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Kurzreferat:

Die menschliche Schwangerschaft stellt eine besondere Situation fiir das mutterliche Immunsystem dar,
die in der aktiven Toleranz des zur Halfte immunologisch fremden Fetus und der konstanten
Reaktionsfahigkeit gegenuber Krankheitserregern besteht. IL-10-produzierende B-Zellen treten als neue
Akteure der mutterlichen Toleranzmechanismen auf. Um physiologische Ausldser ihrer Expansion zu
identifizieren, wurde in dieser Arbeit zunéchst der Einfluss Trophoblast-abgeleiteter Faktoren auf die
Fahigkeit von B-Zellen IL-10 zu produzieren untersucht. Die Untersuchungen im Maussystem
bestatigten, dass die Kultur von B-Zellen mit Trophoblastzellen bzw. Plazentagewebe die Generierung
IL-10-produzierender B-Zellen unterstiitzt. Unter Verwendung humaner Proben wurde der Einfluss
Trophoblast-abgeleiteter Hormone, speziell des humanen Choriongonadotropin (hCG), Progesteron
(P4) und Ostradiol (E2), auf IL-10-produzierende B-Zellen untersucht. Die in-vitro-Versuche zeigten,
dass hCG sowohl die Generierung IL-10-produzierender B-Zellen als auch die Produktion
schwangerschaftsprotektiver asymmetrischer ~ Antikérper (AAKk) induziert. Die Ergebnisse
unterstreichen die Schlisselrolle des hCG auf B-Zell-assoziierte Toleranzmechanismen in der
Schwangerschaft. Weiterfihrende Versuche zum Einfluss des vom Fetus selbst produzierten AFP
konnten zudem zeigen, dass die Behandlung der B-Zellen mit AFP in hoher Konzentration die Apoptose
der Zellen bewirkt. Die Ergebnisse deuten auf die Existenz fetaler Mechanismen hin, die den Eintritt
potenziell schadlicher B-Zellen in den fetalen Organismus regulieren. Die in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse tragen zum Verstandnis der mitterlichen und fetalen Toleranzmechanismen
in der Schwangerschaft bei. Sie bilden die Grundlage fiir die Entwicklung therapeutischer Anséatze zur
Behandlung von Schwangerschaftskomplikationen, die auf einer immunvermittelten AbstoRung des

Fetus basieren.

Schlisselworter

B-Zellen, AFP, E2, P4, hCG, regulatorische B-Zellen, Schwangerschaft



INHALTSVERZEICHNIS

ABBILDUNGSVERZEICHNIS ...ttt sttt e et se st st st sae b sae b e s e ese e b e besbe b st et et e b e neeneebeens \Y
TABELLENVERZEICHNIS ...uttttiititeiestestastateste st saeste st se st besbe st b sse b e s eseaseaseabesbeabesbesbebeneeseenenneas VI
ABKURZUNGSVERZEICHNIS. c..cvtettettattetestestesaesteseeseasessessessessessessesssssssessessessessessessesssssssessessessessessessenes VII
1 EINLEITUNG ...t teteteee ettt ettt sttt et et et st et e et e e neeneebeeneeteneenneneeneas 1
11 Die Schwangerschaft des MeNnSChEN ... 1
111 Physiologie in der Frihschwangerschaft ... 1
1.1.2 Entwicklung, Aufbau und Funktion der Plazenta...........cccccvvviieienieiie s 1
1.1.3 Die biologische Funktion von hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP in der
SCRWANGEISCRATT ... ..o e e re e 3
1.2 Die Schwangerschaft der MAUS ..o 4
13 Allgemeine Konzepte der IMMUNOIOGIE .......ccoieieiiieiiiie e 5
14 Immunologische Prozesse innerhalb der Schwangerschaft............cccooiiviiiiiciiccenee, 6
141 Trophoblast-vermittelte IMmUNreguIation.............ccccei e 7
1.4.2 Zellbedingte Immunmechanismen in der Schwangerschaft ... 7
1.4.3 Storung der FrihsSChwangersChaft ...........covoviiiiiiie e 8
15 B-ZBIIEIN .ttt et e r e e 9
151 B-ZEl-UNTEIGIUDPPEN ...ttt bbbt 9
152 RegulatorisChe B-ZEHEN ..........oooiiec s 10
1.6 Immunglobuline: Struktur und SUDKIASSEN...........c.ccviiiiiiiiiiiccccece e 12
16.1 IMMUNGIOGUIIN G .ot be e be e sreers 12
1.6.2 IgG-FC-GIYKOSYHEIUNG......cuiiiiiiitiieeteee et 13
1.6.3 1gG-Fah-GlYKOSYHEIUNG......coviiiitiiieieee e 14
1.7 Die Rolle von B-Zellen innerhalb der Schwangerschaft ..., 14

171 Veranderungen des B-Zellkompartiments und die Bedeutung mtterlicher Antikorper....14
1.7.2 IL-10-produzierende B-Zellen als Regulatoren der Immuntoleranz..............ccccoovveninnenns 16

18 Immunmodulierende Eigenschaften von Hormonen und AFP in der Schwangerschaft..16

18.1 NG e 17
18.2 PrOGESTEION ...ttt 17
OE TR N © 1 1 U [To] [OOSR TR 18
L 84 AR et 19
1.9 ZIRISTEITUNG ...ttt bbbttt ettt st nb e n s 20
2 MATERIALIEN UND METHODEN ......cctiiiitiitisiinresiesree st sne e 21
2.1 Y L ECT =TT o SRS 21
211 Allgemeine LaborausStattung ........cc.ooveeeieiieie et 21
2.1.2 (@01 40 o101 =T o] oo ] £=1 141 1 1SRRI 21



2.1.3 Gerdte und Materialien fUr die ZeIHKUITUT .........cooiiiiii s 22
2.14 Gerate und Materialien fir die magnetische Zellsortierung (MACS®) ......cccooevvvevevevevenne. 22
215 Gerate und Materialien fir die DurchflusSzytometrie .........ccoooeeveieiciiiiiice e 22
216 Chemikalien Und LOSUNGEN .......cviiiiiiiiie et 22
2.1.7 Hormone, Proteine und andere biologisch aktive Substanzen.............cccocovivevenieiineiennnn, 23
2.1.8 E N 1] (o] 01 SR 23
219 KIESYSTEIMIE ...ttt b e b 24
2.1.10  Medien und PUTFErIOSUNGEN........cviiiiie ettt st st ne e re e 24
2. 101 ZEHIINIEN ettt bbbttt ettt e 25
2.0.12  IMIAUSSEAIMIMIE ...ttt ettt b e bt ab e bbb et e e eb e e e bb e e st e e be e sbeesbeesanesnbeantas 25
2.2 Y11 1 o (=T o SRS 26
2.2.1 Zellkulturtechniken unter Verwendung von JEG-3- und SM9-2-Zellen...........cccccoevenene. 26
2.2.1.1 Auftauen und KUILIVIEIUNG ......oviiiiieiccece ettt s 26
2.2.1.2 Passagieren Und EINTIIEIEN ..o 26
2.2.1.3  ZellzahIDeSHMMUNG ....oocvieiiiececc ettt et s re e te et s reeneesre e 27
2.2.2 Tierexperimentelle MEthOUEN...........ccovoiiiiicc e e 27
2.2.2. 1 THEINAITUNG ..ottt 27
2.2.2.2 ' NVerpaarung der MEUSE. ........c.cuiiiiiiriiite ettt 27
2.2.2.3 Mauspraparation fir die Isolierung von Lymphozyten aus der Milz ...........c.ccccoevevenenn, 27
2.2.2.4 Durchflusszytometrische Zellsortierung von CD197IL-10" B-Zellen.........c..cccccovevenennee 28
2.2.2.5 Mauspréparation zur Gewinnung von PlazentageWebe.............ccooeieirieniinenencneneiens 28
2.2.2.6 Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen und SM9-2-Zellen ..........cccceoeveiniiiinneiiienenenns 28
2.2.2.7 Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen mit Plazenta-Explantaten.............ccocceveveiiennenenn, 29
2.2.3 Humanexperimentelle MethOUEN. ..........c.ooviiiiiieee s 29
2.2.3.1 BIULGEWININUNG. ...ttt bbbttt ettt 29
2.2.3.2 Isolierung peripherer mononukledrer Blutzellen (PBMZ)..........ccccocvevveveiieciciiieccenan, 30
2.2.3.3 Isolierung von B-Zellen mittels MACS®.........cccooviiiiiiiiiiieieeee e 30
2.2.3.4 Behandlung von B-Zellen mit Stimulanzien, Hormonen und AFP ............ccocoiviniienne 30
2.2.3.5 Kokultur von B-Zellen und JEG-3-Zellen........cooiiiiiiiiiieeie e 31
224 DUICNTIUSSZYLOMELIIE. ...ttt st nee e 31
2.2.4.1 TheoretisChe GrundIagen...........ccuiiiiiiiiieeeee e 31
2.2.4.2 Extrazelluldre und intrazellulare Farbung von humanen B-Zellen.............ccccoceveienenne 32
2.2.4.3 Auswertung durchflusszytometrischer Daten fir humane B-Zellen ............cccccooeeen. 33
2.2.4.4 Durchflusszytometrisch-basierte ZellSOrtierung..........c.ccoovverineieieinins s 33
2.2.4.5 Auswertung durchflusszytometrischer Daten fur murine B-Zellen............ccococveninenne 33
2.2.4.6 Apoptosebestimmung mittels Annexin V- / Propidiumiodid-Farbung.............ccccoeuenen. 34
225 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) .......coooiiiiiiiiieee e 34
2.2.5.1 ELISA zum NachwWeis VON TL-10 .......ccociririiriiieiiisiesisie e 34



2.2.5.2 ELISA zum Nachweis von IgM, IgA UN 1gG .......ccooiiiiiicece e 35

2.2.6 Bestimmung der 1gG Fc-N-Glykosylierungsprofile ..o, 35
2.2.7 hCG-Behandlung von Hybridomazellen und Bestimmung der asymmetrischen Fab-
Glykosylierungen produzierter anti-DNP-AK..........ccccoiiiiiiinineecsese e 35
2.2.8 Caspase-Glo®-AnalySeVerfalren ... 35
2.2.9 SEALISTIK .ttt ben s 36
3 B RGEBNISSE ...ttt ettt ettt sttt sttt bttt b bbb et bt s ekt b e btk e e eb e bbb Rt b bt nre e s 37
3.1 ANAlYSe der MaAUSPIODEN ........oviiiiee e 37
311 Gating-Strategie der durchflusszytometrischen Auslese CD19*IL-10" B-Zellen................ 37
3.1.2 Die Kokultur von CD197IL-10" B-Zellen mit Trophoblastzellen fordert die Erzeugung von
IL-10-produzierenden B-Zellen in VItrO ........cccoovciiiiiic i 38
3.1.3 Die Blockade von TGF-B hat keinen Einfluss auf die Trophoblast-vermittelte
Konvertierung in CD197IL-10% B-ZEHEN ......cccviiiiiiieieesee s 39
314 Die Kokultur von CD197IL-10" B-Zellen mit Plazenta-Explantaten bewirkt eine
signifikante Differenzierung in CD19*IL-10* B-Zellen .........ccccevveiiivciiicieceseee e 39
3.2 Analyse humaner ZelleXPerimente ... 40
3.2.1 Etablierung der B-Zell-Aktivierung und Gating-Strategie fir die durchflusszytometrische
Messung von CD19*CD24MCD27*1L-10" B-ZEHEN..........ccceeverriircieeeeeeeceee e, 41
3.2.2 hCG-produzierende JEG-3-Zellen bewirken einen signifikanten Anstieg der IL-10* B-
Zellen, der durch die Blockade von hCG signifikant beeintrachtigt wird .......................... 41
3.2.3 Die Kultivierung der gesamten B-Zell-Population mit JEG-3-Zellen hat keine Auswirkung
auf die 1L-10-SeKretion der B-ZEeHEN .........ccoveiiiieie et 42
3.24 Der Einfluss von rhCG, Progesteron und Ostradiol auf das Oberflachenrezeptorprofil und
die IL-10-Sezernierung VON B-ZelleN.........cccveiiiiiii i 43
3.2.4.1 hCG, jedoch nicht Progesteron oder Ostradiol, erzeugt einen signifikanten Anstieg der
IL-10-produzierenden B-Zellen iN VItr0 ........cccooeiiiiiiiiiiiicceeees e 43
3.2.4.2 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit rhCG, Progesteron oder
Ostradiol hat keinen Einfluss auf die 1L-10-SeZernierung ............ccocevvueveveveverereerenennns 44
3.25 Der Einfluss vOn AFP auf B-ZEIIEN.........coccoiiiiiiieeeecee s e 45
3.2.5.1 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP beeinflusst weder die
Generierung von IL-10* B-Zellen noch die 1L-10-Sezernierung .........c.ccccevererervernennnn. 45
3.2.5.2  Zellmorphologische Veranderungen der B-Zell-Population unter Zugabe von AFP in
fetaler SErumKoNZENTratioN..........cooiiieiie e 47
3.2.5.3 Die in-vitro-Stimulation der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler
Serumkonzentration induziert apoptotische VVorgénge in B-Zellen .............ccocooevenennne. 47
3.2.5.4 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler
Serumkonzentration zeigt signifikant erhéhte Caspase-3 und -7 Aktivitaten ................. 48
3.2.6 Der Einfluss von hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP auf die Antikorperbildung der B-
4] | =] o SR 49
3.2.6.1 Weder hCG, Progesteron, Ostradiol noch AFP haben einen Einfluss auf die
Konzentration von IgM, 1gG und IGA ..o 49



3.2.6.2 hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP haben keinen Einfluss auf das Fc-

Glykosylierungsprofil der IgGL-UNterkIasse ..........ccccevivieviiieiie i 51

3.2.6.3 hCG erhoht die F(ab)-asymmetrische Glykosylierung von IgG in Hybridom-112D5-
] | 1] o USSR 53
3.3 Zusammenfassung der ErgebniSSe. ........ccoiiiiiiiiieees e 54
4 DISKUSSION ..vuteuteuteseaseesestestestessesteseeseeseasessessessessesessesseseeseaseaseasessessessessessessaseaseasessessensessnnsns 55

4.1 VVom Trophoblasten sezernierte Faktoren induzieren die de-novo-Konvertierung IL-10-

positiver B-Zellen aus IL-10-negativen B-Zellen ... 55
4.2 hCG induziert einen Anstieg IL-10-produzierender B-Zellen in der friihen

Schwangerschaft, nicht jedoch Progesteron und Ostradiol.............cccccocevevieeeieeececceennans 57
4.3 Die Gabe von AFP induziert apoptotische Vorgéange in kultivierten B-Zellen.................. 59
4.4 Die Wirkung der Schwangerschaftshormone und des AFP auf Antikorper, speziell deren

Fc- und Fab-GlYKOSYIIEIUNGEN........coiiiiiie ettt sttt st sre e 60
4.5 Zusammenfassung UNd AUSDIICK ..o 61
5 ZUSAMMENFASSUNG .....ccvvevtettettetestestestetessesaasessestessesbessessessassaseasessessessessessesaaseasessessessessessenes 63
LITERATURVERZEICHNIS ...cttitiittitestestesee e seesesse st steste st st te e s asessesbesbesbesaebente s eseaseabeaseabestesbenbeneeneens 64
DANKSAGUNG .....ceutettteitestestesteseeseeseesestesbesbessesbeeesseseaseebeasesbesbe b e e e st e R e e Rt e b e e Eeabeeb e b et e st ebeebeabeaeenbeneentene e 81
EHRENERKLARUNG .......ceitiititesietiesiateetessestessessessessessasaasessassessessessessassessasessessessessessessessassasessessessessensens 82
DARSTELLUNG DES BILDUNGSWEGES ......ccitttiieriariatentesiestestesteseeseeseasessessessessessessessssessessessessessesseseens 83
WISSENSCHAFTLICHE LEISTUNGEN ....ottitttesiesieseeiesie st siesie st see e seesessestessessesseseesessessessessessessessessesens 84
ANHANG  ooiiiiiie ettt ettt st et et et et e st e Rt e Re e b e e b e e be e e st e st e Rt e RaeRe e R e e R e be e et et e Rt e R e e Reetenrenre et enee 86



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: Darstellung der Trophoblastinvasion in die Dezidua...........c.ccceevevieveiieeieie e, 2
Abbildung 2: Darstellung der immunologischen Stadien der Schwangerschaft............cccocooeiiiiiiennn, 6
Abbildung 3: Funktionelle Effektormechanismen der Breg-Zellen...........cc.cooveieiiiiiiiiiiicneee 11
Abbildung 4: Schematische Darstellung eines IgG-Molekiils inklusive der Fc-Glykosylierung und

asymmetrischen Fab-GIYKOSYHEIUNG.........vcviiiie sttt ane s 13
Abbildung 5: Auslese der CD19IL-10" B-ZEIIEN........ccviieieciee et 37

Abbildung 6: Trophoblastzellen fordern die Generierung IL-10-produzierender B-Zellen in vitro......38

Abbildung 7: Die Behandlung mit einem anti-TGF-R-Ak hatte keinen Einfluss auf die Differenzierung
IN CD19¥IL-10" B-ZEIHEN IN VITFO. .ooviiiiiiiiiiieieieis sttt 39

Abbildung 8: Lésliche plazentare Faktoren forderten die Generierung von I1L-10" B-Zellen in vitro...40
Abbildung 9: Identifizierung der CD19*CD24"CD27*1L-10* B-Zellen innerhalb des B-Zellpools. ....41
Abbildung 10: hCG-produzierende JEG-3-Zellen induzieren einen signifikanten Anstieg der IL-10* B-

] | 1] o S S SSPSST 42
Abbildung 11: Die Kokultur von stimulierten (st.) B-Zellen mit JEG-3-Zellen in An- oder
Abwesenheit von hCG zeigte keine signifikante Auswirkung auf die IL-10-Sekretion. ..........c.cc.c....... 43
Abbildung 12: hCG, jedoch nicht P4 oder E2 stimulierten die Generierung IL-10-produzierender B-
] | 1] o ST SSSS 44
Abbildung 13: Die in-vitro-Behandlung der magnetisch isolierten B-Zellen mit rhCG, P4 oder E2 hat
keinen Einfluss auf die 1L-10-SeKIetioN. ........ccoveiiiiiiiie i 45
Abbildung 14: Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in mutterlicher oder
fetaler Serumkonzentration zeigt keinen Effekt auf die Generierung von IL-10" B-Zellen................... 46
Abbildung 15: Die in-vitro-Behandlung totaler stimulierter (st.) B-Zellen mit AFP in mitterlicher oder
fetaler Serumkonzentration (ibt keinen Effekt auf die IL-10-Freisetzung aus. .........ccccoovvvveneienenienns 46
Abbildung 16: AFP in fetaler Serumkonzentration flhrt zu zellmorphologischen Verédnderungen
innerhalb der gesamten B-Zell-POPUIALION...........ccccoiiiiiiciiiece e 47
Abbildung 17: Die fetale Serumkonzentration von AFP induzierte die Apoptose und Nekrose
innerhalb der gesamten B-Zell-POPUIALioN...........ccoiiiiiiiiiic s 48
Abbildung 18: Die in vitro Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler
Serumkonzentration erhoht die Caspase-3 und -7-AKLIVItAL. ..........cccocevieiiiiiii e 49
Abbildung 19: Die Behandlung mit rhCG, P4 oder E2 zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Quantifizierung von IgM, 1gG UN TGA. ... 50
Abbildung 20: Die IgM-, 1gG- und IgA-Quantifizierung zeigte sich nach Kultivierung mit AFP in
fetaler Serumkonzentration VEIMINGEIT. ...........oovi i e 51
Abbildung 21: 1gG1 Fc-Glykosylierungsprozesse wurden nicht durch Schwangerschaftshormone
DEEINTIUSST. ...ttt ettt e et te e eesbe e s e e besreeneesbeeneeseeeneeneenneas 52
Abbildung 22: 1gG1 Fc-Glykosylierungsprozesse wurden nicht durch die Behandlung mit AFP

0oL T PSPPSRSO 53
Abbildung 23: Der Zusatz von hCG zu Hybridom-112D5-Zellen erhéhte den Anteil AAK. ................ 54
Abbildung A.1: Die in vitro Stimulation von B-Zellen mit AFP in fetaler Serumkonzentration
induzierte apoptotische Vorgange in B-LYMPhOZYLeN.........ccccoiiiiiiiiiine s 86



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1: Miitterliche Serumwerte fiir hCG, P4, E2 und AFP innerhalb der Schwangerschaft ............. 4
Tabelle 2: Charakteristika der weiblichen, nulliparen Studienteilnehmer. ...........ccccooevvviiviii i, 29
Tabelle 3: Exzitations- und Emissionsmaxima (Exmax/Emmax) der Fluorochrome fur die

durchflusszytometrische Vermessung humaner B-Zellen............ccoooiiiiiiii i 32
Tabelle A.1: Behandlungsschema fuir humane B-Zellen.............ccooveieiiiiiiie i 86

\



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AAk
AFP
Ak
APS
APZ
Breg-Zelle
BSA
BZR
DMEM
DMSO
Dz
EAE
EDTA
ELISA
E2
FACS
FBS
FcR
FITC
FSC
GFP
HBSS
hCG

min

MS

MW

MZ
MZ-B-Zelle
NaCl

Asymmetrische Antikorper

Alpha-Fetoprotein

Antikorper

Antiphospholipidsyndrom

Antigen(-)prasentierende Zelle

regulatorische B-Zelle

bovines Serumalbumin

B-Zell-Rezeptor

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Di-Methyl-Sulfoxid

Dendritische Zelle

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Ostradiol

Fluorescence Activated Cell Sorting (Fluoreszenz-basierte Zellsortierung)
Fetales bovines Serum

Fc-Rezeptor

Fluoresceinisothiocyanat

Forward Scatter (Vorwartsstreulicht)

Green Fluorescent Protein (griin fluoreszierendes Protein)
Hank's Balanced Salt Solution

humanes Choriongonadotropin

Schwefelséure

Immunglobulin

Interleukin

Interquartile range (Interquartilsabstand)

Intrauterine Growth Restriction (intrauterine Wachstumsrestriktion)
Luteinisierendes Hormon

Magnetic Activated Cell Sorting (magnetische Zellsortierung)
Minute/n

Multiple Sklerose

Mittelwert

Mastzelle

Marginalzonen B-Zelle

Natriumchlorid

Vil



NaN3
NK
NS
PBMC
PBS
PFA
PIBF
PIGF
pNK
P/S

P4

RA
RLE
rpm
RPMI
RSA
RT

s
sFIt-1
SSC
SSW
Treg-Zelle
TGF-B
TNF
U.N.
UNK-Zelle

Natriumazid
Nattrliche Killerzelle
normale Schwangerschaft

Peripheral Blood Mononuclear Cells (periphere mononukleére Zelle/n)
Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzldsung)

Paraformaldehyd

Progesteron-induzierter Blockierungsfaktor
Plazentawachstumsfaktor

periphere Naturliche Killerzelle
Penicillin/Streptomycin

Progesteron

Rheumatoide Arthritis

Relative Lichteinheit

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Roswell Park Memorial Institute
rezidivierender Spontanabort
Raumtemperatur

Sekunde/n

soluble fms-like tyrosin kinase-1

Sideward Scatter (Seitwaértsstreulicht)
Schwangerschaftswoche

regulatorische T-Zelle

Transforming Growth Factor-p (transformierender Wachstumsfaktor 3)

Tumor necrosis factor (Tumornekrosefaktor)
tber Nacht

uterine NatUrliche Killerzelle

Vil



1 Einleitung

“Cases of recurrent abortions, preeclampsia or babies born with hemolytic diseases of the newborn still
puzzle us with the question "Why did your mother reject you?" Although, after looking at the complexity
of the maternal-fetal immune interaction /... /the question now becomes: "Why didn't your mother reject
you?" [1]. Die Schwangerschaft wird maRgeblich durch Immunzellen reguliert. Wéhrend diverse
Mechanismen der peripheren und lokalen Toleranzinduktion die Abstollung des semiallogenen Fetus
verhindern, wird der Schutz vor Krankheitserregern gewdhrleistet. Das Ziel dieser Arbeit ist die
Identifizierung neuer Toleranzmechanismen, um neue Bereiche fir die Diagnostik und Therapie von

Schwangerschaftskomplikationen aufzudecken.

1.1 Die Schwangerschaft des Menschen

Die Schwangerschaft des Menschen umfasst 40 Schwangerschaftswochen (SSW). Klinisch erfolgt die
Einteilung in drei Trimena: erstes Trimenon: 1.-13. SSW, zweites Trimenon: 14.-26. SSW, drittes
Trimenon: 27.-40. SSW.

1.1.1 Physiologie in der Frithschwangerschaft

Die Oozyte wird nach der Ovulation von den Fimbrien des Eileiters aufgenommen und zum
Uteruslumen transportiert. Im Eileiter erfolgt die Befruchtung der Oozyte durch das Spermium. Die
Gametenkerne verschmelzen zu einer Zygote, die 4-5 Tage nach der Ovulation in das Uteruslumen
eintritt.  Zu diesem Zeitpunkt hat der Embryo durch mitotische Zellteilungen und
Flussigkeitsanreicherung das Blastozystenstadium erreicht. Die Blastozyste differenziert sich in die
aulere trophektodermale Zellschicht, die von Trophoblastzellen gebildet wird und in die innere
Zellmasse, aus der der Embryo hervorgeht [2]. Der Trophoblast bildet die Grundlage fir die
Entwicklung der Uberwiegenden Anteile der Plazenta. Das Uterusepithel durchlduft einen strukturellen
und funktionellen Umbau und wird zur Dezidua umgebaut, welche zugleich von miitterlichen
Immunzellen infiltriert wird. Die Dezidualisierung des Uterusepithels ist essenziell fiir die Adh&sion der
Blastozyste und wird durch Hormone gefordert. 7-12 Tage nach der Fertilisation erfolgt die
Trophoblastinvasion in das rezeptive Uterusepithel und die Implantation der Blastozyste. Die Invasions-
und Implantationsprozesse werden von Faktoren, wie beispielsweise Hormonen, gesteuert, die von

Trophoblastzellen und Immunzellen produziert werden [3].

1.1.2 Entwicklung, Aufbau und Funktion der Plazenta

Die Plazentaentwicklung beginnt mit der Bildung eines polynukledren Synzytiums. Im Zuge der
Implantation proliferiert der fetale Trophoblast und wird mehrschichtig. Durch die Verschmelzung der
&uleren, mononukledren Trophoblastzellen entsteht der mehrkernige, invasive Synzytiotrophoblast,

welcher den Embryo umgibt und fingerférmige, in das mditterliche Gewebe reichende, Ausstiilpungen

1



aufweist. Die darunterliegenden Zytotrophoblasten garantieren durch weitere Zellfusionen das
Wachstum des Synzytiums. Innerhalb des Synzytiotrophoblasten entstehen, durch Erosion der
mitterlichen Kapillaren, mit Blut gefillte Lakunen, die zusammenflieRen und den intervillésen Raum
bilden. Die Bereiche zwischen den Lakunen werden Trabekel genannt. Sie verbinden die fetale Seite
der Plazenta (Chorionplatte) mit der mutterlichen Seite (Basalplatte). Durch Migration der
Zytotrophoblasten in die Trabekel entstehen astdhnliche Primarzotten. AnschlieBend schieben sich
mesenchymale Zellen des Embryoblasten in diese Bereiche (Sekundarzotten), gefolgt von der
Entwicklung darin verlaufender fetaler BlutgefaBe (Tertidrzotten). Die im intervilldsen Raum
freischwimmenden Zotten werden von mutterlichem Blut umspullt und gewahrleisten den
bidirektionalen Stoffaustausch. Dieser Kontakt zwischen mitterlichen im Blut zirkulierenden
Immunzellen und fetalen Trophoblastzellen stellt eine fetomaternale Grenzfliche dar. Einige
Zytotrophoblasten durchdringen die Trabekel des Synzytiotrophoblasten in Form von Zellséulen bis sie
das mitterliche Gewebe erreichen. Als extravilloser Trophoblast invadieren sie die Dezidua, leiten die
uterine Gefalumwandlung ein und erzeugen weitere fetomaternale Grenzflachen (Abbildung 1). Die
Infiltration des midtterlichen Gewebes unterliegt zahlreichen Regulationsmechanismen, die das
Proliferations- und Migrationspotenzial der Trophoblastzellen steuern. Fehlfunktionen kdénnen zu
Komplikationen wie dem Abort, intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR) oder Praeklampsie fuhren.
Ab dem 4. Monat lasst sich die Plazenta in drei Bereiche gliedern: die Basalplatte, den intervillésen
Raum mit Zottenbdumen und die Chorionplatte. Die Hauptaufgabe der Plazenta besteht in der
Versorgung des Fetus mit N&hrstoffen sowie dem Austausch von Blutgasen, Zellen, Immunglobulinen
(1g), Stoffwechselendprodukten und ggf. Medikamenten. Als endokrines Organ produziert die Plazenta
Hormone, die fir den Erfolg der Schwangerschaft entscheidend sind [4].

Synzytiotrophoblast
Intervilldser Raum

Zytotrophoblast

Zotte

Trophoblastare
Zellsdule Uterine GefaRe

Extravilloser @ g

Trophoblast -
@ Endovaskularer

Dezidua Trophoblast

Abbildung 1: Darstellung der Trophoblastinvasion in die Dezidua (modifiziert nach Huppertz
2018 [5])



1.1.3 Die biologische Funktion von hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP in der

Schwangerschaft

Das humane Choriongonadotropin (hCG) gehért der Familie der Glykoproteine an. hCG wird initial
von der Blastozyste, im weiteren Verlauf vom Synzytiotrophoblasten freigesetzt. Nach Sekretion in den
mitterlichen Kreislauf wird hCG Uber die Nieren ausgeschieden. Die Bestimmung des hCG im Urin
wird zur Feststellung der Frihschwangerschaft genutzt [6]. Die Serum-hCG-Werte steigen im ersten
Trimenon rasch an, erreichen um die 10. SSW ihren HOhepunkt und nehmen bis zum Ende der
Schwangerschaft sukzessive ab [4]. Funktionell stimuliert hCG die Progesteron- und Ostrogensynthese
des Corpus luteum (Gelbkorper) bis der Synzytiotrophoblast den Gelbkdrper in dieser Funktion abldst
[6]. Weiterhin agiert hCG als Regulator der Trophoblastinvasion und fordert die deziduale Angiogenese
[7]. Bei Méusen werden vergleichbare Funktionen durch das homologe luteinisierende Hormon (LH)
ausgefihrt. hCG hat eine dem LH &hnliche Struktur und beide binden an den gleichen Rezeptor [8]. Die
LH/CG-Rezeptoren werden vom Synzytium, den Zytotrophoblastzellen und extravillosen
Trophoblastzellen exprimiert [7]. Immunzellen exprimieren ebenfalls den LH/CG-Rezeptor und
initiieren toleranzférderliche Prozesse an der fetomaternalen Grenzflache tiber diesen [9].

Das Steroidhormon Progesteron (P4) wird zunéchst im Corpus luteum graviditatis und danach vom
Synzytiotrophoblasten gebildet [4]. Der P4-Spiegel im mitterlichen Blut steigt kontinuierlich und rapide
nach der 10. SSW, als Folge des Plazentawachstums, an (Tabelle 1) [10]. Die
schwangerschaftserhaltenden Funktionen von P4 umfassen die Umwandlung vom proliferativen in ein
sekretorisches Endometrium und Relaxation der Uterusmuskulatur. Beides sind grundlegende
Voraussetzungen fiir die Implantation des Embryos [6]. Ferner moduliert P4 proinflammatorische (Th1)
und antiinflammatorische (Th2) Elemente des miitterlichen Immunsystems, um die Toleranz des Fetus
zu unterstitzen [10]. Verschiedene Immunzellen exprimieren P4-Rezeptoren und produzieren in
Gegenwart von P4 den Progesteron-induzierten Blockierungsfaktor (PIBF), welcher immunsuppressive
Effekte vermittelt [11].

Ostrogene gehoren ebenfalls der Gruppe der Steroidhormone an. Sie werden im Ovar, der Plazenta, den
miitterlichen und fetalen Nebennieren gebildet und setzen sich aus Ostron (E1), Ostradiol (E2) Ostriol
(E3) sowie Ostetrol (E4) zusammen. E2 stellt das endokrinologisch wirksamste Ostrogen der Frau dar
[7]. In der Schwangerschaft wird die E2-Synthese zunéchst im Corpus luteum graviditatis unter hCG-
Einfluss gesichert. Anschlielfend tibernimmt der Synzytiotrophoblast die Giberwiegende Produktion. E2
wird in groBen Mengen in die mdtterliche Blutzirkulation gegeben, sodass die Serum-E2-Werte
kontinuierlich bis zur Geburt ansteigen. Funktionell férdern Ostrogene das Wachstum des graviden
Uterus und des Brustdrisengewebes [6]. E2 stimuliert das Wachstum sowie die Differenzierung des
Uterusepithels und unterstutzt damit die Embryoimplantation. AuBerdem reguliert es die Angiogenese
und uteroplazentare Perfusion [12]. Am Schwangerschaftsende erhdhen E2 und E3 die Kontraktilitat
des Myometriums, um Wehen auszulésen [7]. Ostrogenrezeptoren werden von Lymphozyten,
natirlichen Killer (NK)-Zellen und dendritischen Zellen (DZ) exprimiert [13].



Tabelle 1: Mutterliche Serumwerte fur hCG, P4, E2 und AFP innerhalb der Schwangerschaft

Protein hCG™4 P4 115.16] E2 [16] AFPT]
mIiU/ml ng/mi pg/ml ng/ml
Zeitraum
Nicht < 1% <20 < 443 <7
schwanger
1. Trimenon 5188000 848 188 — 2497 9-18
2. Trimenon 109990-2390 32-79 1278-7192 53-80
3. Trimenon 58125-2228 99-342 3460 - 6137 98 — 283

* Referenzwerte, Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie, Uniklinik Magdeburg

** pramenopausal

Das Glykoprotein Alpha-Fetoprotein (AFP) wird physiologisch primar wéhrend der Schwangerschaft
produziert. Syntheseorte sind der Dottersack, die fetale Leber und der fetale Gastrointestinaltrakt. Daher
ist AFP in hoher Konzentration im fetalen Serum (50-3000 pg/ml) und in der Amnionflussigkeit
nachweisbar [18]. Es diffundiert diaplazentar in das mutterliche Serum (Tabelle 1). Im
Erwachsenenalter ist die AFP-Produktion bis auf Kleinstmengen supprimiert [19]. AFP wird als
Tumormarker fiir das hepatozelluldre Karzinom und im Rahmen der Prénataldiagnostik eingesetzt, da
abweichende Konzentrationen in der Amnionflissigkeit oder im mitterlichen Serum auf
Chromosomenbesonderheiten und korperliche Fehlbildungen hinweisen kénnen. Strukturell ahnelt AFP
dem Albumin und fungiert als Transportmolekil [18]. Zudem wird diskutiert, ob AFP den Embryo vor
miitterlichen Ostrogenen schiitzt und immunologischen AbstoRungsreaktionen vorbeugt [20]. Obwohl
mehrere Studien das immunregulatorische Potenzial von AFP im Hinblick auf das hepatozellulare
Karzinom belegen, gibt es wenige Informationen dariiber, ob und wie AFP die Modulation des

Immunsystems innerhalb der Schwangerschaft beeinflusst [21].

1.2 Die Schwangerschaft der Maus

Die Mechanismen, die der Plazentation beim Menschen und der Maus zugrunde liegen, sind zu einem
groRen Teil vergleichbar [22]. Eine kurze Trachtigkeitsdauer, hohe Reproduktionsrate und die
Madglichkeiten genetischer Manipulation bei der Maus sind attraktive Voraussetzungen fir die
Aufklarung dieser Mechanismen und die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf den Menschen. Fiir diese
Arbeit insbesondere sind die, fur Mensch und Maus vergleichbaren, regulatorischen

Immunmechanismen wéhrend der Schwangerschaft wichtig. Die Embryonalentwicklung der Maus



dauert 18-21 Tage und lasst sich in drei Abschnitte unterteilen. Im ersten Abschnitt wird die Eizelle im
Eileiter befruchtet, wandert in das Uteruslumen und entwickelt sich Giber Zellteilungsprozesse zu einer
Blastozyste heran. Im zweiten Abschnitt, etwa 4,5 Tage nach der Befruchtung, nistet sich die reife
Blastozyste in der Uteruswand ein [23]. Das Zeitfenster der Implantation wird durch das Zusammenspiel
von P4 und Ostrogenen bestimmt. Der Implantation folgt der Prozess der Dezidualisierung. Der letzte
Abschnitt umfasst die Embryonalentwicklung.

Im Blastozystenstadium formt sich eine mit Flissigkeit gefillte Blastozystenhohle (Blastozdl). Diese
wird von einer duBeren epithelialen Schicht, dem Trophektoderm, umgeben. Das Trophektoderm
differenziert sich in die verschiedenen Trophoblastzelltypen, darunter Trophoblastriesenzellen, die das
Uterusepithel infiltrieren und matterliche BlutgefaRe eréffnen [24]. Dadurch bilden sich Blutsinusoiden,
die in direktem Kontakt mit den fetalen Trophoblastzellen stehen. Im Blastoz6l entsteht die innere
Zellmasse, aus der sich embryonale Strukturen entwickeln [24]. Die innere Zellmasse ist auch der
Ursprung der Dottersackhéhle, die bis zur Entwicklung der Plazenta den Nahrstoff- und Gasaustausch
zwischen Mutter und Embryo reguliert. Ab Tag Neun wird diese Funktion schrittweise von der Plazenta
tibernommen. Die Plazenta entsteht durch die Fusion von Allantois und Chorionplatte. Mit dem
Fusionsprozess beginnt die Differenzierung der drei abgrenzbaren Trophoblaststrukturen der Plazenta:
Trophoblastriesenzellen, Spongiotrophoblast und Labyrinth [22]. Etwa ab Tag 10,5 ist die Mausplazenta
ausgebildet. Sie setzt sich aus den folgenden Schichten zusammen: Dezidua Trophoblastriesenzellen,
Spongiotrophoblast und Labyrinth [24]. Die Dezidua beinhaltet groRe mutterliche BlutgefaRe, welche
die Blutversorgung der Implantation sicherstellen. Durch die Invasion der Trophoblastriesenzellen in
die mdatterlichen Geféalle entsteht ein fortwédhrender Blutfluss ausgehend von den mitterlichen
Sinusoiden, tber den Spongiotrophoblasten zum Labyrinth. Das Labyrinth sichert die Versorgung des
Fetus. Der labyrinthine Trophoblast besteht aus den beiden Schichten des Synzytiotrophoblasten und
dem Endothel der fetomaternalen Blutgefale [25]. Die Hauptaufgabe der Plazenta beinhaltet den
Austausch von Nahrstoffen und Gasen zwischen miitterlichem und fetalem Blut. Dartiber hinaus
produzieren Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen Hormone, die sowohl lokale als auch

systemische Adaptationen des Muttertiers gewéhrleisten [22, 25].

1.3 Allgemeine Konzepte der Immunologie

Das Immunsystem erkennt Pathogene und reagiert auf sie Uber die angeborene und die adaptive
Immunantwort. Die angeborene Immunantwort produziert unspezifische und schnelle Reaktionen. Die
adaptive Immunantwort fuhrt spezifische und effektivere Reaktionen aus und ldsst sich in einen
humoralen (Antikorper [AK] -produzierenden) Arm und einen zelluldaren Arm unterteilen. Treffen
Pathogene auf naive CD4* T-Lymphozyten (ThO), entwickeln sich diese in Th1- oder Th2-Zellen. Thl-
Zellen unterstitzen den zelluldren Arm, Th2-Zellen unterstitzen den humoralen Arm. Beide Systeme
hemmen sich gegenseitig, sodass es Thl-dominierte oder Th2-dominierte Immunreaktionen gibt.

Immunzellen vermitteln ihre Wirkung tber die Freisetzung von Zytokinen. Diese werden funktionell in



zwei Gruppen eingeteilt: pro- und antiinflammatorisch. Vereinfacht dargestellt produzieren Thi-
Immunreaktionen proinflammatorische Zytokine und Th2-Immunreaktionen antiinflammatorische
Zytokine. Neben CD4* Helferzellen gibt es CD8" zytotoxische T-Zellen, die infizierte Zellen

eliminieren, und regulatorische T-Zellen (Treg), die entziindliche Immunantworten supprimieren.

1.4 Immunologische Prozesse innerhalb der Schwangerschaft

Mit Beginn der Implantation steht der semiallogene Fetus, der mitterliche und paternale Gene
exprimiert, in direktem Kontakt zur Dezidua. Infiltrierende Immunzellen sind ein wesentlicher
Bestandteil der Dezidua. Aus friihen Studien geht hervor, dass die Anzahl mitterlicher Immunzellen in
der Dezidua mit erfolgreicher Implantation ansteigt [26]. Diese Beobachtung unterstitzte auf den ersten
Blick die von Peter Medawar zuvor vorgeschlagene Theorie basierend auf einem immunsupprimierten
Wirt-Transplantat-Modell [27]. In der Theorie stellt der Embryo ein Semiallotransplantat dar, dessen
Implantation eine, gegen den Embryo gerichtete, miitterliche Immunreaktion auslost, die fur eine
erfolgreiche Schwangerschaft unterdriickt werden muss. Neuere Erkenntnisse widerlegen diese Theorie
[1]. Unsere Gruppe konnte 2005 zeigen, dass mitterliche Immunzellen fetale Antigene erkennen und
aktiv tolerieren [28]. Daruiber hinaus zeigten Hanna und Kollegen, dass Immunzellen die
Trophoblastinvasion aktiv unterstiitzen [29]. Der Vergleich einer Schwangerschaft mit einem
Transplantat hétte auch in den 50er Jahren nicht so erstellt werden sollen, denn schon damals galt es als
bewiesen, dass fetale Antigene die miditterliche Zirkulation erreichen [30]. Aktuell vergleichen die
meisten Kollegen die immunologischen Prozesse, die wahrend der Schwangerschaft auftreten, mit den
Immunprozessen, die Tumorwachstum und Metastasenbildung begunstigen. Prof. Mor unterteilt die

immunologischen Veranderungen in drei Stadien (Abbildung 2) [31].
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Abbildung 2: Darstellung der immunologischen Stadien der Schwangerschaft (modifiziert nach
Mor 2017 [31])
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Das erste Stadium ist auf eine proinflammatorische lokale Umgebung angewiesen. Immunzellen werden
aktiv rekrutiert, um die Implantation der Blastozyste zu unterstitzen. Gleichzeitig werden
immunmodulierende Prozesse eingeleitet, um eine Abstollungsreaktion zu vermeiden und die
Trophoblastinvasion zu kontrollieren. Das Gelingen der Prozesse héngt wesentlich davon ab, dass
Trophoblastzellen gut mit matterlichen Immunzellen in der Dezidua interagieren. Das zweite Stadium
umfasst das fetale Wachstum und zeichnet sich durch ein entztindungshemmendes Th2-Profil aus. Die
Zeit kurz vor der Geburt bis zur Entbindung ist durch ein erneutes Th1-Milieu gekennzeichnet, um
Uteruskontraktionen und die AbstolRung der Plazenta zu begunstigen. Dieses Gesamtkonzept verlangt
ein dynamisches und reaktionsfahiges Immunsystem, dass Implantation und fetales Wachstum férdert
und dabei die Ausbreitung wvon Infektionen verhindert. Ein Ungleichgewicht kann zum

Implantationsversagen oder Schwangerschaftskomplikationen fiihren.

1.4.1 Trophoblast-vermittelte Immunregulation

Aktuelle Studien zeigen, dass der Trophoblast eine aktive Rolle bei der Formung des immunologischen
Milieus an der Implantationsstelle Gbernimmt. VVon Trophoblastzellen produzierte Zytokine sind flr die
Rekrutierung der Immunzellen zur fetomaternalen Grenzflache verantwortlich und férdern deren
Differenzierung in zellulére Phanotypen, die fir den Erfolg der Schwangerschaft forderlich sind [32—
34]. Beispielsweise kann der vom Trophoblasten sezernierte transformierende Wachstumsfaktor (TGF-
B) die Differenzierung von naiven CD4* T-Zellen in Treg-Zellen induzieren [35].

1.4.2 Zellbedingte Immunmechanismen in der Schwangerschaft

Die Dezidua wird frihzeitig von zahlreichen Immunzellen, die dem angeborenen und adaptiven
Immunsystem zuzuordnen sind, infiltriert. Den gro3ten Anteil machen uterine NK-Zellen (uUNK-Zellen)
(70 %) und Makrophagen (20 %) aus [36]. DZ, Mastzellen, T- und B-Zellen treten seltener auf [37].

Uterine NK-Zellen unterscheiden sich von peripheren NK-Zellen (pNK-Zellen) hinsichtlich ihres
Phanotyps sowie ihrer Funktion. Im Gegensatz zu pNK Zellen, die (iberwiegend Virus-infizierte Zellen
eliminieren, Gben uNK-Zellen eine eher regulatorische Funktion aus [38]. Diese zeichnet sich durch
eine stark herunterregulierte Zytotoxizitat und die Induktion von Treg-Zellen aus [39]. Uber die
Produktion von inflammatorischen Zytokinen beispielsweise IFN-y, Angiogenese-fordernden
Substanzen wie den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und Wachstumsfaktoren

regulieren sie die Trophoblastinvasion und fordern den Umbau der Spiralarterien [40].

Makrophagen sind wichtig fiir die Phagozytose absterbender Trophoblastzellen. Als heterogene
Population passen sie ihren Phénotyp an die jeweilige Umgebung an. M2-Makrophagen sezernieren
entzindungshemmende Th2-Zytokine und werden mehrheitlich innerhalb der gesunden
Schwangerschaft gefunden. Fehlfunktionen von Makrophagen sowie ein Anstieg von

proinflammatorischen M1-Makrophagen werden der IUGR und Préaeklampsie zugeordnet [41]. Die



Rolle von uNK-Zellen und Makrophagen in der Schwangerschaft wird in der Arbeit von Fass und de
Vos ausfuhrlich diskutiert [40].

Die Rolle von DZ ist vergleichsweise ungekléart. Faktisch konnen sie je nach Reifegrad als
antigenprasentierende Zellen (APZ) Immunantworten generieren oder unterdriicken [36]. Dartber
hinaus (ben sie wichtige Funktionen an der fetomaternalen Grenzzone aus, welche den

Implantationsprozess fordern [42].

Mastzellen sind als Effektorzellen allergischer Erkrankungen bekannt. Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass diese Zellen immunregulatorische Funktionen in der Schwangerschaft ausiiben. Sie sind in
groRBer Anzahl in der Dezidua vorhanden und hauptséchlich in der Nahe von BlutgefaRen lokalisiert.
Ihre Abwesenheit in Méusen fiihrt zu schwerwiegenden Implantationsstérungen, gefolgt von einem
mangelhaften Umbau der Spiralarterien, welcher durch den systemischen Transfer von Mastzellen
wiederhergestellt werden kann [43]. Uterine Mastzellen und uNK-Zellen arbeiten synchron am Umbau
der Spiralarterien, gleichen sich gegenseitig aus und die Abwesenheit von beiden fuhrt im Mausmodell
zu einer schweren IUGR [44, 45].

Eine essenzielle Zellpopulation in der Schwangerschaft sind die Treg-Zellen [46, 47]. Die Generierung
zirkulierender sowie uteriner Treg-Zellen wird durch véterliche Antigene in der Frihschwangerschaft
induziert, um alloreaktive Immunantworten zu unterdriicken [28, 48, 49, 50]. Sasaki und Kollegen
zeigten eine lokale Anreicherung von CD4*CD25"9" Treg-Zellen in der Dezidua gesunder schwangerer
Frauen [51]. Ihre Rekrutierung in die Dezidua wird unter anderem durch hCG gesteuert [9]. Eine geringe
Anzahl systemischer und lokaler Treg-Zellen wurde sowohl bei Menschen als auch bei M&usen mit
Fehlgeburten nachgewiesen [28, 51]. Die Ubertragung von Treg-Zellen auf trachtige Méause, die unter
spontanen Fehlgeburten litten, rettete die Feten vor einer AbstoRung [28]. Es wird vermutet, dass Treg-

Zellen Gber immunregulatorische Molekiile eine Fetus-freundliche Mikroumgebung induzieren.

Ebenso wie T-Zellen werden B-Zellen primér dem adaptiven Immunsystem zugeordnet. Die Rolle von
B-Zellen in der Schwangerschaft ist von groem Interesse, nicht nur aufgrund der Produktion von
Antikorpern, die durch die Plazenta den Fetus erreichen kdnnen, sondern auch weil kirzlich
regulatorische Subpopulationen identifiziert wurden. Das Kapitel 1.5 geht detailliert auf diese

Zellpopulation und deren Bedeutung fiir die Schwangerschaft ein.

1.4.3 Storung der Frihschwangerschaft

Eine erfolgreiche Schwangerschaft basiert unter anderem auf einer gut abgestimmten Interaktion
zwischen mutterlichen Immunzellen und Trophoblastzellen, wobei beide durch Hormone reguliert
werden. Die Beeintrdchtigung der Interaktion kann die Ursache fir Entwicklungs- und
Funktionsstorungen der Plazenta oder AbstoRungsreaktionen sein. Friihaborte betreffen ca. 15-20% der
Schwangerschaften und treten meist sporadisch auf. Von einem rezidivierenden Geschehen spricht die

deutsche Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe, wenn drei oder mehr aufeinanderfolgende



Schwangerschaftsverluste vor der 24. SSW eingetreten sind [52]. RSA betreffen etwa 1-3% der Paare
im reproduktionsféhigen Alter und stellen eine grol3e psychische Belastung fiir die Betroffenen dar [53].
Die Ursachen sind multifaktoriell und beinhalten angeborene und erworbene Stérungen in variabler
Kombination [54]. Etwa 50% der Falle bleiben ungeklart. Hier sind immunologische Faktoren
wahrscheinlich beteiligt [55]. Vergleichsstudien von RSA-Patienten mit gesunden Kontrollpersonen
haben zahlreiche immunologische Verédnderungen aufgedeckt [56]. Beispielsweise wird vermutet, dass
das proinflammatorische Zytokin TNF-a bei RSA-Patienten verstarkt auftritt und die Ausbildung einer
zytotoxischen Immunantwort der Mutter gegeniber dem Fetus stimulieren kann [57-59]. Die
Einordnung der Ergebnisse entsprechend einer Ursache oder Folge ist jedoch problematisch. Ebenso
schwierig ist es die zugrundeliegenden Mechanismen der Immundysregulation zu verstehen, da die
physiologischen Mechanismen zur Etablierung der Schwangerschaftstoleranz nicht vollstandig geklart
sind. Eine immunologische Diagnostik und immunmodulatorische Therapieansatze werden in erster

Linie im Rahmen klinischer Studien durchgefiihrt.

1.5 B-Zellen

B-Zellen sind Effektorzellen des adaptiven Immunsystems und reprasentieren 5-15% der zirkulierenden
Lymphozyten [60]. Uberwiegend im Knochenmark entwickeln sie sich ausgehend von
hamatopoietischen Stammzellen in Pro-B-, Pra-B- und dann unreife B-Zellen [61]. Letztere exprimieren
eine groflRe Vielfalt einzigartiger Antigenbindungsstellen und werden an mehreren Kontrollpunkten auf
ihren Grad an Autoreaktivitat getestet [62]. Funktionell unreife B-Zellen, die den Ig-Rezeptor IgM (als
B-Zell-Rezeptor) auf der Zelloberflache exprimieren, verlassen das Knochenmark und migrieren in die
Milz. Dort differenzieren sie sich in follikulare oder Marginalzonen-B-Zellen (MZ-B-Zellen).
Follikulare B-Zellen zirkulieren im Blut, den Geweben sowie Lymphknotenfollikeln und werden dort
von spezifischen Antigenen aktiviert. Die Antigenbindung erfolgt iber den B-Zell-Rezeptor [63]. Die
Aktivierung der B-Zelle durch das Antigen allein bewirkt die Umwandlung in eine kurzlebige IgM-
produzierende Plasmazelle (extrafollikuldare Aktivierung). Kommen B-Zellen sowohl mit dem Antigen
als auch T-Zellen in Bertihrung bildet sich ein Keimzentrum. So entstehen bedingt durch die follikulére
Keimzentrumsreaktion Plasmazellen, die hochaffine Ak produzieren, und persistierende
Gedachtniszellen (primare Immunantwort). Die wiederholte Aktivierung der Gedéchtniszellen durch
das gleiche Antigen flihrt zu einer prompten Generierung von Plasmazellen, die groe Mengen
spezifischer IgG-Ak produzieren (sekundare Immunantwort). So kénnen B-Zellen auf eine Reinfektion
deutlich schneller und effektiver reagieren. Neben der Ak-Produktion fungieren B-Zellen als APZ und

beeinflussen die Reifung, Migration und Funktion anderer Effektorzellen (z.B. Uiber Zytokine) [64].

1.5.1 B-Zell-Untergruppen

Entsprechend ihrer Entwicklung, anatomischen Lage, Oberflachenmarkerexpression und Funktion

werden reife B-Zellen héaufig in drei Subpopulationen eingeteilt: B1-, follikulare B2- und MZ-B-Zellen



[65]. B1-Zellen werden friih in der Ontogenie in der fetalen Leber gebildet. Ihre Anzahl bleibt durch
Selbsterneuerung erhalten. Sie produzieren kreuzreaktive, naturliche Ak, insbesondere 1gM, gegen ein
breites Spektrum an Antigenen und sind somit eher unspezifisch. Die Ak-Produktion ist schnell und T-
Zell-unabhéngig. Den B1-Zellen wird eine Beteiligung an Autoimmunerkrankungen zugesprochen, da
ihre Ak autoreaktiv wirken kdnnen. Basierend auf phanotypischen Merkmalen werden B1-Zellen in Bla
und Blb-Zellen unterteilt [65]. Im Konsens exprimieren humane Bla-Zellen den Oberflachenmarker
CD5, B1b-Zellen nicht. Follikulare B2-Zellen entstammen dem Knochenmark. Sie machen den
Hauptteil der zuvor illustrierten B-Zellen aus. Ihre Proliferation ist auf die Antigenbindung angewiesen,
nach der sie sich primér an einer T-Zell-abhéngigen Immunantwort beteiligen. B2-Zellen reagieren mit
hoher Spezifitdt und sind fur das B-Zell-Gedéchtnis verantwortlich. MZ-B-Zellen sind ein wichtiger
Bestandteil der friihen Immunantwort gegen Pathogene, die ber das Blut eindringen. Sie zirkulieren
nicht, sondern besiedeln die Marginalzone der Milz. Dort sind ebenfalls Makrophagen angereichert, die
den MZ-B-Zellen Antigene aus dem Blut prasentieren. Uber den Kontakt mit membrangebundenen Ak
entwickeln sie sich T-Zell-unabhdngig schnell zu IgM-sekretierenden Plasmazellen. Eine jungst
identifizierte Gruppe sind die regulatorischen B-Zellen (Breg-Zelle). Sie entstammen unterschiedlichen

B-Zell-Linien und Entwicklungsstadien und werden im folgenden Kapitel naher beschrieben.

1.5.2 Regulatorische B-Zellen

Am Beispiel der Treg-Zellen wird deutlich, dass regulatorische Zellen fiir den Aufbau bzw. Erhalt der
fetalen Toleranz essenziell sind. Es gibt Hinweise, dass B-Zellen ein Teil dieses regulatorischen
Netzwerkes sind. Publikationen zur Erforschung von Autoimmunerkrankungen, Infektionen,
Tumorerkrankungen und Organtransplantationen haben B-Zellen identifiziert, die fir die
Aufrechterhaltung der Immuntoleranz und die Unterdriickung von Entziindungen von entscheidender
Bedeutung sind [66—-70]. So berichteten Janeway und Kollegen zuerst, dass sich die Experimentelle
Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE, Tiermodell der humanen Multiplen Sklerose [MS]) in Mé&usen
mit B-Zell-Mangel verschlechtert [71]. Mizoguchi und Kollegen entdeckten, dass die Gegenwart von
B-Zellen UberméRige Entziindungsreaktionen unterdriickt, die andernfalls zu der Entwicklung einer
chronisch-entziindlichen Darmerkrankung beitragen kénnen [72]. Die als regulatorische B-Zellen
zusammengefasste Population besteht aus einer Vielzahl von B-Zell-Untergruppen, entsprechend ihres
Ursprungs und ihrer Oberflachenmarkerprofile. Das Hauptmerkmal der Breg-Zellen ist eine
funktionelle Eigenschaft, und zwar die Produktion von IL-10, einem potenten entziindungshemmenden
Zytokin. Daher werden IL-10-produzierende B-Zellen aus funktioneller Sicht auch als ,,B10-Zellen*
bezeichnet [73, 74]. In Mausstudien betrégt der prozentuale Anteil an B10-Zellen innerhalb der
gesamten B-Zell-Population in der Milz 1-3% [75, 76]. IL-10 besitzt die Fahigkeit Immunantworten
Uber zahlreiche Mechanismen zu modellieren (Abbildung 3). Mauri und Kollegen entdeckten, dass IL-
10-produzierende B-Zellen die Th1l-Differenzierung unterdriickten und die Entwicklung einer
Autoimmunarthritis verhinderten bzw. die bereits ausgebrochene Krankheit linderten [77]. Dieser
Mechanismus erwies sich als IL-10-abhéngig, da isolierte B-Zellen aus IL-10-defizienten Mausen sowie
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die Blockierung von IL-10 die protektiven Prozesse hemmte [75, 77]. Carter und Kollegen zeigten, dass
IL-10-produzierende B-Zellen nach Antigenstimulation die Differenzierung in Treg-Zellen fordern
konnen [78]. Die Differenzierung proinflammatorischer Th17-Zellen wird dagegen gehemmt [79]. IL-
10-produzierende B-Zellen kdnnen auch die antigenpréasentierenden Kapazitaten von DZ supprimieren
und deren Zytokinsekretion beeinflussen [80]. Gleichwohl tben Breg-Zellen ihre regulatorische
Funktion Gber mehr als einen Mechanismus aus. IL-10-unabhdngige Mechanismen umfassen die
Freisetzung der Zytokine IL-35 und TGF- sowie die Fihigkeit mit anderen Zellen des Immunsystems
durch direkten Zellkontakt zu interagieren [73, 81-86].
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Abbildung 3: Funktionelle Effektormechanismen der Breg-Zellen (modifiziert nach Mauri und
Rosser 2015 [74])

Neben der Untersuchung immunregulatorischer Funktionen ist die Charakterisierung der Breg-Zellen
eine besondere Herausforderung. So erschwert die Heterogenitét der Zellpopulation die Identifizierung
spezifischer Oberflachenmarker. Im Menschen wurden Breg-Zellen als CD19*CD24"CD27* B-Zellen,
CD19'CD24"CD38" B-Zellen, CD27™CD38" Plasmablasten, CD19*CD38*CD1d*IgM*CD147* B-
Zellen und CD19*TIM-1" B-Zellen beschrieben [87-89]. In Mausstudien wurden CD5*CD1d* und
CD19*CD5*PC1Midh B-Zell-Populationen beschrieben, die in der Lage ist, IL-10 zu synthetisieren [75,
90, 91]. Auch die Stimuli und zugrundeliegenden Mechanismen fiir die Umwandlung von B-Zellen in
Breg-Zellen sind bisher wenig verstanden. Grundsatzlich wird die Induktion von Breg-Zellen durch eine
spezifische Umgebung, insbesondere eine Entziindung beglnstigt [92]. Induktionssignale umfassen
Entziindungsreize, die Toll-like-Rezeptoren oder membrangebundene Ak auf B-Zellen direkt aktivieren
oder die Produktion kostimulatorischer Signale (darunter CD40) und relevanter Zytokine fordern [93].
Synthetische Immunstimulatoren wie CpG-Oligodesoxynukleotide konnen ebenfalls I1L-10-
produzierende B-Zellen induzieren [94]. In Gliomen wurde der Plazentawachstumsfaktor (PIGF) als
Breg-induzierender Faktor identifiziert [95]. Wang und Kollegen berichteten, dass das
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antiinflammatorische IL-35 die Differenzierung in Breg-Zellen einleitet. [82]. Die beiden letztgenannten
Studien veranschaulichen, dass die Induktion von Breg-Zellen nicht nur auf Entzindungsreize
beschrénkt ist. Hervorzuheben ist, dass die Identifizierung von Breg-Zellen in vitro eine solide und
kombinierte Stimulation mehrerer Signale erfordert [89]. Aktuelle Humanstudien zeigen, dass
nummerische und funktionelle Breg-Zell-Defekte zu immunologisch bedingten Pathologien beitragen
kénnen. Daien und Kollegen beobachteten, dass die Anzahl an CD19*IL-10" B-Zellen bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RA) im Vergleich zu gesunden Kontrollen verringert war und die Haufigkeit
IL-10-produzierender B-Zellen negativ. mit der Krankheitsaktivitat korrelierte [96]. Die
CD19*CD24"CD38" Population war ebenfalls reduziert in Patienten mit RA im Vergleich zu gesunden
Kontrollen [97]. Darliber hinaus konnten die wenigen CD19*CD24"CD38" B-Zellen der erkrankten
Personen die T-Zellen (CD4*CD25") nicht in Treg-Zellen umwandeln. Blair und Kollegen zeigten, dass
CD19*CD24"CD38" B-Zellen von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes weniger IL-10
produzierten [88]. Obgleich eine Studie zur Autoimmundermatose einen nummerischen Anstieg der
CD19*CD24"CD38" Population in Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe verzeichnete, so war ihre

supprimierende Wirkung ebenfalls signifikant vermindert [98].

1.6 Immunglobuline: Struktur und Subklassen

B-Zellen kdnnen sich, wie zuvor beschrieben, in Ak-produzierende Plasmazellen differenzieren. Ak
dienen der Abwehr von Pathogenen; als Auto-Ak kénnen sie jedoch kdrpereigene Strukturen angreifen
und Erkrankungen verursachen. lhre Struktur umfasst zwei identische schwere Ketten (H) und zwei
identische leichte Ketten (L). Jede schwere Kette besteht aus einer variablen Region (VH) und drei (1gG,
IgA) bzw. vier (IgM, IgE) konstanten Bereichen (CH1-4) [99]. Zwischen CH1 und CH2 liegt eine
Gelenkregion. Die leichten Ketten besitzen je eine variable (VL) und eine konstante Region (CL). Die
variable Region ermoglicht Ak unterschiedliche, spezifische Antigene zu binden. Die konstante Region
besitzt Bindungsstellen, um mit Effektormolekiilen interagieren zu konnen. Strukturelle Unterschiede
ermdglichen die Unterteilung in fiinf Klassen. IgM und IgG kommen vorwiegend im Serum vor. IgA
ist in Kdrpersekreten und im Serum nachweisbar. IgD und IgE sind nur in geringen Mengen im Blut
vorhanden [99]. Durch enzymatische Spaltung in der Gelenkregion kann der Ak in ein Rezeptor-
bindendes Fc-Fragment und zwei Fab-Fragmente gespalten werden. Sowohl die Fc-Domaéne, die fir die
Ausldsung der Effektorfunktionen verantwortlich ist, als auch die Fab-Arme, die fur die Antigenbindung

verantwortlich sind, kénnen Glykane enthalten (Abbildung 4).

1.6.1 Immunglogulin G

Mit einem prozentualen Anteil von 80% aller 1g ist IgG dominierend im Serum. Es existieren vier 19gG-
Unterklassen (IgG1-4), die sich in der Induktion von Fc-abhangigen Effektormechanismen
unterscheiden. 1gG1 stellt mit ca. 70% des Gesamt-1gG die grofte Fraktion dar. 1gG ist plazentagingig

und tragt so zur passiven Immunitat des Fetus bei [100].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines IgG-Molekls inklusive der Fc-Glykosylierung und
asymmetrischen Fab-Glykosylierung (modifiziert nach van Erp 2019 [101]). Konstante Region (C),
variable Region (V), leichte Kette (L), schwere Kette (H), Fc-Glykosylierungsmuster.
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1.6.2 19gG-Fc-Glykosylierung

Die Fc-abhangigen Effektormechanismen von IgG beinhalten die Bindung an den Fc-Rezeptor (FCR)
und Aktivierung von FcR-exprimierenden Zellen (z.b. Leukozyten, DZ und NK-Zellen) sowie die
Komplementaktivierung.  Die  Effektormechanismen  werden  wesentlich  durch  das
Glykosylierungsmuster an einer konservierten N-Glykosylierungsstelle in der CH2-Doméne (am
Asparagin 297) der Fc-Region beeinflusst. Anderungen in ihrer Zusammensetzung wirken sich auf die
Konformation und Funktionalitat des Fc-Fragments aus. Die Kernstruktur, bestehend aus N-
Acetylglukosamin (GlcNAc) und Mannose, kann durch weitere Bausteine wie Fukose, ein ,,bisecting™
GIcNAc, sowie durch terminale Galaktose und Sialinsdure veréndert werden. Je nach
Glykosylierungsmuster agieren die IgG-Molekile pro- oder antiinflammatorisch [102]. Beispielsweise
wirkt terminal sialyliertes und galaktosyliertes 1gG eher antiinflammatorisch, wohingegen das
Vorhandensein von bisecting GIcNAc am IgG proinflammatorisch wirkt. Der Pathogenese einiger
Autoimmunerkrankungen  wurde bereits ein  proinflammatorisches  Glykosylierungsmuster
zugeschrieben [103]. Patienten mit RA, Morbus Crohn und systemischem Lupus erythematodes wiesen
eine geringere Anzahl an galaktosyliertem und sialyliertem 1gG im Vergleich zu gesunden Kontrollen
auf. Es wird vermutet, dass der Anstieg der 1gG Galaktosylierung innerhalb der Schwangerschaft mit
der Verbesserung des RA-Krankheitsbildes korreliert [104].
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1.6.3 1gG-Fab-Glykosylierung

Margni und Binaghi entdeckten, dass die Antigen-bindenden Fab-Regionen ebenfalls Glykane binden
konnen [105]. Etwa 20% der variablen 1gG-Domdanen besitzen dafur N-verknupfte
Glykosylierungsstellen, welche die Antigen-Bindungsaffinitdt dramatisch beeinflussen kdénnen.
Spezifische Muster der Fab-Glykosylierung treten sowohl in physiologischen als auch pathologischen
Situationen auf. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen fir Fc-Glykane, zeigt sich das 1gG-Fab-
Glykosylierungsmuster in der Schwangerschaft antiinflammatorisch [106]. Es gibt eine Population von
Fab-glykosylierten IgG-Ak, die auf nur einem Fab-Arm des Molekiils einen Kohlehydratrest tragt [107].
Diese asymmetrischen Ak (AAK) koénnen aufgrund ihrer Asymmetrie keine immunologischen
Mechanismen ausldsen; sie kénnen jedoch als blockierende Ak fungieren [108]. Es wird vermutet, dass
der glykosylierte Fab-Arm das Antigen, auf das er trifft, nicht bindet. Somit wére der Ak einwertig, was
die Bildung von funktionell aktiven Immunkomplexen ausschlie8t. Eine unerwiinschte Immunreaktion
gegen den Fetus wirde minimiert werden, indem AAk viterliche Antigene einseitig binden, ohne

Effektormechanismen zu aktivieren.

1.7 Die Rolle von B-Zellen innerhalb der Schwangerschaft

In der Schwangerschaft wurden B-Zellen zunéchst lber ihre Fahigkeit der Ak-Produktion definiert.
Gustafsson und Kollegen zeigten, dass lg-defiziente Méuse allogene Schwangerschaften austragen
konnten, wobei die Wiirfe signifikant geringere Geburtsgewichte besallen [109]. Postnatal wiesen die
Neugeborenen eine hohe Mortalitatsrate aufgrund der fehlenden Ubertragung miitterlicher Ak Gber die
Milch auf. Vor dem Hintergrund, dass B-Zellen exklusiv als Ak-produzierende Lieferanten gesehen
wurden, wurde die Gegenwart von B-Zellen fiir den Schwangerschaftsverlauf anfanglich als nicht
essenziell eingestuft. Gegenwartige Hinweise aus Human- und Mausstudien zeigen, dass B-Zellen fiir
den Schwangerschaftsverlauf von Vorteil oder von Nachteil sein kénnen [27, 110, 111, 112].
Grundsatzlich I&sst sich sagen, dass B-Zellen entsprechend ihrer jeweiligen Subpopulation und der
Produktion sowohl schitzender als auch autoreaktiver und alloreaktiver Ak an

schwangerschaftsforderlichen oder regressiven Verénderungen beteiligt sind.

1.7.1 Veranderungen des B-Zellkompartiments und die Bedeutung mutterlicher
Antikorper

Physiologisch wird die Schwangerschaft von einer peripheren B-Zell-Lymphopenie im Serum begleitet.
[113]. Diese Beobachtung wurde mehrfach im Mausmodell [114] und beim Menschen [115-117] (in
Vergleichsstudien mit nicht schwangeren Kontrollen) gemacht. Ursdchlich ist eine progressive
Abnahme der Vorlaufer-B-Zellen im Knochenmark trachtiger Mause, geférdert durch Ostrogene [118].
Dartiiber hinaus zeigten Ait-Azzouzene und Kollegen in einem MHC-I-transgenen Mausmodell, dass
mutterliche B-Zellen, die fetale Antigene erkennen kénnen, wahrend der Schwangerschaft ebenfalls

eliminiert werden [119, 120]. Die biologische Bedeutung der schwangerschaftsassoziierten B-Zell-
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Lymphopenie und insbesondere die Abnahme potenziell schadlicher B-Zell-Populationen ist nicht
eindeutig geklart. Vermutet wird eine physiologische Anpassung, um die fetale Immuntoleranz
aufrechtzuerhalten. Wahrend viele Studien die absolute Anzahl zirkulierender B-Zellen in der
Schwangerschaft untersucht haben, beeinflusst die Suppression der B-Zell-Lymphopoese auch die
Verteilung einzelner Subpopulationen im Serum [110, 116, 117, 121, 122]. Bhat und Watanabe haben
gezeigt, dass die Anzahl zirkulierender B1-Zellen in der humanen Schwangerschaft abnimmt [116, 121].
Als Hauptquelle fiir nattirliche und polyreaktive Ak wurden B1-Zellen mit der Entstehung bzw. dem
Fortschreiten von Autoimmunerkrankungen assoziiert. Wegweisende Studien lassen darauf schliel3en,
dass die Praeklampsie eine Autoimmunerkrankung ist, die durch pathogene AT1-Auto-Ak (AT1-AA)
gekennzeichnet ist [123, 124]. Agonistische Auto-Ak wurden 1999 von Wallukat und Kollegen im
Serum schwangerer Frauen entdeckt, die eine Praeklampsie entwickelten [125]. Sie binden den in der
Plazenta stark exprimierten AT1-Rezeptor. Die Aktivierung des Rezeptors induziert die Produktion von
anti-angiogenen Faktoren. Trachtige Tiere, die AT1-AA (gewonnen aus Ratten mit reduziertem uterinen
Perfusionsdruck oder préeklamptischen Frauen) ausgesetzt waren, entwickelten Leitsymptome der
Préaeklampsie sowie erhdhte Konzentrationen des l6slichen, klinisch relevanten Biomarkers und
Antiangiogenesefaktors sFlt-1 [126-129]. LaMarca und Mitautoren zeigten, dass die Dezimierung von
B-Zellen (mittels Rituximab) in einem Tiermodell fur Praeklampsie mit niedrigeren AT1-AA-Spiegeln
und signifikanten Blutdrucksenkungen korrelierte. Als Grund wird die Unterdriickung endogen
erzeugter AT1-AA vermutet. In-vitro-Studien haben gezeigt, dass Bla-Zellen (CD197CD5"), aus dem
Serum nulliparer Frauen isoliert und mit Serum von praeklamptischen Frauen stimuliert, AT1-AA
erzeugen koénnen. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde ein erhohter Anteil dieser
Subpopulation im Serum und den Plazenten von Patientinnen mit Praeklampsie nachgewiesen (im
Vergleich zu Patienten mit gesunden Schwangerschaften) [130]. Diese Daten stiitzen die Hypothese,
dass B-Zell-Subpopulationen zur  Pathophysiologie der Préeklampsie beitragen [131].
Schwangerschaftskomplikationen wie der RSA, die IUGR und die Frihgeburtlichkeit werden ebenfalls
mit abweichenden B-Zell-Konzentrationen und Funktionsstérungen in Verbindung gebracht [132]. So
ist der Anteil an CD19* und CD19°'CD5" Lymphozyten bei Frauen mit RSA im Vergleich zur
Kontrollgruppe gesunder Schwangerer signifikant hoher [133-136]. In Bezug auf den Anteil
endometrialer B-Zellen gibt es uneinheitliche Aussagen [137, 138]. Eine wichtige Erkenntnis ist jedoch,
dass B-Zellen nicht, wie lange vermutet, im Uterus fehlen, sondern in geringen Mengen in der Dezidua
vorhanden sind [114, 139]. Somit konnen sie peripher und lokal an der fetomaternalen Grenzflache

wirken.

Auf der anderen Seite ist nicht jede Exposition gegenlber B-Zellen und miitterlichen Ak schadlich fiir
Schwangerschaft und Fetus. Bereits in den 1980er und 1990er Jahren erforschten mehrere Gruppen
nicht-prazipitierende Ak, welche die Etablierung und den Erhalt der Schwangerschaft unterstitzen
kénnen (zusammengefasst von Margni und Binaghi, 1988 [105]). Diese Population von 1gG-Ak

zeichnet sich durch eine Asymmetrie in einer der Fab-Regionen aus. AAK wurden in Seren von
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Menschen und anderen Saugetieren identifiziert [105, 140, 141]. Der Prozentsatz an 1gG-AAK im
humanen Serum und im Plazentagewebe der Mutter ist wéhrend einer gesunden Schwangerschaft
deutlich erhoht [140, 142]. Ihr Mangel wurde mit Spontanaborten in Verbindung gebracht [142]. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde zuvor berichtet, dass von der Mutter synthetisierte,
antipaternale Ak in den meisten Fallen asymmetrisch sind und ein hoher Anteil an glykosylierten 1gG-
AAK an die Plazenta gebunden ist [140]. Ihre Synthese kann zum einen durch Th2-Interleukine reguliert
werden [143, 144]. Daruber hinaus wird vermutet, dass hormonelle Einfliisse ihre Freisetzung steuern
konnen [145, 146].

1.7.2 IL-10-produzierende B-Zellen als Regulatoren der Immuntoleranz

Es wurde bereits gezeigt, dass Breg-Zellen akute Entziindungsreaktionen in Richtung eines Th2 Typs
modifizieren kdnnen und so z.B. eine fir Tumorzellen erforderliche Immuntoleranz aufbauen kénnen
[147]. Die potenzielle Bedeutung von Breg-Zellen fiir den Aufbau und Erhalt der Immuntoleranz
wahrend der Schwangerschaft wurde zunédchst in Mausstudien untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die Anzahl peripherer und uteriner B10-Zellen wéhrend der Schwangerschaft zunahm und die
Kapazitat zur Produktion von IL-10 anstieg [139, 148]. In nicht schwangeren und abortanfélligen Tieren
war diese Expansion nicht zu verzeichnen und die Fahigkeit zur IL-10-Produktion war beeintrachtigt.
Die Ubertragung von B10-Zellen gesunder trachtiger Méause in abortanfallige Tiere geniigte, um die
AbstoRung der Feten zu verhindern [148]. Dieses Ergebnis ist vermutlich auf eine geringere Anzahl an
reifen DZ und einen Anstieg an Treg-Zellen zurlickzufiihren. Eine Humanstudie konnte die bisherigen
Beobachtungen am Mausmodell bestétigen. Patienten, die unter einem Spontanabort litten, besalien im
Vergleich zu gesunden Schwangeren im gleichen Gestationsalter einen geringeren Anteil an Breg-
Zellen [149]. Ferner hemmten isolierte IL-10-produzierende B-Zellen von gesunden Schwangeren die
TNF-a-Produktion von T-Zellen in vitro [149]. Die Daten unterstreichen nicht nur die potenzielle
Bedeutung von Breg-Zellen in der Friihschwangerschaft, sondern auch die Notwendigkeit Mediatoren
zu identifizieren, die fur den Anstieg dieser Population verantwortlich sind. Eine potenzielle Rolle
spielen hierbei Schwangerschaftshormone. Es wurde bereits gezeigt, dass B-Zellen Rezeptoren fiir hCG,
P4 und E2 exprimieren. Innerhalb der CD19*CD24"CD27* B-Zellen exprimierten fast 95% der Zellen
den LH/CG-Rezeptor [149].

1.8  Immunmodulierende Eigenschaften von Hormonen und AFP in der

Schwangerschaft

Anpassungen des mitterlichen Immunsystems zum Erhalt der Schwangerschaft werden nachweislich
hormonell reguliert. hCG, P4 und E2 sind die Hauptakteure dieser Prozesse. lhre Wirkung auf die
Rekrutierung, Differenzierung und Funktion von Immunzellen unterstitzt die Ausbildung
immunologischer Toleranzmechanismen und hemmt destruktive Immunantworten [150-152]. Sie

agieren Uber die Bindung spezifischer Rezeptoren, die von Immunzellen exprimiert werden, oder Uber
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die Initilerung der Ausschittung von  Mediatoren. Eine jlngere Theorie zum
Schwangerschaftsparadoxon stellt die immunologischen Prozesse der Schwangerschaft den
Immunprozessen, die das Tumorwachstum begiinstigen, gegentber [1]. Hohe AFP-Serumspiegel liegen
in Tumorerkrankungen und in der Schwangerschaft vor. Die AFP-vermittelte Regulierung des
Immunsystems des Wirtes bzw. der Mutter zur Forderung von Tumorwachstum bzw. der fetalen
Toleranz wurde schon vereinzelt untersucht. Im Weiteren wird auf die immunmodulierenden

Eigenschaften von hCG, P4, E2 und AFP eingegangen.

1.8.1 hCG

Die immunologischen Wirkungen des hCG erleichtern insbesondere die Implantation und die
Trophoblastinvasion. Mehrere Studien haben die immunregulatorischen Kapazitaten von hCG auf uNK-
Zellen, DZ und T-Zellen beschrieben. So erhéht hCG die Anzahl immunsuppressiver uNK-Zellen im
Endometrium und beeinflusst das Th1/Th2 Gleichgewicht (zugunsten von Th2) [153, 154]. Ferner
reguliert hCG verschiedene Aspekte der Treg-Zell-Biologie, speziell ihre Rekrutierung zur
fetomaternalen Grenzflache sowie ihre immunsuppressive Funktion (in Maus- und Humanstudien
veranschaulicht) [9, 155]. Eine weitere Studie aus unserem Labor zeigte, dass hCG die Umwandlung
von T-Zellen in Treg-Zellen hervorrufen kann [152]. hCG reguliert auch den Phanotyp bzw. Reifegrad
peripherer und lokaler DZ. Wahrend reife DZ das Immunsystem aktivieren, unterdriicken unreife DZ
Immunantworten. Mit Hilfe von hCG kdnnen DZ in einem unreifen, tolerogenen Zustand gehalten
werden, was die Aktivierung des Immunsystems hemmt, die Generierung von Treg-Zellen jedoch
fordern kann [155, 156, 157]. Wenige Studien untersuchen den Effekt von hCG auf B-Zellen in der
Schwangerschaft. Eine davon, fokussiert auf den Zusammenhang von Bl-Zellen und
Schwangerschaftskomplikationen, zeigte, dass die Anzahl der B1-Zellen im dritten Trimenon gesunder
schwangerer Frauen signifikant abnahm. Bei Patienten mit Préeklampsie blieb die Anzahl der Zellen
hoch. Ebenso wurden in dem Patientenkollektiv erhohte Serum-hCG-Werte ermittelt [130]. Ein
Zusammenhang zwischen hCG und der Praeklampsie wurde bereits 2012 erarbeitet [158, 159]. Ob die
abweichenden Konzentrationen Ursache oder Folge der Stérungen sind, ist unklar. Bewiesen ist, dass
95% der B1-Zellen den LH/CG Rezeptor exprimieren und mittels hCG-Stimulation in vitro
expandieren. Die Daten unterstiitzen die Annahme, dass hCG die Generierung der B1-Zellen fordert
[130].

1.8.2 Progesteron

P4 dient der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, insbesondere durch die Hemmung myometrialer
Kontraktionen. Aktuelle Daten deuten darauf hin, dass P4 auch eine Reihe von immunologischen
Verénderungen vermittelt, welche die mdutterliche Toleranzentwicklung bereits in der fruhen
Schwangerschaft unterstltzen. Dabei werden sowohl angeborene als auch erworbene Immunantworten
beeinflusst. Die angeborene Immunantwort einschlieBlich der Makrophagen- und NK-Zellaktivitit wird
von P4 unterdriickt. Unter anderem beeintrachtigt P4 die Migration von Makrophagen zum Uterus und
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die Produktion proinflammatorischer Molekule [160, 161]. Tsai und Kollegen berichteten, dass P4 die
Differenzierung in immuntolerante M2-Makrophagen fordern kann [162]. Die NK-Zellaktivitat wird
gestort indem P4 (Uber PIBF) die Freisetzung von Perforin und anderer zytotoxischer Substanzen
blockiert und so ein vorteilhaftes Umfeld fir den Embryo erschafft [11, 163]. DZ bilden die Schnittstelle
zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort. Als spezialisierte APZ initiieren sie
antigenspezifische Immunantworten, vorwiegend tber die Interaktion mit T-Zellen. Mehrere Studien
zeigen, dass die Stimulation von naiven DZ (aus dem Knochenmark) mit P4 nicht ausgereifte DZ
erzeugt und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (IL-12) supprimiert. Beides hemmt die DZ-
vermittelte Aktivierung von T-Zellen und fordert die immunologische Toleranz des Fetus [164-166]. In
Ubereinstimmung mit den immunsuppressiven Effekten von P4 auf das angeborene Immunsystem
hemmt P4 die adaptiven Immunprozesse, insbesondere die Entwicklung von Thl-Immunantworten
[167-169]. Raghupathy und Kollegen berichteten, dass mit P4 behandelte Lymphozyten, isoliert aus
schwangeren RSA-Patientinnen, weniger Thl-Zytokine und mehr Th2-Zytokine produzierten im
Vergleich zu Lymphozyten, die nur mit Phytohdmagglutinin (T-Zell-Aktivator) stimuliert wurden [170].
Lissauer und Kollegen illustrierten, dass mutterliche (CD4* und CD8*) T-Zellen in Kultur mit P4 ihre
potenziell schédliche IFN-y und TNF-o Produktion einschrénkten, hingegen die Produktion von IL-4
steigerten [171]. Untersuchungen der T-Zell-Subpopulation am Mausmodell haben ergeben, dass P4 in
der Schwangerschaft konventionelle T-Zellen in Treg-Zellen umwandeln kann. Dariiber hinaus erhéhte
P4 die IL-10-Expression und verbesserte die supprimierende Funktion der Treg-Zellen [172, 173]. Auch
die Produktion AAK kann durch P4 potenziert werden [174, 175].

1.8.3 Ostradiol

Im Gegensatz zu P4, das iberwiegend immunsuppressiv wirkt, hat E2 vielféltige und dosisabhangige
immunregulierende Funktionen. In physiologischen Konzentrationen wirkt E2 stimulierend auf das
Immunsystem. Mit Beginn der Schwangerschaft steigen die E2-Spiegel dramatisch an, wodurch
proinflammatorische Immunantworten unterdriickt werden, was zu einer Th2-Verschiebung der
mitterlichen Immunitat fiihrt [176]. Unter anderem fordert die Stimulation mit E2 in geringen
Konzentrationen die Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-6) aus murinen
Makrophagen, wahrend E2 hochdosiert die Zytokinproduktion hemmt [177, 178]. Studien an NK-Zellen
zeigten, dass niedrige E2-Konzentrationen die Zytotoxizitat von Maus-NK-Zellen in vitro verstarken,
hohe E2-Konzentrationen die Zytotoxizitit schwachen [179, 180]. In Ubereinstimmung dokumentierten
Gabrilovac und Kollegen eine signifikante negative Korrelation zwischen der NK-Zellaktivitat und
steigenden E2-Spiegeln in den Seren schwangerer Frauen [181]. Die zellvermittelten und humoralen
Immunantworten des adaptiven Immunsystems lassen sich ebenfalls tber E2 regulieren. E2-
Konzentrationen, entsprechend denen in der Schwangerschaft, kdnnen die Generierung von Treg-Zellen
induzieren und ihre Funktion verbessern, sowohl bei Menschen als auch bei Mausen [150, 182-184].
Fur B-Zellen wurde beschrieben, dass die Schwangerschaft zu einer Suppression der friihen Stadien der
B-Zell-Lymphopoese fiihrt [185]. Dieser Prozess wird zum Teil Uber Steroidhormone realisiert. Eine
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Folgestudie zeigte, dass die Behandlung von Méausen mit E2 allein oder in Kombination mit P4 die
Anzahl der Vorlaufer B-Zellen im Knochenmark reduzierte (im Vergleich zu unbehandelten M&usen)
[186].Vereinzelt wurde beschrieben, dass E2 eine Umverteilung innerhalb der B-Zell-Subgruppen
bewirkt und die Zytokinproduktion von B-Zellen beeinflussen kann [187, 188]. Erkenntnisse aus dem
Bereich der Autoimmunerkrankungen haben gezeigt, dass Krankheitssymptome von Frauen mit MS
wéhrend der Schwangerschaft abnahmen, wéahrend postnatal vermehrt Krankheitsschiibe auftraten [189,
190]. Der Umstand wird auf den schwangerschaftsbedingten Anstieg von E2 und die damit verbundene
Th2-Dominanz zuriickgefuhrt [191]. Neuere Studien dokumentieren, dass E2 die Generierung von
Breg-Zellen und ihre entziindungshemmende Funktion in M&dusen mit EAE stimuliert [192, 193].
Beispielsweise zeigten Zang und Kollegen, dass der Transfer von Breg-Zellen in Mause mit induzierter
EAE und B-Zell-Mangel in Kombination mit E2 den Schweregrad der EAE verbesserte (durch
Reduzierung ZNS-lokalisierter Entziindungsprozesse) im Vergleich zu den Gruppen, in denen

ausschlieBlich E2 oder Breg-Zellen verabreicht wurden [194].

1.84 AFP

Eine immunregulatorische Wirkung von AFP wurde urspriinglich unter der Annahme vorgeschlagen,
dass hohe AFP-Werte im fetalen Serum den Embryo vor einem miitterlichen Immunangriff schitzen
kénnten [195]. Eine Reihe von Humanstudien hat nachfolgend gezeigt, dass AFP den Phé&notyp und die
Funktion von DZ, NK-Zellen, Makrophagen und T-Lymphozyten beeintréchtigt [196-201]. Um und
Kollegen zeigten, dass die in vitro AFP-Behandlung von DZ die Expression von Oberflachenmolekilen
herabsetzte und die Produktion von IL-12 und TNF(-a) verminderte [196]. In hoher Konzentration
induzierte AFP zudem die Apoptose von DZ. Die Funktionsstorungen von DZ beeintréchtigen
nachweisbar die Aktivierung von NK-Zellen und die Initiierung von T-Zell-Reaktionen [199, 202-204].
Beispielsweise stimuliert AFP die Induktion von tolerogenen DZ, die tumorspezifische, zytotoxische T-
Zellen innerhalb des Tumors supprimieren [203]. Eine direkte Interaktion zwischen AFP und T-Zellen
wurde von Alisa und Kollegen beschrieben. Sie zeigten, dass AFP (spezifische Epitope besitzt, die) die
Generierung von Treg-Zellen fordert [201]. Eine potenzielle Wirkung von AFP auf B-Lymphozyten
wurde bisher kaum untersucht. Beobachtungen aus Mausstudien sprechen dafir, dass AFP die humorale
Immunantwort beeinflusst. Eine Studie von 1975 fand heraus, dass die Behandlung von Zellkulturen
aus der Milz mit AFP die Ak-Synthese supprimierte [204]. Eine Studie von 2006 unterstiitzt diese
Hypothese [205]. Hier supprimierte die Gabe von rhAFP die IgG-Sekretion aus Lymphozyten. Ferner
zeigten AFP-injizierte Mause niedrigere 1gG-Spiegel im Vergleich zu Madusen denen
Rinderserumalbumin (BSA) injiziert wurde. Zusammengefasst beeinflusst AFP verschiedene
Komponenten des Immunsystems und induziert dabei ein Spektrum von immunmodulierenden

Effekten, welche auch innerhalb der Schwangerschaft férderlich sein kénnen.
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1.9 Zielstellung

Bisherige Arbeiten zeigen, dass Breg-Zellen zur Entwicklung der mutterlichen Immuntoleranz in der
Frihschwangerschaft beitragen. Mediatoren, die der Generierung der Breg-Zellen in der
Schwangerschaft zugrunde liegen, sind weitgehend ungeklart. hCG, P4, E2 und AFP sind in hoher
Konzentration im Serum schwangerer Frauen vertreten und beeinflussen nachweislich Immunzellen. Im
Rahmen dieser Doktorarbeit werden potenzielle Mediatoren untersucht, die die Generierung und
Funktion von Breg-Zellen in der Schwangerschaft beim Menschen und der Maus beeinflussen. In zwei

Versuchskomplexen werden folgende Fragestellungen bearbeitet:

(1) Produzieren Trophoblastzellen der Maus Faktoren, die sich auf die Generierung von Breg-

Zellen und ihre Funktion auswirken?

(2) Beeinflussen Schwangerschaftshormone und AFP die Generierung und die Funktion von

humanen B-Zellen in vitro?

a. Beeinflusst die Zugabe von hCG, P4, E2 und AFP die Differenzierungsfahigkeit von
B-Zellen in Breg-Zellen?

b. Beeinflusst die Zugabe von hCG, P4, E2 und AFP die IL-10-Sekretion von B-Zellen?

¢. Beeinflusst die Zugabe von hCG, P4, E2 und AFP die Ak-Produktion von B-Zellen,
insbesondere die IgG Fc- und Fab-Glykosylierungen und die Synthese asymmetrisch

glykosylierter IgG1 Molekile?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Zusammensetzungen der

hergestellten Medien und Pufferlésungen aufgelistet.

2.1.1 Allgemeine Laborausstattung

Ausstattung

Hersteller

EDTA-RGhrchen

Einwegskalpell

Einwegspritzen steril (30 ml)
Eisbad

Eismaschine ZBE 70-35
Gefrierschrank , Froster®
Glaswaren

Handschuhe

Kiihlschrank Liebherr FKEX 3600
Kiihlschrank Liebherr KTP 1810-20
Laboklav 80-V

Magnetriihrer RH Basic 2 IKAM
Mikrotestplatte

Mini Spin
Multifunktionsplattenlesegerit Synergy
Parafilm M

Pasteurpipetten

Petrischalen

pH-Meter

Pipetten

Pipettenspitzen
Préparationsbesteck
Prazisionswaage LA 620
Reaktionsgefile (0,5 ml, 1,5 ml)
Reinigungsautomat
Sicherheitsblutentnahmeset
Ultra-Tiefkiihlschrank MDF-U53V
Vortex-Schiittler MS 3 basic
Zentrifuge 5810R / 5417R

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Feather®, Osaka, Japan

Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland
Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Ziegra Eismaschinen, Isernhagen, Deutschland
Kirsch, Offenburg, Deutschland

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland

Rexel Deutschland, Hannover, Deutschland
Unielektro, Eschborn, Deutschland

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg, Deutschland
WINLAB, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Fisher Scientific, Nidderau, Deutschland

Bio Tek Instruments, Winooski, USA

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Sartorius, Berlin, Deutschland

Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Omnilab-Laborzentrum, Bremen, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig GbR, Siilzetal, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig GbR, Siilzetal, Deutschland
Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

2.1.2 Computerprogramme

Programm

Hersteller

Cell Quest Pro 4.bf4b

FACSDiva Software v 8.0.1

Gen 5 TM Data Analysis Software
GraphPad Prism 5.0/ 8.0

Microsoft Excel / PowerPoint / Word
2007 / 2010

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland
Statcon, Witzenhausen, Deutschland

Microsoft, Berlin, Deutschland
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2.1.3 Gerate und Materialien fur die Zellkultur

Produkte

Hersteller

COs-Inkubator HERACELL
CO2-Inkubator NU-5500 E
Einfrierbehilter Mr. Frosti™
Kryordhrchen

KryoSystem 4000
Mikroskop Axiovert 40C
Neubauer Zahlkammer
Spritzenfilter (0,2 pm)
Schiittelwasserbad SWB 25

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml,
25 ml)
Sicherheitswerkbank NU-437-400E

Zellkulturflaschen (75 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Loch)
Zellkulturplatten Lumineszenz
Zellsieb (Poren: 40 um, 100 pum)
Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)

ThermoFisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
ThermoFisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Nunc, Roskilde, Ddnemark

Jutta Ohst German Cryo GmbH, Jiichen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Goéttingen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

WINLAB®, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
ThermoFischer Scientific, Dreieich, Deutschland
BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

2.1.4 Gerate und Materialien flr die magnetische Zellsortierung (MACS®)

Produkte

Hersteller

MACS™ Stéinder

OctoMACS® Separationseinheit
QuadroMACS® Separationseinheit
Saulen (MS, LD, LS)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

2.1.5 Gerate und Materialien fur die Durchflusszytometrie

Produkte Hersteller

BD FACS Calibur TM 4CA Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
BD FACS Aria TM Il Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
FACS Clean / Flow / Rinse Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Rundbodenrdhrchen (5 ml)

BD Falcon, Erembodegem, Belgien

2.1.6 Chemikalien und Losungen

Chemikalie / Lésung

Hersteller

Ammoniumchlorid (NH4CI)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPOy)
Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll-Paque™ Research Grade
Fixierungs- / Permeabilisierungsdiluent
Fixierungs- /
Permeabilisierungskonzentrat
Fetales Rinderserum (FBS)

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Otto Fischer, Miinchen, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
eBiocsience, Frankfurt, Deutschland
eBiocsience, Frankfurt, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
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FBS Aktivkohle behandelt

Fliissiger Stickstoff

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Natriumazid (NaN3)

Natriumcarbonat (Na,COs)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)

Natriumpyruvat

Penicillin/Streptomycin

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium

Schwefelsdure (H.SO4)

TrisBase

Trishydrochlorid (TrisHCI)

Trypsin/EDTA

Tween-20

2-Mercaptoethanol

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Air Liquide, Biederitz, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
ThermoFisher Scientific, Dreieich, Deutschland
PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

2.1.7 Hormone, Proteine und andere biologisch aktive Substanzen

Substanz

Hersteller

AFP Human

CD40 Ligand Human

CD40 Ligand Maus

CpG ODN M362 Human / Maus
hCG (Ovitrelle)

Ostradiol

Progesteron

Abnova, Walnut, CA, USA

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
InvivoGen, San Diego, CA, USA
Merck Serono, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2.1.8 Antikdrper

Zellkultur

Hersteller

anti-hCG Ak (polyklonal)
anti-TGF-R Ak (polyklonal)
1gG-Kontroll-Ak (polyklonal)

Santa Cruz, San Francisco, CA, USA
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Durchflusszytometrie Klon Hersteller

Alexa Fluor® (AF) 647 ML5 Biolegend, San Diego, CA, USA

anti-Human CD24

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) anti- HIB19 Biolegend, San Diego, CA, USA
Human CD19

Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) 0323 Biolegend, San Diego, CA, USA
anti-Human CD27

PerCP anti-Maus CD19 6D5 Biolegend, San Diego, CA, USA

Phycoerythrin (PE) anti-Human IL-10

JES3-19F1 Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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2.1.9 Kitsysteme

Kit

Hersteller

B-Zell-Isolationskit (Human)
Caspase-Glo 3/ 7® Assay

FITC Annexin V Apoptose Detektionskit
IgM, 1gA, 1gG, IgE ELISA Set (Human)
IL-10 OptEIA™ ELISA Kit (Human)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

2.1.10 Medien und Pufferlésungen

Medien

Zusammenstellung

Medium fir B-Zellen

480 ml RPMI
15 ml Aktivkohle behandeltes FBS
5mIP/S

Medium fir JEG-3-Zellen

445 ml RPMI
50 ml FBS
5mIP/S

Medium fiir SM9-2-Zellen

390 ml RPMI

100 ml FBS

SmlP/S

5 ml Natriumpyruvat

1,75 pl 2-Mercaptoethanol

Einfriermedium fiir SM9-2- und JEG-3-Zellen 90 % FBS
10 % DMSO
Allgemeine Pufferlésungen
Phosphat-gepufferte Salzldsung 80g NaCl
(PBS, 10x) pH 7.4 21,9 g Na;HPO4 x 7 H,0
2g KCL
2 g KH>PO,

Auffillen auf 1 | mit destilliertem Wasser

FACS-Puffer

10 g BSA (1%)
1 g NaN;3 (0,1%)
Auffiillen auf 1 I mit PBS (1 x)

Lysis-Puffer (10x)

89 g NH4CI

10 g KHCO;

0,38 g EDTA

Auffullen auf 1 | mit destilliertem Wasser

Trypsin/EDTA-LGsung

10% Trypsin EDTA in sterilem PBS

Pufferlosung fiir die magnetische
Zellsortierung (MACS Puffer)

0,5 g BSA
0,074 g EDTA
in 100 ml PBS

Pufferldsungen fiir 1L-10-ELISA

Beschichtungspuffer 0,713 g NaHCOs
pH 9.5 0,159 g NaxCOs
Auffiillen auf 100 ml mit destilliertem Wasser
Blockierungspuffer 180 ml steriles PBS
20 ml steriles FBS
Waschpuffer 50 ml 20x PBS

0,5 ml Tween-20
Auffiillen auf 1 1 mit destilliertem Wasser
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Pufferlésungen fur IgA, 1gG, IgM- ELISA

Beschichtungspuffer

0,42 g NaHCO3

pH 9.6 0,53 g Na,COs

Auffullen auf 100 ml mit destilliertem Wasser
Blockierungspufter 0,788 g TrisHCl
pH 8.0 0,818 g NaCl

1 g BSA

Auffiillen auf 100 ml mit destilliertem Wasser
Waschpufter 7,88 g TrisHCl
pH 8.0 8,18 g NaCl

0,5 ml Tween-20
Auffillen auf 1 1 mit destilliertem Wasser

Konjugatverdiinnungspuffer

1,58 TrisHCl

1,64 g NaCl

2 g BSA

0,1 ml Tween-20

Auffiillen auf 200 ml mit destilliertem Wasser

Stop-Loésung

1 ml H.SO.4 (96 %)
Auffillen auf 100 ml mit destilliertem Wasser

2.1.11 Zelllinien

Zelllinie

Herkunft

SM9-2 (murine Trophoblast-Zelllinie)

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof.
Joan Hunt und David Wheaton, University of
Kansas Medical Center, Kansas City, MO, USA

JEG-3 (humane Chorionkarzinom-Zelllinie)

Kauflich erworben von CLS Cell Lines Service
GmbH, Eppelheim, Deutschland

2.1.12 Mausstamme

Mausstamm

Herkunft

Swiss Webster @ &

Charles River, Sulzfeld, Deutschland

IL-10eGFP (C57BL/6J Hintergrund) ¢

Institutseigene Zucht. Urspriinglich zur Verfligung
gestellt von Dr. Matthias Haury, Instituto
Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras, Portugal
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2.2 Methoden

Die in diesem Abschnitt dargestellten Methoden dienen der immunologischen Untersuchung von
humanen und murinen B-Zellen und ihren Produkten. Dabei wurden Zellkulturen angelegt und

anschlieRend Zellen und Zellkulturliberstande vermessen.

2.2.1 Zellkulturtechniken unter Verwendung von JEG-3- und SM9-2-Zellen

Die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 und die murine Trophoblast-Zelllinie SM9-2 wurden
unter Nutzung einer sterilen Werkbank verwendet. All Zellkulturmaterialen wurden vor Gebrauch
autoklaviert und / oder mit Ethanol (70 %) desinfiziert. Bei beiden Zelllinien handelt es sich um adharent
wachsende Zellen.

2.2.1.1 Auftauen und Kultivierung

Kryoréhrchen der benétigten Zelllinie wurden aus flissigem Stickstoff entnommen und in einem 37 °C
warmen Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden in ein Zentrifugenréhrchen mit 15 ml des
entsprechenden Kulturmediums gegeben, zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 21 °C) und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
(Wachstumsflache 75 cm?) mit 14 ml vorgewarmten Medium tberfihrt. Nach mikroskopischer Sichtung
der Zellen erfolgte die Kultivierung im Inkubator (37 °C, 5 % CO,). Das Zellwachstum wurde alle 1-3

Tage kontrolliert und das Medium entsprechend erneuert.

2.2.1.2 Passagieren und Einfrieren

Fur das Passagieren und Einfrieren der Zellen sowie fir die Kokulturexperimente wurden die adhérent
wachsenden Zellen zundchst schonend vom Flaschenboden getrennt. Hierfur wurde die Behandlung der
Zellen mit Trypsin / EDTA durchgefiihrt [206]. Die Zelldichte der kultivierten Zellen wurde zunéchst
mikroskopisch untersucht. Bei erreichter Konfluenz erfolgte die Abnahme des Mediums und das
Waschen der Zellen in 10 ml PBS. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10 ml warmer Trypsin/ EDTA-
Losung 3 min bei 37 °C inkubiert. Das Losen der Zellen wurde mikroskopisch bestétigt. Die
Zellsuspension wurde in 10 ml warmes Kulturmedium gegeben und zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 21
°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden je nach Zielstellung folgende Schritte durchgefiihrt. Fur
das Einfrieren wurde das Zellpellet in ein Kryoréhrchen mit 1 ml kaltem Einfriermedium aufgenommen,
in einem mit Isopropanol gefullten Gefrierbehalter bei -80°C fiir 24 h eingefroren und dann in flussigen
Stickstoff (-196°C) uberfuhrt. Fir das Passagieren wurde das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium aufgeldst.
1/ 10 der Zellsuspension wurde fr nachfolgende Versuche subkultiviert. Fur die Kokulturexperimente
wurde das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium aufgelost, die Zellzahl mittels Neubauer-Z&hlkammer

bestimmt und die bendtigte Anzahl an Zellen fir die Versuche ausgesat.

26



2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Je nach Zelldichte wurde die Zellsuspension (zumeist 1 ml) direkt fuir die Zellzahlbestimmung genutzt
oder wurde zundchst verdunnt (beispielsweise 1:100 oder 1:500). 10 pl der unverdinnten bzw.
verdlnnten Zellsuspension wurden in den Zwischenraum einer Neubauer-Zahlkammer gegeben. Unter
dem Mikroskop erfolgte die Ausz&hlung der Zellen in vier Quadranten und die Berechnung der Zellzahl
(pro 1 ml) wie folgt:

Gesamtzellzahl = Mittelwert (aus 4 Quadranten) x Verdiinnungsfaktor x VVolumen x 10*

2.2.2 Tierexperimentelle Methoden

CD19*IL-10" B-Zellen wurden aus naiven und tréchtigen IL-10eGFP Mausen isoliert, Plazenta-
Explantate wurden aus trachtigen Swiss Webster Mausen gewonnen. Die Zellen und Explantate wurden

flr die in 2.2.2.6 und 2.2.2.7 dargestellten Kokulturexperimente verwendet.

2.2.2.1 Tierhaltung

Die Tiere waren in der Tierhaltung der Experimentellen Gynéakologie und Geburtshilfe in Magdeburg
artgerecht untergebracht. Méannliche Tiere wurden einzeln gehalten, weibliche Tiere in Gruppen von
zwei bis vier Tieren. Die Tierkafige wurden einmal wochentlich gereinigt. Nahrung und Wasser stand
den Tieren ad libitum zur Verfligung. Im Tierstall herrschte ein wechselnder 12-stiindiger Hell-
Dunkelrhythmus vor.

2.2.2.2 Verpaarung der Mause

Die Verwendung transgener IL-10eGFP Maduse ermdglicht die vereinfachte Auslese IL-10-
produzierender Zellen tber den Fluoreszenzfarbstoff GFP (griin fluoreszierendes Protein). Ein bis drei
IL-10eGFP oder Swiss Webster Weibchen im Alter von etwa acht Wochen wurden in einen Kéfig eines
geschlechtsreifen Swiss Webster Mannchens gesetzt. Die Weibchen wurden zweimal taglich auf das
Vorhandensein eines Vaginalpfropfens untersucht, welcher eine stattgefundene Paarung belegt. Das
Vorliegen des Vaginalpfropfens wurde als Gestationstag (GT) 0 der Trachtigkeit definiert.
AnschlieRend wurden die trachtigen Weibchen von dem Mannchen getrennt. Am GT 9 wurden die
Weibchen getotet und Gewebeproben entnommen. Eine Meldung erfolgte unter der Rubrik ,, Tétung zu
wissenschaftlichen Zwecken* gemél §4 TierSchG. (Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Referat
Verbraucherschutz, Veterindrangelegenheiten). IL-10eGFP Weibchen wurde die Milz entnommen (fiir

die Gewinnung CD19*GFP- Zellen), Swiss Webster Weibchen wurden die Plazenten entnommen.

2.2.2.3 Mauspraparation fur die Isolierung von Lymphozyten aus der Milz

Am GT 9 wurden IL-10eGFP Weibchen durch zervikale Dislokation get6tet. Die Tiere wurden in
Riickenlage fixiert und das Fell mit Ethanol (70 %) desinfiziert. Das Abdomen wurde durch einen

Langsschnitt er6ffnet und die Milz entnommen. Die Milz wurde in kaltem, sterilem PBS gewaschen
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und in 1 ml sterilem RPMI auf Eis gelagert. Das Milzgewebe wurde unter Zugabe von 2 ml RPMI durch
ein Zellsieb (Porengréfe 100 um) in eine 6-Loch-Platte gedriickt, die Zellsuspension anschlieBend in
ein Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt und mit Lysispuffer (1x) 10 min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, 4°C) und Absaugen des Uberstandes, wurde das Zellpellet in 10 mi
RMPI gewaschen, erneut zentrifugiert und in 1 ml RPMI resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels
Neubauer-Z&hlkammer bestimmt und die Zellen in Rundbodenrthrchen tberfihrt.

2.2.2.4 Durchflusszytometrische Zellsortierung von CD197IL-10" B-Zellen

Die zuvor hergestellten Zellsuspensionen wurden durch 1 ml FACS-Puffer erganzt, zentrifugiert (1200
rpm, 10 min, 4°C) und der Uberstand abgenommen. Die Markierung der B-Zellen erfolgte tber die
extrazellulare Farbung gegen CD19. Das Zellpellet wurde mit 100 pl Ak-Ldsung (Verdinnung 1:100
in FACS-Puffer) pro Rundbodenréhrchen inkubiert (30 min bei 4°C, in Dunkelheit). Danach wurden
die Proben in 1 ml FACS-Puffer gewaschen, in 1,5 ml groRe ReaktionsgefaRe Uberfuhrt und zentrifugiert
(1200 rpm, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 500 pl RPMI (ergéanzt durch
FBS und P / S) geldst und auf Eis transportiert. Nach durchflusszytometrischer Zellsortierung (siehe
2.2.5.4) der CD19* und GFP- (IL-10") Zellen, wurden die CD19*IL-10" B-Zellen in den jeweiligen

Kulturansatzen verarbeitet.

2.2.2.5 Mauspraparation zur Gewinnung von Plazentagewebe

Tréachtigen Swiss Webster Weibchen wurde am GT 9 der bikorneale Uterus enthommen, fixiert und die
Uterushdrner der L&nge nach aufgeschnitten. Die Plazenten wurden aus dem Uterus freiprapariert und
von ihren Embryonen getrennt. Die Dezidua basalis wurde mit Hilfe eines Skalpells entfernt und die
Rander einer jeden Plazenta getrimmt. Das verbleibende Plazentagewebe wurde in Zellkulturplatten (24
Vertiefungen) gegeben, unter Nutzung des Mikroskops in je vier gleich grof3e Stiicke geschnitten und
fir 1 h in den Inkubator gestellt.

2.2.2.6 Kokultur von CD19*IL-10 B-Zellen und SM9-2-Zellen

Der vermutete Effekt der Trophoblastzellen auf die Generierung IL-10-produzierender B-Zellen wurde
anhand einer Kokultur von SM9-2-Zellen und CD19*IL-10" B-Zellen untersucht. Nach Trypsinierung
wurden 5 x 10* SM9-2-Zellen in 1 ml Kulturmedium pro Ansatz in 24-Loch-Platten in
Doppelbestimmung ausplattiert und fiir 24 h inkubiert. Am Folgetag wurden CD19*IL-10" B-Zellen aus
der Milz naiver bzw. trachtiger IL-10eGFP Maduse tber durchflusszytometrisch-basierte Zellsortierung
isoliert und gezéhlt (siehe 2.2.4.4). Nach Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, 21° C) und Absaugen des
Uberstandes wurden CD19*1L-10" B-Zellen in Medium +/- CD40L/CpG auf zwei Zentrifugenréhrchen
aufgeteilt. SM9-2-Zellen wurden mikroskopisch auf ihre Adh&renz gepriift und das alte Medium
abgenommen. 1 x 10° B-Zellen in 500 pl Medium +/- CD40L/CpG wurden zu den SM9-2-Zellen
(Zellverhéltnis 2:1) gegeben. Der Transfer der Zellen wurde mikroskopisch tberprift. Als Kontrollen
dienten allein kultivierte B-Zellen in 500 pl Medium +/- CD40L/CpG. Nach 24 und 48 h wurde das B-
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Zellen-enthaltende Medium abgenommen, in Rundbodenréhrchen berfihrt und mit 100 ul FACS-
Puffer aufgefillt. In einem zweiten Versuch wurden CD19*IL-10" B-Zellen aus naiven Weibchen
isoliert und durch CD40L/CpG aktiviert. Hier wurde der Kokultur aus B-Zellen und SM9-2-Zellen (2:1)
flr 24 h ein anti-TGF-R-Ak oder IgG-Kontroll-Ak in der Konzentration von 30 pg/ml beigemischt. Die
Konvertierung von CD197IL-10" B-Zellen in CD197IL-10" B-Zellen wurde in beiden Ansétzen (iber die
Messung von GFP am Durchflusszytometer bestimmt.

2.2.2.7 Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen mit Plazenta-Explantaten

Plazenta-Explantate wurden aus Swiss Webster Weibchen gewonnen (siehe 2.2.2.5) und fiir 1 h in den
Inkubator gestellt. Zeitgleich wurden CD197IL-10" B-Zellen aus der Milz von naiven bzw. tréchtigen
IL-10eGFP-Méusen isoliert. Nach Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, 21° C) und Absaugen des
Uberstandes wurden CD19*IL-10" B-Zellen in ReaktionsgefdBe mit Kulturmedium +/- CD40L/CpG
aufgeteilt. 5 x 10* B-Zellen in 250 pl Medium +/- CD40L/CpG wurden in eine 96-Loch-Platte gegeben.
AnschlieBend wurde je ¥ Plazenta pro Vertiefung den experimentellen Ansétzen hinzugefugt. Als
Kontrolle dienten B-Zellen in 250 pl Medium +/- CD40L/CpG. Nach 24 bzw. 48 h wurden zunéchst die
Plazenta-Explantate in ReaktionsgefaRe Uberflhrt, in 1 ml PBS gewaschen und zentrifugiert (1200 rpm,
10 min, 4° C). Der Uberstand wurde verworfen und das Plazentagewebe bei -80 °C eingefroren. Danach
wurde das B-Zellen-enthaltende Medium aus den Vertiefungen entnommen, in Rundbodenréhrchen
tberfuhrt und mit 100 pul FACS-Puffer aufgefillt. Die Generierung CD19*IL-10* B-Zellen wurde

durchflusszytometrisch bestimmt.

2.2.3 Humanexperimentelle Methoden

Im Folgenden wird die Gewinnung der CD19" B-Zellen aus humanen Blutproben sowie die Behandlung

dieser Zellen mit Hormonen und AFP erlautert.

2.2.3.1 Blutgewinnung

Die im Rahmen der Studie durchgefiihrten Blutentnahmen erfolgten nach ausfihrlicher Aufklarung und
schriftlicher Einverstandniserklarung der Probandinnen und wurden vor Studiebeginn durch die
Ethikkommission der Otto-von-Guericke Universitét (Studiennummer 28/08) genehmigt. Vendses Blut
wurde weiblichen Probanden (21-35 Jahre alt) entnommen, die noch kein Kind geboren hatten. Die
Charakteristika der Probandinnen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Entnahme von etwa 60 ml
Blut erfolgte aus einer peripheren Vene. Das Blut wurde in einem Eisbad abgekuhlt und nach 15 min
weiterverarbeitet.

Tabelle 2: Charakteristika der weiblichen, nulliparen Studienteilnehmer. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestelit.

Anzahl Alter Raucher BMI (kg/m?) Diabetes, Hypertonie,
Schilddrusenerkrankung
25 26,4+0,56 1 21+0,5 0
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2.2.3.2 lsolierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMZ)

Nachfolgende Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Zunéchst erfolgte die
Zentrifugation (4°C, 10 Min, 2200 rpm) der Blutproben zur Trennung der zelluldren Bestandteile vom
Blutplasma. Das Plasma wurde verworfen. Die Gewinnung der PBMZ erfolgte Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque. Die zellularen Blutbestandteile wurden in einem
Verhaltnis von 1:1 mit PBS verdiinnt und auf 4 ml Ficoll-Paque in Zentrifugenréhrchen aufgeschichtet.
Nach Zentrifugation (4°C, 20 min, 1800 rpm, ohne Bremseinwirkung) hatten sich die verschiedenen
Bestandteile in Schichten separiert. Oberhalb der Ficoll/PBS-Grenzschicht wurden PBMZ mit einer
Pasteurpipette abgenommen. Es folgten zwei Wasch- und Zentrifugationsschritte in PBS (1200 rpm, 10
min, 4°C). Die Zellen wurden in 1 ml MACS Puffer resuspendiert, gezéhlt und CD19* B-Zellen

magnetisch isoliert.

2.2.3.3 lsolierung von B-Zellen mittels MACS®

B-Zellen wurden aus PBMZ Uber die Magnetsaulenaufreinigung mit Hilfe eines B-Zell-Isolationskits
nach Angaben des Herstellers isoliert. Kurz zusammengefasst: Die Zellsuspension wird mit Ak
inkubiert, die zellspezifische Oberflachenantigene binden. Magnetpartikel binden wiederum an die Ak-
markierten Zellen. Lasst man die Zellsuspension durch eine Saule in einem starken Magnetfeld laufen,
so werden die mit Magnetpartikeln versehenen Zellen in der Sdule zuriickgehalten, wéhrend
unmarkierte Zellen die Saule passieren kénnen Das verwendete B-Zell-Isolationskit enthélt biotinylierte
Ak gegen CD2, CD4, CD11b, CD36, anti-IgE und CD235a. Unmarkierte CD19* B-Zellen passierten
die Séule und wurde aufgefangen. Die Anzahl der B-Zellen wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer
ermittelt (siehe 2.2.1.3). Der prozentuale Anteil an B-Zellen lag bei etwa 2 % der isolierten PBMZ. Die
Reinheit CD19* B-Zellen wurde durchflusszytometrisch tberprift. Sie lag bei > 95 %.

2.2.3.4 Behandlung von B-Zellen mit Stimulanzien, Hormonen und AFP

5 x 10%B-Zellen pro Vertiefung wurden auf 96-Loch-Platten in 150 ul Medium, erganzt durch 3 % FBS
(Aktivkohle behandelt, dadurch hormonreduziert) und 1 % P / S, in Doppelbestimmung ausplattiert. Die
Zellen wurden fur 24 h im Inkubator gehalten (37° C, 5 % CO,). Danach wurden die B-Zellen mit
rekombinantem hCG (rhCG, 100 mIU/ml), P4 (30 ng/ml), E2 (1000 pg/ml), einer Kombination von P4
und E2, AFP in der mutterlichen Serumkonzentration (erstes Trimenon: 0,015 ug/ml, zweites Trimenon:
0,06 pg/ml und drittes Trimenon: 0,2 ug/ml) oder AFP in der fetalen Serumkonzentration (50 pg/ml)
fur 24 h behandelt. Die verwendeten Konzentrationen entsprechen den physiologischen Werten
innerhalb der Schwangerschaft (Tabelle 1). 100 pul Medium mit den jeweiligen Zusétzen wurden pro
Vertiefung zu den B-Zellen gegeben. Zur Aktivierung der B-Zellen wurde dem Kulturmedium CD40L
(1 pg/ml) und CpG (10 pg/ml) zugesetzt. In Vorversuchen mit 1, 5 und 10 pg/ml CpG wurde die
optimale Konzentration fiir die B-Zell-Aktivierung ermittelt. Fur eine gleichmé&Rige Verteilung der

Zusétze wurde die Kulturplatte vorsichtig geschwenkt und fur weitere 24 h in den Inkubator gestellt.
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Als Kontrolle dienten unbehandelte und lediglich mit CD40L/CpG behandelte B-Zellen. Ein Schema
veranschaulicht die Kulturbedingungen (Tabelle A.1, Anhang). Anschlie}end erfolgte die Abnahme der
Zellkulturiiberstande flr die IL-10-Quantifizierung (siehe 2.2.5.2) und die Farbung der Zellen fir die
Durchflusszytometrie (siehe 2.2.4.2). Fir die Bestimmung der 1g-Quantifizierung (siehe 2.2.5.3) und
der 1gG-Fc-Glykosylierungsprofile (siehe 2.2.6) im Zellkulturiiberstand wurde die Behandlung tber 12
Tage durchgefuhrt, um die Entwicklung von Plasmazellen gewahrleisten zu kdnnen.

2.2.3.5 Kokultur von B-Zellen und JEG-3-Zellen

Um zu untersuchen, ob hCG IL-10-produzierende B-Zellen induziert, wurden hCG-produzierende JEG-
3-Zellen mit B-Zellen kokultiviert. Hierfiir wurden JEG-3-Zellen trypsiniert und 5 x 10* Zellen in 1 ml
Kulturmedium pro Ansatz in 24-Loch-Platten in Doppelbestimmung ausplattiert und fur 24 h inkubiert.
B-Zellen wurden aus humanem Blut isoliert (siehe 2.2.3.2 / 2.2.3.3), gezéhlt und in 2 ml Kulturmedium
ebenfalls flir 24 h inkubiert. Am Folgetag wurden B-Zellen erneut gezahlt und in hormonreduziertem
B-Zell-Medium +/- CD40L/CpG resuspendiert. Die Adhédrenz der JEG-3-Zellen wurde unter dem
Mikroskop gepriift und das alte Medium abgenommen. Pro Vertiefung wurden 5 x 10* B-Zellen in 500
pl Medium +/- CD40L/CpG zu JEG-3-Zellen (Zellverhaltnis 1:1) gegeben. Der erfolgreiche Transfer
der Zellen wurde unter dem Mikroskop Uberpriift. Als Kontrollen wurden B-Zellen und JEG-3-Zellen
in alleiniger Kultur in Medium +/- CD40L/CpG mitgefuhrt. Nach 24 h wurde das B-Zellen-enthaltende
Medium abgenommen, in ein ReaktionsgefaR Uberfiihrt und zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4° C). Je
400 pl Zellkulturiiberstand wurde zur Analyse fur die Messung des IL-10-Gehalts bei -80 °C
aufbewahrt. Die Zellen wurden iber CD19, CD24, CD27 und 1L-10-Ak markiert (siehe 2.2.4.2) und
mittels Durchflusszytometrie (siehe 2.2.4.3) analysiert. Fir die Blockierung des endogen produzierten
hCGs wurde der Kokultur in einer zweiten Versuchsreihe ein anti-hCG-Ak (Verdinnung 1:50)
hinzugefgt.

2.2.4 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie ermdglicht die Charakterisierung einzelner Zellen und
Zellpartikel auf Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften [207]. Dabei kdnnen
verschiedene Parameter wie die relative ZellgrolRe, Granularitat, Oberflacheneigenschaften und die

intrazelluldre Zusammensetzung jeder einzelnen Zelle erfasst werden.

2.2.4.1 Theoretische Grundlagen

Uber eine Stahlkapillare werden Zellen in eine Messkiivette eingezogen und beschleunigt. Die Zellen
werden einzeln an einem Laser vorbeigeleitet. Der Laser sendet Licht in einer bestimmten Wellenlange
aus. Dieses Licht wird durch die Zellen in Abhdngigkeit von ihrer GroR3e und intrazelluldren Granularitat
unterschiedlich stark gestreut. Uber die nach vorne abgelenkten Strahlen (Vorwirtsstreulicht /
Forwardscatter - FSC) wird die relative ZellgroRe ermittelt. Das in einem 90°-Winkel reflektierte

Seitwartsstreulicht (Sidescatter - SSC) dient als MaR fur die Granularitit. Durch die Markierung der
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Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. GFP) oder iber den Einsatz fluoreszenzgekoppelter Ak gegen
spezifische Oberflachenstrukturen und intrazellulare Molekile konnen weitere zellspezifische
Eigenschaften analysiert werden. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt ebenfalls im 90°-Winkel zum
Laserstrahl. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch das von den Lasern ausgesandte Licht angeregt
und emittieren, je nach Fluorochrom Licht unterschiedlicher Wellenldngen. Das durch das optische
System geflhrte und entsprechend der Wellenl&dngen aufgeteilte Licht wird tiber Detektoren registriert,
verarbeitet und vom Gerét digitalisiert. Da sich die Exitations- und Emissionsspektren verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe unterscheiden, kénnen mehrere Merkmale einer Zelle in einem Messvorgang
ermittelt werden. Die Emissionsspektren bestimmen die Kombinierbarkeit der fluoreszenzgekoppelten
Ak. Der spektrale Uberlappungsbereich der genutzten Fluoreszenzfarbstoffe sollte moglichst gering
sein. In Tabelle 3 sind die verwendeten Farbstoffe inklusive Exzitations- und Emissionsspektren der
humanexperimentellen Analyse aufgefihrt.

Tabelle 3: Exzitations- und Emissionsmaxima (Exmax/Emmax) der Fluorochrome fir die
durchflusszytometrische Vermessung humaner B-Zellen (Quelle: BD Biosciences)

Markierung Farbstoff Exmax (nm) Emmax (nm)
CD19 FITC 494 519
IL-10 PE 496, 564 578
CD27 PerCP 482 678
CD24 AF 647 650 668

2.2.4.2 Extrazellulare und intrazellulare Farbung von humanen B-Zellen

Zellen konnen auf unterschiedliche Weise markiert bzw. gefarbt werden. Dabei wird die Markierung
zellulérer Oberflachenantigene von der intrazelluldren Markierung unterschieden. Fur die Vermessung
CD19*CD24MCD27*IL-10* B-Zellen sind beide Farbungen notwendig. Nach Abnahme der
Zellkulturiiberstande fiir die IL-10-Quantifizierung, wurde die Zellen (pro Vertiefung) in 1 ml FACS-
Puffer resuspendiert und auf je zwei Rundbodenréhrchen zu 500 pl aufgeteilt. Das zweite
Rundbodenrdhrchen wird als ungeféarbte Negativkontrolle fir die durchflusszytometrische Messung
mitgefihrt. Die Zellen wurden auf die extrazellularen Zelloberflachenantigene CD19 (FITC), CD27
(PerCP) und CD24 (AF647) gefarbt. Hierflr wurden die Ak in FACS-Puffer (1:100) verdiinnt. Die
Zellen wurden zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4° C), der Uberstand abgesaugt und 100 pl der Ak-
Losung in die entsprechenden Rohrchen gegeben. Nach Inkubation (30 min, 4° C, in Dunkelheit)
erfolgte die Entfernung nicht gebundener Ak. Hierzu wurden die Proben in 1 ml FACS-Puffer
gewaschen, zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4° C) und der Uberstand entfernt. Da es sich bei IL-10 um
ein intrazelluldr vorkommendes Molekil handelt, ist fur die Bindung des Aks an IL-10 die
Permeabilisierung der Zellmembran erforderlich. Dafur wurden die Zellen zundchst in 100 pl
Fixierungslosung dber Nacht fixiert. Nach der Fixierung wurden die Proben in 1 ml
Permeabilisierungspuffer gewaschen, zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4° C) und der Uberstand
verworfen. Der intrazelluldre Ak (IL-10-PE) wurde in Permeabilisierungspuffer (1:100) verdinnt und

100 pl der Ak-Losung in die entsprechenden Réhrchen gegeben. Die Proben wurden inkubiert (30 min,
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4° C, in Dunkelheit) und dann in Permeabilisierungspuffer (1 ml) gewaschen. Nach Zentrifugation und
Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen und im

Durchflusszytometer vermessen.

2.2.4.3 Auswertung durchflusszytometrischer Daten fiir humane B-Zellen

Die Zellsuspensionen wurden mit dem FACS Calibur™ Durchflusszytometer vermessen. Mit diesem
Gerét ist eine Mehrfarbenanalyse moglich. Da sich die hier verwendeten Emissionsspektren der
Fluorochrome stellenweise Uberlappen, musste eine Kompensation der Emissionsspektren durchgeftihrt
werden. Die angepassten Messeinstellungen wurden fir alle weiteren Messungen beibehalten. Zur
Uberpriifung unspezifischer Farbungen wurde die entsprechende Negativkontrolle mit ungefarbten
Zellen vermessen. Insgesamt wurden 1 x 10* Ereignisse gemessen, davon etwa 50-300 pro sek. Die
Zellen wurden anhand ihrer Grofe und Granularitdt in einem ,,Dot plot* dargestellt. Mithilfe der
CellQuest Pro 4.bf4b Software wurden CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen anhand ihrer
Fluoreszenzeigenschaften durch das Setzen von Gates analysiert. So wurden zunéchst CD27* und

CD24" Zellen ermittelt und innerhalb dieser Population die Koexpression von CD19 und IL-10.

2.2.4.4 Durchflusszytometrisch-basierte Zellsortierung

Einige Durchflusszytometer sind mit einer Zellsortierfunktion ausgestattet. Neben der optischen
Vermessung der Zellen, kénnen Zellsorter die Zellen je nach Fluoreszenzeigenschaft raumlich trennen.
So kénnen ausgewdhlte Zellen nach der Sortierung flir weitere Experimente genutzt werden. Am Ende
der Stahlkanile, welche die Zellen am Laser vorbeileitet, wird die Probenfliissigkeit in einzelne
Tropfchen zerlegt. Tropfchen, in denen sich eine Zelle mit den festgelegten Fluoreszenzeigenschaften
befindet, werden je nach Eigenschaft elektrisch positiv oder negativ geladen und in einem
elektrostatischen Feld ladungsabhdngig abgeleitet [207]. Elektrisch geladene Zellen werden in
verschiedenen Rohrchen gesammelt, ungeladene Trépfchen werden ausrangiert. In dieser Arbeit wurden
in Zusammenarbeit mit Dr. Roland Hartig am Institut fur Molekulare und Klinische Immunologie
murine B-Zellen (iber die extrazellulére Farbung gegen CD19 (siehe 2.2.2.4) sortiert und IL-10-positive
Zellen ber GFP aussortiert. Nach Auslese der CD19*- und GFP™- (IL-10°) Zellen, standen CD19*IL-10

B-Zellen fir weitere Versuche zur Verfiigung. Die Zellauslese ergab im Mittel 2,9 x 10° Zellen.

2.2.4.5 Auswertung durchflusszytometrischer Daten fiir murine B-Zellen

Fur die Auswertung der murinen Kokulturansétze (siehe 2.2.2.6 und 2.2.2.7) erfolgte keine weitere
Farbung der Zellen. Hier wurden die aus IL-10eGFP Weibchen isolierten Zellen bereits im Vorfeld
extrazelluldr gegen CD19 markiert, um CD19*IL-10" B-Zellen zu isolieren (siehe 2.2.4.4). Nach Einsatz
der CD19*1L-10" B-Zellen in den entsprechenden Versuchen wurden 1 x 10* Ereignisse tber GroRe,
Granularitat und die Expression von GFP am Durchflusszytometer detektiert und mithilfe der CellQuest

Pro 4.bf4b Software analysiert.
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2.2.4.6 Apoptosebestimmung mittels Annexin V- / Propidiumiodid-Farbung

Fur die Ansdtze von humanen B-Zellen mit AFP in der fetalen Serumkonzentration (siehe 2.2.3.4)
erfolgte die Messung des Anteils apoptotischer Zellen tiber ein Apoptosedetektionskit. Hierfir wurden
die Zellen nach Abnahme der Zellkulturuberstdnde, auf je zwei Rundbodenrdhrchen aufgeteilt. Ein
Rohrchen diente jeweils als ungeférbte Negativkontrolle. Es folgten zwei Waschschritte in PBS,
Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, 4° C) und das Absaugen des Uberstandes. Nach Zugabe von 25 pl
Annexin V Bindungspuffer, wurden die entsprechenden Rohrchen mit Annexin-V-FITC (1,25 pl) und
P1 (1,25 pl) geféarbt und inkubiert (15 min, RT, in Dunkelheit). Abschlie}end wurden den Proben je 100
pl Annexin V Bindungspuffer hinzugefiigt. 5000 Ereignisse wurden direkt am Durchflusszytometer
vermessen. Drei Populationen lieBen sich in einem Dot plot darstellen. Annexin V-negative und Pl
negative Zellen wurden als lebend identifiziert, Annexin V-positive und Pl negative Zellen wurden als
frihapoptotische Zellen identifiziert und Annexin V-positive und Pl positive Zellen wurden als

spatapoptotische bzw. nekrotische Zellen identifiziert.

2.2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ein Immunoassay ist ein auf der Antigen-Ak-Reaktion basierendes Nachweisverfahren zur
Konzentrationsbestimmung von Substanzen, wie z.B. Zytokinen, 1g und Hormonen. Die
Quantifizierung der Substanz wird Uber entsprechende Marker ermdglicht. Der ELISA verwendet ein
Enzym als Marker; die Enzymaktivitt ist photometrisch nachweisbar. Die hier durchgefiihrte
Konzentrationsbestimmung des I1L-10-Gehaltes sowie die Ig-Quantifizierungen wurden anhand eines
Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Hierfr sind zwei Ak erforderlich. Zunéchst werden die Vertiefungen
einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit dem Erst-Ak beschichtet, der das zu untersuchende Antigen
spezifisch in den Proben bindet. Im néchsten Schritt wird der Zweit-Ak, der ebenfalls das zu
untersuchende Antigen spezifisch bindet, hinzugegeben. Ein Sandwichkomplex wird gebildet.
Ungebundene Ak in der Probe werden durch Waschen entfernt. Der Zweit-Ak ist an das Enzym
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Eine Substratldsung mit Tetramethylbenzidin (TMB) als Chromogen
wird hinzugegeben. Die Substratumsetzung durch die Meerrettich-Peroxidase bewirkt die Freisetzung
des Farbstoffes (Blaufarbung der Probe). Nach einer festgelegten Zeit wird die Farbentwicklung durch
Zugabe von Schwefelsdure gestoppt (Farbumschlag von blau zu gelb). Die Farbintensitat ist
proportional zur Konzentration des untersuchten Antigens. Durch Anfertigung einer Standardreihe mit
definierten Konzentrationen kann die Quantitat des Antigens mithilfe eines Photometers ermittelt

werden.

2.2.5.1 ELISA zum Nachweis von IL-10

Die Zellkulturiiberstande der kultivierten B-Zellen wurden 24 h nach ihrer Behandlung mit Hormonen
oder AFP bzw. 24 h nach der Kokultur mit JEG-3-Zellen abgenommen. Der IL-10-Gehalt wurde
mithilfe des IL-10 OptEIA™ ELISA Kits nach Angaben des Herstellers bestimmt. Alle Proben sowie
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die Ansatze der Standardreihe wurden als Doppelbestimmungen angelegt. Der Farbumschlag wurde
binnen 15 min mit dem Multifunktionsplattenlesegerat bei einer Wellenlange von 450 nm (iber die Gen
5 TM Data Analysis Software analysiert.

2.2.5.2 ELISA zum Nachweis von IgM, IgA und IgG

Fur die Ig-Quantifizierung wurden B-Zellen, wie in 2.2.3.4 dargestellt, behandelt und fir 12 Tage
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellkulturiiberstande auf ihren IgM-, IgA- und 1gG-Gehalt mithilfe
eines 1g-ELISA Quantifizierungs-Kits nach Angaben des Herstellers bestimmt. Alle Proben und die
Standardverdiinnungen wurden als Doppelbestimmungen ermittelt. Die Messung der Absorption wurde
bei 450 nm durchgefihrt.

2.2.6 Bestimmung der 1gG Fc-N-Glykosylierungsprofile

Die Abnahme der Zellkulturiberstande fur die Analyse der 1gG-Fc-Glykosylierungsprofile erfolgte
ebenfalls nach 12-tdgiger Inkubation der B-Zellen mit Hormonen bzw. AFP. Die Proben wurden auf
Trockeneis zu unserem Kooperationspartner Prof. Manfred Wuhrer, Abteilung Proteomik und
Glykomik, Leiden Universitat, Niederlande geschickt. Die IgG-Fc-N-Glykosylierungsprofile wurden
tiber die Kopplung von Flissigchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Eine
detaillierte Beschreibung der Methode kann der Publikation von Selman und Kollegen entnommen
werden [208]. In der Analyse wurde die Haufigkeit der Bisecting-Struktur sowie die terminale
Galaktosylierung, Sialylierung und Fukosylierung fur IgG1l und kombiniert fir 1gG2 und 1gG3
generiert. Die Auswertung der Daten und die graphische Darstellung erfolgte durch beide Partner.

2.2.7 hCG-Behandlung von Hybridomazellen und Bestimmung der asymmetrischen
Fab-Glykosylierungen produzierter anti-DNP-Ak

Die experimentelle Versuchsreihe zum Einfluss von hCG auf AAk fiihrte Dr. Andrea Canellada,
Fakultat fir Pharmazie und Biochemie, Buenos Aires durch. Hybridomazellen, die symmetrisch und
asymmetrisch glykosylierte Anti-Dinitrophenol-monoklonale Ak der IgG1-Unterklasse sekretieren,
wurden fir den Versuch ausgewdhlt. 5 x 10° Zellen / ml wurden in Medium (erganzt mit 10 % FBS, 2
0/l NaHCOs und P / S) resuspendiert und in Gegenwart oder Abwesenheit von rhCG inkubiert (50 und
200 mIU / ml). Die Kulturen wurden als Dreifachbestimmungen in 96-Loch-Platten angelegt. Nach 24-
stindiger Inkubation erfolgte die Abnahme der Zellkulturiiberstdnde. Der Prozentsatz asymmetrischer
Fab-Glykosylierungen der anti-DNP-Ak wurde tber die Bindung AAk an Concanavalin A und die
ELISA Quantifizierungen von totalem und ungebundenem I1gG realisiert. Die Auswertung der

Ergebnisse und graphische Darstellung erfolgten durch Dr. Canellada und uns.

2.2.8 Caspase-Glo®-Analyseverfahren

Zusatzlich zu der Identifizierung apoptotischer Zellen mittels Annexin V/PI-Féarbung wurden die

Aktivitaten der Caspasen 3 und 7 unter Anwendung eines Caspase-Glo 3/7 Lumineszenz-Kits analysiert.
35



B-Zellen wurden fur 24 h mit AFP in fetaler Serumkonzentration kultiviert (siehe 2.2.3.4), mit der
Abweichung, dass je 2 x 10* Zellen in Lumineszenz kompatiblen 96-Loch-Platten doppelt ausplattiert
wurden. AnschlieBend erfolgte die Entnahme der Platten aus dem Inkubator und eine 30-mindtige
Lagerung bei RT. Die Proben wurden mit jeweils 100 pul des Caspase-Substrates versetzt und je nach
Zeitpunkt fiir 1 h und 3 h bei RT in Dunkelheit inkubiert. Die Lumineszenzmessung erfolgte ber das
Multifunktionsplattenlesegerdt Synergy HT (Gen 5 TM Data Analysis Software). Die detektierte
Lumineszenz in relativen Lichteinheiten (RLE) ist proportional zur Caspase-Aktivitat.

2.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe der Software
GraphPad Prism 5.0 und 8.0. Deskriptive Statistiken werden als Mittelwerte (mit Standardfehler des
Mittelwertes - SEM) oder Mediane (mit Interquartilsabstand (IQR)) angegeben. Da fiir alle Versuche
Doppelbestimmungen angelegt wurden, wurde hier zundchst der Mittelwert aus den Duplikaten
gebildet. Die Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk-Test. Lag
eine Normalverteilung der Daten vor, wurden parametrische Verfahren angewandt. In Abhangigkeit von
der Anzahl der untersuchten Faktoren wurde eine einfaktorielle (One-Way-ANOVA) oder eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-Way-ANOVA) zur Datenanalyse verwendet. Bei signifikanten
Unterschieden zwischen den Mittelwerten von mindestens zwei Gruppen wurden paarweise t-Tests als
Post-hoc Test mit Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Die Versuche mit Messwiederholung sind mit
dem Zusatz ,,RM-“ (repeated measures) gekennzeichnet. Sie basieren darauf, dass die aus denselben
Probanden bzw. Tieren isolierten Zellen alle Untersuchungsbedingungen durchlaufen und damit
wiederholt gemessen werden. Bei fehlender Normalverteilung wurde der Vergleich mehrerer Gruppen
je nach Abhéngigkeit der Daten mithilfe des Friedman-Tests bzw. des Kruskal-Wallis-Tests
durchgefuhrt. Als Post-hoc Test wurde der Dunn’s Test verwendet. Eine Signifikanz der Ergebnisse
wurde bei p < 0,05 angenommen. Das jeweils durchgefiihrte statistische Testverfahren und

Signifikanzniveau (*p < 0.05, **p < 0.01, *** p <0.001) sind in den Abbildungslegenden aufgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Fokus der Arbeit war die Identifizierung von Mediatoren fur die Generierung IL-10-produzierender B-
Zellen im Rahmen der Friihschwangerschaft. Im Mausmodell wurde anhand der Kokultur von B-Zellen
mit Trophoblastzellen die Umwandlung IL-10-negativer in IL-10-positive B-Zellen untersucht. In
humanen in-vitro-Zellexperimenten wurde der Einfluss von hCG, P4, E2 und AFP auf B-Zellen
analysiert. Die Bestimmung der IL-10" B-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie, die Freisetzung
von IL-10 mittels ELISA. Quantitative Messungen von 1gG, IgM und IgA wurden durchgefihrt und
IgG Fc-Glykosylierungsprofile analysiert. Inwieweit hCG einen Effekt auf die Synthese der AAk
austibt, wurde mittels Hybridom-Technik in Zellkulturtiberstanden untersucht.

3.1 Analyse der Mausproben

Eine Vergleichsstudie mit normal schwangeren und abortanféalligen Méusen belegte, dass abortanféllige
Maduse eine reduzierte Anzahl der IL-10* B-Zellen aufwiesen und der adoptive Zelltransfer die
Schwangerschaften rettete [148]. Dieser Versuchskomplex widmete sich der Frage, inwieweit
Mechanismen im Mausmodell die Generierung der IL-10* B-Zellen fordern.

3.1.1 Gating-Strategie der durchflusszytometrischen Auslese CD19*IL-10" B-Zellen

Um die gewilnschte Subpopulation am Durchflusszytometer detektieren zu konnen, wurden
Einzelzellsuspensionen aus der Milz naiver und trachtiger IL-10eGFP Méuse hergestellt, deren IL-10-
produzierende Zellen mittels GFP identifiziert werden kdnnen. Lymphozyten wurden anhand ihrer
GroRe und Granularitét in der FSC/SSC-Darstellung identifiziert. CD19* wurden selektiert und IL-10*
Zellen abgesondert, um CD19* und IL-10" B-Zellen fir die experimentellen Ansétze zu isolieren.

Abbildung 5 zeigt reprasentative Dot Plots der mittels Durchflusszytometrie vermessenen B-Zellen.
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Abbildung 5: Auslese der CD19*IL-10" B-Zellen. Dargestellt ist (a) die gesamte Milzsuspension, (b)
die Anzahl an CD19*IL-10" B-Zellen in der Milzsuspension.
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3.1.2 Die Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen mit Trophoblastzellen fordert die
Erzeugung von IL-10-produzierenden B-Zellen in vitro

Da das fetale Gewebe selbst, insbesondere der Trophoblast immunmodulierende Molekile produziert
und ausschttet [209], untersuchten wir, ob die Kokultur von Trophoblastzellen und IL-10" B-Zellen die
Umwandlung in IL-10" B-Zellen beeinflusst. Unstimulierte und stimulierte 1L-10" B-Zellen wurden mit
der murinen Trophoblastzelllinie SM9-2 in dem Verhéltnis 2:1 fir 24 und 48 h kokultiviert. 1L-10* B-
Zellen wurden mittels durchflusszytometrischen Nachweis von GFP quantifiziert. Die 24-stiindige
Kokultur von stimulierten B-Zellen mit SM9-2-Zellen zeigte eine signifikante Umwandlung IL-10" B-
Zellen in IL-10* B-Zellen verglichen mit nur stimulierten B-Zellen (Abbildung 6). Das Ergebnis wurde
in beiden Untersuchungsansétzen erzielt, obgleich B-Zellen aus naiven (p=0.0017) oder trachtigen
(p=0.0009) Weibchen verwendet wurden. Signifikant mehr IL-10* B-Zellen zeigten sich ebenfalls im
Vergleich stimulanzfreier (CD19*) und stimulierter (st. CD19%) Kulturansatze von B-Zellen allein und
im Vergleich stimulanzfreier (CD19* + SM9-2) und stimulierter (st. CD19" + SM9-2) Kokulturansatze,
sowohl nach 24 als auch 48 h.
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Abbildung 6: Trophoblastzellen fordern die Generierung IL-10-produzierender B-Zellen in vitro.
CD197IL-10" B-Zellen wurden aus der Milz naiver (n=4) und tréchtiger (n=4) IL-10eGFP Weibchen
isoliert. Stimulierte (st.) und unstimulierte B-Zellen wurden fir 24 und 48 h mit Trophoblastzellen
(SM9-2) kokultiviert. Die Generierung von IL-10" B-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie
ermittelt. Die 24-stiindige Kokultur von stimulierten CD19°IL-10" B-Zellen mit Trophoblastzellen
zeigte eine signifikante Umwandlung in IL-10" B-Zellen verglichen mit ausschliellich stimulierten B-
Zellen. Obgleich B-Zellen naiver oder trachtiger Mause fir die Kultur genutzt wurden, ergab keinen
signifikanten Unterschied. Sekundér ist der signifikante Anstieg der IL-10" B-Zellen im Vergleich
unstimulierter und stimulierter Kulturansitze dargestellt. Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Die statistische Auswertung wurde mit einer zweifaktoriellen RM-Varianzanalyse pro
Messzeitpunkt durchgefiihrt, gefolgt von paarweisen t-Tests mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0.05,
**p <0.01, ¥*** p<0.001).

38



3.1.3 Die Blockade von TGF-R hat keinen Einfluss auf die Trophoblast-vermittelte
Konvertierung in CD19*IL-10" B-Zellen

Proteinanalysen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass SM9-2-Zellen grofie Mengen TGF-R exprimieren.
TGF-B ist ein multifunktionelles Zytokin mit dem Potenzial schwangerschaftsforderliche Treg-Zellen
zu induzieren [35]. In Bezug auf B-Zellen sind primér inhibitorische Effekte bekannt [210]. Im
Folgenden untersuchten wir, ob TGF-B als Induktor fir IL-10" B-Zellen fungiert und die Blockade von
TGF-R diesen Effekt aufhebt. Wir verwendeten den zuvor beschriebenen Kokulturansatz fir 24 h mit
der Einschréankung, dass ausschlieBlich naive Méause eingesetzt wurden. Stimulierte B-Zellen wurden
mit SM9-2-Zellen unter Zugabe eines anti-TGF-B-Ak bzw. eines Kontroll-Ak kokultiviert. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 7). Die Gabe des anti-TGF-B-Ak zu allein stimulierten
B-Zellen zeigte ebenfalls keinen Unterschied hinsichtlich der Anzahl I1L-10* B-Zellen (Daten nicht
gezeigt). Die Beobachtung deutet darauf hin, dass vom Trophoblasten ausgeschittetes TGF-B kein

Mediator fir die Konvertierung in IL-10* B-Zellen ist.
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Abbildung 7: Die Behandlung mit einem anti-TGF-3-Ak hatte keinen Einfluss auf die
Differenzierung in CD19*IL-10" B-Zellen in vitro. CD19*IL-10" B-Zellen wurden aus naiven IL-
10eGFP Weibchen isoliert. Stimulierte (st.) B-Zellen wurden flr 24 h mit SM9-2-Zellen unter Zugabe
eines anti-TGF-R-Ak (bzw. einer IgG Kontrolle) kokultiviert. Die Anzahl der IL-10* B-Zellen wurde
durchflusszytometrisch ermittelt. Jedes Quadrat représentiert ein einzelnes Tier. Die Daten sind als
Mittelwerte dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktorieller RM-Varianzanalyse,
gefolgt von paarweisen Vergleichen zu st. CD19* + SM9-2 (t-Tests mit Bonferroni-Korrektur). Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

3.1.4 Die Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen mit Plazenta-Explantaten bewirkt eine
signifikante Differenzierung in CD19*IL-10* B-Zellen

Fur die Simulation physiologischer Bedingungen des intrauterinen Milieus verwendeten wir in einem
zweiten Versuchsansatz Plazentagewebe von schwangeren Swiss Webster Mausen anstelle der
Trophoblastzelllinie, welche ebenfalls aus diesem Mausstamm generiert wurde. Am neunten

Tréchtigkeitstag angefertigte Plazenta-Explantate wurden unstimulierten und stimulierten CD19*IL-10
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B-Zellen von naiven und tréachtigen Mausen zugefiigt. Nach 24 und 48 h analysierten wir den Anteil IL-
10" B-Zellen. Die 24-stundige Kultur von CD19°IL-10" B-Zellen mit Plazenta-Explantaten induzierte
eine signifikante Differenzierung in IL-10" B-Zellen verglichen mit allein kultivierten B-Zellen
(Abbildung 8). Der Effekt wurde in unstimulierten (naiv: p=0.0059; trachtig: p=0.0251) und stimulierten
(naiv: p<0.0001; trachtig: p<0.0001) Kulturansdtzen beobachtet, obgleich B-Zellen naiver oder
trachtiger Maduse verwendet wurden. Nachgeordnete signifikante Unterschiede zeigten sich im
Vergleich von stimulanzfreien mit stimulierten Kulturansétzen fur allein kultivierte B-Zellen und die

Kokulturansatze, wobei dieser Effekt nach 48 h ausschlieBlich fiir die naive Gruppe signifikant war.
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Abbildung 8: Losliche plazentare Faktoren forderten die Generierung von IL-10" B-Zellen in
vitro. CD197IL-10" B-Zellen aus naiven (n=4) und trachtigen (n=3) IL-10eGFP Weibchen wurden mit
Plazenta-Explantaten fur 24 und 48 h kokultiviert. Die Induktion von IL-10" B-Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die 24-stindige Kokultur von CD19*IL-10" B-Zellen mit Plazenta-
Explantaten zeigte eine signifikante Umwandlung in IL-10* B-Zellen verglichen mit allein kultivierten
CD19*IL-10" B-Zellen. Der Effekt wurde in beiden Gruppen sowohl fir stimulierte (st.) als auch nicht
stimulierte Versuchsansatze beobachtet. Signifikante Unterschiede zeigten sich ebenfalls im Vergleich
stimulanzfreier und stimulierter Kulturanséatze. Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die
statistische Analyse wurde mittels zweifaktorieller RM-Varianzanalyse pro Messzeitpunkt
durchgefuhrt, gefolgt von paarweisen t-Tests mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001).

3.2 Analyse humaner Zellexperimente

Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Anstieg humaner IL-10* B-
Zellen und einem positiven Schwangerschaftsverlauf auf. So wiesen gesunde Schwangere im ersten
Trimenon einen Anstieg der IL-10* B-Zellen im Blut auf verglichen zu nicht Schwangeren. Der Anstieg
war im Kollektiv der Nullipara und Patienten, die im ersten Trimenon einen Spontanabort erlitten, nicht
zu verzeichnen [149]. Der nachfolgende Versuchskomplex widmet sich der Fragestellung, welche

humanen Faktoren die Generierung von IL-10* B-Zellen beglinstigen.
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3.2.1 Etablierung der B-Zell-Aktivierung und Gating-Strategie fir die
durchflusszytometrische Messung von CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen

Der Zusatz von CpG/CDA40L ist ein Aktivator fur B-Zellen [93, 94]. In Vorversuchen wurde die
optimale Konzentration von CpG fiir die Bestimmung von CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen
ermittelt. Die in-vitro-Behandlung mit 1, 5 oder 10 pg/ml CpG und je 1 pg/ml CD40L stimulierte
signifikant die Differenzierung in CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen innerhalb der gesamten B-Zell-
Population (Daten nicht gezeigt). In den folgenden Experimenten wurde mit einer Konzentration von
10 pg/ml CpG und 1 pg/ml CD40L gearbeitet. Fiir die Identifizierung der B-Zell-Subpopulation am
Durchflusszytometer wurde das Vorliegen eines spezifischen Markerprofils genutzt. Abbildung 9 zeigt
reprasentative Dot Plots der mittels Durchflusszytometrie vermessenen B-Zellen. Lymphozyten wurden
anhand ihrer charakteristischen Grofte und Granularitdt in der FSC/SSC-Darstellung identifiziert. Im
nachsten Schritt wurden CD24" und CD27* B-Zellen vorsortiert, um folgend CD19* und 1L-10* B-
Zellen innerhalb der CD24"CD27* B-Zell-Population auszuwerten.
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Abbildung 9: Identifizierung der CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen innerhalb des B-Zellpools.
Die Zellen wurden entsprechend den angegebenen Parametern als CD19*CD24"CD27+IL-10* B-Zellen
identifiziert. Dargestellt sind (a) Lymphozyten innerhalb der gesamten mononukleéren Zellsuspension,
(b) Anzahl an CD24*CD27* B-Zellen innerhalb der Lymphozyten, (c) Anzahl an CD19*IL-10" B-Zellen
innerhalb der CD24*CD27* Zellsuspension.

3.2.2 hCG-produzierende JEG-3-Zellen bewirken einen signifikanten Anstieg der IL-

10* B-Zellen, der durch die Blockade von hCG signifikant beeintrachtigt wird

Der Synzytiotrophoblast ist ein Ort hochster endokriner Aktivitdt in der Plazenta und produziert
zahlreiche Hormone [4]. Um zu testen, ob sich die Erkenntnisse aus dem Mausmodell auf den Menschen
tibertragen lassen, haben wir den Einfluss von humanen Trophoblastzellen und insbesondere des
Sekretionsproduktes hCG auf die Generierung von IL-10* B-Zellen untersucht. Hierfiir wurde die
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 als trophoblastisches Modellsystem ausgewahlt. JEG-3-Zellen
wurden mit stimulierten B-Zellen aus dem Blut von nulliparen Frauen in dem Verhaltnis 1:1 fiir 24 h
kokultiviert. Als Kontrolle dienten stimulierte, allein kultivierte B-Zellen. Die in-vitro-Behandlung der
gesamten B-Zell-Population mit JEG-3-Zellen zeigte einen signifikanten Anstieg (p=0.0038) IL-10-
produzierender B-Zellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abbildung 10). JEG-3-Zellen
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produzieren groRe Mengen hCG, ein Hormon mit immunregulierenden Eigenschaften [209]. Um zu
untersuchen, ob hCG den Anstieg der IL-10* B-Zellen stimuliert, wurde der Kokultur ein anti-hCG-Ak
hinzugefiigt. Die Behandlung mit dem Ak verhinderte den Anstieg (p=0.0123) der IL-10" B-Zellen im
Vergleich zu der Kokultur von B-Zellen mit JEG-3-Zellen. Anhand dieser Experimente konnte gezeigt
werden, dass hCG ein Mediator fur den Anstieg IL-10-produzierender B-Zellen ist.
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Abbildung 10: hCG-produzierende JEG-3-Zellen induzieren einen signifikanten Anstieg der IL-
10* B-Zellen. Stimulierte (st.) B-Zellen wurden mit JEG-3-Zellen und einem anti-hCG-Ak kokultiviert.
Der prozentuale Anteil an CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen innerhalb der gesamten B-Zell-
Population wurde nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt. Die Kokultur von B-Zellen mit hCG-
produzierenden JEG-3-Zellen provozierte einen signifikanten Anstieg der IL-10* B-Zellen, welcher
durch die Blockade von hCG signifikant dezimiert wurde. Jedes Quadrat représentiert einen einzelnen
Spender. Die Daten sind als Mittelwerte dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einfaktorieller RM-Varianzanalyse, gefolgt von paarweisen Vergleichen zu st. CD19* + JEG-3 (t-Tests
mit Bonferroni-Korrektur, *p < 0.05 und **p < 0.01).

3.2.3 Die Kultivierung der gesamten B-Zell-Population mit JEG-3-Zellen hat keine
Auswirkung auf die IL-10-Sekretion der B-Zellen

Zusétzlich wollten wir untersuchen, ob die Trophoblast-vermittelte Induktion von IL-10+ B-Zellen mit
der Sekretion des Zytokins einhergeht. Die Sezernierung von IL-10 in den Zellkulturtiberstand wurde
mittels ELISA analysiert. Die Kokultivierung totaler stimulierter B-Zellen mit JEG-3-Zellen zeigte
keine signifikanten Unterschiede in der IL-10-Sekretion im Vergleich zu der stimulierten
Kontrollgruppe (Abbildung 11). Die Blockierung von hCG zeigte ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied. Eine IL-10-Sekretion nach Kultivierung von JEG-3-Zellen allein war nicht nachweisbar.
Ebenfalls war IL-10 im Zellkulturiiberstand unstimulierter B-Zellen allein und nach Kokultur mit JEG-
3-Zellen nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt). Unsere Ergebnisse decken sich mit anderen Studien,
die gezeigt haben, dass CpG/CD40L fiir die Produktion und Sezernierung von IL-10 erforderlich ist [87,
211, 212].
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Abbildung 11: Die Kokultur von stimulierten (st.) B-Zellen mit JEG-3-Zellen in An- oder
Abwesenheit von hCG zeigte keine signifikante Auswirkung auf die IL-10-Sekretion. Die
Zellkulturiberstande wurden mittels ELISA auf den IL-10-Gehalt getestet. Die Daten sind als Mediane
* IQR dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Friedman Test, gefolgt vom Dunn’s Test.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.

3.2.4 Der Einfluss von rhCG, Progesteron und Ostradiol auf das

Oberflachenrezeptorprofil und die IL-10-Sezernierung von B-Zellen

Der folgende Versuchskomplex konzentriert sich zum einen darauf, den Effekt des hCG auf die B-
Zellen zu bestatigen und des Weiteren darauf, ob weitere plazentaassoziierte Hormone wie E2 und P4
IL-10" B-Zellen induzieren kdnnen.

3.2.4.1 hCG, jedoch nicht Progesteron oder Ostradiol, erzeugt einen signifikanten Anstieg der

IL-10-produzierenden B-Zellen in vitro

Hierfur wurden stimulierte totale B-Zellen nulliparer Frauen mit rhCG, P4, E2 oder einer Kombination
aus P4 und E2 fur 24 h inkubiert. Die Hormonkonzentrationen entsprachen den, in der
Frihschwangerschaft auftretenden, physiologischen Werten im miitterlichen Serum. Nach Inkubation
mit rhCG verzeichneten wir einen signifikant erhohten prozentualen Anteil der CD19*CD24"CD27*IL-
10* Zellpopulation (p=0.0049) im Vergleich zu der lediglich mit Stimulanzien behandelten
Kontrollgruppe (Abbildung 12a). Die Behandlungen mit P4, E2 oder der Kombination aus P4 und E2
zeigten keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 12b). In beiden Abbildungen ist ein
signifikanter Anstieg der untersuchten Zellpopulation nach Stimulation zu verzeichnen, was mit unseren

bisherigen Daten Ubereinstimmt.
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Abbildung 12: hCG, jedoch nicht P4 oder E2 stimulierten die Generierung IL-10-produzierender
B-Zellen. Dargestellt ist (a) die Auswertung unstimulierter und stimulierter (st.) B-Zellen sowie
stimulierter B-Zellen in Gegenwart von rhCG (100 mIU/ml). (b) zeigt den experimentellen Ansatz unter
Zugabe von P4 (30 ng/ml), E2 (1000 pg/ml) oder der Kombination beider Hormone. Der prozentuale
Anteil der CD19*CD24"CD27+*IL-10" Zellen wurde nach 24-stiindiger Inkubation und anschlieBender
extra- und intrazelluldarer Markierung durchflusszytometrisch aus der gesamten B-Zell-Population
bestimmt. Die Gabe von rhCG zu stimulierten B-Zellen erzeugte einen signifikanten Anstieg der
CD19*CD24MCD27*1L-10* B-Zellen im Vergleich zu der stimulierten Kontrollgruppe. Fiir P4, E2 oder
der Kombination aus P4 und E2 ergaben sich keine signifikanten VVerdnderungen. In beiden Versuchen
erwirkte die Stimulation mit CpG/CD40L einen signifikanten Anstieg der CD19*CD24"CD27*1L-10*
B-Zellen verglichen mit der unstimulierten Kontrollgruppe. Jedes Quadrat reprasentiert einen einzelnen
Spender. Die Daten sind als Mittelwerte dargestellt. Die statistische Analyse wurde mittels
einfaktorieller RM-ANOVA durchgefiihrt, gefolgt von paarweisen Vergleichen zu st. CD19" (t-Tests
mit Bonferroni-Korrektur, ** p <0.01 und *** p <0.001).

3.2.4.2 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit rhCG, Progesteron oder

Ostradiol hat keinen Einfluss auf die I1L-10-Sezernierung

Zudem wurde untersucht, inwieweit die Anwesenheit der Schwangerschaftshormone zu einer
Veranderung der Menge an sekretiertem IL-10 beitragt. Die Freisetzung des Zytokins wurde in den
Zellkulturiiberstdnden mit dem ELISA-Verfahren tberpriift. Keines der Hormone hatte einen

signifikanten Einfluss auf den I1L-10-Gehalt in den Zellkulturiiberstdnden im Vergleich zu der
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stimulierten Kontrollgruppe (Abbildung 13). Ein signifikanter Anstieg der IL-10-Sekretion war
ausschlieBlich nach Stimulation der B-Zellen zu verzeichnen (p=0.0025).
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Abbildung 13: Die in-vitro-Behandlung der magnetisch isolierten B-Zellen mit rhCG, P4 oder E2
hat keinen Einfluss auf die 1L-10-Sekretion. Die aus der Zellkultur gewonnenen Uberstinde wurden
mittels ELISA auf den IL-10-Gehalt getestet. Die Inkubation von stimulierten (st.) B-Zellen mit
Schwangerschaftshormonen zeigte keine signifikante Veranderung des IL-10-Gehaltes im Vergleich zu
der stimulierten Kontrollgruppe. Ein signifikanter Anstieg der IL-10-Freisetzung nach Stimulation im
Vergleich zu nicht stimulierten Zellen trat ein. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Der
Vergleich der Gruppen erfolgte mittels einfaktorieller RM-ANOVA, gefolgt von paarweisen
Vergleichen zu st. CD19" (t-Tests mit Bonferroni-Korrektur, ** p < 0.01).

3.2.5 Der Einfluss von AFP auf B-Zellen

AFP ist ein Sekretionsprodukt des Fetus. Es ist in hoher Konzentration im fetalen Kreislauf vorhanden
und in verhaltnisméRig niedriger Konzentration im miitterlichen Serum nachweisbar. Schon vor 30
Jahren wurde die Hypothese aufgestellt, dass der hohe AFP-Serumspiegel des Fetus diesen vor einem
mitterlichen Immunangriff schitzen konnte [195]. Jingere Studien haben gezeigt, dass AFP den
Phanotyp und die Funktion von Immunzellen modulieren kann [196-200, 201]. Der folgende
Versuchskomplex untersucht den potenziellen Effekt von AFP auf die Induktion von I1L-10" B-Zellen
sowie apoptotische VVorgénge innerhalb des B-Zell-Pools.

3.2.5.1 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP beeinflusst weder die

Generierung von IL-10* B-Zellen noch die IL-10-Sezernierung

Zunéchst priiften wir, ob AFP nach diaplazentarer Ubertragung einen Einfluss auf B-Zellen, konkret die
intrazelluldre Produktion sowie Freisetzung von IL-10, ausubt. Stimulierte B-Zellen aus dem Blut von
nicht schwangeren Frauen wurden mit rAFP kultiviert. Die Konzentrationen entsprachen den
physiologischen Werten im miitterlichen Serum in den Trimena. Ferner wollten wir herausfinden, ob
der Fetus mit semiallogenen Eindringlingen zurechtkommt, etwa mitterlichen B-Zellen. In einem
zweiten in-vitro-Experiment wurden B-Zellen mit AFP in fetaler Serumkonzentration kultiviert. Weder

die fetale noch die mitterlichen Konzentrationen von AFP zeigten einen signifikanten Effekt auf die
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Generierung von IL-10* B-Zellen (Abbildung 14). Der Vergleich von nicht stimulierten und stimulierten
Anséatzen zeigte einen signifikanten Anstieg der CD19*CD24"CD27*1L-10* B-Zellen nach Stimulation.
Keine der AFP Konzentrationen hatte einen signifikanten Einfluss auf den IL-10-Gehalt in den
Zellkulturtiberstdnden im Vergleich zu der stimulierten Kontrollgruppe (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in mitterlicher
oder fetaler Serumkonzentration zeigt keinen Effekt auf die Generierung von IL-10" B-Zellen.
CD19* B-Zellen wurden in Gegenwart von AFP entsprechend der Konzentration im 1. Trimenon (15
ng/ml), 2. Trimenon (60 ng/ml), 3.Trimenon (200 ng/ml) oder der fetalen Serumkonzentration (50
pg/ml) kultiviert. Unstimulierte oder stimulierte (st.) B-Zell-Kulturen dienten als Kontrolle.
Extrazellulare  B-Zell-Marker und die intrazelluldre I1L-10-Produktion wurden mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Die Anwendung von AFP auf die gesamte B-Zell-Population
zeigte keine Unterschiede in der Anzahl an CD19"CD24"CD27*IL-10* B-Zellen im Vergleich zu der
stimulierten Kontrolle. Jedes Quadrat reprasentiert einen einzelnen Spender. Die Daten werden als
Mediane dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test gefolgt von einem
Dunn’s Test (** p <0.01).
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Abbildung 15: Die in-vitro-Behandlung totaler stimulierter (st.) B-Zellen mit AFP in mutterlicher
oder fetaler Serumkonzentration tbt keinen Effekt auf die IL-10-Freisetzung aus. Der IL-10-
Gehalt in den Zellkulturtiberstdnden wurde mit Hilfe der ELISA Methode bestimmt. Die Daten sind als
Mediane + IQR dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test gefolgt von
einem Dunn’s Test. Es konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.
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3.2.5.2 Zellmorphologische Veréanderungen der B-Zell-Population unter Zugabe von AFP in

fetaler Serumkonzentration

Im Zuge der durchflusszytometrischen Analyse beobachteten wir eine Verschiebung der B-Zell-
Population in der FSC/SSC-Darstellung, ausgelost durch die fetale Serumkonzentration von AFP.
Wohingegen sich die B-Zell-Population nach der Kultur im Medium sowie nach Applikation von
Stimulanzien und AFP in miitterlicher Serumkonzentration gut abgegrenzt darstellen lieR, war es nicht
moglich, die B-Zell-Population nach Zugabe der fetalen AFP Konzentration einwandfrei zu
identifizieren (Abbildung 16). Aufgrund der Beobachtung mutmalfiten wir, dass die in-vitro-Stimulation
der B-Zellen mit AFP in fetaler Konzentration apoptotische VVorgédnge einleitet.

Medium Stimulation AFP 1Tri AF P, fetale Konz.

SSC

Abbildung 16: AFP in fetaler Serumkonzentration fuhrt zu zellmorphologischen Veranderungen
innerhalb der gesamten B-Zell-Population. Die Daten werden als FSC vs. SSC-Punktdiagramm unter
Verwendung einer frei gezeichneten Region dargestellt. Die Daten der Durchflusszytometrie wurden
mittels BD CellQuest Pro Software analysiert.

3.2.5.3 Die in-vitro-Stimulation der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler

Serumkonzentration induziert apoptotische Vorgange in B-Zellen

Fur die Detektion und Quantifizierung von apoptotischen B-Zellen wurde eine Doppelfarbung mit
Annexin-V und Pl durchgefiihrt. Annexin-V ist ein Marker fir friih apoptotische Zellen. In Kombination
mit Pl wurden apoptotische und nekrotische Zellen markiert und mittels Durchflusszytometrie
ausgewertet. Die gesamte B-Zell-Population wurde fiir 24 h mit AFP in der fetalen Serumkonzentration
kultiviert und nachfolgend mit Annexin-V und PI angeférbt. Es konnten signifikante Unterschiede
beziiglich des Anteils lebender (Annexin’), frih apoptotischer (Annexin*PIl") und nekrotischer Zellen

(Annexin*PI*) aufgezeigt werden (Abbildung A.1 im Anhang).

Die Ergebnisse legen dar, dass die Kultivierung stimulierter B-Zellen unter Zugabe von AFP in fetaler
Serumkonzentration den prozentualen Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen im Vergleich zu
der stimulierten Kontrollgruppe signifikant erhdhte (Abbildung 17). Zweitrangig wiesen unstimulierte
Kulturansatze weniger lebende und mehr apoptotische Zellen im Vergleich zu der stimulierten
Kontrollgruppe auf. Unsere Ergebnisse zeigen, dass AFP in hoher Konzentration die Apoptose von B-

Zellen induziert.
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Abbildung 17: Die fetale Serumkonzentration von AFP induzierte die Apoptose und Nekrose
innerhalb der gesamten B-Zell-Population. Dargestellt ist der Anteil () Annexin-, (b) Annexin+ (c)
Annexin+Pl+ B-Zellen in Prozent. 5 x 104 isolierte B-Zellen wurden fir 24 h in Standardmedium
gehalten (weilRe Balken), stimuliert (graue Balken) oder stimuliert und 50 pg/ml AFP ausgesetzt
(schwarze Balken). Die durchflusszytometrische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des FITC
Annexin-V Apoptosenachweiskits. Die Applikation von AFP in fetaler Serumkonzentration
demonstrierte einen signifikanten Abfall der lebenden Zellen und einen signifikanten Anstieg der
apoptotischen und nekrotischen Zellen verglichen mit der alleinigen Applikation von Stimulanzien.
Ergebnisse werden als Mittelwerte £ SEM in Prozentwerten wiedergegeben. Die statistische Analyse
wurde mittels einfaktorieller RM-ANOVA, gefolgt von paarweisen t-Tests mit Bonferroni-
Korrekturdurchgefiihrt (*p < 0.05, **p < 0.01, und ***p < 0.001).

3.2.5.4 Die in-vitro-Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler

Serumkonzentration zeigt signifikant erhéhte Caspase-3 und -7 Aktivitaten

Apoptotische Vorgange werden durch eine Kaskade von intrazelluldren Faktoren, bekannt als Caspasen,
vermittelt. Funktionell werden diese in Initiator- oder Effektorcaspasen eingeteilt. Die Effektorcaspasen,
welche Caspase-3, -6 und -7 umfassen, 16sen den programmierten Zelltod aus. Nachdem wir signifikante
Unterschiede hinsichtlich der apoptotischen Aktivitdt der verglichenen Gruppen feststellten, erfolgte
anhand eines Caspase-Analyseverfahren die Bestatigung unserer Ergebnisse. Hierzu verwendeten wir
das Caspase-Glo 3/7 Lumineszenz-Kit. Es zeigte sich eine signifikant erhthte Caspase-3- und -7-
Aktivitat in der Zellkultur stimulierter und mit AFP behandelter B-Zellen, wahrend die alleinige
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Stimulation diese Enzyme erwartungsgemall hemmte (p=0.0226). Sekundar zeigte der Vergleich
zwischen nicht stimulierten und stimulierten Ansdtzen eine signifikante Reduktion der Caspase-3- und
-7-Aktivitat nach Stimulation (p=0.0099). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass AFP in
mitterlicher Serumkonzentration keine zelltodinduzierende Wirkung auf B-Zellen hat, jedoch die fetale
Konzentration von AFP die Apoptose von B-Zellen einleitet.
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Abbildung 18: Die in vitro Behandlung der gesamten B-Zell-Population mit AFP in fetaler
Serumkonzentration erhoht die Caspase-3 und -7-Aktivitat. Nach 24-stindiger Inkubation
unbehandelter B-Zellen und mit Stimulanzien behandelter B-Zellen mit bzw. ohne AFP, wurde das
Caspase-Glo 3/7-Reagenz hinzugefiigt. Die Messung der Caspase-Aktivitét in relativen Lichteinheiten
(RLE) erfolgte nach 3 h. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Caspase-3 und -7-Aktivitaten nach
AFP-Behandlung im Vergleich zu der stimulierten (st.) Kontrollgruppe. Der Vergleich von
unstimulierten und stimulierten Ansatzen zeigte einen signifikanten Abfall der Caspase-3- und -7-
Aktivitat nach Stimulation. Die Daten sind als Mediane + IQR dargestellt. Der Vergleich der Gruppen
erfolgte nach Friedman, gefolgt von einem Dunn’s Test (*p < 0.05, **p < 0.01).

3.2.6 Der Einfluss von hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP auf die
Antikdrperbildung der B-Zellen

Ak werden von reifen B-Zellen nach Antigenkontakt produziert. 1gG ist im Serum dominierend, gefolgt
von IgM und IgA. Der folgende Versuchskomplex eruiert, ob hCG, P4, E2 oder AFP einen Einfluss auf
die Ak-Produktion oder die IgG-Subklassen und deren Glykosylierungsprofil austiben.

3.2.6.1 Weder hCG, Progesteron, Ostradiol noch AFP haben einen Einfluss auf die
Konzentration von IgM, 1gG und IgA

Um die Ak-Produktion untersuchen zu koénnen, wurden B-Zellen Uber 12 Tage kultiviert. Unsere
Vorversuche zeigten, dass lebende B-Zellen nach 12-tagiger Kultur nachweisbar und die Ig-
Bestimmung in Zellkulturiiberstanden mittels ELISA Ig Quantifizierungskits méglich war (Daten nicht
gezeigt). Die Zugabe von rhCG, P4, E2 oder der Kombination aus P4 und E2 zu B-Zellen beeinflusste
nicht die Ausschiittung von humanem IgM, IgG, und IgA (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Behandlung mit rhCG, P4 oder E2 zeigte keine signifikanten Unterschiede in
der Quantifizierung von IgM, IgG und IgA. B-Zellen wurden fur 12 Tage in Gegenwart von rhCG,
P4, E2 oder der Kombination aus P4 und E2 kultiviert. Die (a) IgM-, (b) IgG- und (c) IgA-
Bestimmungen in den Zellkulturiberstanden wurde mittels ELISA durchgefiihrt. Die Daten sind als
Mittelwerte £ SEM (a, ¢) bzw. Mediane * IQR (b) dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte bei
Normalverteilung (a, ¢) mit einer einfaktoriellen RM-ANOVA, gefolgt von paarweisen t-Tests mit
Bonferroni-Korrektur. Lag keine Normalverteilung vor (b), erfolgte die Auswertung nach Friedman,
gefolgt von einem Dunn’s Test. Es konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.

Indes fuhrte die Kultivierung der B-Zellen mit AFP in der fetalen Serumkonzentration zu einer
reduzierten Ausschittung im Vergleich zu der stimulierten Kontrollgruppe, wobei die Ergebnisse fir
1gG (p=0.0479) und IgA (p=0.0165) signifikant waren (Abbildung 20). Die Beobachtung deckt sich mit
unserer Erkenntnis, dass hohe Konzentrationen von AFP die Apoptose von B-Zellen fordern. Die
Zugabe von AFP in den miitterlichen Serumkonzentrationen zeigte keine Wirkung auf die Ak-Bildung.
Lediglich die Stimulation mit CpG/CD40L wies im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle eine

vermehrte IgM-Sekretion auf (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Die IgM-, 1gG- und IgA-Quantifizierung zeigte sich nach Kultivierung mit AFP in
fetaler Serumkonzentration vermindert. Dargestellt ist (a) die IgM-, (b) 1gG- und (c) IgA-
Bestimmung. Die Zugabe von AFP in fetaler Serumkonzentration zu der gesamten B-Zell-Population
erzeugte eine signifikante Abnahme der IgG- und IgA-Sekretion. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
(b, ¢) bzw. Mediane * IQR (a) dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte bei Normalverteilung (b,
¢) mit einfaktorieller RM-ANOVA, gefolgt von paarweisen Vergleichen zu stimulierten (st.) CD19" (t-
Tests mit Bonferroni-Korrektur). Lag keine Normalverteilung vor (a), erfolgte die Auswertung nach
Friedman, gefolgt von einem Dunn’s Test (*p < 0.05).

3.2.6.2 hCG, Progesteron, Ostradiol und AFP haben keinen Einfluss auf das Fc-

Glykosylierungsprofil der 1gG1-Unterklasse

Obwohl die Gesamt-lgG-Konzentration keine Auffalligkeiten hinsichtlich der Gabe von hCG, P4 oder
E2 aufzeigte, kénnen Unterschiede in den 1gG Subklassen, speziell innerhalb der Fc-N-Glykosylierung
auftreten. Die terminale Glykosylierung in der Fc-N-Region beeinflusst die Funktionalitat des Ak. So
korreliert der schwangerschaftsbedingte Anstieg der IgG Galaktosylierung mit der Verbesserung der
Symptomatik, die wir in der Schwangerschaft bei Patienten mit RA beobachten [104]. In Kooperation
mit Professor Wuhrer aus der Universitat Leiden (Nierderlande) wurde IgG unter Verwendung von

CaptureSelect-1gG-Fc-Kugelchen isoliert und aufgereinigtes 1gG einer unterklassenspezifischen
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Glykopeptidanalyse  unterzogen.  Ziel war die  Bestimmung  subklassenspezifischer
Glykosylierungsprofile und mdglicher ~ Unterschiede basierend auf dem Zusatz der
Schwangerschaftshormone sowie des AFP. In der Analyse wurden Informationen tber die Haufigkeit
der Bisecting-Struktur sowie die terminale Galaktosylierung, Sialylierung und Fukosylierung fur IgG1
und kombiniert fur 1gG2 und 1gG3 generiert (Glykosylierungsprofile fir 19G2/3 nicht gezeigt). Die
Auswertung ergab keine Unterschiede in der Fc-N-Glykosylierung nach Behandlung mit hCG, E2, P4
oder verschiedenen AFP-Konzentrationen verglichen mit der stimulierten Kontrollgruppe (Abbildung
21 und Abbildung 22).
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Abbildung 21: 1gG1 Fc-Glykosylierungsprozesse wurden nicht durch Schwangerschaftshormone
beeinflusst. Dargestellt ist (a) die 1gG1-Galaktosylierung, (b) 1gG1-Bisecting-Struktur, (c) 1gG1-
Fukosylierung und (d) 1gG1-Sialylierung nach Inkubation totaler stimulierter (st.) B-Zellen mit rhCG,
P4, E2 oder der Kombination beider Hormone. Die Bestimmung der Glykosylierungsprofile wurde in
den Zellkulturiiberstanden durchgefuhrt. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte durch eine einfaktorielle RM-ANOVA. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.

52



(@) (b)

&
£ s0- Nl
< 2
[
O ERT T
= 60- & T
o

=2 c
S 401 5 101 T
ko 2
Zf @ ]

20 A
£ % O
G} =y
b 0
S n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=2 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=2
(c) (d)

Q
&8 150- 20-
(8]

>
- [@)]
£ 5 151 T
o 100 5 — =
c =

=} >
CT) ¢__5 104
7 s o
2 S 5
O
—
(O] 0
= n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=2 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=2

CD19"
st. CD19"

st. CD19" + AFP!™"
st. CD19" + AFpP2T
st. cD19" + AFP3T
st. CD19t + AFPfetaIe Konz.

IIE000

Abbildung 22: 1gG1 Fc-Glykosylierungsprozesse wurden nicht durch die Behandlung mit AFP
beeinflusst. Dargestellt ist (a) die 1gGl-Galaktosylierung, (b) IgG1-Bisecting-Struktur, (c) 1gG1-
Fukosylierung und (d) IgG1-Sialylierung nach Inkubation totaler stimulierter (st.) B-Zellen mit
verschiedenen fetalen und mitterlichen AFP-Konzentrationen. Die Ergebnisse werden als Mediane
* IQR dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Es konnten kein
signifikanter Unterschied detektiert werden.

3.2.6.3 hCG erhght die F(ab)-asymmetrische Glykosylierung von 1gG in Hybridom-112D5-

Zellen

Ein weiterer Mechanismus zum Schutz des Fetus stitzt sich auf die Gegenwart von asymmetrischen
IgG Molekiilen, welche innerhalb der Schwangerschaft dramatisch ansteigen. [142]. Durch die
asymmetrische Glykosylierung des F(ab)-Fragments werden die Ak verandert, sodass sie véterliche
Antigene binden, ohne Effektorfunktionen auszulésen. Um einen mdglichen Effekt von hCG auf die
Synthese von schwangerschaftsschiitzenden AAK zu bestimmen, nutzten wir ein Hybridom, welches
symmetrisch und asymmetrisch glykosylierte anti-Dinitrophenol-Ak der 1gG1-Subklasse sekretiert. Das
Experiment wurde am Institut fur Studien zur humoralen Immunitat in Buenos Aires durchgefiihrt und
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durch die Kooperation mit Dr. Andrea Canellada erméglicht. Nach 24-stiindiger Kultur von Hybridom
112D5-Zellen mit rhCG wurde die Synthese der AAk in den Zellkulturiiberstanden ermittelt. Wir
konnten zeigen, dass die Zugabe von 50 mIU/ml hCG zu einer Erhéhung (p=0.0385) an asymmetrisch
glykosylierten IgG1-anti-DNP-Ak im Vergleich zu der Kontrollgruppe fiihrte (Abbildung 23). Die
Ergebnisse bestétigen die Fahigkeit von hCG, die Synthese von asymmetrischen 1gG-Ak zu induzieren.
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Abbildung 23: Der Zusatz von hCG zu Hybridom-112D5-Zellen erhdéhte den Anteil AAKk.
Hybridom-Zellen wurden flr 24 h in Gegenwart oder Abwesenheit von rhCG (50 mIU/ml und 200
mlU/ml) inkubiert. Die Prozentsétze der gesamten und symmetrischen monoklonalen 1gG1-Ak in den
Hybridom-Kulturtiberstdanden wurden durch Con A-Bindungsanalyseverfahren gefolgt von ELISA
beurteilt. Der Anteil an AAk wurde basierend auf der Differenz zwischen den gesamten und
symmetrischen Ak berechnet und in Prozent angegeben. Die Zugabe von 50 mlU/ml hCG zu Hybridom-
Zellen erhohte signifikant den Anteil der AAK. Die Ergebnisse werden als Einzelwerte mit Darstellung
der Mittelwerte gezeigt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA, gefolgt
von paarweisen t-Tests ohne Adjustierung (* p < 0,05).

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend zeigen die erhobenen Daten, dass l0sliche Faktoren aus der Mausplazenta die
Generierung von IL-10* B-Zellen forderten, wobei plazentares TGF-R vermutlich keine fiihrende Rolle
spielt. Im Humanmaodell lieRen sich diese Daten unter Verwendung einer Plazentazelllinie bestétigen.
hCG wurde im Humansystem als wichtiger Mediator fur diesen Effekt identifiziert. P4, E2 oder AFP
waren dagegen nicht in der Lage IL-10-produzierende B-Zellen zu generieren. Ferner konnte aufgezeigt
werden, dass hCG die Synthese von asymmetrischen IgG-Ak induziert, wahrend der Gesamtgehalt an
Ig- und deren Glykosylierung nicht durch die verschiedenen Schwangerschaftshormone und AFP
beeinflusst wurde. Daruber hinaus demonstrierten die Ergebnisse, dass AFP in fetaler
Serumkonzentration die Apoptose von B-Zellen einleitet, assoziiert mit einer erhdhten Aktivitat fiir die
Caspasen 3 und 7.
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4 Diskussion

Anpassungen der mutterlichen Immunantwort innerhalb der Schwangerschaft bestimmen mafigeblich
den Schwangerschaftsausgang. Wahrend die addquate Induktion einer proinflammatorischen
Immunreaktion eine Voraussetzung fiir die erfolgreiche Implantation ist, sind diverse
Regulationsmechanismen erforderlich, um einen gegen fetale Trophoblastzellen gerichteten Angriff
durch mutterliche Immunzellen zu verhindern. Fehlfunktionen kénnen ein Reproduktionsversagen oder
die Entwicklung von Schwangerschaftspathologien verursachen. Aktuelle Daten zeigen, dass B-Zellen,
insbesondere die hier untersuchten IL-10-produzierenden B-Zellen, an der Entstehung und
Aufrechterhaltung der fetalen Toleranz beteiligt sind [111]. Sowohl in der Humanschwangerschaft als
auch in der murinen Schwangerschaft korrelierte der Anstieg IL-10-produzierender B-Zellen mit einem
positiven Schwangerschaftsverlauf. IThre Abwesenheit bzw. ein unzureichender Anstieg wurde mit dem
Auftreten von Fehlgeburten assoziiert [149, 150]. Jiingst erfasste eine Untersuchung von Patientinnen
mit wiederholtem Einnistungsversagen im Rahmen einer kinstlichen Befruchtung eine verminderte
Anzahl IL-10-produzierender B-Zellen verglichen mit Frauen, die eine erfolgreiche Schwangerschaft
erlebten [213]. Ferner wurde eine negative Assoziation zwischen dem Prozentsatz IL-10-produzierender
B-Zellen und der Konzentration von Auto-Ak im Serum der Patientinnen beobachtet. Die Suppression
der Auto-Ak-Synthese durch IL-10-produzierende B-Zellen stellt einen potenziellen Mechanismus fur
die erfolgreiche Implantation dar. Demgegenlber wurden heterogene B-Zell-Subpopulationen mit
Schwangerschaftspathologien, wie der Praeklampsie und der Friihgeburtlichkeit, in Verbindung
gebracht, zum Teil lber die Produktion von Auto-Ak [214, 215]. Die Mediatoren, die den Anstieg IL-
10-produzierender B-Zellen in der Frihschwangerschaft bewirken, sind weitestgehend ungeklart.
Ausgehend von der Annahme, dass in der Schwangerschaft von der Mutter und dem Fetus freigesetzte
Molekdile den Phanotyp der B-Zellen und die Synthese von IL-10 beeinflussen, wurde in dieser Arbeit
der Effekt von hCG, P4, E2 und AFP auf B-Zellen untersucht.

4.1 Vom Trophoblasten sezernierte Faktoren induzieren die de-novo-

Konvertierung IL-10-positiver B-Zellen aus IL-10-negativen B-Zellen

Die Identifizierung von Mediatoren, die zu der Erzeugung IL-10-produzierender B-Zellen beitragen, ist
entscheidend zur Beurteilung einer mdglichen therapeutischen Anwendung. Hier stellten wir die
Hypothese auf, dass vom Trophoblasten freigesetzte Molekiile, den Phénotyp der B-Zellen und ihre
Fahigkeit IL-10 zu produzieren, regulieren konnen. In unserem ersten Versuchskomplex am
Mausmodell wurden B-Zellen mit der SM9-2 Trophoblastzelllinie kultiviert. Die SM9-Zelllinie wurde
bereits in anderen in-vitro-Studien erfolgreich verwendet [43, 216-218]. Fiir die Gewinnung von IL-10-
negativen B-Zellen nutzten wir einen Mausstamm, der es uns ermdglichte, an GFP gekoppelte IL-10-
produzierende Zellen zu erkennen und auszuschlielen. Die de-novo-Synthese des Zytokins IL-10 aus

IL-10" B-Zellen wurde im Anschluss an die Versuche anhand der Messung von GFP nachgewiesen. Auf
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diese Weise konnten wir nach der in-vitro-Kokultur mit allogenen Trophoblastzellen eine signifikante
Umwandlung von IL-10" in IL-10* B-Zellen nachweisen, verglichen mit allein kultivierten B-Zellen.
Das gleiche Ergebnis konnte durch die Verwendung von semiallogenen Plazenta-Explantaten erzielt
werden. Die Ergebnisse bestatigen, dass vom Trophoblasten freigesetzte Faktoren die Generierung IL-
10-produzierender B-Zellen stimulieren.

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde der Transport trophoblastarer extrazellularer Vesikel in die
mdtterliche Blutbahn beschrieben [30]. Schmorl konnte damals trophoblastére Partikel in den Lungen
von Frauen, die an einer Puerperal-Eklampsie verstarben, nachweisen. Die Praeklampsie ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf eine Plazentationsstorung zuruckzufiihren, die zu einer systemischen
Entziindungsreaktion der Mutter sowie Schéadigung von Endothelzellen fuhrt. Mehrere Studien
demonstrierten, dass extrazellulare Vesikel im mautterlichen Blut von Schwangeren mit einer
Préaeklampsie in hoherer Konzentration auftreten im Vergleich zu gesunden Schwangeren [219, 220].
Die vermehrte Freisetzung der Vesikel und vermutlich auch deren spezifische Komposition kann
Funktionsstérungen in den Empféangerzellen auslésen [221]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass trachtige Mause, denen prokoagulatorische extrazelluldre Vesikel injiziert wurden, typische
Symptome einer Praeklampsie entwickelten [222]. Kohli und Kollegen stellten zudem fest, dass
extrazellulare Vesikel die Aktivierung mitterlicher Thrombozyten fordern, welche tber den Kontakt zu

Trophoblastzellen Entziindungsprozesse verursachen.

Ebenso dienen extrazellulére Vesikel der Kommunikation zwischen fetalen Trophoblastzellen und
mitterlichen Immunzellen. Sie werden kontinuierlich vom Synzytiotrophoblasten in das mitterliche
Serum abgegeben und kdnnen demnach lokal (an der fetomaternalen Grenzflache) und peripher (im
mdtterlichen Organismus) immunmodulatorisch wirken. Die Arbeitsgruppe um Professor Mincheva-
Nilsson hat in einer Reihe von Studien die immunsuppressiven Eigenschaften extrazellulérer Vesikel in
der Schwangerschaft nachgewiesen [223]. Unter anderem beeintrachtigen sie die Zytotoxizitat von NK-
Zellen und zytotoxischen T-Zellen und induzieren die Apoptose aktivierter PBMZ [224]. Southcombe
und Kollegen zeigten, dass extrazellulare Vesikel an Monozyten und B-Zellen binden und die
Freisetzung von Zytokinen induzieren konnen [225]. In dieser Arbeit wurde untersucht ob die B-Zellen
schwangerer Mduse (potenziell durch fetale Partikel im matterlichen Serum auf die Schwangerschaft
vorbereitet) sich in ihrer Reaktion gegeniiber naiven B-Zellen unterscheiden. Es ergab sich kein
signifikanter Unterschied, obgleich B-Zellen aus naiven oder tréchtigen Mdusen isoliert wurden. Ein
vorausgegangener Kontakt peripherer B-Zellen mit trophoblastéren extrazelluldren Vesikeln scheint
keinen Einfluss auf die Generierung IL-produzierender B-Zellen zu haben. Einschrankend muss hier
angemerkt werden, dass extrazelluldre Vesikel in Mé&usen zwar nachgewiesen wurden, ihr
Konzentrationsmaximum im Serum jedoch um den 16. Schwangerschaftstag lag [226]. Es ist mdglich,
dass die Anzahl extrazelluldrer Vesikel im mitterlichen Serum zum Zeitpunkt der Entnahme von B-

Zellen am Tag 9 der Schwangerschaft fur einen Effekt zu niedrig war.
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Die SM9-2-Trophablastzelllinie exprimiert groRen Mengen an TGF-8 mRNA [227]. Zudem bestatigte
unsere Arbeitsgruppe die Expression von TGF-p in SM9-2-Zellen auf Protein-Ebene [228].
Entsprechend eruierten wir, ob das von SM9-2-Zellen produzierte TGF-R die Generierung IL-10-
produzierender B-Zellen fordert. Unsere Ergebnisse zeigten, dass der von uns eingesetzte anti-TGF-i3-
Ak keinen Einfluss auf die Generierung der IL-10* B-Zellen hatte. Im Gegensatz dazu zeigten Ramhorst
und Kollegen, dass Trophoblastzellen (iber die Ausschittung von TGF-8 Treg-Zellen induzieren kdnnen
[229, 230]. Die Proliferation der Treg-Zellen konnte Uber die Zugabe eines anti-TGF-B-Ak teilweise
gehemmt werden [231]. In der Schwangerschaft ist TGF-R wesentlich am Erfolg der Implantation
beteiligt. Es reguliert die Trophoblastinvasion, Angiogeneseprozesse und miitterliche Immunantworten
[232, 233]. Der Mangel an TGF-8 wird mit einem ungunstigen Mikromilieu an der fetomutterlichen
Grenzflache und dem Auftreten von Fehlgeburten assoziiert [234]. Obgleich unsere Daten TGF-R als
Induktor IL-10-produzierender B-Zellen entkréften, konnten verschiedene Studien zeigen, dass B-
Zellen ihre immunregulierenden Fahigkeiten zum Teil tber die Sekretion von TGF- vermitteln [235,
236].

4.2 hCG induziert einen Anstieg IL-10-produzierender B-Zellen in der

frihen Schwangerschaft, nicht jedoch Progesteron und Ostradiol

Schwangerschaftshormone weisen zahlreiche immunregulierende Eigenschaften auf, die dem
Implantationsprozess des Fetus dienen und AbstoRungsreaktionen abwehren [150]. In dieser Arbeit
wurde untersucht, ob die in der Schwangerschaft in groBen Mengen vom Trophoblasten gebildeten
Hormone, speziell hCG, P4 und E2, eine positive Wirkung auf die Generierung von Breg-Zellen,
namlich der CD19*CD24"CD27*IL-10* B-Zellen, haben. Unter Zuhilfenahme von B-Zellen, isoliert aus
dem Serum nicht schwangerer Spenderinnen, konnten wir bestétigen, dass ausschlieBlich der Zusatz von
rhCG den Anteil der CD19*CD24"CD27*1L-10* B-Zellen erhohte. Die Steroidhormone P4 und E2
hatten keine Auswirkung auf die untersuchte Zellpopulation. Die Ergebnisse konnten in vitro unter
Verwendung der hCG-produzierenden JEG-3-Zelllinie bestétigt werden. Die Blockierung von hCG
durch einen anti-hCG-Ak hemmte den Effekt. Diese Beobachtung untermauert, dass das von den JEG-
3-Zellen neben anderen Faktoren gebildete hCG fiir den Anstieg der CD19*CD24"CD27*IL-10* B-
Zellen verantwortlich ist. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigte eine zuvor
veroffentlichte Studie unserer Arbeitsgruppe, dass 95% der CD19*CD24"CD27* B-Zellen den LH/CG

Rezeptor exprimieren, sodass hCG effektiv an B-Zellen binden kann [149].

Die Zuordnung der Breg-Zellen zu einer bestimmten Subpolulation ist unklar, weshalb eine Vielzahl
von Markerprofilen fur deren Identifizierung existiert [74]. Alternativ kdnnte die Heterogenitat der
Zellpopulation darauf zurlckgefiihrt werden, dass Breg-Zellen nicht einer spezifischen Zelllinie
entstammen, sondern als Reaktion auf eine Entzlindung aus einem groRen Pool an B-Zellen hervortreten
[74]. Das Fehlen einer einheitlichen phanotypischen Beschreibung erschwert die Untersuchung der

Subpopulation sowie den Vergleich mit anderen Studien. Dennoch wurden unsere Beobachtungen
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kirzlich von einer chinesischen Arbeitsgruppe bestétigt. Liu und Kollegen demonstrierten, dass der
Zusatz von Serum, gespendet von Frauen in der Friihschwangerschaft, zu PBMZ, isoliert aus nicht
schwangeren Frauen, eine Zunahme der CD19*CD24"CD27* B-Zellen induzierte (im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, die autologes Serum erhielt). Dartiber hinaus zeigten sie im Mausmodell, dass der
Zusatz von hCG aber nicht E2 einen signifikanten Anstieg der IL-10* B-Zellen in der
Frihschwangerschaft bewirkte [237]. hCG ist physiologisch in Menschen nicht jedoch in Mé&usen
nachweisbar. Bei M&usen werden vergleichbare Funktionen durch das homologe LH ausgefiihrt. Beide
Hormone sind hinsichtlich ihrer Struktur und biologischen Aktivitat sehr ahnlich und binden den
gleichen Rezeptor, den LH/CG-Rezeptor [4]. In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass die
Infertilitit von LHB-Knockout-Mé&usen durch Zugabe von hCG, Uber die Aktivierung des LH/CG-
Rezeptors, behoben wurde [238]. Untersuchungen zum immunmodulatorischen Potenzial von hCG
zeigten, dass die Behandlung von NOD-Mausen (Tiermodell fir Typ-1-Diabetes) mit hCG die
Manifestation der Typ-1-Diabetes hemmte [239]. Die genannten Studien sind nur ein Auszug
zahlreicher Publikationen, welche die Untersuchungen des hCG im Maussystem und die Ubertragung
der Erkenntnisse auf den Menschen unterstltzen. hCG wird nahezu ausschlieBlich im Rahmen der
Schwangerschaft produziert und ist bereits am Ende des ersten Trimenons in hochster Konzentration im
mitterlichen Serum nachweisbar. Im Gegensatz dazu steigen die Serumkonzentrationen von P4 und E2
im weiteren Verlauf der Schwangerschaft an. In dieser Arbeit wurden die physiologischen
Konzentrationen entsprechend des ersten Trimenons fir alle Hormone verwendet. Ein Effekt von P4
und E2 auf IL-10" B-Zellen unter Verwendung von Konzentrationen entsprechend der anderen Trimena
kann nicht ausgeschlossen werden. Um zu untersuchen, ob hCG die Sekretion von IL-10 férdert, wurden
die Zellkulturtiberstdnde der Proben untersucht. Ein Einfluss auf die IL-10-Sezernierung nach
Behandlung von B-Zellen mit hCG, P4 oder E2 liel sich nicht bestatigen. Demzufolge foérdert hCG den
Anteil der Breg-Zellen, erhoht aber nicht die IL-10-Freisetzung.

Fortlaufende Studien unserer Arbeitsgruppe haben jiingst Analysen zur Funktionalitat von IL-10* B-
Zellen in der Schwangerschaft durchgeflhrt [240]. Hier waren trachtige uMT-Mause, denen reife B-
Zellen fehlten, deutlich anfalliger fir den LPS-induzierten intrauterinen Fruchttod im Vergleich zu
Wildtyp-Mdusen. Die Behandlung mit IL-10 oder der Transfer IL-10-produzierender B-Zellen
verringerte die intrauterine Fruchttodrate. Der Transfer von IL-10" B-Zellen oder aller B-Zellen aus IL-
10-defizienten M&usen fiihrte nicht zu diesem Effekt. Die Erforschung zugrundeliegender Mechanismen
zeigte, dass das von B-Zellen stammende 1L-10 die Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-
a, IL-17A, 1L-6) durch T-Zellen unterdriickte und die Umwandlung naiver T-Zellen in Treg-Zellen
forderte. Die Beobachtungen unterstreichen, dass IL-10" B-Zellen erforderlich sind, um das
Immungleichgewicht in der Schwangerschaft wiederherzustellen, wenn es durch entztindliche Prozesse

kompromittiert wird. hCG konnte diesen Prozess beim Menschen aktiv unterstiitzen.
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4.3 Die Gabe von AFP induziert apoptotische Vorgange in kultivierten B-

Zellen

Studien am Mausmaodell, in denen der Effekt von AFP auf Autoimmunerkrankungen untersucht wurde,
haben gezeigt, dass AFP entziindliche Prozesse hemmen kann [205, 241]. Da AFP, physiologisch gleich
dem hCG, vorrangig in der Schwangerschaft vorkommt, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
untersucht, inwieweit AFP Auswirkungen auf den Ph&notyp und die Funktion von B-Zellen hat.
Zunachst konnte gezeigt werden, dass AFP keinen Effekt auf die Generierung IL-10-produzierender B-
Zellen auslbte. Dabei liel sich kein Unterschied feststellen, unabhéngig davon, ob B-Zellen dem AFP
in der fetalen Serumkonzentration oder in der mutterlichen Serumkonzentration entsprechend der
Trimena ausgesetzt waren. Interessanterweise konnten die Daten eindrucksvoll zeigen, dass die in-vitro-
Stimulation von B-Zellen mit AFP in fetaler Serumkonzentration (50 pg/ml) apoptotische Vorgénge
innerhalb der gesamten B-Zell-Population induzierte. Der hohe Anteil apoptotischer Zellen liel? sich
anhand der Doppelfarbung mit Annexin-V und Pl bestatigen. In einem weiterfilhrenden Experiment
konnte unter Verwendung eines Caspase-Glo 3/7 Lumineszenzkits die erhdhte Aktivitat der Apoptose-
ausfllhrenden Caspasen in den entsprechenden Kulturansiatzen nachgewiesen werden. In
Ubereinstimmung mit der verminderten Lebensfahigkeit der Zellen zeigte sich die Ak-Produktion unter

Zugabe von AFP in fetaler Konzentration ebenfalls signifikant vermindert.

Die Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen zum Einfluss von AFP auf
humane APZ in Patienten mit Leberzellkarzinomen. Um und Kollegen zeigten anhand von in-vitro-
Experimenten, dass der Zusatz von AFP die Funktionalitdt von DZ einschrankt und AFP in hoher
Konzentration die Apoptose der Zellen induziert [196]. Nachstehend inkubierten Setiyono und Kollegen
DZ mit aufgereinigtem AFP (aus Nabelschnurblut) in einer Konzentrationsspanne von 1,56 - 25 pg/ml.
Basierend auf einer PI-Farbung beobachteten sie, dass der Zusatz von AFP in der Konzentration von
12,50 pg/ml und daruber signifikant den Zelltod einleitete [197]. Die Autoren vermuten, dass eine
Beeintrachtigung der DZ durch erhdhte AFP Konzentrationen, vor allem in der Proximitat des Tumors,
mit einer erhdhten Immunsuppression und folglich Tumorprogression verbunden sein kdnnte. Die
Mechanismen, die der AFP-induzierten Apoptose zugrunde liegen, sind nicht aufgeklart. Eine Studie
von lrony-Tur-Sinai und Kollegen behandelte Mause nach aktiv induzierter EAE mit rekombinantem
AFP (10ug tgl.) oder Placebo. Sie beobachteten, dass AFP eine signifikante Uberexpression pro-
apoptotischer Gene der Bcl-2-Familie induzierte [241]. Analog zu unseren Daten zeigten die ZNS-
Préparate nach AFP-Behandlung eine erhgdhte Caspase 3-Aktivitét verglichen mit der Placebo-Gruppe.
Vergleichbare Studien, die AFP-abhangige apoptotische Vorgdnge in B-Zellen untersuchen, liegen

bisher nicht vor.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Vermutung zu, dass mitterliche B-Zellen, bei Ubertritt in den
fetalen Kreislauf, hohen AFP Konzentrationen ausgesetzt sind und ihre Anzahl durch Apoptose

reduziert wird. Bewiesen ist, dass ein bidirektionaler Zelltransfer von muiitterlichen und fetalen Zellen
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im Rahmen der Schwangerschaft erfolgt [242]. Aktuelle Studien haben miditterliche B-Lymphozyten in
fetalem Serum von Menschen und Mé&usen identifiziert [243, 244]. Diese Zellen werden trotz Expression
von nicht-vererbten mautterlichen Antigenen (non-inherited miitterlich antigens (NIMA)) vom
rezipierenden Nachwuchs nicht abgestof3en und sind bis in das Erwachsenenalter nachweisbar [245].
Daten aus dem Bereich der Transplantationsimmunologie lassen vermuten, dass mutterliche
mikrochimérische Zellen im Nachwuchs eine Toleranz gegentiber NIMA induzieren kénnen. Eine
Studie von Andrassy und Kollegen zeigte, dass H-2°® Miuse, die dem NIMA ,,H-2% durch H-2"¢
Muttertiere ausgesetzt waren, H-299-Herztransplantate langer tolerierten als Kontrolltiere, die NIMA
nicht ausgesetzt waren [246]. Beim Menschen wurde gezeigt, dass das VVorhandensein von miitterlichen
Zellen im Nachwuchs Treg-Zellen gegen NIMA induziert [247]. Demgegenuber kénnte die Gegenwart
der teils genetisch fremden Immunzellen im Nachwuchs eine Autoimmunreaktion ausldsen.
Beispielsweise wurde die Ubertragung von mitterlichen Zellen mit der Pathogenese juveniler
entzlindlicher Myopathie bzw. Autoimmundiabetes assoziiert [248, 249]. Unsere Daten starken die

Annahme, dass AFP eine fuir den Fetus protektive Rolle in der Schwangerschaft austbt.

4.4  Die Wirkung der Schwangerschaftshormone und des AFP auf
Antikorper, speziell deren Fc- und Fab-Glykosylierungen

Strukturelle Variationen der Ak innerhalb der Fab- und Fc-Region in Form von abweichenden
Glykosylierungsprofilen beeinflussen deren Funktionalitdt. So wird die Fc-N-Glykosylierung mit
Sialinsdure oder Galaktose einer suppressiven Immunantwort zugeordnet [102, 103]. In der
Schwangerschaft nimmt die Sialylierung und die Galaktosylierung der 1gG-Fc-Region zu, sowohl in
gesunden Kontrollpersonen als auch in Patienten mit RA [250, 251]. In letzterem Patientenkollektiv
wurden die schwangerschaftsbedingten Veranderungen der Glykosylierung mit der reduzierten

Symptomatik der Patienten wéhrend der Schwangerschaft verkntpft [104, 250, 251].

Um herauszufinden, ob die Verédnderungen der Glykosylierungsprofile auf Schwangerschaftshormone
oder AFP zuruickzufiihren sind, wurden 1gG-Glykosylierungsprofile nach 12-t&giger Kultur von B-
Zellen mit hCG, P4, E2, der Kombination aus P4 und E2 oder AFP bestimmt. Darliber hinaus ermittelten
wir die Gesamtkonzentrationen von IgA, 1gG und IgM in den Zellkulturiiberstdnden. Dabei zeigten sich
weder fiur die getesteten Hormone noch fir AFP in den mitterlichen Serumkonzentrationen quantitative
Unterschiede in der 1g-Ausschiittung. Der Zusatz der fetalen AFP Konzentration zu B-Zellen bewirkte
eine reduzierte lg-Ausschittung, was auf die Apoptose der B-Zellen zuriickzufiihren ist. Die
Glykopeptidanalyse von aufgereinigtem 1gG aus den gleichen Proben ergab ebenfalls keine
Veranderung der terminalen Glykosylierung in der Fc-Region. Einschrankend wird hier auf das kleine

Probandenkollektiv und den damit verbundenen interindividuellen IgG-Schwankungen hingewiesen.

Wihrend der Schwangerschaft wurden auch VVerénderungen in der 1IgG-Fab-Glykosylierung beobachtet
[106]. Speziell die Asymmetrie der lgG-Fab-Glykosylierungen veranschaulicht einen weiteren

Mechanismus, der zur Unterstiitzung des Fetus durch das matterliche Immunsystem beitragt, indem
60



alloreaktive Immunantworten reduziert werden [142]. Canellada und Kollegen haben bereits gezeigt,
dass die Produktion der AAk durch P4 stimuliert werden kann [174, 175]. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten, dass hCG in vitro die AAK-Synthese induziert. Gutiérrez und Kollegen identifizierten das vom
Trophoblasten abgeleitete IL-6 als einen weiteren Mediator der AAk-Produktion [143]. Die Freisetzung
von hCG wird ebenfalls durch IL-6 induziert [252]. Ein potenzierter Effekt von hCG und IL-6, wie
bereits fur die Kombination aus IL-4, IL-6 und I1L-10 beobachtet, kann vermutet werden [144]. Wahrend
diese und dltere Studien die Ak-Synthese von B-Zellen untersuchten, richtet eine aktuelle Studie die
Aufmerksamkeit auf die Plazenta selbst als AAk-Produzenten [253]. Die Autoren dokumentierten die
Existenz von IgG in Trophoblastzellen B-Zell-defizienter schwangerer M&use und zeigten, dass humane
Trophoblastzellen und Endothelzellen in vitro in der Lage sind, asymmetrisch glykosylierte 1gG-
Molekule zu produzieren. Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen neuartigen Mechanismus in
der Reproduktionsimmunologie hin und rlcken den Fetus erneut als wesentlichen Initiator der

Schwangerschaftstoleranz in den Vordergrund.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend betrachtet konnte in dieser Arbeit die Bedeutung von dem Schwangerschaftshormon
hCG fir die Generierung IL-10-produzierender B-Zellen und fetalprotektiver asymmetrischer
Antikorper aufgezeigt werden. Unsere Ergebnisse unterstitzen die Rolle von hCG als zentralen
Regulator der Toleranz in der Schwangerschaft [152]. Dariber hinaus liefert die Arbeit erste Hinweise
flr eine mogliche fetalprotektive Rolle des AFP. Eine Limitierung dieser Arbeit sind die ausschlieflich
in vitro durchgefuhrten Versuche sowie die fehlende Untersuchung weiterfilhrender Mechanismen, z.B.
die potenzielle Interaktion IL-10-produzierender B-Zellen mit anderen Immunzellen. In vivo Studien

sind notwendig, um die erfassten Effekte des hCG im Menschen zu bestatigen.

Das Verstandnis immunologischer Toleranzmechanismen in der Schwangerschaft kann praventiv und
therapeutisch genutzt werden. Beispielsweise missen Frauen, die von Autoimmunerkrankungen
betroffen sind oder ein Organtransplantat erhalten haben, oft die Einnahme von Immunsuppressiva
(darunter das B-Zell-depletierende Rituximab) wahrend der Schwangerschaft fortsetzen oder sind unter
der Therapie schwanger geworden [254, 255]. Das Wissen (ber die Sicherheit dieser Therapien im
Rahmen der Schwangerschaft und Richtlinien sind erforderlich, um mitterlichen Komplikationen
vorzubeugen und fetale Risiken und Spéatfolgen fir das Neugeborene zu minimieren [256]. Ahnliches
gilt flir einen therapeutischen Einsatz von hCG, z.B. in Patienten mit Implantationsversagen. Aufgrund
der Pionierarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde hCG in klinischen Studien auf das therapeutische
Potential zur Verbesserung der Implantations- und Schwangerschaftsrate fiir Paare, die einen IVF- und
ICSI-Zyklus absolvierten, untersucht [9, 155, 257, 258]. In einer Metaanalyse bestehend aus 15
randomisierten Studien konnte gezeigt werden, dass intrauterine Injektionen von hCG die
Schwangerschaftsrate von IVF-Patientinnen verbessern konnte [259]. Fiir welche Patientin, zu welchem

Zeitpunkt der Schwangerschaft und in welcher Konzentration hCG sicher angewendet werden kann,
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muss Klar definiert werden. Zu hohe hCG-Werte im zweiten und dritten Trimenon konnen
moglicherweise die Auto-Ak-Produktion von Bl1-Zellen und damit verbunden die Ausbildung der
Préeklampsie férdern [130, 158]. Diese Korrelation beweist nicht die Kausalitét, zeigt aber, dass weitere
Studien erforderlich sind, um die Mechanismen der Immunregulation durch Hormone besser verstehen

zu konnen.
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5  Zusammenfassung

Die menschliche Schwangerschaft stellt das mutterliche Immunsystem vor eine besondere
Herausforderung, die in der aktiven Akzeptanz des zum Teil fremden Fetus und der konstanten
Reaktionsfahigkeit gegentiber Krankheitserregern besteht. Stérungen des immunologischen
Gleichgewichts beeintrachtigen die Fertilitat und kénnen Schwangerschaftskomplikationen, wie eine
Praeklampsie, intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) und Frihgeburtlichkeit zur Folge haben.
Vorausgehende Studien unserer Arbeitsgruppe konnten nachweisen, dass IL-10-produzierende B-Zellen
in der friihen Schwangerschaft ansteigen und wesentlich an den Mechanismen der fetalen Toleranz der
Mutter beteiligt sind.

Mit dem Ziel, physiologische Ausloser der Expansion von IL-10-produzierenden B-Zellen zu
identifizieren, wurde in dieser Arbeit zunéchst der Einfluss Trophoblast-abgeleiteter Faktoren auf die
Fahigkeit von B-Zellen IL-10 zu produzieren, untersucht. Untersuchungen im Maussystem bestatigten,
dass die Kultur von B-Zellen mit Trophoblastzellen bzw. Plazentagewebe die Generierung IL-10-
produzierender B-Zellen unterstutzt. Aufgrund dieser Beobachtung wurde anhand humaner Proben der
Einfluss Trophoblast-abgeleiteter Hormone, speziell hCG, P4 und E2, auf IL-10-produzierende B-
Zellen untersucht. Die in-vitro-Versuche haben gezeigt, dass nur hCG die Expansion IL-10-
produzierender B-Zellen induziert. Erstmals konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass hCG die
Produktion schwangerschaftsprotektiver Ak unterstitzt. Die erzielten Ergebnisse deuten stark auf eine
Schlusselrolle des hCG bei der Entwicklung der Toleranzmechanismen wahrend der Schwangerschaft
hin. Weiterfihrende Versuche zum Einfluss des vom Fetus selbst produzierten AFP konnten zudem
zeigen, dass die Behandlung von B-Zellen mit AFP in hoher Konzentration, gleich der fetalen
Serumkonzentration, die Apoptose der B-Zellen bewirkt. Die Ergebnisse deuten auf die Existenz fetaler

Mechanismen hin, die den Eintritt potenziell schadlicher B-Zellen regulieren.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen zum Verstdndnis der matterlichen und
fetalen Toleranzmechanismen in der Schwangerschaft bei, welche letztendlich einen therapeutischen
Ansatz fur die Behandlung von Spontanaborten aufgrund einer immunvermittelten Abstof3ung des Fetus

bieten.
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Anhang

Tabelle A.1: Behandlungsschema fir humane B-Zellen. B-Zellen wurden flr 24 h in 150 pl Medium
im Inkubator kultiviert und anschliefend in verschiedenen Ansatzen behandelt

Ansatz CpG /CD40L Behandlung Konzentration
B-Zellen
1 Nein Keine Entfillt
2 Ja Keine Entfillt
3 Ja hCG 100 mIU/ml
4 Ja P4 30 ng/ml
5 Ja E2 1000 pg/ml
6 Ja P4 und E2 30 ng/ml (P4), 1000 pg/ml (E2)
7 Ja AFP (1. Trimenon) 0,015 pg/ml
8 Ja AFP (2. Trimenon) 0,06 pg/ml
9 Ja AFP (3. Trimenon) 0,2 pg/ml
10 Ja AFP (fetale Serumkonzentration) 50 pg/ml
CD19* CD19*+ CD40L/CpG CD19*+ CD40L/CpG + AFpfetale Konz
- < -
A =] 1299 =| 16,37 -1 3
| 2 ® | 2 & | & A
© e “% ! [ SR
Q { 55 : % By,
E | 8 11 ® ; ® k) A
§ : . { .:.\
o - — - - —— 1 o P o
S | Sl 7013 :ig5.84 18] o ausen ,,?.w
I aE el
g LARON B . ,_ I %l ol PP ]
0% 10! 102 10 104 10° 104 0% 10" 102 10° 104
>

Annexin-V-FITC

Abbildung A.1: Die in vitro Stimulation von B-Zellen mit AFP in fetaler Serumkonzentration
induzierte apoptotische VVorgange in B-Lymphozyten. Exemplarische Darstellung der Annexin-V
und Pl-positiven CD19* Zellen ohne bzw. mit dem Zusatz von Stimulanzien sowie der Behandlung mit
Stimulanzien und AFP. Die Zellen wurden gegen Annexin-V und Pl gefdrbt. Lebende Zellen
(Annexin/PI"), frihe apoptotische Zellen (Annexin®/PI") und nekrotische Zellen (Annexin*/PI*) sind

dargestellt.
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