MDSC in PBMC gesunder, nicht
schwangerer Erwachsener.

Nach assistierter Reproduktionsbehandlung war unabh&angig vom Eintreten
einer Schwangerschaft eine signifikant erhéhte Anzahl an GR-MDSC im
peripheren Blut im Vergleich zu gesunden, nicht schwangeren Erwachsenen
ohne assistierte Reproduktionsbehandlung nachweisbar (IVF schwanger 1,35
% bzw. IVF nicht schwanger 1,00 % vs. E 0,21 %, Median, n = 8-15, p<0,005,
Abbildung 14). Frauen, die nach der Behandlung schwanger geworden waren
und Frauen, bei welchen die assistierte Reproduktionsbehandlung erfolglos
blieb zeigten einen vergleichbaren Anteil GR-MDSC (IVF schwanger 1,35 % vs.
IVF nicht schwanger 1,00 %, Median, n = 8-15, p>0,05, Abbildung 14).
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Abbildung 14: GR-MDSC sind im peripheren Blut von Frauen nach assistierter
Reproduktionsbehandlung vermehrt

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus Frauen, welche eine
erfolgreiche (IVF s) bzw. nicht erfolgreiche (IVF ns) assistierte Reproduktionsbehandlung (IVF)
erhalten hatten isoliert und der prozentuale Anteil an granulozytidren myeloiden
Suppressorzellen (GR-MDSC) bestimmt. Als Kontrolle dienten PBMC aus nicht schwangeren
gesunden Erwachsenen (E). Median, n=8-15, ***p<0,005, ns nicht signifikant, Dunnett’s Multiple

Comparison Test
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es die Hypothese zu Uberprifen, dass die
iImmunsuppressiven Eigenschaften von GR-MDSC fir die Aufrechterhaltung
und den komplikationslosen Verlauf einer Schwangerschaft von Bedeutung
sind. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Vorarbeiten zeigen, dass GR-MDSC,
jedoch nicht MO-MDSC, im peripheren Blut von gesunden Schwangeren uber
die gesamte Schwangerschaft hinweg erhoht sind und postpartal rasch wieder
auf das Niveau nicht schwangerer Erwachsener abfallen (Kdstlin et al. 2014).
Es sollte nun untersucht werden, ob GR-MDSC an der Plazenta - dem Ort des
direkten Kontaktes zwischen miutterlichen und fetalen Zellen - akkumulieren
und/ oder dort funktionell aktiviert werden. Weiterhin sollte untersucht werden
wie sich die Zahlen von GR-MDSC im peripheren Blut von Préeklampsie- bzw.
HELLP-Syndrom-Patientinnen  sowie von Frauen nach assistierter
Reproduktionsbehandlung verhalten. Als gemeinsamer pathogenetischer
Aspekt zahlreicher Schwangerschaftskomplikationen wurde zuletzt untersucht,
wie sich ein vermindertes Sauerstoffangebot auf die Funktion von GR-MDSC
auswirkt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, (1) dass GR-MDSC an der
fetomaternalen Grenzschicht akkumulieren, (2) dass diese PL-MDSC die
Effektorenzyme Arginase 1 und iNOS exprimieren und grof3e Mengen an ROS
produzieren, (3) dass PL-MDSC die CD4"- und CD8'-T-Zell-Proliferation
hemmen kdnnen und (4) dass PL-MDSC mehr ROS produzieren als GR-MDSC
aus peripherem Blut der Schwangeren und aus Nabelschnurblut und starker
suppressiv aktiv sind als GR-MDSC aus Nabelschnurblut. Darlber hinaus
konnten wir zeigen, (5) dass GR-MDSC im peripheren Blut von Schwangeren
mit Praeklampsie bzw. HELLP-Syndrom vermehrt vorkommen als im Blut von
gesunden Schwangeren und (6) dass ein vermindertes Sauerstoffangebot die
T-Zell-suppressive Wirkung von PL-MDSC herabsetzt. Zuletzt konnte gezeigt
werden, (7) dass GR-MDSC im peripheren Blut von Frauen nach assistierter

Reproduktionsbehandlung unabhéngig vom Eintreten einer Schwangerschaft
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vermehrt vorkommen verglichen mit dem Blut von nicht schwangeren

Erwachsenen.

4.1. Akkumulation von GR-MDSC an der fetomaternalen Grenzschicht
GR-MDSC akkumulierten in der Plazenta im Vergleich zu Nabelschnurblut und
peripherem Blut der zugehdrigen Schwangeren. Fainaru et al. (2013) konnten
bereits zeigen, dass sich in der Plazenta von Mausen unreife myeloide Zellen
finden, welche ein sehr &hnliches genetisches Expressionsprofil aufweisen wie
unreife myeloide Zellen aus Tumoren. Exprimiert wurden dabei vorwiegend
Gene, welche die Angiogenese, aber auch die Immunantwort und
Entzindungsreaktionen regulieren. Andere Daten zeigen, dass MDSC nach
Organtransplantation akkumulieren, eine Graft-versus-Host-Reaktion
verhindern und das Langzeitiberleben des Transplantats fordern konnen
(Dugast et al. 2008; Highfill et al. 2010; Zhang et al. 2008). Die hier
vorgestellten Ergebnisse deuten erstmals darauf hin, dass GR-MDSC neben
ihrer Bedeutung bei pathologischen Prozessen wie der Immunsuppression bei
Tumorerkrankungen (Brandau et al. 2011; Gabitass et al. 2011; Lechner et al.
2011; Rieber, Brand et al. 2013) auch eine Rolle fur die physiologische
Immunregulation und die Aufrechterhaltung der fetomaternalen Toleranz in der
Schwangerschaft spielen kdnnten.

MDSC zeigen quantitativ ein dhnliches Verhalten wie regulatorische T-Zellen
(Tregs). Tregs akkumulieren im Rahmen von Tumorerkrankungen (Lindau et al.
2013) aber auch im Bereich der fetomaternalen Grenzschicht und scheinen den
Fetus vor einer AbstoRung durch das miutterliche Immunsystem zu schitzen
(Arruvito et al. 2010; Dimova et al. 2011; Mjosberg et al. 2010). MDSC kdnnten
somit als weiterer potentieller Mechanismus der fetomaternalen
Toleranzinduktion in Frage kommen.

Immunhistochemische Farbungen von Plazentaproben zeigten, dass der
GroRteil der CD66b* Zellen auf der miitterlichen Seite, hauptsachlich im
intervilldsen Raum und der Dezidua lokalisiert waren. Diese Ergebnisse passen
zu immunhistochemischen Analysen von Tregs an der fetomaternalen

Grenzschicht, welche eine &hnliche Verteilung dieser Zellen im dezidualen
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Stroma zeigten (Dimova et al. 2011). Da anhand der Oberflachenmarker nicht
zwischen unreifen GR-MDSC mit suppressiven Eigenschaften und reifen
Granulozyten ohne suppressive Eigenschaften unterschieden werden kann,
missen diese Ergebnisse jedoch mit Vorsicht betrachtet werden.

Eine entscheidende, bisher aber noch nicht untersuchte Frage ist wie es zur
GR-MDSC-Akkumulation in der Plazenta kommt. Eine Reihe an Faktoren
wurden beschrieben, welche die Akkumulation und funktionelle Aktivierung von
MDSC bei pathologischen Prozessen induzieren, u.a. HLA-G (Agaugué et al.
2011; Zhang et al. 2008), Vascular Endothelial Growth Factor (Lechner et al.
2011; Nakamura et al. 2013) und IL-6 (Lechner et al. 2011). Viele dieser
Faktoren werden ebenfalls im Rahmen einer Schwangerschaft und dabei ganz
besonders in der Plazenta vermehrt exprimiert (Andraweera et al. 2012;
Darmochwal-Kolarz et al. 2012; Dimitriadis et al. 2005; Hsu et al. 2014;
Raghupathy et al. 1999) und konnten hier eine wichtige Rolle bei der
Akkumulation von GR-MDSC spielen.

4.2. Effektormechanismen von GR-MDSC

PL-MDSC zeigten sowohl eine Expression der Enzyme Arginase 1 und iNOS
als auch ein hohes Potential zur ROS-Produktion in den von uns untersuchten
Zellen. Alle drei dieser Mechanismen wurden im Rahmen pathologischer
Situationen bereits vielfach beschrieben (Bronte und Zanovello 2005; Corzo et
al. 2009; Gabrilovich und Nagaraj 2009; Kusmartsev et al. 2004; Nagaraj et al.
2007).

Das Vorkommen von Arginase in der humanen Plazenta wurde erstmals bereits
1976 von Porta et al. beschrieben. In dieser Arbeit wurde vermutet, dass durch
die Expression von Arginase Ornithin fur die Produktion von Spermidin
bereitgestellt wird. Kropf et al. zeigten dann 2007, dass durch Arginase-
exprimierende Zellen in der Plazenta eine Herunterregulation der CD3(-Kette
und eine Proliferationshemmung von T-Zellen hervorgerufen werden konnte.
Als Zelltyp, welcher fir die erhohte Arginase-Expression in der Plazenta
verantwortlich war, beschrieben Kropf et al. CD15*CD14""" neutrophile Zellen.

Dies stimmt gut mit den Vordaten unserer Arbeitsgruppe lberein, in denen die
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Arginase-Expression im peripheren Blut Schwangerer auf eine verstarkte
Expression von GR-MDSC zuriickzufiihren war (Koéstlin et al. 2014) und zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die zeigen, dass Arginase-exprimierende
Zellen mit Oberflacheneigenschaften neutrophiler Zellen in der Plazenta
akkumulieren.

Stickstoffmonoxid spielt wahrend der Schwangerschaft eine wichtige Rolle bei
der GefaRentwicklung und der Regulation vaskularer Funktionen (Molnar et al.
1994; Valdes et al. 2009). Uber die Bedeutung von Stickstoffmonoxid als
Immunmodulator wéhrend der Schwangerschaft ist bisher jedoch sehr wenig
bekannt.

Baylis et al. konnten 1999 zeigen, dass iNOS in der humanen Plazenta in
Synzytiotrophoblasten und glatten Gefal3muskulaturzellen exprimiert wird und
wahrscheinlich eine wichtige Rolle fur die Entwicklung der Plazenta spielt.
Haddad et al. (1997) zeigten in einem Mausmodell, dass die Expression von
INOS im Bereich der Implantationsregion mit der Abortrate der Tiere korrelierte.
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass eine erhohte Arginase-Expression
durch Reduktion der Verfugbarkeit von Arginin die Stickstoffmonoxid-Produktion
uber die NOS hemmt und die Funktion von NOS in Richtung ROS-Produktion
lenkt, was dann zu verstarktem oxidativen Stress bei Patienten mit
Praeklampsie fuhrt (Johal et al. 2014; Noris et al. 2004; Sankaralingam et al.
2010). Da beide Enzyme, sowohl Arginase 1 als auch iNOS, von PL-MDSC
exprimiert werden, konnte eine Fehlregulation dieser Enzyme in PL-MDSC
ebenfalls zur Pathogenese bei Praeklampsie oder Aborten beitragen.

Die Rolle von ROS in der Schwangerschaft wurde bereits vielfach untersucht
und von Agarwal et al. (2006) ausfihrlich diskutiert: physiologische, geringe
ROS-Level scheinen fir eine Schwangerschaft notwendig zu sein, wohingegen
erhbhte ROS-Level und oxidativer Stress zur Entstehung von
Schwangerschaftskomplikationen wie Infertilitat, Abortneigung und
Praeklampsie beitragen konnen. In Zusammenhang mit MDSC wurde
beschrieben, dass ROS an der Hemmung einer Weiterdifferenzierung von
MDSC zu reifen myeloiden Zellen beteiligt sind (Kusmartsev und Gabrilovich

2003) und dass sie insbesondere eine Suppression der Antigen-spezifischen T-
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Zell-Antwort vermitteln (Kusmartsev et al. 2004; Nagaraj et al. 2007). Dieser
Mechanismus konnte gerade in der Schwangerschaft, wo eine Unterdriickung
der Immunantwort gegen den Fetus, nicht jedoch eine systemische
Immunsuppression erforderlich ist eine Rolle spielen und durch die hohe

Kapazitat zur ROS-Produktion von PL-MDSC vermittelt werden.

4.3. Fahigkeit zur Suppression von T-Zellen

Neben der Expression wichtiger Effektormechanismen konnten wir zeigen, dass
aus der Plazenta isolierte GR-MDSC sehr potent sowohl die CD4"- als auch die
CD8"-T-Zell-Proliferation hemmen kénnen. Dies starkt die Hypothese, dass GR-
MDSC eine Rolle fir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft spielen, indem
sie moglicherweise gegen fetale Antigene gerichtete T-Zellen in ihrer Funktion
hemmen und damit eine Abstol3ung verhindern. Wie bereits erwahnt wird eine
wichtige Frage fur weiterfuhrende Studien zu MDSC in der Schwangerschatft
sein, ob neben der Hemmung der T-Zell-Funktion auf unspezifische Stimuli hin
auch die T-Zell-Antwort auf spezifische, vor allem paternale Antigene durch GR-
MDSC beeinflusst wird. Damit zeigen MDSC auch funktionell Ahnlichkeiten mit
Tregs (Lindau et al. 2013). Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass Tregs
eine wichtige Rolle fir die Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft spielen
(Arruvito et al. 2010; Ernerudh et al. 2011; Hsu et al. 2012; Schlossberger et al.
2013). Jedoch kam es auch bei vollstandiger Depletion aller Tregs im
Tiermodell zu keiner vollstandigen Resorption der Embyronen (Samstein et al.
2012), was darauf hindeutet, dass diese Zellen nicht allein fir die
Toleranzentwicklung gegentiber dem Fetus verantwortlich sein kdnnen,
sondern vielmehr sich ergdnzende Mechanismen existieren mussen, zu denen
wahrscheinlich sowohl Zellen des erworbenen Immunsystems wie die T-Zellen
als auch solche der angeborenen Immunitét wie die MDSC gehdren.
Nachfolgende Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass PL-MDSC
neben der T-Zell-Proliferation auch die Polarisierung von T-Zellen in Richtung
einer Th2-getragenen Immunantwort beeinflussen. Wie bereits erwahnt, wird
eine Verschiebung des T-Zell-Zytokin-Profils in Richtung einer Th2-getragenen

Immunantwort als wesentlicher Mechanismus zur Gewahrleistung der
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fetomaternalen Toleranz beschrieben (Liu et al. 2011; Piao et al. 2012;
Raghupathy et al. 1999; Saito et al. 2010) und Stérungen dieser Polarisierung
scheinen mit dem Auftreten diverser schwerer
Schwangerschaftskomplikationen ~ wie  rekurrierenden  Aborten  oder
Praeklampsie assoziiert zu sein (Arruvito et al. 2010; Bansal 2010; Hennessy et
al. 1999; Jin et al. 2011; Saito et al. 2010; Santner-Nanan et al. 2009;
Strittmatter und Blecken 2007).

4.4. Aktivierung von GR-MDSC an der fetomaternalen Grenzschicht
Anhand vergleichender Untersuchungen zur Enzymexpression und ROS-
Produktion durch GR-MDSC aus dem peripheren Blut Schwangerer, aus
Nabelschnurblut und aus der Plazenta sowie der Analyse der suppressiven
Kapazitat von PL-MDSC verglichen mit NSB-MDSC zeigte sich ein
unterschiedlicher Aktivierungsgrad der Zellen aus den verschiedenen
Kompartimenten. Wahrend die Expression der Effektorenzyme Arginase 1 und
INOS in PL-MDSC im Vergleich zu GR-MDSC aus dem peripheren Blut von
Schwangeren und aus Nabelschnurblut unverandert war, zeigte sich ein
deutlich hoheres Potential zur ROS-Produktion. Diese Ergebnisse entsprechen
Daten von Corzo et al. (2009), die eine verstarkte ROS-Produktion in MDSC
aus Tumorpatienten im Vergleich zu MDSC aus gesunden Kontrollen als
Zeichen einer funktionellen Aktivierung fanden.

Daneben hatten Kusmartsev et al. (2004) in einem Tumormodell beschrieben,
dass die Interaktion von unreifen myeloiden Zellen mit Antigen-spezifischen T-
Zellen in Anwesenheit von spezifischen Antigenen die ROS-Produktion durch
die myeloiden Zellen steigert. Eine Ursache fur die vermehrte ROS-Produktion
durch PL-MDSC konnte die Tatsache sein, dass in der Plazenta im Vergleich
zum peripheren Blut vermehrt fetale und damit ,Fremd“-Antigene exprimiert
werden, welche die GR-MDSC aktivieren kénnten.

Neben der verstarkten ROS-Produktion durch PL-MDSC war die Fahigkeit zur
T-Zell-Proliferationshemmung bei PL-MDSC ausgepragter als bei NSB-MDSC.
Auch dieser Befund spricht fur eine Aktivierung von MDSC in der Plazenta.

Unklar bleibt, welche Effektormechanismen zur starkeren inhibitorischen Potenz
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von PL-MDSC fiuhren, da die Expression der beiden bekanntesten
Effektorenzyme, Arginase 1 und iNOS, nicht erhoht war. AufRerdem soll
untersucht werden, Uber welche Faktoren es in der Plazenta zu einer
Aktivierung der MDSC kommt. Mdégliche Mechanismen kdnnten dabei die
Aktivierung durch fetale Antigene oder durch die Expression von Zytokinen oder
HLA-G durch Trophoblast- und Deziduazellen sein.

Bei allen Ergebnissen zur Untersuchung von PL-MDSC muss vor allem die
Tatsache erwahnt werden, dass bei der mechanischen Verarbeitung von
Plazentabiopsien die Kontamination mit Nabelschnurblut, welches das gesamte
Organ durchflief3t, nicht zu vermeiden war. Es stellte sich also die Frage, ob die
aus der Plazenta isolierten GR-MDSC nicht eigentlich zum grof3ten Teil NSB-
MDSC waren. Sowohl die deutlich verstarkte ROS-Produktion als auch die
verstarkte suppressive Aktivitat auf die T-Zell-Proliferation sprechen jedoch
dagegen. Eine wichtige Frage flr weitere Studien war, ob die aus der Plazenta
isolierten GR-MDSC fetalen oder miitterlichen Ursprungs sind. Dies konnte
nach Abschluss der Arbeit anhand einer genetischen Analyse von
Schwangerschaften mit mannlichen Feten erfolgen. Es wurden GR-MDSC aus
Plazenten von mannlichen Feten isoliert und deren Ursprung analysiert. 80 %
der PL-MDSC wiesen einen weiblichen Karyotyp auf und waren somit

matterlichen Ursprungs.

4.5. GR-MDSC im peripheren Blut von Patientinnen mit Praeklampsie bzw.
HELLP-Syndrom

Im ndchsten Schritt untersuchten wir Blut von Patientinnen mit Praeklampsie
bzw. HELLP-Syndrom, zwei wichtigen immunologischen
Schwangerschaftskomplikationen (Abildgaard und Heimdal 2013; Laresgoiti-
Servitje 2013; Pennington et al. 2012; Saftlas et al. 2014), auf die Expression
von GR-MDSC.

Dabei zeigte sich, dass GR-MDSC im peripheren Blut von Schwangeren mit
Praeklampsie bzw. HELLP-Syndrom im Vergleich zu gesunden Schwangeren

Uberraschenderweise vermehrt vorkamen. Dieses Ergebnis steht in
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Widerspruch zu unserer Hypothese, dass eine verminderte Bildung von MDSC
zu einer gestorten Immuntoleranz gegentber dem Fetus und damit zum
Auftreten von Schwangerschaftskomplikationen fihrt.

In unserer Studie wurden GR-MDSC im Rahmen der Praeklampsie bzw. des
HELLP-Syndroms bisher nur quantifiziert, nicht jedoch funktionell analysiert.
Eine mogliche Erklarung fur die unerwartete Erh6hung des Anteils an GR-
MDSC bei Praeklampsie- bzw. HELLP-Syndrom-Patientinnen kénnte sein, dass
diese Zellen im Vergleich zu MDSC von gesunden Schwangereren eine
verminderte funktionelle Aktivitdt besitzen. Eine weitere Erklarung kénnte sein,
dass die Rekrutierung von MDSC in die Plazenta bei Patientinnen mit
Praeklampsie bzw. HELLP-Syndrom gestort ist und damit zwar systemisch der
Anteil dieser Zellen erhoht ist, sie jedoch am Ort der -eigentlichen
Toleranzinduktion fehlen. Hierauf kdonnten Untersuchungen von Hsu et al.
(2012, 2014) hinweisen, die zeigen, dass die Fahigkeit zur Treg-Induktion durch
spezielle, HLA-G-exprimierende Antigen-prasentierende Zellen in der Plazenta
bei Praeklampsie vermindert ist. Ebenso wie fur die Tregs ware es mdglich,
dass Zellen, welche normalerweise fur die Induktion und Aktivierung von MDSC
an der fetomaternalen Grenze wichtig sind, bei Praeklampsie und HELLP-
Syndrom in ihrer Funktion eingeschrankt sind.

Erganzend zu den bisher genannten moéglichen Grinden fur die vermehrte
Expression von GR-MDSC bei Praeklampsie und HELLP-Syndrom ist aus einer
Reihe von Studien zu Krankheitsbildern, die mit einer Inflammationsreaktion
einhergehen, wie z.B. Sepsis, Trauma oder autoimmunologischen
Erkrankungen weiterhin bekannt, dass es im Rahmen dieser ebenfalls zu einer
Expansion von MDSC kommt. Diese Expansion soll nicht, wie es bei Tumor-
induzierten MDSC der Fall zu sein scheint, durch spezifische Antigene
hervorgerufen werden, sondern sei im Sinne einer ,Notfall-Myelopoese® als
Mobilisation unreifer Populationen aus dem Knochenmark zu betrachten
(Cuenca et al. 2011). Bezogen auf die Schwangerschaft konnte dies bedeuten,
dass es im Rahmen einer Praeklampsie zwar zu einer unspezifischen
Expansion unreifer myeloider Zellen kommt, die spezifische Toleranz

gegeniber den fetalen Antigenen aber dennoch gestort ist.
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Um diesen Fragen weiter nachzugehen, musste zunachst eine vergleichende
Quantifizierung und funktionelle Analyse von GR-MDSC in Plazenten von
gesunden Schwangeren und Patientinnen mit Praeklampsie oder HELLP-
Syndrom erfolgen. Dies war im Rahmen der vorliegenden Studie aufgrund einer
erschwerten Rekrutierung von Probandinnen leider nicht mdglich. Wir wahlten
daher ein Hypoxie-Kulturmodell um zumindest einen pathogenetischen Aspekt

der Praeklampsie genauer zu untersuchen.

4.6. Die Funktion von GR-MDSC unter vermindertem Sauerstoffangebot
Ein wesentlicher pathogenetischer Mechanismus bei der Entstehung der
Praeklampsie scheint ein niedriger Sauerstoffpartialdruck der Plazenta zu sein.
Zahlreiche Studien, so z.B. Untersuchungen zum Vorkommen von
Praeklampsie bei Frauen, welche in Hohenlagen Boliviens, Saudi-Arabiens
bzw. Colorados leben, geben Hinweis darauf, dass ein verminderter
Sauerstoffpartialdruck die Pravalenz der Praeklampsie erhoht (Keyes et al.
2003; Mahfouz et al. 1994; Palmer et al. 1999). Nevo et al. (2006) konnten in-
vitro zeigen, dass die Expression des antiangiogenen Faktors sFlt-1 (soluble
fms-like tyrosine kinase-1) sowohl in Plazenten von Frauen, welche in
Hohenlagen lebten als auch in Plazenten von Praeklampsie-Patientinnen und in
Plazentagewebe, welches unter hypoxischen Bedingungen Kkultiviert wurde
vermehrt exprimiert war. Weiterhin konnten Soleymanlou et al. (2005) zeigen,
dass die Genexpressions-Profile in Plazenten von Frauen aus Hohenlagen, in
Plazenten von Préaeklampsie-Patientinnen sowie in hypoxisch kultiviertem
Plazentagewebe bemerkenswerte Ahnlichkeiten aufwiesen. Trollmann et al.
(2003) zeigten in einem Mausmodell, dass die Uberexpression des Hypoxie-
abhangigen Transkriptionsfaktors HIF-1a in tragenden M&ausen zu klinischen
und pathologischen Veranderungen fuhrte, welche denen einer Praeklampsie
entsprachen, wie z.B. Hypertonie, Proteinurie und glomerulare Endotheliose.
Zur weiteren funktionellen Untersuchung von MDSC im Rahmen der
Praeklampsie wahlten wir daher ein Hypoxie-Modell.

Anhand dieses Modells konnten wir zeigen, dass nach zweistindiger Kultur bei

2 % O, die ROS-Produktion von MDSC nicht verandert war im Vergleich zur
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Kultur bei 21 % O,. In der Literatur finden sich beziglich der ROS-Produktion
unter Hypoxie kontroverse Daten. So beschrieben Corzo et al. (2010) eine
verminderte ROS-Produktion durch murine MDSC aus der Milz nach 48-
stindiger Kultur bei 1 % O,. McGovern et al. (2011) beschrieben aul3erdem
eine verminderte ROS-Produktion durch Neutrophile nach ein- bzw.
vierstundiger Kultur unter hypoxischen Bedingungen. Kim et al. (2014) konnten
hingegen an aus Fettgewebe isolierten Stammzellen zeigen, dass deren ROS-
Produktion nach 20-minutiger Kultur bei 2 % O, erhdht war. Grund flr diese
zum Teil gegensatzlichen Ergebnisse konnten die unterschiedlichen ROS-
Nachweisverfahren und Kulturbedingungen bzw. Kulturzeiten sein.

Hinsichtlich der T-Zell-Suppressivitat von PL-MDSC konnten wir zeigen, dass
diese unter hypoxischen Bedingungen herabgesetzt war im Vergleich zu Kultur
unter Normoxie. Die Wirkung von Hypoxie auf Immunzellen wurde bereits
vielfach untersucht. Zusammenfassend lasst sich aus diesen Studien sagen,
dass Hypoxie auf Zellen der angeborenen Immunitét eher aktivierend (Anand et
al. 2007; Cramer et al. 2003; Peyssonnaux et al. 2005) und auf Zellen der
adaptiven Immunitat eher hemmend zu wirken scheint (Georgiev et al. 2013;
Goda et al. 2003; Neumann et al. 2005; Thiel et al. 2007). Unseres Wissens
nach existiert bisher erst eine Studie, die die Wirkung von Hypoxie auf die
Funktion von MDSC untersuchte: Corzo et al. (2010) konnten an murinen
MDSC aus der Milz zeigen, dass Hypoxie tUber HIF-1a die Kapazitat von MDSC
zur Hemmung der T-Zell-Proliferation sowie zur Hemmung der Interferon y-
Produktion steigerte. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu unseren
Daten, die zeigen, dass die proliferative Aktivitdt von T-Zellen unter Hypoxie
zunimmt, die suppressive Aktivitat der MDSC dagegen aber abnimmt. Eine
maogliche Erklarung fur diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein,
dass es sich um Zellen unterschiedlicher Herkunft handelte. Die meisten der
oben genannten Studien, so auch Corzo et al. (2010) arbeiten mit murinen
Zellen wahrend in der vorliegenden Arbeit Zellen aus peripherem Blut bzw.
Plazenten von Menschen verwendet wurden. Darlber hinaus muss
berticksichtigt werden, dass bereits physiologisch der Sauerstoffpartialdruck in

Plazentagewebe mit 25 mmHg im ersten Trimenon bis 65 mmHg im letzten
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Trimenon (Sullivan et al. 2006), entsprechend 3 % O, und 8 % O, deutlich
unter dem Sauerstoffpartialdruck in peripherem Blut liegt und damit die von uns
gewahlten Standardkulturbedingungen fir die PL-MDSC hyperoxische
Bedingungen darstellen.

Unter Vorbehalt dieser methodischen Kritikpunkte kdnnten unsere Ergebnisse
darauf hindeuten, dass durch die u.a. bei Praeklampsie- und HELLP-Syndrom-
Patientinnen vorliegende Gewebehypoxie eine Beeintrachtigung der MDSC-
Funktion in der Plazenta hervorgerufen wird, welche letztlich dazu fihren
konnte, dass die Toleranz gegeniiber dem semiallogenen Organismus im
Rahmen diverser Schwangerschaftskomplikationen nicht mehr aufrecht

erhalten werden kann.

4.7. GR-MDSC im peripheren Blut von Frauen nach assistierter
Reproduktionsbehandlung
Um einen moglichen Einfluss von MDSC auf die Induktion bzw.
Aufrechterhaltung einer frihen Schwangerschaft zu untersuchen wurde als
klinischer Ansatz die Anzahl an GR-MDSC im peripheren Blut von Frauen nach
assistierter Reproduktionsbehandlung quantifiziert. GR-MDSC waren im
peripheren Blut von Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung
vermehrt vorhanden im Vergleich zu nicht schwangeren gesunden Kontrollen.
Dieses Ergebnis bestatigte unsere Hypothese, dass GR-MDSC bereits in der
sehr fruhen Schwangerschaft eine Rolle spielen kdnnten. Interessanterweise
wiesen jedoch sowohl Frauen, bei welcher die Reproduktionsbehandlung zu
einem Schwangerschaftseintritt flihrte genau wie jene, bei denen es nicht zum
Eintritt einer Schwangerschaft kam erhéhte Zahlen an GR-MDSC auf. Dieses
Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung von Schlossberger et al. (2013), dass
sich die Gesamtzahl von Tregs bei Frauen, welche nach einer assistierten
Reproduktionsbehandlung schwanger geworden waren nicht von der
Gesamtzahl an Tregs bei Frauen mit erfolgloser Behandlung unterschied,
jedoch Unterschiede in der Zusammensetzung der Tregs vorlagen, im Sinne

von vermehrt naiven Tregs und prozentual verminderten Ged&achtnis-Tregs bei
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den Frauen mit erfolgreicher Behandlung. Ebenso kdnnten in der Funktionalitat
von MDSC Unterschiede zwischen erfolgreich und erfolglos behandelten
Patientinnen vorliegen.

Anders betrachtet kann unser Ergebnis Hinweise auf die Akkumulation von GR-
MDSC im Rahmen einer Schwangerschaft geben: vor dem Einbringen der
Spermien oder Embryonen erhalten die Patientinnen eine Stimulationstherapie
mit Geschlechtshormonen. Der Anstieg der GR-MDSC-Zahlen kdnnte also
beispielsweise durch hormonelle Einfliisse zustande kommen. Diese Hypothese
deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie, die zeigte, dass
Medroxyprogesteron die Akkumulation und Funktion von MDSC férdert
(Spallanzani et al. 2013). Weiterhin konnte fur Tregs gezeigt werden, dass
deren suppressive Aktivitat durch Ostrogen gesteigert werden kann (Luo et al.
2011). Aufbauend auf unsere Ergebnisse zur MDSC-Zahl bei Patientinnen nach
assistierter Reproduktionsbehandlung sollte der Einfluss von
Geschlechtshormonen auf die Zahl und Funktion von MDSC in der

Schwangerschaft genauer untersucht werden.

4.8. Methodenkritik und Limitationen des Systems

Zunachst muss betont werden, dass bei den durchgefihrten Versuchen mit
biologischem Material gearbeitet wurde und dass es hierbei immer
interindividuelle Unterschiede gibt, welche bei der Auswertung der Ergebnisse
nie vollkommen ausgeglichen werden kénnen. Jedoch wurde bei der Auswahl
von Probanden und Kontrollen darauf geachtet, dass es sich um ein mdglichst
homogenes Kollektiv hinsichtlich Alter, Gestationsalter und bisherigem
Schwangerschaftsverlauf  handelt.  Auf3erdem  wurden  Probandinnen
ausgeschlossen, bei denen der klinische Verdacht auf ein
Amnioninfektionssyndrom vorlag, welches seinerseits zu Ver&nderungen der
MDSC-Anzahl und Funktion fihren koénnte. Ein Ilaborchemischer oder
serologischer Nachweis einer subklinischen Infektion sowie die Beobachtung
des postpartalen Verlaufs erfolgten jedoch nicht.

Eine weitere Problematik bei der Analyse biologischen Materials aus

Routineentnahmen, wie es bei der Quantifizierung von GR-MDSC im Blut von
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Praeklampsie- und HELLP-Syndrom-Patientinnen der Fall war, ist, dass nicht
alle Proben sofort nach Rekrutierung verarbeitet werden konnten. L&ngere
Lagerungszeiten konnten die prozentualen Anteile der verschiedenen
Subpopulationen der PBMC-Fraktion verandern. Daher wurde eine Kinetik
erstellt und Blutproben nur mit einem Alter von weniger als 24 Stunden nach
Abnahme verarbeitet. Aul3erdem wurden die Kontrollproben nicht nur
hinsichtlich Gestationsalter und Alter der Schwangeren, sondern auch
hinsichtlich der Lagerungszeit vor Verarbeitung aufeinander abgestimmt.

Die Durchfuhrung der Experimente war angelehnt an aus der Literatur bekannte
Methoden, sodass eine vergleichende Aussage zur bereits vorhandenen
Literatur moglich ist. Bei der Verarbeitung der Plazentaproben wurde auf einen
enzymatischen Verdau verzichtet, da sich in Vorversuchen zeigte, dass eine
Behandlung mit DNAse und Kollagenase mdglicherweise zu einer Aktivierung
von Granulozyten fiuhrte, was bewirkte, dass diese teilweise in der PBMC-
Fraktion zu finden waren und so nicht mehr sicher von MDSC zu unterscheiden
waren. Diese Beobachtung machten bereits Rodriguez et al. (2009), die
beschrieben, dass die Behandlung von Granulozyten mit PMA dazu flhrte,
dass diese vermehrt CD66b exprimierten und nach Dichtezentrifugation in der
PBMC-Fraktion zu finden waren. Durch die Behandlung des Plazentagewebes
mit Enzymen konnte die Quantifizierung der GR-MDSC folglich verfalscht
werden, daher wurde in dieser Arbeit eine ausschlielich mechanische
Aufarbeitung des Gewebes durchgefihrt.

Die Kultivierung der Ansatze der CFSE-Proliferations-Assays erfolgte unter
Standardkulturbedingungen bzw. verminderten Sauerstoffoedingungen in
Anlehnung an in der Literatur beschriebene Kulturverfahren um madgliche
pathophysiologische Faktoren der Praeklampsie zu untersuchen (Nevo et al.
2006; Royle et al. 2009; Soleymanlou et al. 2005). Es ist jedoch bekannt, dass
die physiologischen Sauerstoffbedingungen in humanem Gewebe, u.a. in der
Plazenta im Vergleich zu den Standardkulturbedingungen vermindert sind und
damit derzeit die meisten in-vitro Kulturen unter hyperoxischen Bedingungen
stattfinden (Sullivan et al. 2006).
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Bei den Probandinnen nach assistierter Reproduktionsbehandlung wurden
aufgrund  erschwerter  Rekrutierung  Frauen mit  unterschiedlichen
Behandlungsverfahren (in-vitro Fertilisation, intrazytoplasmatischer
Spermieninjektion, kinstlicher Insemination) eingeschlossen. Um genauere
Hinweise auf die Ursache fur die vermehrte Expression von GR-MDSC bei
Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung zu bekommen, sollte in
weiterfihrenden Untersuchungen auf ein einheitlicheres Probandenkollektiv

hinsichtlich der Behandlungsmethode geachtet werden.

4.9. Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen die
Hypothese, dass GR-MDSC fiur die Aufrechterhaltung und den
komplikationslosen Verlauf einer Schwangerschaft eine wichtige Rolle spielen
konnten, indem sie durch ihre immunmodulatorischen und immunsuppressiven
Eigenschaften einen Angriff des semiallogenen Fetus durch mudtterliche T-
Zellen verhindern und so zur fetomaternalen Toleranz beitragen. Wir konnten
zeigen, dass GR-MDSC an der fetomaternalen Grenzschicht akkumulieren,
wichtige Effektormechanismen exprimieren, im Vergleich zu Zellen aus dem
peripheren Blut starker aktiviert sind und in der Lage sind unspezifische T-Zell-
Antworten zu hemmen. Dariber hinaus konnten wir Hinweise darauf finden,
dass PL-MDSC unter vermindertem Sauerstoffangebot, welcher ein
gemeinsamer pathophysiologischer Aspekt zahlreicher
Schwangerschaftskomplikationen ist, eine verminderte suppressive Aktivitat
aufweisen. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass sowohl die Praeklampsie bzw.
das HELLP-Syndrom als wichtige immunologische
Schwangerschaftskomplikationen sowie eine assistierte

Reproduktionsbehandlung zu Veréanderungen in der Zahl von GR-MDSC fuhrt.

Unsere Ergebnisse tragen damit zu einem besseren Verstandnis der
immunologischen Vorgadnge wahrend einer Schwangerschaft und der
Entstehung der fetomaternalen Toleranz bei und kénnten in Zukunft eine

Moglichkeit bieten Schwangerschaftskomplikationen therapeutisch besser
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beeinflussen zu kdnnen. Dartber hinaus kénnen genauere Kenntnisse der
regulatorischen Funktionen von MDSC wahrend der Schwangerschaft helfen,
generelle Prinzipien der Toleranzinduktion besser zu verstehen und eventuell in
Zukunft  therapeutische  Mdoglichkeiten auch zur Behandlung von
Tumorerkrankungen, Transplantationsreaktionen und Autoimmunkrankheiten

abzuleiten.
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5. Zusammenfassung

Wahrend der Schwangerschaft muss das mutterliche Immunsystem in der Lage
sein Infektionen adaquat abzuwehren, gleichzeitig aber einen semiallogenen
Organismus tolerieren. Das Zustandekommen dieser fetomaternalen Toleranz
ist bisher nur unvollstandig verstanden.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die Bedeutung von granulozytéren
myeloiden Suppressorzellen (GR-MDSC) fur den komplikationslosen Verlauf
einer Schwangerschaft untersucht. GR-MDSC wurden in der Plazenta
durchflusszytometrisch quantifiziert, die Expression wichtiger
Effektormechanismen analysiert und ihre Kapazitat zur Hemmung der T-Zell-
Proliferation untersucht. Um den Effekt eines verringerten Sauerstoffangebotes
auf die Funktion von GR-MDSC und damit einen pathogenetischen Aspekt
verschiedener Schwangerschaftskomplikationen genauer zu beleuchten,
wurden GR-MDSC unter hypoxischen Kulturbedingungen funktionell analysiert.
AulBBerdem erfolgte eine Quantifizierung von GR-MDSC im Blut von
Praeklampsie-/ HELLP-Syndrom-Patientinnen und Frauen nach assistierter
Reproduktionsbehandlung.

Es konnte gezeigt werden, dass GR-MDSC an der fetomaternalen Grenzschicht
akkumulieren, die Effektorenzyme Arginase 1 und induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase exprimieren, reaktive Sauerstoffspezies
produzieren und suffizient in der Lage sind, die T-Zellproliferation zu
unterdriicken. AulRerdem scheinen PL-MDSC starker aktiviert zu sein als GR-
MDSC aus der Peripherie. Nach Kultur unter hypoxischen Bedingungen war die
T-Zell-suppressive Kapazitat von PL-MDSC vermindert. Die Quantifizierung von
GR-MDSC im Blut von Praeklampsie-/ HELLP-Syndrom-Patientinnen zeigte ein
vermehrtes Vorkommen dieser Zellen verglichen mit gesunden Schwangeren.
Bei Frauen nach assistierter Reproduktionsbehandlung waren unabhéngig vom

Erfolg der Behandlung ebenfalls erhdhte Zahlen von GR-MDSC zu finden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass GR-

MDSC eine Bedeutung fiur die immunologische Toleranz zwischen Mutter und
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Fetus haben. Aufbauend auf unseren Ergebnissen konnten in Zukunft
Strategien entwickelt werden, immunologische
Schwangerschaftskomplikationen wie Préeklampsie oder Aborte besser

behandeln zu kdnnen.
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