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Kurzreferat

Schwangerschaft stellt ein komplexes Zusammenspiel verschiedenster Immunzellen
dar um die Entwicklung des Fotus als semiallogenes Transplantat zu gewahrleisten.
Ziel dieser Arbeit war die Rolle Interleukin 10 produzierender regulatorischer B-Zellen
in der Frihschwangerschaft des Menschen zur evaluieren um RuUckschlisse auf
Schwangerschaftspathologien  ziehen Zu kénnen. Es konnte  mittels
Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass die Anzahl an
CD19'CD24"CD27"regulatorischen B-Zellen bei normal schwangeren Frauen im
1.Trimester erhéht war und zum 3.Trimester abfiel, im Gegensatz zu Patientinnen, die
an einer Fehlgeburt litten, die durchgehend niedrige Anteile an regulatorischen B-
Zellen hatten. In vitro waren CD19"B-Zellen normal schwangerer Frauen in der Lage
die TNFa Expression CD4'T-Zellen zu reduzieren, womit ein immunsuppressiver
Wirkmechanismus der B-Zellen in der Schwangerschaft nachgewiesen werden konnte.
Zudem konnte gezeigt werden, dass Serum schwangerer Frauen zu einer Induktion
der IL10 Expression CD19'B-Zellen fihrt, sodass losliche Faktoren wie Hormone
moglicherweise die Entwicklung regulatorischer B-Zellen in der Schwangerschaft
unterstiitzen. Insgesamt zeigt sich, dass B-Zellen und ihre regulatorische Unterform am
komplexen Zusammenspiel des Immunsystems im Kontext der Schwangerschaft
teilhaben und  Stérungen in diesem  System zur Entstehung von

Schwangerschaftspathologien beitragen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Schwangerschaft des Menschen

1.1.1 Ovulation, Fertilisation und Implantation

Unter Einfluss der weiblichen Sexualhormone erfolgt bei der geschlechtsreifen Frau
wahrend eines Zyklus die Follikelreifung im Ovar. Dabei bilden die ruhenden Oozyten
die Primarfollikel. Unter Ausschittung des Follikelstimulierenden Hormons (FSH) aus
der Hypophyse erfolgt die Reifung der Oozyten zu Sekundarfollikeln, aus deren Pol ein
Follikel zum Tertiarfollikel reift. In dem sprungreifen Follikel, auch Graaf Follikel
genannt, entwickelt sich die primare Oozyte mit einem diploiden Chromosomensatz zu
der sekundaren Oozyte mit einem haploiden Chromosomensatz unter dem Einfluss
des luteinisierenden Hormons (LH). Am 14.Tag des Zyklus kommt es nun, ausgeldst
durch LH, zur Ovulation und damit Freisetzung der Eizelle. Uber den Fimbrientrichter
erreicht die Eizelle die Tube, in der es in der Regel bei der Befruchtung zur
Vereinigung von Samen- und Eizelle kommt. Nach dem Eisprung entsteht aus der
Follikelhéhl das Corpus luteum (Gelbkorper), welches Uber die Produktion von
Progesteron zur Aufrechterhaltung der Friuhschwangerschaft beitragt. Nach
Vereinigung der Samen- und Eizelle erfolgt die Fusion zu der Zygote mit einem
diploiden Chromosomensatz. Wahrend des Transportes der Zygote durch die Tube bis
zum Uterus entwickelt sich diese Uber Zellteilung zur Blastozyste, bestehend aus
Embryoblast, dem spateren Ebryonalkdrper sowie Trophoblast, aus dem sich die
Plazenta entwickelt. Zwischen dem 5. und 6. Tag nach der Befruchtung legt sich die
Blastozyste am Endometrium des Uterus an und der Trophoblast differenziert sich zum
Synzytiotrophoblasten und Zytotrophoblasten. Die Implantation erfolgt daraufhin
zwischen dem 7.-12. Tag Uber enzymatische Vorgange in die Dezidua (Funktionalis
der Uterusschleimhaut). Die Implantation ist am 12.Tag nach der Befruchtung

abgeschlossen [Stauber und Weyerstahl 2005].

1.1.2 Embryonal- und Fetalperiode

Der Embryoblast wandelt sich wahrend der Implantation Uber eine zweiblattrige
Keimscheibe bestehend aus Endoderm und Ektoderm nach Abschluss der
Implantation zu einer dreiblattrigen Keimscheibe bestehend aus Endoderm, Ektoderm
und Mesoderm um. In der sich anschlielienden Zeit erfolgen die Morphogenese, also
die Formgebung des Embryos, sowie die Organogenese (Organbildung). Am Ende der
9.Schwangerschaftswoche (SSW) sind alle Organe vollstdndig angelegt und man
spricht nun vom Fetus [Moore 2013]. Mit der 12.Woche ist das erste Trimester
beendet. Im sich anschliel3enden 2.Trimester (13. SSW bis 26.SSW) und 3.Trimester
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Einleitung

(27.SSW bis 38.SSW) findet die Organreifung, sowie die L&ngen- und
Gewichtszunahme des Fetus statt. Durchschnittich nach 38 Wochen post
conceptionem und 267 Tagen wird die Schwangerschaft durch die Geburt des Kindes
beendet.

1.1.3 Entwicklung, Aufbau und Funktion der Plazenta

Die auliere Zellschicht der Blastozyste, der sogenannte Trophoblast, differenziert sich
in zwei Zellschichten, den Zytotrophoblast und Synzytotrophoblast. Letzterer wachst in
die Gebarmutterschleimhaut ein und bildet die Kontaktflache zur Dezidua basalis. Ab
dem 9. Tag bilden sich Lakunen, welche durch enzymatische Prozesse Kontakt zu den
Spiralarterien erhalten und mit mutterlichem Blut gefullt werden. Durch Proliferation des
Zytotrophoblasten entstehen am 13. Tag die Chorionzotten, welche sich Uber
Sekundar- und Tertiarzotten zum fetalen Plazentaanteil entwickeln und in den
intervilldsen Raum hineinragen und damit die Kontakt- und Austauschflache zum
mdtterlichen Blut darstellen. Ab dem 21. Tag beginnt in den Zotten die embryonale
Blutzirkulation. Ab der 14. SSW hat die Plazenta ihre endgiiltige Struktur erreicht.

Im Rahmen des Plazentakreislaufes tritt das mutterliche Blut aus der Dezidua basalis
Uber die Spiralarterien in den intervilldsen Raum der Plazenta. Zwei Umbilikalarterien
bringen sauerstoffarmes und nahrstoffarmes Blut vom Fetus in die Plazenta. Uber das
fein ausgepragte Kapillarnetz kommt es zum indirekten Kontakt und damit Gas- und
Nahrstoffaustausch. Uber die Vena umbilikalis erfolgt der Abtransport des
sauerstoffreichen Blutes in den fetalen Kreislauf. Neben der Austauschfunktion fur
Blutgase, Nahrstoffe und Abbauprodukte hat die Plazenta die Aufgabe der
Hormonproduktion. Primar wird durch den Synzytiotrophoblasten das humane
Choriongonadotropin (hCG) gebildet, welches die Auflosung des Corpus luteum
verhindert. Die im Gelbkorper gebildeten Gestagene und Ostrogene erhalten die
Dezidua basalis bis eine ausreichende Progesteronsekretion Giber den Trophoblasten
erfolgt. Daneben produziert die Plazenta eine Vielzahl an weiteren Botenstoffen wie
Ostrogene, humanes Plazentalaktogen sowie humanes Chorionthyreotropin.

Dieses feto-materno-plazentare System besteht aus hochkomplexen Bausteinen, die
dem Erhalt der Schwangerschaft und der Entwicklung des Fetus dienen. Als feto-
maternale Grenzflache besteht auch der Raum fir immunologische Prozesse, die in

den weiteren Abschnitten ndher beleuchtet werden [Huppertz und Schleuf3ner 2018].

1.1.4 Der Abort- Eine Komplikation der Schwangerschaft
Der Abort wird als frihzeitige, nicht artifiziell herbeigefihrte Beendigung der
Schwangerschaft bei nicht erhaltender Lebensfahigkeit des Fetus definiert. Als

lebensfahig wird ein Fetus bei mehr als 500g Geburtsgewicht angesehen [Schneider et
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al. 2011]. Dabei unterteilt sich die Definition der Fehlgeburt nach frihen
Schwangerschaftsverlust bis zur 12.SSW und spéaten Schwangerschaftsverlust (>
12.SSW) [Farquharson et al. 2005]. Die frihe Fehlgeburt kann wiederum eingeteilt
werden in einen Verlust wahrend der Implantation, wobei ein Anstieg des hCG
ausbleibt, sowie in einen praembryogenen Verlust (kein Embryo im Ultraschall
nachweisbar) und embryogenen Verlust (keine Herzaktivitdt bei einem Embryo im
Ultraschall) [Farquharson et al. 2005; Silver et al. 2011]. Angaben Uber Haufigkeit des
Auftretens eines Abortes variieren abhangig der Studienlage [Miller et al. 1980;
Edmonds et al. 1982; Wilcox et al. 1988]. Ungefahr 13,5% der Schwangerschaften
enden nach der Implantation in einer Fehlgeburt. Dieser Wert variiert jedoch stark in
Abhangigkeit vom Alter der schwangeren Frau [Nybo Andersen et al. 2000]. Auch
steigt der Anteil weiter an, wenn man die Zahl der nicht-symptomatischen Aborte vor
der Implantation hinzurechnet. In dieser Zeit weil3 die Frau oft nicht, dass sie
schwanger ist, sodass ein Abort als Zwischenblutung verkannt wird. Bezieht man diese
Daten mit ein, so enden 31-62% aller Schwangerschaften in einer Fehlgeburt [Miller et
al. 1980; Edmonds et al. 1982; Wilcox et al. 1988].

Die Ursachen fir einen Spontanabort sind vielfaltig, wobei am haufigsten
chromosomale Veranderungen des Embryos eine Rolle spielen [Philipp et al. 2003;
Eiben et al. 1990]. Eine Vielzahl an weiteren Risikofaktoren sind beschrieben worden,
darunter Infektionen, uterine Malformation, Thrombophilie, Genussgifte wie Koffein und
Alkohol, sowie endokrinologische Veranderungen (Diabetes mellitus, Hypo-und
Hyperthyreose) [Hay et al. 1994; Guerra et al. 2006; Chan et al. 2011; Rey et al. 2003;
Rasch 2003; Mills et al. 1988; Chen und Hu 2011]. Gerade aber bei wiederholt
auftretenden Aborten besteht der Verdacht, dass immunologische Ursachen eine

tragende Rolle spielen.

1.2 Immunologie der Schwangerschaft

1.2.1 Paradoxon der Schwangerschaft

Bei der Befruchtung der Eizelle mit dem véterlichen Spermium entsteht ein Embryo,
der jeweils zur Halfte aus DNA-Anteilen des Vaters und der Mutter besteht. Damit stellt
er fur den matterlichen Organismus ein semiallogenes Transplantat dar. Daher wurde
durch Sir Peter Medawar 1953 die Frage aufgeworfen, warum der Embryo trotz dieser
fremden Antigene nicht vom Immunsystem der Mutter abgestoRen wird [Medawar
1953]. Schon 1953 stellte Medawar Hypothesen fir die Beantwortung dieser Fragen
auf. Insbesondere vermutete er eine Suppression des miitterlichen Immunsystems als
Ursache der Akzeptanz des Ungeborenen. Zwar wurden diese Postulate im Laufe des

Fortschrittes bei der Erforschung der Immunologie der Schwangerschatft teils revidiert,
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doch setzte Medawar mit seiner These den Anstol3 fir die Entwicklung des
Forschungsbereiches der Schwangerschaftsimmunologie. Es hat sich das Bewusstsein
entwickeln kénnen, dass Immunzellen in der Schwangerschaft nicht auf den ,fremden”
Fetus reagieren, sondern ihr komplexes und sensibles Zusammenspiel einzig dem

Erhalt der Schwangerschaft dient.

1.2.2 Die Rolle des angeborenen Immunsystems in der Schwangerschaft

Zu Beginn der Schwangerschaft findet eine Expansion von Natirlichen-Killer-Zellen
(NK-Zellen), dendritischen Zellen und Makrophagen in der miitterlichen Dezidua statt.
Uber die Durchblutung der Plazenta kommen diese Immunzellen in Kontakt mit fetalen
Trophoblasten und werden aktiviert.

NK-Zellen, deren eigentliche Aufgabe in der Abwehr virusinfizierter Zellen sowie
fremder Zellen und Tumorzellen besteht, differenzieren sich wéahrend der
Schwangerschaft zu einem speziellen Subtypen, den uterinen NK-Zellen. Sie machen
70% der Leukozyten der Dezidua aus [Moffett-King 2002]. Uber die Produktion von
Zytokienen und angiogenese-fordernden Stoffen, welche die Rekrutierung der fetalen
Trophoblastzellen zur mutterlichen Dezidua unterstitzen, beteiligen diese Zellen sich
mafigeblich an der Entwicklung der fetal-mutterlichen Grenzflache [Cooper et al. 2001;
Kalkunte et al. 2009; Koopman et al. 2003; Hanna et al. 2006]. Des Weiteren sind
uterine NK-Zellen in der Lage die vaskuldre Umwandlung positiv zu beeinflussen,
wodurch die Durchblutung und damit die Versorgung des Fetus mit Sauerstoff und
Nahrstoffen verbessert wird [Fraser et al. 2012].

Neben NK-Zellen nehmen auch Mastzellen eine bedeutende Rolle bei der Implantation
und Entwicklung der Plazenta ein. Sie sind im Uterus schwangerer Frauen
nachweisbar [Menzies et al. 2012] und ihr Fehlen fuhrt im Mausmodell zu einer
gestérten Implantation der Embryos [Woidacki et al. 2013b]. Zusatzlich zeigen
Mastzellen einen positiven Effekt auf die Umwandlung der Spiralarterien durch
Sekretion der proapoptotisch wirksamen Chymase Mcpt5 [Meyer et al. 2017].
Anderseits scheint eine starke Erhdhung der Mastzellen bei fortschreitender
Schwangerschaft Uber die Ausschittung von Histamin die Kontraktilitdt des Uterus und
damit die Gefahr der Friihgeburt zu erh6hen [Woidacki et al. 2013a].

Eine weitere Komponente des angeborenen Immunsystems sind Makrophagen und
ihre Vorlauferzellen (Monozyten). Sie phagozytieren fir den Organismus fremde Stoffe,
die sie dann als Antigene wiederum dem adaptiven Immunsystem préasentieren.
Wahrend der frihen Schwangerschaft kommt es zur Aktivierung von Monozyten,
wahrscheinlich durch sekretierte Zytokine der Trophoblastzellen [Aldo et al. 2014].
Diese Monozyten scheinen wiederum in der Lage zu sein vermehrt Zytokine zu

sekretieren, die ein proinflammatorisches Milieu fir die Einnistung des Trophoblasten
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unterstitzten [Sacks et al. 2003]. Makrophagen hingegen scheinen an der
Umwandlung der Spiralarterien, der Umwandlung der muskuldren Arterien in
venenahnliche Gefale, beteiligt zu sein [Faas et al. 2014]. Makrophagen sind aber
auch in der Lage eine Vielzahl an Zytokinen zu produzieren, welche die Implantation
der Blastozyste und die Entwicklung der Plazenta unterstitzen [Renaud und Graham
2008].

Dendritische Zellen sind spezialisierte Antigen-prasentierende Zellen, die in der Lage
sind T-Zellen zu aktivieren und ihre Differenzierung zu einem T-Helfer 1 (TH 1) oder T-
Helfer 2 (TH 2)Phanotyp zu induzieren. Wahrend der Schwangerschaft scheinen sie
vorrangig den TH 2 Phanotyp der CD4'T-Zellen zu induzieren [Miyazaki et al. 2003].
Weiterhin konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass das Fehlen von dendritischen
Zellen zu einer mangelhaften Implantation der Blastozyste fuhrt [Plaks et al. 2008].
Auch gibt es Hinweise, dass bei trachtigen Mausen die Interaktion zwischen
dendritischen Zellen und uterinen NK-Zellen bedeutend fir die Proliferation der
Uteruszellen ist [Blois et al. 2008]. Unreife dendritische Zellen induzieren eine
verstarkte Differenzierung in regulatorische T-Zellen, welche einen protektiven Effekt
auf den Schwangerschaftserhalt haben [Schumacher et al. 2012].

Es zeigt sich daher, dass die Prozesse der Frilhschwangerschaft mit Implantation der
Blastozyste, Dezidualisierung und Entwicklung der Plazenta ein sensibles
Zusammenspiel der mautterlichen Immunzellen aber auch der Trophoblastenzellen
darstellt. So ist es nicht Uberraschend, dass Stérungen in diesem komplexen System

zum Schwangerschaftsverlust fihren kénnen.

1.2.3 Die Rolle des adaptiven Immunsystems in der Schwangerschaft

Das adaptive Immunsystem reagiert auf Fremdstoffe in Form einer zielgerichteten,
antigenspezifischen Immunantwort. Diese kann in zellularer, T-Zell vermittelter Form
oder humoraler, B-Zell vermittelter Form erfolgen.

T-Lymphozyten unterteilen sich an Hand ihres Oberflachenmarkers in CD4'T-Helfer-
Zellen und zytotoxische CD8'T-Zellen. Erstere wirken Uber die Sekretion von Zytokinen
einerseits stimulierend auf weitere Immunzellen anderseits beeinflussen sie die
humorale Immunantwort der B-Lymphozyten. Nach ihrem Zytokinprofil kbnnen sie sich
in T-Helfer-Zellen vom Typ 1 (TH1) oder Typ 2 (TH2) differenzieren. TH1-T-Zellen
aktivieren uber die Sekretion von Interferon y (IFNy) und Tumornekrosefaktor a (TNFa)
Makrophagen und NK-Zellen, wogegen TH2-T-Zellen uber Interleukin 4 (IL-4) und
Interleukin 10 (IL10) zur B-Zell Aktivierung und Reifung beitragen [Kaufmann 2014].
Innerhalb der CD4'Population existieren zuséatzlich regulatorische T-Zellen mit

immunsuppressiver Funktion.
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Es konnte gezeigt werden, dass das adaptive Immunsystem bereits wéhrend des
Geschlechtsverkehrs auf die bevorstehende Entstehung des Embryos vorbereitet wird.
So beinhaltet die Samenflissigkeit zahlreiche vaterliche Antigene, die nicht nur zur
Aktivierung antigen-préasentierender Zellen fiihren, sondern auch direkt die Expansion
der mutterlichen regulatorischen T-Zell-Population stimuliert [Zenclussen et al. 2010].
Regulatorische T-Zellen wiederum nehmen eine fiihrende Rolle beim Erhalt der
Schwangerschaft ein. Sie sind in der Lage die Zytokinproduktion CD4" und CD8" T-
Zellen zu minimieren, die Antikérperproduktion von B-Zellen zu dampfen und die
Expansion zytotoxischer NK-Zellen zu hemmen [Lim et al. 2005; Mempel et al. 2006;
Ghiringhelli et al. 2005]. Studien konnten zeigen, dass regulatorische T-Zellen
besonders fir die vulnerable Frihphase der Schwangerschaft, insbesondere fur die
Implantation und Toleranzentwicklung gegeniber dem Fetus, von Bedeutung sind. So
fuhrt das Fehlen von regulatorischen T-Zellen vor der Verpaarung im Mausmodell zu
einem Anstieg der proinflammatorischen Zytokinantwort, einhergehend mit einer
Erhohung der CD4" und CD8'T-Zellen. Dadurch konnte eine deutlichen Entziindung im
Uterus mit einhergehender Fibrose und damit Verminderung der Implantationsrate
nachgewiesen werden [Teles et al. 2013]. Wahrend der menschlichen
Schwangerschatt lieRen sich wahrend des 1. und 2.Trimesters eine erhdhte Anzahl an
regulatorischen T-Zellen sowohl in der Dezidua als auch im peripheren Blut
nachweisen. Im Falle eines Spontanabortes waren diese Anteile deutliche erniedrigt
[Sasaki et al. 2004; Somerset et al. 2004]. Zusatzlich lassen sich bei Frauen mit
unerklarter Sterilitdt erniedrigte endometriale Foxp3-Werte, welcher als Stimulator fur
die Entwicklung regulatorischer T-Zellen gilt, nachweisen [Jasper et al. 2006]. So
scheinen die regulatorischen T-Zellen einen weiteren wichtigen Anteil an dem
immunologischen Gleichgewicht, der zur Entwicklung eines gesunden Foétus fiihrt, zu
haben.

Fur eine gesunde Schwangerschatt ist jedoch auch ein ausgeglichenes Zytokinprofil
notwendig, welches durch die TH1 und TH2 Zytokinantwort der CD4" T-Zellen gepragt
wird. Schon frih wurde von Wegmann und Kollegen die Hypothese aufgestellt, dass
eine erfolgreiche Schwangerschaft an ein TH2 gepragtes antiinflammatorisches
Zytokinprofil (IL10, IL-4) gebunden ist und eine proinflammatorische TH1(IFN-y, TNF-a)
Immunantwort eher schadlich sei [Wegmann et al. 1993]. Dieses starre Postulat hielt
sich Uber lange Zeit aufrecht. Neuere Studien zeigen jedoch eine Kehrtwende. So sind
auch IL10 und IL-4 defiziente Mause in der Lage erfolgreich Schwangerschaften
auszutragen [Svensson et al. 2001]. Eher ist es so zu sehen, dass im Laufe der
Schwangerschaft jeweils ein Zytokinprofil Uberwiegt. So ist die Frihphase der

Schwangerschaft gepragt von einem proinflammatorischen Milieu. Die Implantation der
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Blastozyste und die damit entstandenen Wundflache erfordert Zellumbau,
Einwanderung von Zellen, Reparatur der Wundflache und Abtragung abgestorbener
Zellen. Durch ein entziindliches Milieu und der damit verbundenen Einwanderung von
Immunzellen werden diese Prozesse unterstitzt. In der zweiten Halfte der
Schwangerschaft ist ein antiinflammatorisches Zytokinprofil vorherrschend. In dieser
Zeit befinden sich Mutter und Kind in einer Art Gleichgewicht. In der letzen Phase der
Schwangerschaft wird der Uterus durch ein proinflammatorisches Milieu auf die
bevorstehende Geburt des Kindes vorbereitet. Die hier vorherrschende TH1 gepragte
Immunantwort unterstitzt die Kontraktion des Uterus und die Aussto3ung der Plazenta
[Mor und Cardenas 2010]. Letztlich ist fur den Schwangerschaftserfolg ein

ausgewogenes Verhaltnis der einzelnen Zytokine notwendig.

1.2.4 Interleukin 10 und dessen Bedeutung fir die Schwangerschaft

IL10 ist ein homodimerisches Zytokin, welches in der Lage ist die Aktivitat
proinflammatorischer TH1-Zellen zu inhibieren [Fiorentino et al. 1989]. Zahlreiche
Zellen des Immunsystems sind in der Lage dieses Interleukin zu sekretieren, darunter
CD4'T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Monozyten [Moore et al. 1993].

Anfanglich erfolgte die Erforschung der Rolle des IL10 wahrend der Schwangerschaft
am Mausmodell. Es konnte in erhdhten Mengen in der Dezidua schwangerer Mause
nachgewiesen werden [Lin et al. 1993]. Weiterhin flihrte die Injektion von
rekombinanten IL10 bei schwangeren Mausen, die unter Fehlgeburten litten, zu einer
Verringerung der Fehlgeburtsrate [Chaouat et al. 1995]. Interessanterweise ist IL10
nicht zwingend notwendig fiir eine erfolgreiche Schwangerschaft. So sind IL10
defiziente M&use in der Lage, erfolgreich eine Schwangerschaft auszutragen, wenn sie
in einer keimarmen Umgebung aufgezogen werden. Sind diese Mause wahrend der
Schwangerschaft aber Pathogenen ausgesetzt, die eine Infektion auslésen kénnen, so
steigt die Rate an Aborten deutlich an im Vergleich zu Wild typ-M&ausen [Murphy et al.
2005]. So scheint es, dass IL10 eine protektive Wirkung auf den
Schwangerschaftserhalt bei Exposition mit Pathogenen hat. Die Sekretion von IL10 ist
zudem von einem komplexen Kommunikationsnetzwerk mit anderen Zellen abhangig.
So konnte Blois und Kollegen zeigen, dass dendritische Zellen kultiviert mit marinen
Trophoblasten die Proliferation uteriner NK-Zellen und deren Sekretion von 1L10
stimulieren [Blois et al. 2008].

Auch in der menschlichen Schwangerschatt gibt es deutliche Hinweise auf den Einfluss
des IL10. So ist die Konzentration dieses Zytokins in Plazentagewebe des 1. und 2.
Trimesters nachweislich hoher als im 3.Trimester [Hanna et al. 2000]. Dieses Ergebnis
unterstitzt wiederum die These, dass fur die Einleitung der Geburt eine

proinflammatorische Umgebung notwendig ist. Weiterhin konnte festgestellt werden,
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dass Plazenta und Dezidua im Rahmen einer Fehlgeburt weniger IL10 enthalten als
Plazenten von Schwangerschaftsabbrichen [Plevyak et al. 2002]. Periphere
mononukleédre Zellen von Frauen, die wiederholt Fehlgeburten hatten, zeigten nicht nur
erhohte TNF-a-Level sondern auch eine verminderte Expression von IL10 [Hill et al.
1995]. So ist es moglich, dass eine verminderte Produktion von IL10 in Verbindung mit
Erhoéhung der proinflammatorischen Zytokine zZu einem  vorzeitigen
Schwangerschaftsverlust beitrdgt. Offen ist jedoch, wie IL10 im Detail den
Schwangerschaftsverlauf beeinflusst. Ein Teil dieses Puzzles scheint der Einfluss von
IL10 auf das MHC Typ 1 Molekil HLA-G zu sein. HLA-G wird durch Trophoblasten
exprimiert und wirkt inhibierend auf zytotoxische NK-Zellen [Poehimann et al. 2006].
IL10 wiederum induziert die HLA-G Expression der Trophoblasten [Moreau et al. 1999]
und unterstitzt damit méglicherweise den Erhalt der Schwangerschaft.

Zusammenfassend betrachtet scheint Interleukin 10 ein Schliisselmolekdl im sensiblen
Zusammenspiel der pro- und antiinflammatorschen Immunantwort wahrend der
Schwangerschaft zu sein. Mdglicherweise birgt dies die Grundlage fir eine

zielgerichtete Therapie bei schwangerschafts-assoziierten Erkrankungen.

1.3 B-Zellen und regulatorische B-Zellen

B-Lymphozyten sind eine Zellpopulation des adaptiven Immunsystems, welche utber
die Expression verschiedener Immunglobulin-Rezeptoren auf der Zelloberflache in der
Lage sind Antigene zu erkennen und spezifische Antikbrper zu produzieren. 5-15% der
Lymphozyten im Blut stellen B-Lymphozyten dar. Sie entstehen im Knochenmark aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen. Wéahrend des Differenzierungsprozess der B-Zell-
Vorlaufer-Zelle erfolgt durch somatische Rekombination ein Rearrengement des
Immunglobulin-Gen-Ortes, welches fir jede entstehende B-Zelle zuféllig stattfindet.
Durch die damit entstehende Vielfalt an Immunglobulinrezeptoren sind B-Zellen in der
Lage theoretisch mehr als 5x10"® verschiedene Antigene zu erkennen. Die unreifen B-
Zellen wandern vom Knochenmark zur Milz, wo sie sich weiter differenzieren. Die
reifen B-Zellen lassen sich in verschiedene Untergruppen aufteilen: B-1-B-Zellen, B-2-
B-Zellen Marginalzonen-B-Zellen, sowie follikulare B-Zellen. Letztere differenzieren
wiederum nach Aktivierung zu Plasmazellen. lIhre Funktion ist komplex. Neben der
Produktion antigenspezifischer Antikbrper dienen sie der Kostimulation und
Antigenprasentation gegeniber T-Zellen, haben Einfluss auf die Entwicklung
dendritischer Zellen, und sind in der Lage uber Zytokinsekretion das Immunsystem auf
verschiedenen Ebenen zu beeinflussen [LeBien und Tedder 2008]. Zusatzlich wurde in
den vergangenen Jahren ein weiterer Typ der B-Zellen bekannt, die regulatorischen B-
Zellen. Sie sind in der Lage Uber die Produktion von IL10 in vielfaltiger Weise auf das

Immunsystems einzuwirken und sind Schwerpunkt der derzeitigen Forschung.
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1.3.1 Entwicklung und Funktion regulatorischer B-Zellen

Bereits in den 1970er Jahren gab es erste Hinweise auf einen Subtyp der B-Zellen mit
immunsuppressiver Funktion. Doch erst 30 Jahre spater wurde der Begriff der
regulatorischen B-Zelle durch Mizoguchi und Kollegen geprégt. Seine Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass B-Zellen im Mausmodel fiir chronische Kolitis in der Lage sind
antikbrperunabhéngig immunsuppressiv zu wirken und damit das Krankheitsbild zu
verbessern [Mizoguchi et al. 2000].

Regulatorische B-Zellen charakterisieren sich Uber ihre Eigenschaft IL10 zu
produzieren. Zahlreiche Studien in Mausmodellen konnten die Entstehung und
Aufgaben von regulatorischen B-Zellen eingehender beleuchten [Fillatreau et al. 2002;
Matsushita et al. 2008; Mizoguchi et al. 2000]. Fir die Entstehung und Aktivierung 1L10
produzierender regulatorischer B-Zellen ist wahrscheinlich eine inflammatorische
Umgebung notwendig. So kann bei B-Zellen, isoliert aus der Milz von Wildtypmé&usen,
kaum IL10 Produktion nachgewiesen werden. Werden diese B-Zellen jedoch in B-Zell
defiziente Mause transferiert, die an intestinaler Entzindung leiden, so produzieren sie
IL10. Bei B-Zell defizienten Mausen ohne Entzindung steigt der IL10 Gehalt dagegen
nicht an [Mizoguchi et al. 2002]. Es besteht die Hypothese, dass abhangig von der
Entziindung verschiedene Mechanismen der Aktivierung der B-Zellen existieren.
Einerseits kdnnen B-Zellen zu regulatorische B-Zellen durch die Bindung eines Selbst-
Antigens an den B-Zell-Rezeptor konvertieren oder durch CD40/CD40L Interaktion
[Fillatreau et al. 2002; Mauri et al. 2003]. CD40L wird von T-Helferzellen exprimiert und
fuhrt Gber die Bindung an CD40 auf der B-Zell-Oberflache zu deren Reifung. Ein
weiterer Aktivierungsweg fir regulatorische B-Zellen liegt in der Stimulation mit
Lipopolysacchariden (LPS) und CpG uber den Toll-like-Rezeptor-Signalweg [Lenert et
al. 2005]. LPS befindet sich in der auReren Membran von gram-negativen Bakterien,
und wird im Rahmen einer Infektion an Toll-like Rezeptor 4 gebunden, was wiederum
eine Signalkaskade mit Aktivierung des Immunsystems auslost. CpG ist Teil des
Genoms von Bakterien als auch DNA- tragender Viren und wird durch den Toll-like
Rezeptoren 9, exprimiert von Zellen des angeborenen Immunsystems, gebunden.
Dadurch wird eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems  mit
proinflammatorischer Zytokinantwort auslést. Mdglich ist auch die Existenz eines
angeborenen regulatorischen B-Zell-Typs, der sich aus den mesenterischen
Lymphknoten entwickelt [Wei et al. 2005]. (vgl. Abb. 1)
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Abbildung 1: Darstellung des mdglichen Entwicklungsweges einer regulatorischen B-Zelle.

Mdglich ist die Entstehung einer regulatorischen B-Zelle iber Stimulation von reifen follikularen B-Zellen
(FO) Uber CD40-Stimulationsweg oder Bindung eines Auto-Antigens an den B-Zell-Rezeptor. Weiterhin ist
die Entwicklung regulatorischer B-Zellen iber Stimulation reifer Marginal-Zonen-B-Zellen (MZ) durch Toll-
like-Rezeptor Signalweg (TLR) und Stimulation mit LPS/CpG oder im Rahmen einer Entziindung denkbar.
(KM=Knochenmark, LK=Lymphknoten)

Neben ihrer Entstehung wurde auch die Funktion von IL10-produzierenden B-Zellen
(B10) im Mausmodell untersucht. B10-Zellen sind in der Lage sowohl die Entstehung
von Arthritis im Mausmodell zu verhindern als auch bestehende Symptome der Arthritis
zu verbessern, einhergehend mit einer Suppression der TH1 Zytokinantwort [Mauri et
al. 2003]. Auch in der Karzinomentstehung scheinen regulatorische B-Zellen eine Rolle
zu spielen. B-Zellen werden durch CD40L, welches auf Karzinomzellen exprimiert wird,
aktiviert und produzieren IL10. Dadurch wird die IFNy Sekretion wiederum minimiert,
was einen hemmenden Einfluss auf die natirliche Krebszellelimination durch NK- und
zytotoxische T-Zellen hat [Inoue et al. 2006]. Diese Beispiele sind nur ein kleiner
Auszug aus den multiplen Funktionen regulatorischer B-Zellen in Mausen. (vgl. Abb.2)
Allerdings konnte bisher kein einheitlicher Marker fur regulatorische B-Zellen gefunden
werden, sodass sie bisher nach ihrer Funktion IL10 zu produzieren definiert werden.
Da diese Funktion abhéngig von dem vorherrschenden Milieu ist, sind in vivo Studien

schwierig.

10



Einleitung

Aktivierung Mediatoren Regulatorische Effekte
(+Aktivierungssignale)
TH1-Differenzierung, IFNy-Sekretion
° IL 10 Proinflammatorische Zytokine
%o o (TLRU+-CDA0) — V(mazkmplz‘agle”) dend el
Bakterielle OA 'Nnduk |%nr\?gﬁ?égﬁ%ng%% %nﬁj—ig}len
Antigene TLR4 — (Treg)
s o%  TLR9 o TH1-Differenzierung, IFNy-Sekretion
© O TGFB / W T-Zell-Teilung, IL2-Produktion
7 'Pnduktion von Treg, FoxP3+
BCR_ _

T-Zell-Teilung
Zytokinproduktion (IFNy, TNFa)

—{ TApoptose (zytotoxisch)
T-Zell-Interaktion

Abbildung 2: Ubersicht i{iber Wirkmechanismen regulatorischer B-Zellen im Mausmodel

(modifiziert nach Tretter und Kollegen [Tretter und Lorenz 2010])

Dabei stellt sich die Frage in wie weit diese Charakteristiken auch auf menschliche B10
Zellen zu treffen.

IL10 produzierende regulatorische B-Zellen sind im menschlichen Blut nachweisbar,
weisen aber keinen einheitlichen Phéanotyp auf. Mauri und Kollegen konnten 2009
regulatorische ~ B-Zellen vom  CD19'CD24"CD38"Phanotyp  nachweisen.
Regulatorische B-Zellen mit diesem Phanotypen sind in der Lage, die TNFa und IFNy
Sekretion von CD4'T-Zellen durch Expression von IL10 zu supprimieren.
Regulatorische B-Zellen von Patienten, die an systemischen Lupus erythematodes
erkrankten, waren nicht in der Lage diese Zytokindifferenzierung der T-Zellen zu
hemmen [Blair et al. 2010]. Die Arbeitsgruppe um Tedder isolierte 2010 regulatorische
B-Zellen mit einem weiteren Phanotypen. Diese CD19'CD24"CD27* Zellen inhibieren
durch die Sekretion von IL10 die TNFa Expression von Monozyten und sind damit in
der Lage auch das angeborene Immunsystem zu beeinflussen. Weiterhin konnten sie
zeigen, dass sich B10-Vorlauferzellen durch Stimulation in vitro zu reifen 1L10
sekretierenden regulatorischen B-Zellen differenzieren. Dabei erwies sich eine duale
Stimulation mit CD40L und CpG am potentesten [Iwata et al. 2011]. Abweichend davon
konnten jedoch weitere Arbeitsgruppen zeigen, dass auch eine B-Zell-Rezeptor-
Stimulation gemeinsam mit einer TLR-Stimulation potente Signale fur die Reifung von
IL10 produzierenden B-Zellen darstellen [Bouaziz et al. 2010], sodass der Weg der
Aktivierung der regulatorischen B-Zellen weiterhin offen bleibt. Interessanterweise
konnte die Arbeitsgruppe um Tedder darlegen, dass der Anteil der B10 und B10-

Vorlauferzellen bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen signifikant erhéht ist,

11



Einleitung

maoglicherweise auf Grund des vorherrschenden inflammatorischen Milieus und damit
einhergehender Aktivierung [lwata et al. 2011].
Insgesamt zeigt sich, dass regulatorische B-Zellen inflammatorische Immunprozesse

sowohl des adaptiven als auch des angeborenen Immunsystems hemmen.

1.3.2 B-Zellen und ihre regulatorische Unterform im Kontext der
Schwangerschaft

Zu Beginn der Erforschung der Immunologie der Schwangerschaft konnte kein
erhohter Anteil der B-Lymphozyten im Blut und in der Plazenta der schwangeren Frau
nachgewiesen werden [Birkeland und Kristoffersen 1979], sodass der Fokus der
Forschung auf andere Immunzellen gelegt wurde. Lediglich das Interesse an der
Existenz protektiver Antikorper fuhrte in diesem Bereich zu weiteren Untersuchungen.
In den 1970er Jahren konnten antipaternale Antikérper im Serum schwangerer Frauen
nachgewiesen werden [Tongio et al. 1972]. Taylor und Hancock zeigten 1975, dass
mditterliche Lymphozyten in vitro einen zytotoxischen Effekt auf Trophoblastenzellen
haben. Kultivierte man diese Lymphozyten und Trophoblasten mit mutterlichem Serum,
so war dieser Effekt reversibel. Die Entfernung von IgG aus dem mdtterlichen Serum
fihrte im gleichen Versuchsaufbau wiederum zum Absterben der Trophoblasten
[Taylor und Hancock 1975], sodass der Nachweis der Existenz antipaternaler
Antikodrper, welche den Schwangerschaftserhalt unterstiitzen, damit erbracht war.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass schwangere Frauen erhdhte Anteile an
asymmetrischen Antikérpern aufwiesen. Diese Sonderform der Antikorper sind in der
Lage spezifische Antigene mit hoher Affinitat zu binden, konnen aber keine
Immunreaktion ausldsen und haben damit lediglich protektiven Charakter. Frauen mit
wiederholten Aborten zeigten jedoch erniedrigte Level dieser asymmetrischen
Antikorper, sodass auch diese Antikdrper im Erhalt der Schwangerschaft eine Rolle
spielen [Malan Borel et al. 1991; Zenclussen et al. 2001].

Unsere Arbeitsgruppe konnte erstmals einen Einblick in die B-Zell-Entwicklung und
deren Adaptation wahrend der Schwangerschaft gewinnen. Sie zeigten im
Mausmodell, dass der Anteil der Vorlaufer-B-Zellen und unreifen Zellen im
Knochenmarkt wahrend der Schwangerschaft abnimmt. Dies konnte schon 1993 von
Medina und Kollegen gezeigt werden [Medina und Kincade 1994]. Moglicherweise
dient dies als Anpassungsmechanismus zur Reduktion des Auftretens autoreaktiver B-
Zellen gegen fetale Strukturen. Dagegen steigt der Anteil reifer B-Zellen signifikant an,
insbesondere der Anteil der Marginalzonen-B-Zellen in der Milz, was als Kompensation
gegenuber der reduzierten Lymphopoese angesehen werden kann. Interessanterweise
zeigen Lymphknoten im Abflussgebiet des Uterus erhdhte Anteile sowohl reifer als

auch unreifer B-Lymphozyten [Muzzio et al. 2014a]. Das zeigt, dass die B-Zell-
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Entwicklung sich an die Bedingungen der Schwangerschaft adaptiert, einhergehend
mit einer Reduktion der Lymphopoese, was mdglichweise die erhdhte Infektanfélligkeit
wahrend der Schwangerschaft erklart. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
Marginalzonen-B-Lymphozyten in Mausen mit erhdhter Fehlgeburtrate im Vergleich zu
normal trachtigen Mausen nicht erhéht sind. Marginalzonen-B-Lymphozyten werden
durch Produktion natirlicher Antikérper charakterisiert, welche einen priméaren
Abwehrmechanismus gegeniber pathogenen Keimen darstellt und hauptsachlich aus
IgM-Antikorpern bestehen [Schwartz-Albiez et al. 2009]. Korrelierend dazu zeigten
Muzzio und Kollegen, dass sowohl der Anteil IgM-Antikérper als auch der Anteil der
Marginalzonen-B-Lymphozyten bei trachtigen Mausen erhoht sind [Muzzio et al. 2016].
Damit besteht trotz vorherrschender B-Zellen-Erniedrigung ein weiterer Schutz gegen
eine Infektion des mitterlichen Organismus.

Besonderes Augenmerk bei der Erforschung der B-Zellen in der Schwangerschaft
wurde auf die B-la B-Zellen gelegt. B-la-Zellen sind eine Untergruppe der B-
Zellpopulation. Diese CD5-exprimierenden Zellen werden bereits im Fetus produziert
und finden sich vorwiegend in der Peritoneal- und Pleurahdhle. Sie zeichnen sich tber
die Sekretion naturlicher Antikdrper mit geringer Spezifitat aus und sind damit wichtig
fur die frihe, ungezielte Immunantwort [Janeway 2002]. Die Bedeutung dieser Zellen
zeigte unsere Arbeitsgruppe erstmals im Rahmen der Praeklampsie, eine Erkrankung
der Schwangerschaft einhergehend mit hohen Blutdruckwerten und Proteinurie und
damit verbundener Gefahr der Frihgeburt. Der Anteil der Bla-B-Zellen war bei
schwangeren Frauen, die an Praeklampsie litten, im dritten Trimester deutlich erhdht
im Vergleich zu gesunden Schwangeren [Jensen et al. 2012]. Bla-B-Zellen
produzieren Autoantikdrper gegen Angiotensin II-Typ 1-Rezeptor, welche als
assoziierender Faktor im Rahmen der Préeklampsie betrachtet werden. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass B-Zellen auch einen negativen Einfluss auf die
Schwangerschaft nehmen konnen [Jensen et al. 2012; Wallukat et al. 1999].
Interessanterweise sind diese Zellen im Mausmodell aber auch in der Lage wahrend
der Schwangerschaft die proinflammatorische Zytokinantwort zu dampfen, indem sie
die Th17 Differenzierung hemmen [Muzzio et al. 2014b]. Paradoxerweise tragen sie
damit zum Erhalt eines adaquaten Zytokinmilieus wahrend der Schwangerschaft bei.
Auf Grund der Bedeutung von IL10 in der Schwangerschaft und der zunehmenden
Erforschung der IL10 produzierenden regulatorischen B-Zellen und ihre Fahigkeit der
Kontrolle inflammatorischer Prozesse, richtete sich das Interesse nun auf diesen
Zelltyp und dessen Einfluss auf den Schwangerschaftserhalt. Zwar sind B-Zell
defiziente Mause in der Lage erfolgreich Schwangerschaften auszutragen [Gustafsson

et al. 1994], doch konnte unsere Arbeitsgruppe erstmals einen Einfluss der B-Zellen
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aullerhalb der Antikorper-Produktion auf die Schwangerschaft zeigen. So konnte
festgestellt werden, dass regulatorische B10 Zellen im Mausmodell bei normal-
trachtigen Mausen erhoht sind im Vergleich zu nicht-trachtigen Mausen. Weiterhin
zeigte sich ein Abfall dieser B10 Zellen bei Mausen mit Aborten. Auch war die IL10
Expression der regulatorischen B-Zellen dieser Mause deutlich erniedrigt. In einem
weiteren Schritt wurden den M&usen mit erhdhter Abortrate B10 Zellen aus normal
trachtigen Mausen injiziert, was zu einer Reduktion der Aborthaufigkeit fuhrte. Injizierte
man lediglich die B-Effektor-Zellen, d.h. ohne regulatorische B-Zellen, so hatte dies
keinen Einfluss auf die Abortrate der Mause. Der B10-Zell-Transfer fuhrte bei diesen
Mausen zu einem Anstieg der regulatorischen T-Zellen, sowie eine Verringerung des
Anteiles reifer dendritischer Zellen [Jensen et al. 2013].

B-Zellen scheinen vielfaltige Funktionen wahrend der Schwangerschaft einzunehmen
(vgl. Abb.3). Insbesondere die Ubertragung der Erkenntnisse aus den Mausmodellen
auf die menschliche Schwangerschaft ist ein derzeitiger Forschungsschwerpunkt, auf

den sich auch diese Arbeit fokussiert.
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Abbildung 3: Funktion von B-Zellen wahrend der Schwangerschaft. Wahrend der
Schwangerschaft kommt es durch stimulierende Faktoren zur Sekretion asymmetrischer Antikdrper,
welche Plazenta-Antigene abfangen und damit vor einer ungewiinschten Immunreaktion schitzen.
Zusétzlich sind regulatorische B-Zellen in der Lage Uber die Sekretion von IL10 die proinflammatorische
Immunantwort durch Hemmung der TNFa Sekretion zu regulieren, sowie die Reifung dendritischer Zellen
zu inhibieren. Zusatzlich produzieren B-Zellen Autoimmunantikérper, die fur die Entstehung von

Praeklampsie verantwortlich gemacht werden (modifiziert nach Fettke et al.)
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1.4 Zielstellung

Der Erfolg einer Schwangerschaft erfordert ein komplexes Zusammenspiel der
einzelnen Immunzellen um die Akzeptanz des Foétus zu ermdéglichen und gleichzeitig
Mutter und Kind vor Infektionen zu schitzen. IL10 produzierende regulatorische B-
Zellen nehmen mdglicherweise in diesem Balanceakt eine tragende Rolle ein. Doch
gibt es bislang wenige Erkenntnisse, insbesondere was ihren Einfluss in der
menschlichen Schwangerschaft betrifft. Diese Arbeit hatte das Ziel, Grundlagen zum
Verstandnis der regulatorischen B-Zellen im Kontext der Schwangerschaft zu schaffen.
Insbesondere lag der Fokus darauf, ob IL10 produzierende B-Zellen in der
menschlichen Schwangerschaft nachweisbar sind und ob Faktoren im mdutterlichen
Serum zur Differenzierung dieser Zellen beitragen. Ein weiterer Schwerpunkt stellte die
Interaktion der B-Zellen mit humanen T-Zellen dar und inwieweit 1L10 produzierende
regulatorische B-Zellen die Zytokinsekretion der T-Effektor-Zellen beeinflussen. Ferner
galt es die Frage zu klaren, inwieweit Trophoblastenzellen zur Differenzierung der B-
Zellen zu regulatorischen Zellen beitragen. Daraus lieBen sich folgende

Fragestellungen formulieren:
Ex vivo Versuchskomplex:

1. Ist die Anzahl an regulatorischen B-Zellen wahrend der Schwangerschaft
verandert im Vergleich zu Nicht-Schwangeren?
2. Weisen Patientinnen mit Fehlgeburt veranderte Zahlen an regulatorischen B-

Zellen auf im Vergleich zu gesunden Schwangeren und Nicht-Schwangeren?
In vitro Versuchskomplex

3. Ist die Expression und Sekretion von IL10 in CD19" B-Zellen wahrend des
1.Trimesters der Schwangerschaft im Vergleich zu Nicht-Schwangeren und zu
Frauen, die eine Fehlgeburt erlitten, erhoéht?

4. Sind CD19" B-Zellen schwangerer Frauen in der Lage die proinflammatorische
Zytokinproduktion von T-Helfer Zellen zu supprimieren?

5. Beeinflussen Trophoblastenzellen die IL10-Expression der CD19" B-Zellen?

6. Fuhren l6sliche Faktoren im Serum schwangerer Frauen des 1.Trimesters zu
einer Stimulation der CD19" B-Zellen?

7. Ist BAFF (B-Zellen aktivierender Faktor) vermehrt im Serum schwangerer

Frauen des 1.Trimesters nachweisbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Labormaterialien
Aluminiumfolie

Cryo 1°C Freezing Container Mr. Frosty
Cryovial® 2mi

Eisbox

Filterspitzen (10pl, 200ul, 1000ul)

Flussiger Stickstoff

Glasmaterialien

Parafilm

pH-Meter

Pipetten

Pipettenspitzen (10ul, 100pl, 1000ul)
Reaktionsgefalie (0,2ml; 0,5ml; 1,0ml; 1,5ml; 2ml)
Serologische Pipette Glas (5ml; 10ml; 25ml)
Serologische Pipette Kunststoff (5ml)

Safe Lock Rohrchen (0,2ml; 0,5ml; 1,5ml)
Vernichtungsbeutel

Wagepapier

2.1.2 Laborgerate

Eismaschine ZBE 70-35

HERA freeze HFU 586 Basic

Kuhlschrank FKEX 3600

Kuhlschrank KTP 1810-20

Laboklav 80-V

Magnetrthrer mit Heizung RH basic 2
Microprozessor pH Meter ph211

Mini Shaker MS3 basic
Multifunktionsplattenlesegerat Synergy HAT
Prazisionswaage LA620P

Spulmaschine Miele professional G7883
Ultra-Low Temperature Freezer MDF-U53V
Wasseraufbereitungsanlage Elix 10
Zentrifuge 54417R
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Roth

Nalgene

Simport

NeoLab Migge
Greiner bio-one

Air Liquide

Schott; Brand; Simax
Bemis

Neolab

Eppendorf
Sarstedt, Eppendorf
Eppendorf
Hirschmann
Sarstedt

Eppendorf

NeolLab
Machery-Nagel

Ziegra Eismaschinen
Kendro

Liebherr

Liebherr

SHP Steriltechnik
IKA Labortechnik
Hanna instruments
IKA Labortechnik
BioTek

Sartorius

Miele

Sanyo Electric
Millipore
Eppendorf
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Zentrifuge 5810R

Eppendorf

2.1.3 Gerate und Material fiir die magnetische Zellsortierung

LD Columns

MS Columns

Midi MACS Separator
Mini MACS Separator
MACS Stander

2.1.4 Gerate und Material fur die Zellkultur
Inkubator Hera Cell 240

Mikroskop Axiovert 40c
Neubauer-Z&hlkammer

Rohre (15ml; 50ml)

Puradisc Syringe Filter (0,2pum)
Schittelwasserbad SWB25
Sicherheitswerkbank NU-437-400E

Serologische Pipette Kunststoff (5ml;10ml; 25ml)

Transferpipette (3,5ml)
Zellkulturflasche 75cm?
Zellkulturplatten (24 Loch; 96 Loch)

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Thermo Scientific
Zeiss
LO-Laboroptik
Sarstedt
Whatmann
Thermo Scientific
Integra Bioscience
Greiner bio-one
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

2.1.5 Gerate und Material fur die Durchflusszytometrie

BD FACSCalibur™
FACS Clean
FACS Flow™
FACS Rinse

Rundbodenréhrchen 5ml

2.1.6 Chemische Stoffe, Substanzen und Lésungen

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s PBS (1x)
Ethanol 100 Vol-%
Ethanol 96 Vol-%

Ethylendiamintetraessigsauren (EDTA C;oH;5N2Og)

FicollPaques

Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Natriumazid (NaNs)

17

Becton Dickinson
BD Bioscience
BD Bioscience
BD Bioscience
BD Falcon

Roth

PAA

Otto Fischer
Otto Fischer
Catbiochem
GE Healthcare
Merck

Merck

Merck
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencaronat (NaHCO5;)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Paraformaldehyd (PFA)

Saponin purum

Schwefelsdure (H,SO,)

Trypanblau

Tween®20

2.1.7 Biologisch aktive Substanzen
Bovine serum albumin (BSA)

Foétales Rinderserum (FBS)
Penicillin/Streptomycin-Lésung
Trypsin-EDTA

Rekombinantes humanes IL10

2.1.8 Antikorper

Durchflusszytometrie

FITC-konjugierter Maus anti-human CD19
(Klon: HIB 19)

PE-konjugierter Ratte anti-human IL10
(Klon: JES3-19F1)

PE-konjugierter Maus anti-human CD38
(Klon: HIT?2)

Alexa Fluor 647konjugierter Maus anti-human CD24
(Klon: ML5)

PerCp-konjugierter Maus anti-human CD27
(Klon: 0323)

FITC-konjugierter Maus anti-human CD4
(Klon: OKT4)

PE-konjugierter Maus anti-human TNFa
(Klon: MAb11)

PE-konjugierter Maus anti-human IFNy
(Klon: 4S.B3)

PE-konjugierter Maus anti-human IL17
(Klon: BL168)

MACS Zellisolierung

Biotin-Antibody Cocktail, human
18

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma

Biochrom
Invitrogen
Invitrogen

BD Bioscience

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Miltenyi Biotec
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(anti-CD2, anti-CD14, anti-CD16,
anti-CD36, anti-CD43, anti-CD 235a)

CD4'T Cell Biotin Antibody Cocktail, human
(anti-CD8, anti-CD14, anti-CD15,
anti-CD16, anti-CD19,anti-CD36, anti-CD56,
anti-CD123, anti-TCRy/d, anti-CD235a)

MicroBeads konjugierter monokonaler Antikorper
(Isotyp: Maus IgG1)

CD25 MicroBeads, human

(monoklonaler anti-CD25 Antikorper, Isotyp: Maus IgG1)

Zellkultur

Purified NA/LE Mouse anti-human CD3
1,0mg/mi

Purified NA/LE Mouse anti-human CD28
1,0mg/mi
rekombinantes IL-2 (E.coli derived)

ODN 2006 (CpG)
rekombinantes CD40L(HEK 293)

Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)
Capture Antibody

Anti-human IL10

Detection Antibody

Biotinylated Anti-human IL10

2.1.9 Medien, Losungen und Pufferldsungen
Medien
Roswell Park Memorial Institue Medium (RPMI-1640)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Kulturmedium fur B-Zell-Kultur und T-Zell-Kultur
445ml RPMI-1640

50ml FBS (10%)

5ml Pen/Strep (1%)

Kulturmedium SWAN-71 Zellkultur
445m| DMEM

50ml FBS (10%)

5ml Pen/Strep (1%)

Einfriermedium
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Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

BD Bioscience

BD Bioscience

R&D Systems
Invitrogen
R&D Systems

BD Bioscience

BD Bioscience

Invitrogen

Invitrogen
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90%FBS+ 10% DMSO

Puffer und Lésungen
Allgemeine Puffer
PBS (phosphate buffered saline) (10x):

Puffer und Lésungen fir Durchflusszytometrie
Permeabilisierungspuffer:
FACS-Puffer:

Fixierung

Ldsungen fur ELISA
Coating-Buffer:

Assay Diluent:

Wash Buffer:
Substrate Solution:
TMB Substrate Reagent Set

Stop Solution

Lésung fir MACS®Zellisolierung
MACS-Puffer:

2.1.10 Kits
Human B-cell isolation Kit I

Human CD4"CD25" regulatory Tcell isolation Kit
20

80g NaCl

21,99 Na,HPO,

2g KCL

29 KH,PO,

Aqua dest auf 1L, pH=7,4

0,1% Saponin in PBS
1% BSA

0,1% NaN3
in 1XPBS

1% PFA in PBS

7,13g NaHCO;
1,599 Na,CO3
Aqua dest. auf 1L, pH=9,5
mit 20N NaOH

PBS mit 10%FBS, pH=7,0

PBS mit 0,05% Tween-20

BD Pharmingen

2N H,SO,

0,5% BSA
2mM EDTA in PBS

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
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Human IL10 ELISA Set BD Bioscience
Human BAFF/BLYS/TNFSF13B Immunoassay R&D Systems

2.1.11 Material fur die Blutentnahme

Kodan Tinktur forte (Hautantiseptikum) Schirke & Mayr GmbH
Schlinggazetupfer steril Fuhrmann

BD Vacutainer Safety Lok (blood collection set) BD Bioscience

BD Vacutainer K,EDTA (1,8mg/ml), 10ml BD Bioscience

BD Vacutainer SST Il Advanced, 8,5ml BD Bioscience

2.1.12 Computerprogramme

CellQuest Pro BD Bioscience
FlowJo FlowJo, LLC
GraphPad Prism 5.0 Statcon

Excel 2007 Windows
PowerPoint 2007 Windows
Word 2007 Windows

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Fur die vorliegende Arbeit wurden humane B- und T-Zellen sowie peripher
mononukleédre Zellen (PBMZ) aus vendsem Blut isoliert. Die Blutproben stammten von
normal schwangeren Frauen im ersten, zweiten und dritten Trimester. Als Vergleich
dienten Zellen aus dem Blut nicht-schwangerer Frauen und Patientinnen, welche einen
Spontanabort erlitten. Die Blutentnahme erfolgte nach vorheriger Aufklarung und
Einwilligung seitens der Patientinnen. Es wurden bis zu 40ml Blut in einem EDTA
beschichteten Rohrchen entnommen. Zusatzlich wurde ein weiteres Roéhrchen zur
Gewinnung von Serum entnommen.

Die Blutproben der schwangeren Frauen, nicht-schwangeren Frauen und der
Patientinnen mit einem Abort wurden von der Universitatsfrauenklinik Magdeburg zur
Verfiigung gestellt. Die Blutentnahme fiir wissenschaftliche Untersuchungen wurde von
der Ethikkommision der Otto von Guericke-Universitdt Magdeburg vor der

Durchfuihrung der Experimente genehmigt (Studie 28/08).

21



Material und Methoden

Tabelle 1: Ubersicht tiber Anzahl, Alter und Schwangerschaftswoche der Probandinnen
Blutproben Alter Schwangerschaftswoche

Normal schwangere Frauen 24,12 £ 4,95 10,10+ 1,34

(1.Trimester, n=11)

Normal schwangere Frauen 28,00 8,37 25,40 £ 1,22

(2.Trimester, n=5)

Normal schwangere Frauen 30,33+ 7,15 36,33 + 3,56

(3.Trimester, n=5)

Patientinnen mit Spontanabort (n=5) 28,50 + 3,42 10,00 + 2,45

Nicht-schwangere Probanden (n=20) | 27,29 + 4,46 /

2.2.2 Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen aus menschlichem Blut
Fur die Isolierung der peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMZ) wurde das Prinzip
der Dichtegradiententrennung angewendet. Hierflr verwendet man FicollPaque, ein
hydrophiles Polysaccharid, welches auf Grund seiner spezifischen Dichte eine
Trennung der Blutbestandteile herbeiftihrt. Die Erythrozyten sammeln sich am Boden,
da sie durch das Ficoll aggregieren. Darliber liegen die Granulozyten, gefolgt vom
Ficoll. Im oberen Teil des Réhrchens sammelt sich die Interphase, bestehend aus
Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen. Das Plasma befindet sich als oberste Schicht
im Réhrchen (siehe Abb.4).

Plasma

Blut-PBS-Gemisch Lymphozyten, Monozyten,
NK-Zellen

Ficoll Paque

N

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Prinzips der Dichtegradientenzentrifugation (a)

Erythrozyten

Aufschichtung der Probe auf Ficoll Paque (b) Auftrennung der Zellen nach Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolierung der PBMZ erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Blutproben wurden
zu Beginn fir 10min  zum Abkihlen auf Eis gestellt, anschlieRend fur 10min bei 2200
rpm und 4°C zentrifugiert um das Blutplasma von den ubrigen Zellbestandteilen zu
trennen. Nach Abnahme des Plasmas wurde das Blut in einem 50ml Reaktionsgefarl’
gesammelt, und mit derselben Menge PBS (steril) verdinnt. Jeweils 4ml des Blut-PBS-
Gemisches wurden auf 4ml Ficoll Paque vorsichtig aufgeschichtet. Mittels
Dichtegradientenzentrifugation bei 1800 rpm ohne Bremseinwirkung fir 20min erfolgte
22
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die Verteilung der verschiedenen Bestandteile auf unterschiedliche Phasen. Die PBMZ
wurden nun vorsichtig aus der Interphase entnommen und mit PBS zweimal
gewaschen. Nach den Waschschritten wurden die Zellen in 1ml PBS resuspendiert
und die Zellanzahl konnte ermittelt werden.

2.2.3 Zellzéhlung der PBMZ
Die Zellz&hlung erfolgte mit Hilfe eines Hamazytometers, in diesem Fall der Neubauer
Zahlkammer. Es wurden 10ul Zellsuspension mit 10pl Trypanblau vermischt.
Trypanblau dient zur Uberprifung der Zellvitalitat. Es ist ein Vertreter der Azofarbstoffe
und bindet an intrazellulare Proteine. Das bedeutet, dass er lediglich in tote Zellen
eindringen kann, da deren Membran bereits durchléssig ist, und diese somit blau
anfarbt. Auf Grund seiner GroRe kann der Farbstoff intakte Zellmembranen nicht
tberwinden.
Nach Auszahlung der Zellen ermittelte sich die Gesamtzahl der Zellen nach folgender
Formel:

Gesamtzahl der Zellen = Z x VF x V x 10*
Z= Mittelwert der gez&hlten Zellen aus vier grof3en Quadraten
VF= Verdiinnungsfaktor
V= Volumen, in dem das Zellpellet resuspendiert wurde in ml

10*= Kammerfaktor der Zahlkammer

2.2.4 lsolierung von CD19" B-Zellen und CD4*CD25 T-Zellen mittels MACS®
Magnetisch-aktivierte  Zellsortierung (engl. MACS) wird zur Isolation von
Subpopulationen aus einem Gesamtpool an Zellen eingesetzt. Dabei kann eine
Negativselektion von einer Positivselektion unterschieden werden.

Bei der Positivselektion wird die gewlnschte Zellart mit einem zellspezifischen biotin-
konjugierten Antikorper markiert. An der Biotinbindung binden in einem weiteren Schritt
magnetische Partikel, die sogenannten MicroBeads. Die Zellsuspension wird auf eine
Trennsdule aufgebracht. Diese Trennsaule enthalt ferromagnetische Partikel. Durch
das Einbringen in ein magnetisches Feld werden die vorher markierten Zellen in der
Saule zurtickgehalten. Die unmarkierten Zellen durchlaufen die Séaule. AnschlieRend
wird die Saule aus dem Magnetfeld entnommen und die gewtinschten Zellen eluiert.
Eine weitere mogliche Anwendung ist die Negativselektion. Dabei werden alle
unerwinschten Zellsubtypen mit Antikbrpern und MicroBeads markiert und aus der
Zellsuspension herausgefiltert, zurtick bleibt die gewiinschte, unmarkierte Zellfraktion
(vgl. Abb.5).
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a Positivselektion b Megativselektion

S
(1) %60 (1) 2:)0 oﬁ
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%‘ unerviinschta Zellen
9 E = 2 E . = 4 Biotiny liertar zelispezifischer
2) 5 2 (2) & & AntikSrper
S 2 = g
.? Anti-Biotin MicroBeads
(3) (3)

s

NS

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Magnetisch aktivierten Zellsortierung (MACS) a)
Darstellung der Positivselektion. (1) Gewiinschte Zellart wird mit biotinylierten zellspezifischem Antikdrper
markiert. AnschlieBend binden die Anti-Biotin MicroBeads. (2) Einbringen in ein Magnetfeld (3)
unerwiinschte Zellfraktion werden in einer Réhre gesammelt, erwiinschte Zellen befinden sich auf der
Séule und kénnen separat eluiert werden. b) Darstellung einer Negativselektion: (1) unerwiinschte
Zellfraktionen werden mit biotinylierten zellspezifischen Antikdrpern und anti-Biotin MicroBeads markiert.
(2) Einbringen in ein Magnetfeld, markierte Zellen verbleiben auf der Séaule (3) im Eluat befinden sich die

unmarkierten gewlnschten Zellen.

2.2.4.1 lIsolierung von B-Zellen mittels MACS®

Die Isolierung der B-Zellen erfolgte aus dem Blut schwangerer Frauen im ersten
Trimester und aus dem Blut nicht-schwangerer Frauen.

Nach der Entnahme wurden die PBMZ, wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben, isoliert und
gezahlt. AnschlieBend erfolgte die B-Zell-Isolierung mit Hilfe des humanen B-cell-
isolation Kit Il von Miltenyi Biotec. Da es sich um eine Negativselektion handelte,
wurden die Lymphozyten mit biotin-konjugierten Antikdrpern gegen Immunzellen
(auRer CD19'-B-Zellen) inkubiert. Nach der Konjugation mit den MicroBeads
verblieben die unerwiinschten Zellpopulationen auf der S&ule. Die gewinschten
CD19"- B-Zellen reicherten sich in dem Eluent an. Die Zellen wurden anschlieRend

gewaschen und gezahlt.

2.2.4.2 lIsolierung von CD4" CD25 T-Zellen mittels MACS®

Fur die Isolierung der CD4°CD25 T-Zellen wurde Blut nicht-schwangerer Frauen
verwendet. Nach dem Gewinn der PBMZ erfolgten die weiteren Schritte mit Hilfe des
humanen CD4'CD25'Regulatory T cell Isolation Kit von Miltenyi Biotec. Der erste
Schritt stellte eine Negativselektion dar. Mit Hilfe eines Antikdrper Cocktails wurden alle
nicht CD4" Zellen markiert. Gleichzeitig wurden die CD25" T-Zellen mit einem PE-
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konjugierten Antikbrper markiert. Beim Durchlaufen der Trennsaule befanden sich die
CD4'CD25" und CD4'CD25 T-Zellen im Durchfluss. Die regulatorischen CD4*CD25"
T-Zellen wurden mit Hilfe eines zweiten Schrittes, diesmal eine Positivselektion,
herausgefiltert. Dafiir wurden die Zellen mit spezifischen MicroBeads inkubiert, welche
an den PE-konjugierten CD25" T-Zellen banden. Beim Durchlaufen der im Magnetfeld
befindlichen Saule verblieben die CD4°CD25" T-Zellen in der Saule. Im Durchfluss
fanden sich die unmarkierten CD4°'CD25 T-Zellen. Diese wurden fur die weiteren

Experimente gewaschen und gezahlt.

2.2.5 Bestimmung des prozentualen Anteiles regulatorischer B-Zellen im Blut
schwangerer Frauen

Zur Beurteilung des Anteils der regulatorischen B-Zellen (CD19'CD24"CD38" und
CD19'CD24"CD27*) an der Gesamtzahl der PBMZ im Verlauf der Schwangerschaft
wurde aus dem Blut schwangerer Frauen des 1., 2. und 3. Trimesters PBMZ isoliert.
Weiterhin dienten PBMZ aus dem Blut nicht-schwangerer Frauen als Kontrollgruppe.
Zusatzlich wurde auch bei Patientinnen, die einen Abort erlitten, der prozentuale Anteil
der regulatorischen B-Zellen bestimmit.

Nach erfolgreicher Isolation der PBMZ wurden diese gegen die verschiedenen
Oberflachenmarker der regulatorischen B-Zellen gefarbt und der Anteil

durchflusszytometrisch bestimmt.

2.2.6 In vitro Assay zur Bestimmung der IL10 Produktion von B-Zellen in der
Schwangerschaft
PBMZ aus dem Blut von schwangeren Frauen des 1.Trimester wurden, wie unter
Punkt 3.2.1 beschrieben, isoliert. Als Kontrollgruppe dienten PBMZ aus dem Blut nicht-
schwangerer Frauen. 0,5x10° PBMZ der jeweiligen Gruppen wurden in 500ul
Kulturmedium kultiviert. Ansatz (1) erhielt am Zeitpunkt null keine Zusatze. Ansatz zwei
wurde mit 1pg/ml CD40L und 10pg/ml CpG versetzt. Diese Zusétze dienten der
Stimulation der B-Zellen. [lwata et al. 2011] Die jeweiligen Anséatze wurden als
Doppelbestimmung fir 48 und 72 Stunden angelegt. Finf Stunden vor Ende der
Kulturdauer wurden allen Anséatzen Brefeldin A und lonomycin hinzugefiigt. Brefeldin
A blockiert die Sekretion von IL10 in den Zellkulturiiberstand, lonomycin induziert die
Bildung von Zytokinen Uber die Stimulation der Translation und Transkription der
entsprechenden Gene. Mit Hilfe dieser beiden Stoffe wird ein verbesserter Nachweis
des intrazellularen Zytokins in der Durchflusszytometrie erreicht. Nach Ende der
Kulturzeit wurde die Anzahl der CD19°IL10" Zellen mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Der Versuchsaufbau wurde fur die Durchfihrung des ELISA wiederholt.

Dafur erfolgte die Isolation von CD19'B-Zellen mittels MACS aus dem Blut
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schwangerer Frauen im 1.Trimester und Nicht-Schwangeren Frauen, jedoch ohne
Zusatz an Brefeldin A und lonomycin am Ende der Kulturzeit um die Konzentration an

IL10 im Uberstand der Zellkultur nach 72h zu bestimmten.

2.2.7 In vitro Assay zur Bestimmung der Zytokinproduktion von T-Helfer Zellen
bei Kokultur mit CD19" B-Zellen schwangerer Frauen

Fur die Untersuchung des Einflusses von B-Zellen auf die Zytokinproduktion der CD4"
T-Zellen in der Schwangerschaft wurden B-Zellen von schwangeren Frauen im
1.Trimester und von nicht-schwangeren Frauen mit CD4" T-Zellen von nicht
schwangeren Frauen kokultiviert.

Es erfolgte die Isolation der B-Zellen aus dem Blut schwangerer Frauen und nicht-
schwangerer Frauen. Die B-Zellen wurden mit PBS gewaschen, auf zwei Vertiefungen
einer 24er Zellkulturplatte mit jeweils 500ul Kulturmedium aufgeteilt. Ansatz eins (1)
verblieb unstimuliert, Ansatz zwei (2) wurde erneut mit CD40L(1pg/ml) und
CpG(10pg/ml) stimuliert. Beide Ansatze wurden 48h im Inkubator kultiviert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Isolierung der CD4" -Zellen aus dem Blut nicht-
schwangerer Frauen. Die Zellen wurden gezahlt und bis zur weiteren Verwendung auf
Eis gelagert. Die B-Zell-Kulturen wurden aus der Kultur in ein Reaktionsgefald
ubertragen, zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren Verwendung in ein
weiteres Reaktionsgefal? Uberfihrt. Die Zellen wurden in 250ul Kulturmedium
resuspendiert und gezahlt. Es wurden jeweils 1x10° CD4" T-Zellen mit 1x10° B-Zellen
nach folgendem Schema (vgl. Abb.6) in 250ul Kulturmedium in einer 96er-Lochplatte
fur 72 Stunden kultiviert. Zusatzlich wurden die CD4" T-Zellen mit humanem anti-CD3
(1pg/ml), anti-CD28 (5ug/ml) und rekombinantem IL2 (10ng/ml) stimuliert. Zudem
wurden die CD4'T-Zellen nach dem gleichen Schema mit dem Uberstand aus der B-
Zellkultur kultiviert.

OO CD4* T-Zellen

OO stimulierte CD4* T-Zellen

O O stimulierte CD4* T-Zellen + unstimulierte CD19* B-Zellen
O Q stimulierte CD4* T-Zellen + stimulierte CD19* B-Zellen

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probenauftragung

Funf Stunden vor Ende der Kulturzeit wurde jedem Ansatz Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (50ng/ml), lonomycin (1pg/ml) und Brefeldin A (1xsolution/ml) hinzugefligt. Nach

Ablauf der 72 Stunden Kulturzeit wurde jeder Ansatz auf vier Rundbodenrdohrchen
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aufgeteilt, mit jeweils 1ml FACS-Puffer gewaschen und wie unter Punkt 2.2.10.1

beschrieben fiir die Messung der Zytokinexpression der CD4*T-Zellen vorbereitet.

2.2.8 In vitro Assay zur Bestimmung der IL10 Expression der CD19'B-Zellen bei
Stimulation mit Serum schwangerer Frauen
Zum Nachweis des Einflusses loslicher Faktoren im Serum schwangerer Frauen auf
die IL10 Produktion von B-Zellen wurden PBMZ nicht-schwangerer Frauen mit dem
Serum schwangerer Frauen kultiviert und mittels Durchflusszytometrie der Anteil an
CD19°IL10" Zellen gemessen. Als Kontrollgruppe dienten mit Serum nicht-
schwangerer Frauen kultivierte PBMZ. Zum weiteren Vergleich wurden PBMZ mit
Serum von Frauen kultiviert, welche eine Fehlgeburt erlitten hatten.
Zur Gewinnung des Serums wurde den Probanden Blut in einem mit Silikatpartikel-
versetzten Rohrchen entnommen. Durch diese speziellen Partikel wird eine schnelle
Blutgerinnung, die zur Gewinnung des Serums notwendig ist, ausgeldst. Nach der
Entnahme wird das Réhrchen bei 2200rpm fir 10min zentrifugiert. Dabei trennt sich
der zellulare Anteil vom Serum ab. AnschlieRend wurde das Serum vorsichtig
abgenommen, in Safe-Lock Réhrchen Uberfuhrt und bis zum weiteren Gebrauch bei -
80°C gelagert.
Die Isolation der PBMZ erfolgte aus dem Blut nicht-schwangerer Frauen. Die
gewonnen Zellen wurden in 1ml Kulturmedium resuspendiert, gezahlt und mit 20%
Serum schwangerer Frauen des 1.Trimesters kultiviert. Als Kontrolle diente ein Ansatz
mit 20% autologen Serum und ein Ansatz mit Serum von Patientinnen, welche eine
Fehlgeburt erlitten hatten. Jeder Ansatz lag als Doppelbestimmung vor. Es wurden
jeweils 5x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 500ul Kulturmedium in einer 24er
Lochplatte fir 48 Stunden kultiviert. Finf Stunden vor Kulturende wurde zu allen
Vertiefungen Brefeldin A und lonomycin (1ug/ml) hinzugegeben.
AnschlieRend wurden die Zellen gegen CD19 und IL10 gefarbt und im
Durchflusszytometer gemessen.
Zur Gewinnung des Uberstandes fir die IL10 Konzentrationsbestimmung mittels ELISA
wurde das Experiment wiederholt. Daftir wurden CD19'B-Zellen isoliert und kultiviert
um eine Zytokinproduktion durch andere Zellen auszuschlie3en. Es wurden pro Ansatz
5x10° CD19* B-Zellen in 250ul Medium mit 20% autologen Serum oder 20% Serum
von schwangeren Frauen im 1. Trimester oder Serum von Patientinnen mit einer
Fehlgeburt in einer 96er Zellkulturplatte kultiviert.
Der Ansatz wurde nach 72 Stunden in ein 2ml Reaktionsgefal? tberfihrt, bei 2200rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein 0,5ml ReaktionsgefaR abgenommen. Die Zellen

und der Uberstand wurden jeweils bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
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2.2.9 Kokultur von CD19" B-Zellen mit der Trophoblasten-Zelllinie (SWAN-71)
Die SWAN-71 Zelllinie stellt eine Trophoblastenzelllinie dar, welche aus priméren
Trophoblastenzellen einer humanen Plazenta der 7. Schwangerschaftswoche generiert
wurde. Primére Trophoblastenzellen haben den Nachteil, dass diese in der Zellkultur
nur eine geringe Teilungsrate aufweisen und damit Gber eine begrenzte Lebensdauer
verfigen. Durch Einbringen eines retroviralen Systems, bestehend unter anderem aus
einer humanen Telomerase reverser Transkriptase, in die primaren
Trophoblastenzellen konnte die Zellteilungsrate deutlich verlangert werden. Wichtig ist
dabei, dass Charakteristika der urspringlichen Zelle erhalten bleiben. So exprimiert die
SWAN 71 Zelllinie weiterhin, das fur Trophoblasten typische Cytokeratin 7, Vimentin
und HLA-G. Auch konnte eine Sekretion des fetalen Fibronectins erhalten werden
[Straszewski-Chavez et al. 2009].

Die SWAN 71 Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Prof. Gil Mor zur Verfligung
gestellt, in dessen Labor die Zellen erstellt wurden. Nach dem vorsichtigen Auftauen
wurden die Zellen mit 50ml Kulturmedium gewaschen, bei 1500rpm und
Raumtemperatur fur 7min zentrifugiert und in 1ml Medium resuspendiert. AnschlieRend
wurden sie in eine mit 10ml Kulturmedium gefillte Zellkulturflasche tberfiihrt und bei
37°C und 5%CO, kultiviert. Taglich wurde das Wachstum und die Konfluenz der Zellen
Uberprift. Nachdem eine Konfluenz von 80-90% erreicht wurde, konnten die Zellen fir
den weiteren Versuch ausplatiert werden. Dafir wurden sie zuerst fur 2-3 min mit 10ml
Trypsin/EDTA inkubiert. Trypsin fuhrt zu einer Losung der Adhasionen der Zellen vom
Zellkulturplattenboden, wirkt aber auch zelltoxisch, weshalb die Inkubationszeit nicht
uberschritten werden darf. Die Reaktion wurde mit 10ml Kulturmedium gestoppt. Das
im Kulturmedium enthaltene FBS blockiert die Wirkung des Trypsins. Die Zellen
wurden in ein Reaktionsgefal tberfihrt, bei Raumtemperatur und 1500rpm fir 10 min
zentrifugiert und in 1ml Medium resuspendiert. Nach der Zellzdhlung wurden zum
Erhalt der Zelllinie 1x10°Zellen erneut in eine Zellkulturflasche tberfiihrt.

Fir den Versuch wurden in 3 Ansétzen einer 24er Zellkulturplatte jeweils 1x10° SWAN
71 Zellen als Doppelbestimmung in 1ml Kulturmedium ausplatiert. Nach 24 Stunden
waren die Zellen adharent und konnten verwendet werden. Aus dem Blut nicht-
schwangerer Frauen wurden CD19" B-Zellen isoliert. 1x10°CD19B-Zellen wurden mit
den SWAN-71 Zellen kokultiviert (vgl. Abb.7)
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Schematische Darstellung der Probenauftragung auf eine 24-Lochplatte

Abbildung 7:

Funf Stunden vor Ende der Kultur wurden erneut Brefeldin A und lonomycin (1ug/ml)
hinzugegeben. Nach Ende der Kultivierung konnten die Expression des IL10 in den

CD19'B-Zellen mittels Durchflusszytometer gemessen werden.

2.2.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der Analyse von Zellen entsprechend ihrer Zellgré3e
und Zellgranularitdt. Weiterhin lassen sich zellspezifische Oberflichenmarker, aber
auch intrazellulare Strukturen durch an Antikérper gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe
nachweisen. Dabei werden die Zellen einzeln durch den Messbereich eines Lasers
gefuhrt. Abhangig von Zellgranularitat, ZellgréRe und Fluoreszenzfarbstoff sendet die
Zelle Streulicht und Fluoreszenzsignale zurtick, welche auf unterschiedlichen Dioden

detektiert, umgewandelt und dargestellt werden kénnen.

2.2.10.1 Extra- und intrazellulare Farbung von humanen Lymphozyten

Zur Bestimmung extrazellularer Oberflichenmarker wurden die Zellen nach Abschluss
Isolation und der beschriebenen Zellkultur auf die erforderliche Anzahl
FACS-Puffer Nach

Zentrifugation fiir 10min bei 1200rpm und 4°C wurde der Uberstand verworfen und die

der an

Rundbodenréhrchen aufgeteilt und mit 1ml gewaschen.

Zellen mit jeweils 100ul Antikdrperverdinnung inkubiert. Zu jeder gefarbten Probe

wurde eine ungefarbte Probe mitgefuhrt, welche in 100ul FACS-Puffer resuspendiert

wurde.
Tabelle 2: Verwendete extrazellulare Antikdrper in den entsprechenden Versuchsteilen
Versuchsteil Eingesetzter AK Fluoreszenzfarbstoff | Verdinnung
3.25 Bestimmung des | Anti-CD19 FITC 1:100
Anteils regulatorischer B- Anti-CD24 Alexa Fluor 647
Zellen im Blut schwangerer .
Frauen Anti-CD27 PerCp
Anti-CD38 PE
3.2.6 In vitro Assay zur | Anti-CD19 FITC 1:100
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Bestimmung der IL10
Produktion von B-Zellen in
der Schwangerschaft

3.2.7 In vitro Assay zur | Anti-CD4 FITC 1:10
Bestimmung der
Zytokinproduktion von

CD4" T- Zellen nach
Kokultur mit CD19" B-
Zellen schwangerer Frauen

3.2.8 In Vitro Assay zur | Anti-CD19 FITC 1:100
Bestimmung der IL10
Sekretion CD19" B-Zellen
bei Stimulation mit Serum
schwangerer Frauen

3.2.9 Kokultur von CD19" | Anti-CD19 FITC 1:100
B-Zellen mit der

Trophoblasten-Zelllinie

(SWAN-71)

Nach 30 Minuten Inkubationszeit im Kuhlschrank wurden die Zellen erneut mit 1ml
FACS-Puffer gewaschen und in 100ul FACS-Puffer resuspendiert.

Die Interleukine 10 und 17 sowie TNFa und IFNy liegen intrazellular vor, sodass fur
ihre Anfarbung das Aufbrechen der Zellmembran notwendig war. Dafiir mussten die
Zellen zuerst fixiert werden. Das gelang durch die Inkubation mit Fixierungslésung tber
Nacht bei 4°C. Am Folgetag mussten die Zellen fir die Aufnahme des intrazellularen
Antikodrpers vorbereitet werden, indem sie mit Permeabilisationspuffer gewaschen
wurden. Durch das im Puffer enthaltene Saponin wird die Zellmembran pords, sodass
die gewilnschten Antikdrper eindringen konnen. Nach dem Waschen und einem
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und die Proben mit 100ul einer
Antikdrperverdinnung inkubiert. Die Tragerflissigkeit flr die Antikbrper war dabei
erneut Permeabilisationspuffer. Auch die ungefarbten Kontrollen wurden mit 100l

Permeabilisationspuffer fir 30min bei 4°C inkubiert.

Tabelle 3: Verwendete intrazellulare Antikdrper in den entsprechenden Versuchsteilen
Versuchsteil Eingesetzter AK Fluoreszenzmuster Verdinnung
3.2.6,3.2.8,3.29 Anti-IL10 PE 1:10
3.2.7 Anti-TNFa PE 1:10

Anti-IFNy PE

Anti-IL17 PE

AbschlieRend erfolgte ein weiterer Waschschritt, bevor die Expression der jeweiligen

Zytokine gemessen werden konnte.
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2.2.11 Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA gehort zu der Gruppe der quantitativen Immunoassays. Das Prinzip beruht
auf einer Antigen-Antikbrper-Reaktion, die durch ein bindendes Substrat sichtbar und
quantifizierbar gemacht wird.

In dieser Arbeit wurde das Prinzip des Sandwich-ELISAs verfolgt. Dabei wird an eine
Mikrotiterplatte ein, zum gesuchten Antigen spezifischer, Antikorper (capture antibody)
an die feste Phase der Platte gebunden. Dieser Prozess wird Beschichtung genannt.
AnschlieRend wird die Probe, welches das gesuchte Antigen enthalt auf dieser Platte
inkubiert, sodass das Antigen am gebundenen Antikorper binden kann. Nach dem
Abwaschen des nicht-gebundenen Probenmaterials verbleibt der gebundene Antigen-
Antikérper-Komplex auf der Mikrotiterplatte. In einem nachsten Schritt bindet an ein
weiteres Epitop des gesuchten Antigens ein biotinylierter Antikorper (detection
antibody). Hinzu kommt ein Streptavidin gekoppeltes Enzym. Streptavidin bindet an
Biotin und bildet damit einen Antikdrper-Enzym-Komplex. Durch Zugabe eines
Substrates kommt es durch das Enzym zu einem Farbumschlag, dessen Intensitat

mittels eines Photometers gemessen werden kann (siehe Abb.8).

Y Coat-Antikarper
@» Gesuchtes Antigen
[ )

Biotinylierter Detektions-Antikdrper

Streptavidin gekoppeltes Enzym ‘ ‘

L-’ Substratreaktion
[ ) L ) ()

® o ® e
Y Y Y Y

M ) ®3) 4 ®)
Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISAs (1) an eine 96-Lochplatte
gebundener fur das gesuchte Antigen spezifischer Coat-Antikdrper (2) Zugabe der Probe, Inkubation,
Bildung eines Antigen-Antikdrper-Komplexes (3) biotinylierter antigenspezifischer Detektionsantikérper
bindet an das gebundene Antigen, Bildung eines Antikdrpers-Antigen-Antikdrper-Komplexes (4) Zugabe
des Streptavidin gekoppelten Enzymes, Bindung an Biotin (5) enzymspezifische Substratzugabe,

Farbumschlag durch Enzymreaktion

2.2.11.1 ELISA zum Nachweis von IL10

Zelliberstande aus Punkt 3.2.1 und 3.2.6 wurden auf ihren IL10-Gehalt mit Hilfe des
IL10 ELISA Sets untersucht.

Uber Nacht wurde eine 96er Mikrotiterplatte mit einem anti-humanen IL10
monoklonalen Antikdrper (detection antibody) bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen
der Platte am Folgetag wurde die Platte mit 10%FBS in PBS inkubiert. Dadurch
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werden freie Proteinbindungsstellen blockiert, was die Hintergrundaktivitat unspezifisch
gebundener enzymgekoppelter Antikérpermolekile minimiert. Im nachsten Schritt
konnte die zu untersuchende Probe aufgebracht werden. Es wurden jeweils 100pl der
Probe aufgetragen. Als Standard diente rekombinantes IL10 in einer Verdiinnungsreihe
von 800pg/ml bis 7,8pg/ml. Die Proben wurden jeweils als Doppelbestimmung
aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wurde die Platte gewaschen.
AnschlieBend erfolgte das Auftragen des Detektions-Antikérpers. Dabei handelte es
sich um einen biotinylierten humanen anti-IL10 Antikoérper. Im gleichen Schritt wurde
auch das Enzym-Reagenz, bestehend aus einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase
Komplex, hinzugefiigt. Streptavidin bindet an Biotin und markiert damit den Antikdrper-
Antigen-Antikdrper-Komplex  mit  der  Meerrettich-Peroxidase.  Nach  einer
Inkubationszeit von 1 Stunde wurde das Uberschiissige Enzym abgewaschen. Als
letzter Schritt wurde die Substratlosung aufgetragen. Diese bestand aus
Tetramethylbenzidin  und Wasserstoffperoxid. Durch die Reaktion mit der
Meerrettichperoxidase kommt es zu einem blauen Farbumschlag. Diese Reaktion
wurde nach einer halben Stunde Inkubationszeit mit Schwefelsdure gestoppt. Dann
wurde die Intensitdt der Farbentwicklung unmittelbar mittels eines Photometers bei
einer Wellenlange von 450nm gemessen.

Die Berechnung des IL10-Gehaltes der unterschiedlichen Proben erfolgte mittels
folgender Formel:

optische Dichte der Probe

Konzentration der Probe (pg/ml) = Anstieg der Eichgeraden

2.2.11.2 ELISA zum Nachweis von BAFF im Serum schwangerer Frauen

BAFF flhrt zur Aktivierung und Reifung von B-Zellen. Es wird von verschiedenen
Zellen, u.a. Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen, sekretiert.

Zur quantitativen Bestimmung von BAFF in Serum schwangerer Frauen des 1.
Trimesters, sowie nicht-schwangerer Frauen und Patientinnen, die eine Fehlgeburt
erlitten hatten, wurde das Human BAFF/BLYS/TNFSF13B Immunoassay-Kit
verwendet. Die Verdinnung der Serumproben erfolgte, wie empfohlen in einem
Verhaltnis von 1:2. Alle weiteren Schritte wurden nach der vom Hersteller empfohlenen
Gebrauchsanweisung befolgt. Die Intensitdt des Farbumschlages wurde mittels
Photometer bei 450nm bestimmt. Aus den Werten der Standardreihe wurde mittels
Excel eine Eichgerade erstellt. Die Konzentration wurde anschliel3end mittels folgender

Formel berechnet:
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optische Dichte der Probe

Konzentration der Probe (pg/ml) = Anstieg der Eichgeraden

VF- Verdinnungsfaktor

2.2.12 Statistik

Die statistische Analyse und grafische Darstellung der Daten erfolgte mit dem
Computerprogramm  Graph Pad Prism 5.0. Auf Grund des geringen
Stichprobenumfanges (n < 10) konnte priméar eine Normalverteilung nicht angenommen
werden, sodass die Darstellung als Median erfolgte. Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden bei unabhangigen Daten mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
ermittelt. Bei abhangigen Daten erfolgte eine Testung mittels Friedmann-Test und
Dunns-Post-Test. Es wurde von einem statistischen Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen ausgegangen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 betrug.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des prozentualen Anteils regulatorischer B-

Zellen wahrend der Schwangerschaft

Die Rolle der regulatorischen B-Zellen in der menschlichen Schwangerschaft ist
bislang kaum untersucht. Regulatorische B-Zellen haben das gemeinsame Merkmal
der IL10-Produktion. Es besteht jedoch unter den IL10"B-Zellen eine hohe Vielfalt bei
der Expression der Oberflachenmarker. Zu diesen Phanotypen zahlen die
CD19'CD24"CD38" Zellen. Diese Subpopulation ist in der Lage IL10 zu exprimieren
und die proinflammatorische Zytokinsekretion von T-Helfer-Zellen zu supprimieren
[Blair et al. 2010]. Eine weitere Subpopulation der regulatorischen B-Zellen wurde mit
den CD19'CD24"CD27" Zellen gefunden. Diese Population charakterisiert sich tiber
die Fahigkeit der IL10-Sekretion sowie der Reduktion der TNFa-Sekretion von
Monozyten [Iwata et al. 2011].

Ziel dieses Teiles der Arbeit war nun den Anteil der oben genannten Zellpopulationen

im Blut schwangerer Frauen nachzuweisen.

3.1.1 Der prozentuale Anteil der B-Zellen nimmt im Verlauf der
Schwangerschaft ab

Fur die Bestimmung des Anteils regulatorischer B-Zellen an der Gesamtpopulation der
PBMZ wurde aus dem Blut schwangerer Frauen im 1., 2. und 3.Trimester PBMZ
isoliert, gegen die Oberflachenmarker CD19, CD24, CD27 und CD38 gefarbt und
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Als Kontrollgruppe dienten PBMZ aus dem
Blut nicht-schwangerer Frauen und Patientinnen mit einer Fehlgeburt.

Die Bestimmung des Anteils der CD19" B-Zellen an der Gesamtpopulation der PBMZ
aus dem peripheren Blut ergab keine Veranderung zwischen Nicht-Schwangeren und
normal schwangeren Frauen aus dem 1.Trimester der Schwangerschaft. Jedoch
konnte ein signifikanter Abfall des Anteils der CD19" B-Zellen im 3.Trimester im
Vergleich zur Kontrollgruppe der Nicht-Schwangeren verzeichnet werden. Zwischen
der Gruppe der Patientinnen mit Fehlgeburt und Frauen aus dem 1.Trimester der
Schwangerschaft ergab sich kein signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil der
CD19'B-Zellen. Tendenziell, jedoch ohne Signifikanz, lieR sich ein Abfall der CD19"B-

Zell Population vom 1. zum 3.Trimester verzeichnen (vgl. Abb.9).
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Abbildung 9: Der prozentuale Anteil an CD19" B-Zellen ist im 3.Trimester signifikant reduziert im
Vergleich zu Nicht-Schwangeren. Messung des prozentualen Anteils an CD19'B-Zellen an der
Gesamtpopulation PBMZ im Blut normal schwangerer Frauen vom 1. bis zum 3. Trimester mittels
Durchflusszytometrie. Im 3. Trimester zeigte sich ein signifikanter Abfall der CD19"B-Zellen im Vergleich

zu Nicht-Schwangeren. Darstellung als Median, n=5, Mann-Whitney-U-Test, * p< 0,05.

3.1.2 Der prozentuale Anteil an CD19'CD24"CD27" regulatorischer B-Zellen ist
wahrend der Friihschwangerschaft erhéht

Zunachst erfolgte die Bestimmung des Anteils der CD19*CD24"CD27 regulatorischen
B-Zellen.

Der prozentuale Anteil der CD19'CD24"CD27" regulatorischen B-Zellen war im
1.Trimester im Vergleich zu den nicht-schwangeren Frauen signifikant erhéht. Im
weiteren Verlauf der Schwangerschaft fiel der Anteil an CD19'CD24"CD27"
regulatorischen B-Zellen ab. So war der Anteil dieser Subpopulation im 3.Trimester
signifikant niedriger im Vergleich zum 1.Trimester. In der Gruppe der Patientinnen mit
einer Fehlgeburt war der Anteil dieser B-Zell-Subpopulation signifikant erniedrigt
gegeniiber dem 1.Trimester. Der prozentuale Anteil der CD19*CD24"CD27*B-Zellen

des 3.Trimesters war vergleichbar zu denen von Nicht-Schwangeren (vgl. Abb.10).
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Abbildung 10: Der Anteil an CD19'CD24"CD27" regulatorische B-Zellen ist wahrend des
1.Trimesters erhdht und bei Patientinnen mit Fehlgeburten signifikant erniedrigt. Messung des
prozentualen Anteils an CD19+CD24hiCD27+regulatorischer B-Zellen im Blut schwangerer Frauen mittels
Durchflusszytometrie. Der Anteil an CD19'CD24"CcD27" regulatorischer B-Zellen ist im 1.Trimester
signifikant erhdht im Vergleich zu Nicht-Schwangeren. Zusétzlich konnte ein signifikanter Abfall der
CD19'CD24"CD27'Zellen im Verlauf der Schwangerschaft nachgewiesen werden. Darstellung als
Median, n=5, Mann-Whitney-U-Test, * p< 0,05.

3.1.3 Der prozentuale Anteil der CD19"CD24"CD38" regulatorischer B-Zellen
nimmt im Verlauf der Schwangerschaft ab
Da es Diskrepanzen Uber den Phanotyp der regulatorischen B-Zellen gibt, wurde
zusétzlich der Anteil an CD19*CD24"CD38" regulatorischen B-Zellen untersucht. Der
prozentuale Anteil der CD19'CD24"CD38" regulatorischen B-Zellen zeigte einen
ahnlichen Verlauf, wie die CD19'CD24"CD27*-Population. Wahrend des ersten
Trimesters stieg der Anteil dieser regulatorischen B-Zellen im Vergleich zur Gruppe der
Nicht-Schwangeren an, jedoch erreichte der Unterschied keine statistische Signifikanz.
Zu beobachten war jedoch ein signifikanter Abfall der CD19*CD24"CD38" Population
wahrend des 3.Trimesters gegeniiber dem 1.Trimester und im Vergleich zu nicht-
schwangeren Frauen. Bei Patientinnen mit einer Fehlgeburt lag der prozentuale Anteil
der CD19'CD24"CD38" regulatorischen B-Zellen auf dem Niveau von Nicht-
Schwangeren Frauen und damit niedriger als im 1.Trimester. Ein statistischer

Unterschied konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb.11).
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Abbildung 11: Der prozentuale Anteil der CD19'CD24"CD38" B-Zellen nimmt im Verlauf der
Schwangerschaft ab. Messung des prozentualen Anteiles CD19°CD24"CD38"B-Zellen im Blut
schwangerer Frauen, Nicht-Schwangerer Frauen und Patientinnen, mit einer Fehlgeburt mittels
Durchflusszytometrie. Im 3.Trimester ist die cD19'cD24"cD38" Population signifikant niedriger als im
1.Trimester der Schwangerschaft sowie bei nicht-schwangeren Frauen. Darstellung als Median, n=5,
Mann-Whitney-U-Test, * p< 0,05; ** p< 0,005.

3.2 Untersuchung regulatorischer B-Zellen in vitro

3.2.1 Die Produktion von IL10 in CD19'B-Zellen ist in der Schwangerschaft
nicht erhoht

Als weiterer Schritt stellte sich nun die Frage, ob sich Expression von IL10 durch B-
Lymphozyten in der Schwangerschaft und im Rahmen einer Fehlgeburt &ndert. Daflr
wurden PBMZ von Frauen im 1.Trimester sowie nicht-schwangeren Probanden und
Patientinnen, die eine Fehlgeburt erlitten, fir 5 Stunden und 48 Stunden kultiviert und
anschlieRend der Anteil der CD19°IL10regulatorischen B-Zellen bestimmt. Es zeigte
sich nach 5 Stunden Kulturzeit kein signifikanter Unterschied beziiglich des Anteils der
CD19°IL10" Zellen zwischen den drei Gruppen. (Abb.12a).

Nach 48 Stunden Inkubation war in allen drei Gruppen einer Zunahme der CD19°IL10"
Zellen unter Stimulation mit CD40L und CpG zu vermerken. Der Anteil der
CD19'IL10"Zellen stieg bei Schwangeren im Vergleich zu Nicht-Schwangeren an. Bei

Patientinnen mit einer Fehlgeburt lag der Anteil der IL10 exprimierenden CD19"Zellen
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auf dem Niveau von Nicht-Schwangeren. Eine statistische Signifikanz konnte jedoch

nicht nachgewiesen werden (Abb. 12b).
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Abbildung 12: Die Expression von IL10 in CD19'B-Zellen bleibt bei Schwangeren und
Patientinnen mit einer Fehlgeburt unveréndert im Vergleich zu Nicht-Schwangerer. (a) Darstellung
des prozentualen Anteils der CD19IL10" Zellen Nicht-Schwangerer, Schwangerer im 1.Trimester und
Frauen mit Fehlgeburt nach 5h Inkubationszeit. Es konnte kein Unterschied bezliglich der IL10 Expression
CD19"B-Zellen innerhalb der verschiedenen Gruppen festgestellt werden. (b) Darstellung des
prozentualen Anteils der CD19°1L10" Zellen Nicht-Schwangerer, Schwangerer im 1.Trimester und Frauen
mit Fehlgeburt nach 48 Stunden Inkubationszeit. Es zeigte sich ein Anstieg des Anteils CD19°IL10" Zellen
in der Schwangerschaft. Bei einer Fehlgeburt lag der Anteil der CD19°IL10"B-Zellen unter dem der Nicht-

Schwangeren. Signifikanzen waren nicht nachweisbar. Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4.

Zum quantitativen Nachweis von 1L10 wurde aus der Zellkultur CD19°B-Zellen von
schwangeren Frauen im 1.Trimester und nicht-schwangeren Frauen nach 72 Stunden
Uberstande gewonnen und auf ihre Konzentration an 1L10 mittels ELISA (berpriift. Es
konnte dabei kein Unterschied bei der IL10 Sekretion der CD19'B-Zellen zwischen

Nicht-Schwangeren und Schwangeren im 1.Trimester nachgewiesen werden (Abb.13).
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Auf Grund des geringen Probenmaterials konnte keine Vergleichsgruppe mit

Patientinnen, die eine Fehlgeburt erlitten, erstellt werden.
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Abbildung 13: CD19'B-Zellen sezernieren wahrend der Frilhschwangerschaft nicht vermehrt IL10.
Mittels ELISA wurde die Konzentration von IL10 in den Uberstdnden nach 72 Stunden Kultur CD19"B-
Zellen schwangerer und nicht-schwangerer Frauen bestimmt. Es ergab sich kein Anstieg der IL10-
Sekretion der CD19"B-Zellen im 1.Trimester der Schwangerschaft im Vergleich zu Nicht-Schwangeren.
Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4.

3.2.2 Einfluss der CD19'B-Zellen auf die Zytokinsekretion von CD4" T-Zellen
wahrend der Friithschwangerschaft

1993 wurde von Wegmann und Kollegen die Hypothese aufgestellt, dass eine TH2
antiinflammatorisch geprégte  Zytokinantwort schwangerschaftserhaltend  wirkt,
wahrend eine proinflammatorische Thl1-Zytokinproduktion eine Fehlgeburt unterstitzt
[Wegmann et al. 1993]. Auch wenn dieses Paradigma kritisch betrachtet werden muss
[Chaouat 2007], so konnte doch gezeigt werden, dass gerade TNFa und IFNy bei
Frauen, die wiederholt Fehlgeburten aufwiesen, signifikant im Serum erhoht sind
[Shaarawy und Nagui 1997]. Ebenfalls scheint das Zytokin IL-17 bei der
Pathophysiologie von Fehlgeburten eine Rolle zu spielen, da auch hier ein Anstieg im
Serum von Frauen mit Aborten nachweisbar war [Wang et al. 2010b]. Daher ist
festzustellen, dass fur den Schwangerschaftserhalt ein ausgewogenes Verhaltnis der
einzelnen Zytokine notwendig ist. IL10 ist nachweislich in der Lage, dieses
Zytokinverhdltnis zu steuern, indem es sowohl die TH1- als auch die TH2 T-Zell-
Antwort reguliert [Del Prete et al. 1993].

Schlussfolgernd stellte sich fiir diese Arbeit die Frage, ob IL10 produzierende B-Zellen
schwangerer Frauen einen Einfluss auf die proinflammatorische Zytokinproduktion von
CD4" T-Zellen haben.
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3.2.2.1 CD19'B-Zellen schwangerer Frauen supprimieren die TNFa- und IFNy-
Expression CD4" T- Zellen

Zur Bestimmung des Einflusses von CD19'B-Zellen auf CD4'T-Zellen wurden diese
aus dem Blut schwangerer und nicht-schwangerer Frauen isoliert und mit T-Zellen
nicht-schwangerer Frauen kokultiviert. Nach 72 Stunden erfolgte die Messung des
prozentualen Anteils an CD4'TNFa’-, CD4'IFNy*- und CD4'IL17'T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie.

In der Kokultur von CD4'T -Zellen mit CD19*B-Zellen konnte gezeigt werden, dass B-
Zellen von schwangeren Frauen im 1.Trimester zumindest in vitro in der Lage sind, den
Anteil der CD4"TNFa'T-Zellen signifikant zu reduzieren. Stammten die B-Zellen aus
dem Blut nicht-schwangerer Probanden so war kein Abfall des Anteils der CD4"
TNFa'T-Zellen zu verzeichnen. Die Suppression der Zytokinexpression in der Gruppe

der Schwangeren war dabei unabhéngig von der Stimulation der B-Zellen (Abb.14).
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Abbildung 14: Die TNFa-Expression stimulierter CD4'T-Zellen ist bei Kokultur mit CD19"B-Zellen
schwangerer Frauen supprimiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der
CD4'TNFa” Zellen an der Gesamt T-Zellpopulation nach Kokultur mit CD19'B-Zellen von schwangeren
und nicht-schwangeren Frauen bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte und stimulierte CD4 T-Zellen.
Stimulierte und unstimulierte B-Zellen schwangerer Frauen fuhrten zu einem signifikanten Abfall der TNFa
Expression stimulierter T-Zellen im Vergleich zu B-Zellen nicht schwangerer Frauen. Darstellung als
Median mit Maximalwert, n=4, Mann-Whitney-U-Test, , * p< 0,05; ** p< 0,005.

Weiterhin wurde im gleichen Experiment auch der Anteil der CD4'IFNy'T-Zellen
bestimmt. Dabei zeigte sich zunachst, dass der Anteil der CD4'IFNy‘T-Zellen bei
Kokultur mit CD19'B-Zellen sowohl in der Gruppe der Schwangeren als auch der
Nicht-Schwangeren ansteigt. Dieser Anstieg ist in der Gruppe der Nicht-Schwangeren
statistisch signifikant. Auffallig ist jedoch, dass «

niedriger ausfallt, wenn die B-Zellen von schwangeren Frauen stammten. Somit

kommen wir zu dem Schluss das CD19*B-Zellen schwangerer Frauen unabhangig von
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ihrer Stimulation zu einer geringeren Induktion der IFNy-Expression der CD4'T-Zellen
fuhren als B-Zellen Nicht-Schwangerer Frauen. (Abb.15)
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Abbildung 15: Die IFNy-Expression stimulierter CD4'T-Zellen sinkt bei Kokultur mit stimulierten
CD19"B-Zellen schwangerer Frauen. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der
CD4'IFNy" Zellen an der Gesamt T-Zellpopulation nach Kokultur mit B-Zellen von schwangeren und nicht-
schwangeren Frauen bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte und stimulierte CD4'T-Zellen. Der
Anteil an CD4'IFNy" stimulierter T-Zellen ist signifikant niedriger bei Kokultur mit B-Zellen von
schwangeren Frauen im Vergleich zur Kokultur mit B-Zellen nicht schwangerer Frauen. Darstellung als

Median mit Maximalwert, n=4, Mann-Whitney-U-Test, * p< 0,05; ** p< 0,005.

Des Weiteren wurde die IL17-Expression der CD4'T-Zellen untersucht. Die Kokultur
von B-Zellen mit stimulierten T-Zellen fiihrte sowohl in der Gruppe der Schwangeren
als auch bei den Nicht-Schwangeren zu einem Anstieg des Anteils der CD4"1L17" T-
Zellen. Ein signifikanter Unterschied konnte nicht nachgewiesen werden. (Abb.16)
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Abbildung 16: IL17-Expression stimulierter CD4'T-Zellen bleibt bei Kokultur mit B-Zellen
schwangerer Frauen unverandert. Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil der CD4*IL17"T-Zellen
an der Gesamtpopulation der T-Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte und stimulierte
CD4'T-Zellen. Die IL17 Expression der CD4'T-Zellen nimmt bei Kokultur durch B-Zellen sowohl in der
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Gruppe der Schwangeren als auch bei Nicht-Schwangeren zu. Es konnte keine Signifikanz nachgewiesen

werden. Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4.

3.2.2.2 Der Uberstand von CD19'B-Zellen schwangerer Frauen verringert die
TNFa Expression der CD4'T-Zellen
Im vorhergehenden Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass B-Zellen, isoliert
aus dem Blut schwangerer Frauen, fahig sind die TNFa Expression von CD4'T-Zellen
zu reduzieren. Es stellte sich folglich die Frage, ob der zelluldre Kontakt untereinander
fur die Suppression der Zytokinexpression notwendig war oder zuséatzlich 16sliche, von
den B-Zellen sekretierte, Faktoren eine Rolle spielten.
Daher wurden im zweiten Teil des Experimentes die CD4'T-Zellen allein mit den
Uberstanden der B-Zell-Kultur Kultiviert.
Es konnte festgestellt werden, dass der Uberstand sowohl stimulierter als auch
unstimulierter B-Zellen, welche von schwangeren Frauen isoliert wurden, den
prozentualen Anteil der CD4'TNFa'T-Zellen signifikant reduziert im Vergleich zur
Kontrollgruppe bestehend aus ausschlieRlich stimulierten CD4'T-Zellen. Der
Uberstand von B-Zellen nicht-schwangerer Frauen fiihrte zu einem geringen nicht
signifikantem Abfall des Anteils CD4"TNFa'T-Zellen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe der Nicht-Schwangeren und Schwangeren blieb jedoch aus.
(Abb.17)
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Abbildung 17: Der Uberstand sowohl stimulierter als auch unstimulierter B-Zellen schwangerer
Frauen supprimiert die TNFa Expression von CD4'T-Zellen. Durchflusszytometrische Bestimmung des
prozentualen Anteils an CD4'TNFa'T-Zellen an der Gesamtmenge der T-Zellen bei Kokultur mit
Uberstand aus unstimulierten und stimulierten CD19*-B-Zell-Kulturen, isoliert von Schwangeren als auch
Nicht-Schwangeren. Als Kontrolle dienten unstimulierte und stimulierte CD4'T-Zellen. Sichtbar ist eine
Reduktion der TNFo-Expression bei Kultur mit dem Uberstand von CD19"-B-Zellen isoliert von
Schwangeren im Vergleich zu stimulierten CD4'T -Zellen. Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4,
Mann-Whitney-U-Test, * p< 0,05; ** p< 0,005.
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Bei der Betrachtung der IFNy Expression der T-Zellen bei Kultur mit dem Uberstand
stimulierter oder unstimulierter CD19'B-Zellen von Schwangeren konnte keine

signifikante Reduktion verzeichnet werden. ( Abb.18)
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Abbildung 18: Die Kultur der CD4'T-Zellen mit dem Uberstand kultivierter B-Zellen von
schwangeren Frauen fiihrt nicht zu einer Reduktion der IFNy-Expression der CD4'T-Zellen. Mittels
Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der CD4'IFNy'T-Zellen an der Gesamtpopulation der
T-Zellen nach 72 Stunden Kultur mit dem Uberstand der CD19'B-Zell-Kultur bestimmt. Als Kontrolle
dienten unstimulierte und stimulierte CD4'T-Zellen. Es zeigten sich in beiden Gruppen vergleichbare Level
an CD4'IFNy'T-Zellen bei Kultur mit dem Uberstand stimulierter B-Zellen. Darstellung als Median mit

Maximalwert, n=4.

Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch bei der Expression von IL17. Sowohl in der
Gruppe der Nicht-Schwangeren als auch der Schwangeren, fanden sich vergleichbare
Level an CD4'IL17" T-Zellen bei Kultur mit dem Uberstand unstimulierter und
stimulierter CD19'B-Zellen. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied

festgestellt werden (Abb.19).
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Abbildung 19: Uberstand aus der B-Zellkultur, isoliert aus dem Blut schwangerer Frauen, nimmt
keinen Einfluss auf die IL17-Expression von CD4'T-Zellen. Mittels Durchflusszytometrie wurde der

prozentuale Anteil CD4'IL17" T-Zellen an der Gesamtmenge der kultivierten T-Zellen nach 72 Stunden
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Kultur mit dem Uberstand stimulierter und unstimulierter B-Zellen, isoliert von Schwangeren und Nicht-
Schwangeren bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte und stimulierte CD4*T-Zellen. Es konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden. Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4.

3.2.3 Die Kokultur der Trophoblastzellinie SWAN-71 mit CD19'B-Zellen hat
keinen Einfluss auf die IL10 Expression der B-Zellen
Ramhorst und Kollegen konnten zeigen, dass Trophoblastzellen in der Lage sind die
Differenzierung regulatorischer T-Zellen zu unterstitzen [Ramhorst et al. 2012]. Es
stellte sich daher die Frage, ob &hnliches auch fur regulatorische B-Zellen gilt.
Weiterhin ergab sich die Frage, diese Interaktion im Kontext einer Infektion zu
betrachten. Aus dem Mausmodell ist bekannt, dass IL10 defiziente M&use in einer
keimfreien Umgebung in der Lage sind eine normale Schwangerschaft auszutragen
[Svensson et al. 2001]. Die Exposition mit LPS, einem Bestandteil von
Bakterienmembranen, fihrt jedoch bei IL10 defizienten Mausen im Gegensatz zum
Wildtyp zu einer erhohten Abortrate [Murphy et al. 2005]. Nach Gabe von
rekombinanten IL10 wiederum sinkt die Abortrate signifikant ab [Robertson et al. 2007],
sodass IL10 eine bedeutende Rolle im Rahmen der Schwangerschaftserhaltung bei
Infektionen spielt. Dieser Teil der Arbeit beschéftigt sich daher mit der IL10 Expression
von CD19'B-Zellen bei Kokultur mit Trophoblastenzellen sowie bei Imitierung einer
Infektion.
Dafiir wurden CD19*B-Zellen nicht schwangerer Frauen mit der Zelllinie SWAN-71 48
Stunden kokultiviert. Zur Imitation einer Infektion wurde der Kokultur entweder LPS
oder CpG hinzugefligt. Beide Substanzen sind Bestandteile von Bakterien und
imitieren Uber die Stimulation von Toll-like-Rezeptoren eine Infektion. AnschlieRend
erfolgte die Messung des prozentualen Anteiles der CD19'IL10"B-Zellen am
Gesamtanteil der isolierten B-Zellen mittels Durchflusszytometrie.
Der Anteil der CD19°IL10" B-Zellen sank bei Kokultur mit SWAN-71 ab im Vergleich
zur alleinigen Kultur der B-Zellen im Medium, jedoch blieb ein statistisch signifikanter
Unterschied aus, sodass kein Einfluss der SWAN-71 auf den Anteil der CD19°1L10"B-
Zellen fest zustellen war. Die Kultur mit LPS und CpG flihrte wiederum zu einem
Anstieg des Anteils der CD19°IL10" B-Zellen bei Kokultur mit SWAN-71 Zellen. Dabei
erreichten die Werte ein ahnlich hohes Niveau bei Kokultur mit SWAN-71 Zellen wie
bei CD19"Zellen, die ohne SWAN-71-Zellen kultiviert wurden. Zu beachten ist, dass die
Stimulation der CD19"Zellen, die ohne Trophoblastenzellen kultiviert wurden, mit LPS
oder CpG nicht zu einer signifikanten Zunahme des Anteils der CD19°I1L10"B-Zellen
fuhrte. (Abb.20)
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Abbildung 20: Die Kokultur der Trophoblastzellinie SWAN-71 mit CD19'B-Zellen nimmt keinen
Einfluss auf die IL10 Expression der B-Zellen. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale
Anteil der CD19°IL10" B-Zellen an der Gesamt-B-Zellfraktion von nicht-schwangeren Frauen nach
48stundiger Kokultur mit SWAN-71 Trophoblastenzelllinie bestimmt. Als Kontrolle diente die alleinige
Kultur von B-Zellen in Medium. Eine Infektion wurde mit der Zugabe von CpG und LPS imitiert. Die Anzahl
der CD19°IL10"B-Zellen war bei Kokultur mit SWAN-71 Zellen nicht signifikant reduziert. Die Zugabe von
CpG fithrte zu einem signifikanten Anstieg CD19°IL10" B-Zellen bei Kokultur mit SWAN-71 Zellen.

Darstellung als Median mit Maximalwert, n=4, Friedmann-Test/Dunns Post Test, * p< 0,05.

3.2.4 Serum schwangerer Frauen erhéht den Anteil der CD19°IL10" B-Zellen

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ungefahr 95% der
CD19'CD24"CD27" regulatorischen B-Zellen auf ihrer Oberflaiche den hCG-Rezeptor
exprimieren. Weiterhin induzierte die Kultur von CD19'B-Zellen mit hCG eine erhohte
IL10-Expression (Daten von A.Morell-Garcia erhoben). Dies unterstitzte die These,
dass das Schwangerschaftshormon hCG in der Lage ist die Umwandlung von CD19"B-
Zellen zu regulatorischen IL10" B-Zellen zu unterstiitzen. Auf dieser Grundlage sollte
festgestellt werden, ob Idsliche Faktoren im Serum schwangerer Frauen in der Lage
sind den Anteil an CD19" B-Zellen zu stimulieren.

Dafur wurden PBMZs von nicht-schwangeren Frauen mit dem Serum von
schwangeren Frauen im 1.Trimester fur 48 Stunden kultiviert. Als Vergleichsgruppe
dienten die Kultur der PBMZs mit autologem Serum, sowie Serum von Frauen, die eine
Fehlgeburt erlitten haben. Als Positivkontrolle wurden PBMZ mit CD40L und CpG
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stimuliert. Der prozentuale Anteil der CD19°IL10*Zellen an den PBMZ wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt.

Der Anteil der CD19*IL10" B-Zellen war bei Kultur mit Serum von schwangeren Frauen
signifikant erhdht im Vergleich zur Kultur der Zellen ohne Zusatz. Weiterhin zeigte sich
ein Abfall des Anteils der CD19°IL10" B-Zellen bei Kultur mit Serum von Frauen,
welche eine Fehlgeburt erlitten hatten, im Vergleich zur Kultur der PBMZ mit Serum
von normal schwangeren Frauen, jedoch ohne Signifikanz. In der Positivkontrolle, die
Kultur mit CD40L und CpG, war der erwartete Anstieg der IL10-Expression &hnlich

hoch wie bei Kultur mit Serum von schwangeren Frauen. (Abb.21)

% Je

=)
]

= = 3 PBMZ
< T 0 PBMZ+CD40L/CpG
5 T ] PBMZ+ autologes Serum
S 4 [ PBMZ+ 1.Trimester Serum
o Bl PBMZ+ Abort Serum
=) T
= 2- T
©
ay
3]
0

Abbildung 21: Der Anteil der CD19°IL10" B-Zellen ist bei Kultur mit Serum von schwangeren
Frauen signifikant erhoht. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der CD19°1L10" B-
Zellen an der Gesamtfraktion der PBMZ bestimmt, nachdem diese mit Serum von schwangeren Frauen,
sowie autologen Serum und mit Serum von Frauen, die einen Abort hatten, kultiviert wurden. Es zeigte
sich ein signifikanter Anstieg der IL10 Expression der CD19" B-Zellen bei Kultur mit Serum von
schwangeren Frauen im Vergleich zur alleinigen Kultur der CD19"B-Zellen. Darstellung als Median mit

Maximalwert, n=4, Friedmann-Test/Dunns-Post-Test, * p< 0,05; ** p< 0,005.

3.3 Die BAFF-Konzentration im Serum ist wahrend der

Schwangerschaft nicht erhdoht

Der B-Zell aktivierende Faktor, engl. Baff, gehort zu der Familie der Tumor-Nekrose-
Faktoren und stellt einen essentiellen Faktor bei der B-Zell-Reifung und fir das
Uberleben von B-Zellen dar [Schiemann et al. 2001]. Weiterhin fiihrt BAFF im in vitro
Mausmodel zur Induktion von IL10'regulatorischen B-Zellen [Yang et al. 2010].
Interessanterweise konnten Guo und Kollegen eine erhéhte Expression des BAFF-
Molekiils in Trophoblast- und Deziduazellen von schwangeren Frauen im 1.Trimester
nachweisen. Bei Frauen mit wiederholten Fehlgeburten lag das Expressionslevel

deutlich niedriger als bei einer normalen Schwangerschaft [Guo et al. 2008].
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Daraus ergab sich fur diese Arbeit die Frage, ob BAFF mdglicherweise eines der
Molekile ist, welches die Erhéhung der regulatorischen B-Zellen in der
Frihschwangerschaft auslost. Daher wurden Serumproben von schwangeren Frauen
im 1.Trimester, Patientinnen, die einen Abort erlitten und von Nicht-Schwangeren auf
ihren Gehalt an BAFF mittels ELISA tberpruft.

Es konnten zwischen den einzelnen Gruppen keine Unterschiede bei der

Konzentration des BAFFs festgestellt werden (Abb. 22)
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Abbildung 22: Die Konzentration von BAFF ist im Serum schwangerer Frauen nicht erhdht.
Mittels ELISA wurde die Konzentration von BAFF im Serum schwangerer Frauen, nicht-schwangerer
Frauen und Patientinnen, die eine Fehlgeburt erlitten, bestimmt. Es konnte zwischen den einzelnen

Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Darstellung als Median mit Maximalwert, n=9.
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4 Diskussion

Eine erfolgreiche Schwangerschaft stellt ein einzigartiges und komplexes
Zusammenspiel einer Vielzahl an Komponenten dar. Der semiallogene Embryo, mit
mdtterlichen und vaterlichen Genanteilen ausgestattet, wachst nach der Befruchtung
Uber 38 Wochen zu einem lebensfahigen Neugeborenen heran. Das mitterliche
Immunsystem steht in dieser Zeit vor der Herausforderung durch Interaktion
verschiedenster Zellen eine Toleranz gegeniber dem Fetus zu entwickeln ohne ein
ausreichende Infektabwehr zu vernachlassigen. Eine Vielzahl an Immunzellen wie T-
Zellen, Mastzellen oder dendritische Zellen wurden bereits als essentiell fir eine
erfolgreiche Schwangerschaft identifiziert. B Zellen und insbesondere regulatorische B-
Zellen standen jedoch bisher selten im Fokus der Betrachtungen.

4.1 Regulatorische B-Zellen sind in der FrUhschwangerschaft des
Menschen erh6ht

Erste Studien Uber die Anzahl der B-Zellen im Blut schwangerer Frauen gab es bereits
1994. Bhat und Kollegen konnten zeigen, dass die Anzahl der B-1-B-Zellen wahrend
der Schwangerschaft im Vergleich zu Nicht-Schwangeren verringert ist. Die gesamte
B-Zell-Population blieb dabei aber stabil [Bhat et al. 1995]. In dieser Studie wurde aber
nicht der Verlauf der B-Zell-Population Uber die verschiedenen Trimester betrachtet.
Watanabe und Kollegen kamen 1997 zu einem &hnlichen Schluss. Sie zeigten, dass
die absolute Zahl der B-1-B-Zellen in der Schwangerschaft sinkt [Watanabe et al.
1997]. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten ergaben, dass der prozentuale Anteil
der CD19B-Zellen insbesondere in der Friihschwangerschaft ahnlich dem der Nicht-
Schwangeren ist. Jedoch verzeichneten wir einen Abfall der CD19" B-Zellen im
3.Trimester. Die Arbeitsgruppe Mahmoud und Kollegen, die 2001 den Anteil der
CD19"Zellen bei kuwaitischen Frauen im 3.Trimester untersucht haben, kamen zu
einem ahnlichen Schluss [Mahmoud et al. 2001]. Die Ursache in diesem Abfall liegt
moglicherweise am hemmenden Einfluss der Schwangerschaftshormone wie Ostradiol
auf die Lymphopoese [Medina und Kincade 1994] und dient damit der Vorbereitung
eines proinflammatorischen Milieus fur die anstehende Entbindung.

Unsere Arbeitsgruppe konnte am Mausmodell nachweisen, dass regulatorische B-
Zellen bei normal-schwangeren Mausen erhoht sind. Bei Mausen, die unter
Spontanaborten litten, konnte ein Anstieg der regulatorischen B-Zellen nicht
nachgewiesen werden [Jensen et al. 2013]. Auf Grund eines mangelnden einheitlichen
Phanotyps unter den regulatorischen B-Zellen beim Menschen, erfolgte die
Untersuchung der zwei, in der Literatur am haufigsten erwahnten, Phanotypen, die
CD19'CD24"CD27* B-Zellen  sowie die CD19'CD24"CD38" Population. Ihr
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einheitliches Charakteristikum ist die Produktion von IL10. Durch diese Arbeit erfolgte
der Nachweis, dass der Anteil der CD19'CD24"CD27* B-Zellen im 1.Trimester erhoht
ist und im Laufe der Schwangerschaft absinkt. Interessanterweise ergab sich bei
Patientinnen, die eine Fehlgeburt erlitten, kein Anstieg des Anteils der
CD19'CD24"CD27* B-Zellen. Da bisher kein einheitlicher Phanotyp der
regulatorischen B-Zellen existiert, betrachteten wir zusatzlich einen weiteren Subtyp
der regulatorischen B-Zellen. Die CD19*CD24"CD38" Population zeichnet sich auch
Uber eine Produktion von IL10 aus. Sie ist signifikant im 3.Trimester erniedrigt. Die
Ergebnisse korrelieren mit der Arbeitsgruppe Lima und Kollegen, welche in einem
hoéheren Stichprobenumfang eine signifikante Reduktion der Anzahl an
CD24"CD38"regulatorischen B-Zellen bei Frauen im 3.Trimester im Vergleich zu nicht
schwangeren Frauen feststellen konnten [Lima et al. 2016]. Die Anzahl an
regulatorischen B-Zellen im peripheren Blut im 1. Trimester der Schwangerschaft wurde
in der Publikation nicht untersucht.

Nichtsdestotrotz kann festgestellt werden, dass IL10 produzierende regulatorische B-
Zellen im 1.Trimester ansteigen und tber den Verlauf der Schwangerschaft abfallen.
Da regulatorische B-Zellen Uber die Sekretion von IL10 immunsuppressive Effekte
aufweisen, insbesondere die Hemmung der proinflammatorischen T-Zell-Zytokin
Antwort, ist ihr Anstieg moglicherweise bedeutend fur den Erhalt der
Frihschwangerschaft. So ist die IL10 Sekretion essentiell um den Embryo vor
Infektionen und Wachstumsretardierung zu schitzen [Robertson et al. 2007]. Der
Abfall der regulatorischen B-Zellen im 3.Trimester unterstiitzt wiederum die Hypothese
von Mor und Kollegen, dass fur eine erfolgreiche Entbindung ein proinflammatorisches

Zytokinmilieu vorherrschend ist [Mor und Cardenas 2010].

4.2 CD19'B-Zellen schwangerer Frauen produzieren in der

Frihschwangerschaft nicht vermehrt IL10
Im ersten Teil dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass der Anteil der regulatorischen B-
Zellen im 1.Trimester der Schwangerschaft erhéht ist. Folglich wurde die Hypothese
aufgestellt, dass auch die IL10 Expression der B-Zellen in der Frihschwangerschaft
ansteigt. Es konnte jedoch keine vermehrte Expression von IL10 durch CD19°B-Zellen
schwangerer Frauen nach Stimulation in vitro festgestellt werden. Auch bei der
quantitativen Bestimmung von 1L10 sekretiert durch CD19'B-Zellen schwangerer
Frauen ergab sich in der in vitro Kultur kein Unterschied zu der Gruppe der nicht-
schwangeren Versuchspersonen. Demzufolge scheinen regulatorische B-Zellen in der
Schwangerschaft zwar in ihrer Anzahl erhéht zu sein, die Funktionalitéat im Sinne der

IL10 Expression und Sekretion bleibt jedoch primar unveréndert. Zu vermuten ist, dass
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ein komplexes Zusammenspiel zellularer und l6slicher Komponenten notwendig ist um
die IL10 Produktion der regulatorische B-Zellen zu aktivieren. Hier wird im Punkt 4.4
und 4.5 naher darauf eingegangen.

Vorstellbar ist zusatzlich, dass regulatorische B-Zellen nicht nur tGber die Expression
von IL10 wirken. So konnte Bouaziz und Kollegen 2010 zeigen, dass regulatorische B-
Zellen nach Stimulation in der Lage sind IL4, IL6, IL12 sowie IFNy zu synthetisieren
[Bouaziz et al. 2010]. Zusatzlich konnten Saze und Kollegen 2012 eine weitere
Unterform humaner regulatorischer B-Zellen nachweisen, welche sich Uber die
Expression von CD73 und CD39 charakterisieren und Uber eine Konversion von
Adenosin-Triphosphat zu 5-Adenosinmonophosphat anti-proliferativ auf die T-Zell
Entwicklung einwirken und damit eine IL10 unabhéngige immunsuppressive Funktion
aufweisen [Saze et al. 2013]. DarlUber hinaus bewiesen Ray und Kollegen im
Mausmodel, dass IL10 defiziente B-Zellen ahnlich wie normale B-Zellen eine
Proliferation FoxP3'regulatorischer T-Zellen Uber die Expression glukokortikoid-

induzierten TNFR-Liganden induzieren [Ray et al. 2012].

4.3 B-Zellen reduzieren in der Fruhschwangerschaft die

proinflammatorische Zytokinantwort von T-Helferzellen
Mauri und Kollegen bewiesen 2003 anhand des Mausmodels flir chronische Arthritis,
dass IL10 produzierende B-Zellen die Thl-Immunantwort von T-Zellen supprimieren
und damit das Voranschreiten der Erkrankung vermindern [Mauri et al. 2003]. Damit
konnte gezeigt werden, dass B-Zellen auch immunsuppressive Fahigkeiten besitzen.
Auch wenn das alte Konzept des Thl-gepragten Zytokinprofils in der friihen
Schwangerschaft verlassen wurde, so scheint doch eine Stérung dieses Milieus mit
einem Uberhang an proinflammatorischen Zytokinen dem Schwangerschaftserhalt
negativ zu beeinflussen. So konnte Azizieh und Kollegen zeigen, dass bei Frauen mit
wiederholten Fehlgeburten der Anteil an TNFa, als proinflammatorisch wirksames
Zytokin, im Blut im Vergleich zu gesunden Schwangeren im 1.Trimester erhéht ist
[Azizieh und Raghupathy 2015]. Des Weiteren wurde im Mausmodel demonstriert,
dass eine UbermaRige Aktivitdit des TNFa-Signalweges zu Schaden im fetalen Hirn
sowie Schwangerschaftsverlust fuhrt. Die Anwendung eines TNFa-Antagonisten flihrte
zu einem Rlckgang der Abortrate sowie der Rate der Hirnschadigung [Carpentier et al.
2011]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte belegt werden, dass B-Zellen schwangerer
Frauen, unabhangig ihrer Aktivierung, die TNFa Expression CD4'T-Zellen inhibieren.
B-Zellen nicht schwangerer Frauen fihren zu einem Anstiegt der TNFa-Expression
CD4'T-Zellen. Die Kultur der CD4*-T-Zellen mit dem Uberstand kultivierter CD19"-B-

Zellen, isoliert aus dem Blut schwangerer Frauen, fiihrt auch zur Reduktion der TNF-a
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Expression der CD4'T-Zellen. Damit ist zu vermuten, dass sowohl der direkte zellulare
Kontakt als auch losliche Faktoren fur die Reduktion der Zytokinexpression
verantwortlich sind. Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe am Mausmodel zeigen ein
ahnliches Ergebnis. Wir konnten zeigen, dass B-1a-B-Zellen schwangerer Mause die
TNFa Sekretion der CD4'T-Zellen inhibiert [Muzzio et al. 2014b]. Interessanterweise
belegt diese Arbeit, dass B-Zellen schwangerer Frauen bereits in vivo aktiviert zu sein
scheinen und damit die Zytokinexpression der T-Helfer-Zellen hemmen. Isolierte
CD19'CD24"CD27" Zellen gesunder, nicht schwangerer Probanden sind auch in der
Lage die Zytokinantwort der CD4'T-Zellen zu hemmen [lwata et al. 2011]. In unserem
Zellkulturexperiment induzierte die Verwendung der gesamten CD19*Zellpopulation
nicht-schwangerer Frauen jedoch keine signifikante Reduktion der Zytokinantwort.
Damit scheinen CD19"B-Zellen Schwangerer die gleiche Potenz aufzuweisen wie reine
CD19'CD24"CD27 regulatorische B-Zellen Nicht-Schwangerer. Zu erklaren ist dies
maglicherweise mit dem von uns gezeigten erhdhten Anteil der regulatorische B-Zellen
am Gesamtanteil der CD19"Zellen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass B-Zellen schwangerer Frauen die IFNy
Expression der CD4'T-Zellen hemmen, im Gegensatz zu B-Zellen nicht-schwangerer
Frauen. Diese Hemmung schien jedoch von einem direkten Zellkontakt abhangig zu
sein, da die Kultur mit dem Uberstand der B-Zellen zur Suppression der Zytokinantwort
nicht ausreichte. IFNy als proinflammatorisches Zytokin scheint eine Schlisselrolle in
der Pathogenese der Praeklampsie einzunehmen. So zeigten Frauen mit Préaeklampsie
erhohte Werte von IFNy im Plasma als auch in zirkulierenden Lymphozyten, was mit
GefalRveranderungen einhergeht [Murphy et al. 2009]. Da die Arbeitsgruppe Maseda
und Kollegen 2013 zeigen konnten, dass IL10 produzierende regulatorische B-Zellen
im Mausmodel fiir Kolitis die IFNy Produktion der CD4'T-Zellen inhibieren kénnen
[Maseda et al. 2013], liegt die Vermutung nahe, dass auch im Menschen regulatorische
B-Zellen in der Schwangerschaft zum ausgewogenen Verhaltnis der IFNy-
Konzentration beitragen.

Muzzio und Kollegen zeigten in ihrer Arbeit mit Bla-B-Zellen von Mausen, dass diese
in der Lage sind wahrend der normalen Schwangerschaft die Th17-Differenzierung der
CD4'T-Zellen zu hemmen und damit die IL17 Sekretion zu reduzieren.
Proinflammatorisch wirkendes IL17 war nachweislich bei Frauen mit wiederholten
Schwangerschaftsverlusten und Frauen, die an Préaeklampsie litten erhéht, sodass eine
Uberschiel3ende TH17-Differenzierung als Mediator far Entziindung,
Gewebszerstorung und letztendlich Schwangerschaftsgefahrdung angesehen werden
kann [Wang et al. 2010a; Jianjun et al. 2010; Toldi et al. 2011]. Doch konnten wir mit

dieser Arbeit die Ergebnisse aus dem Mausmodell nicht auf die menschliche
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Schwangerschaft Gibertragen. Isolierte CD19'B-Zellen schwangerer Frauen waren nicht
in der Lage die IL17 Expression der CD4"Zellen zu hemmen.

Insgesamt betrachtet ergibt dieser Teil der Arbeit Einblicke in die Regulation des
Zytokinhaushaltes wahrend der Schwangerschaft. Betrachtet man die Vielzahl an
kontroversen Studien bezlglich der Zytokinexpression, so wird ein ausgewogenes
Verhéltnis der einzelnen Zytokine zum Schwangerschaftserfolg betragen.
Moglichweise haben hier die regulatorischen B-Zellen dabei die Funktion eine
Uberschielende Immunantwort zu hemmen. Wir konnten zeigen, dass auch in der
menschlichen Schwangerschaft B-Zellen die proinflammatorische Zytokinantwort der
CD4'T-Zellen hemmen konnen. Interessanterweise nehmen diese regulatorische B-
Zellen, wie oben gezeigt, zum 3.Trimester der Schwangerschaft ab. In Vorbereitung
auf die nahestehende Entbindung ist dieser Abschnitt der Schwangerschaft von einem
proinflammatorischen Milieu gepragt. So ist die Abnahme der Aktivitat der

regulatorischen B-Zellen als Vorbereitung fur die nahende Geburt zu sehen.

4.4 Losliche Faktoren im Serum induzieren die IL10 Expression bei

B-Zellen in der Frihschwangerschaft

Nachdem zu Beginn der Arbeit eine Erhdhung der Anzahl der regulatorischen B-Zellen
im 1.Trimester bei unverénderter Funktionalitat festgestellt wurde, stellt sich nun die
Frage, ob losliche Faktoren im miutterlichen Serum die Funktionalitat der B-Zellen
beeinflusst. In der Durchflusszytometrie zeigte sich ein Anstieg des Anteils der
CD19°1L10"Zellen bei Kultur mit Serum von schwangeren Frauen aus dem 1.Trimester.
Kultivierte man die Zellen mit Serum von Frauen, die eine Fehlgeburt erlitten, so blieb
die IL10 Expression der B-Zellen vergleichbar mit der Kultur von autologen Serum.
Diese Ergebnisse konnten nicht mittels Konzentrationsmessung durch ELISA bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt). So bleibt lediglich eine beobachtete Tendenz, die es gilt
zu bestatigen. Denkbar ware auch, dass der Anteil regulatorischer B-Zellen in der
Schwangerschaft hochreguliert ist ohne dass die Funktion der B-Zellen, namlich aktiv
IL10 zu sekretieren, beeinflusst wird, und sie erst bei Stérung des Zytokinmileus oder
im Rahmen einer Infektion aktiviert werden.

Nichtsdestotrotz stellt sich die Frage, welche l6slichen Faktoren im Serum zu einer
erhohten IL10 Produktion fuhren. Das Hauptaugenmerk unserer Arbeitsgruppe richtete
sich dabei auf das Schwangerschaftshormon hCG. HCG wird kurz nach der
Implantation durch Synzytiothrophoblastzellen sekretiert und férdert neben der
Stimulation des Gelbkorpers zur Produktion von Progesteron die Gefal3bildung im
Uterus und die Invasion des Trophoblasten in die Uteruswand [Zygmunt et al. 2002;

Zygmunt et al. 2005]. Unsere Arbeitsgruppe konnte auf der Oberflache von 95%
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isolierter CD19°CD24"CD27 regulatorischer B-Zellen eine Expression des LH/CG-
Rezeptors nachweisen. Des Weiteren fiihrte die Stimulation der CD19'B-Zellen mit
rekombinanten hCG zu einem signifikanten Anstieg der IL10 Expression (Daten
erhoben durch A.Morell-Garcia) sodass davon ausgegangen werden kann, dass hCG
die Generierung regulatorischer B-Zellen positiv beeinflusst. Matsushita und Kollegen
konnten anhand der experiementellen autoimmunen Enzephalomyelitis bei Mausen,
dem Korrelat zur Multiple Sklerose des Menschen, zeigen, dass die
Krankheitsentwicklung B-Zell-abhangig ist. So entwickelten B-Zell-defiziente Mause
starkere Symptome der Krankheit und inshesondere der Transfer IL10 produzierender
regulatorische B-Zellen filhrt zu Symptombesserung [Matsushita et al. 2008]. Bei
Patientinnen, die unter der Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose leiden, ist nun
wahrend der Schwangerschaft die Rezidivrate um 80% reduziert [Finkelsztejn et al.
2011]. Damit lasst sich vermuten, dass regulatorische B-Zellen durch weibliche
Sexualhormone aktiviert werden und moglicherweise zur Kontrolle der Immunantwort
wahrend der Schwangerschaft beitragen. Weitere Hinweise fir die Bedeutung der
Sexualhormone fur die Entwicklung regulatorischer B-Zellen findet man darin, dass B-
Zellen Ostrogen-Rezeptoren exprimieren und dessen Aktivierung wiederum die weitere
Entwicklung, Reifung und das Uberleben der B-Zellen beeinflusst [Kincade et al. 2000].
Bodhankar und Kollegen zeigten in ihrer Arbeit von 2011, erneut am Model fir
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), dass Ostrogen den Anteil der
regulatorischen B-Zellen erhoht. Auch konnten sie nachweisen das Ostrogen zur
Besserung der Symptome der EAE flhrt, aber nur in Anwesenheit der B-Zellen
[Bodhankar et al. 2011]. Daher mehren sich die Hinweise, dass auch Ostrogen in der
Schwangerschaft zur Expansion der regulatorischen B-Zellen fiihrt. Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass weder Ostrogen noch Progesteron oder eine
Kombination aus beiden Hormonen Einfluss auf den Phanotyp und die IL10 Sekretion
regulatorischer B-Zellen nehmen konnten. Dagegen fihrte die Kokultur von CD19'B-
Zellen mit hCG zu einem Anstieg der CD19'CD24"CD27*IL10"B-Zellen [Fettke et al.
2016]. An dieser Stelle fugt sich auch unserer Beobachtung ein, dass der Anteil an B-
Zellen bei Kultur mit Serum von schwangeren Frauen im 1.Trimester expandiert im
Vergleich zur Kultur mit autologen Serum.

Insgesamt betrachtet scheinen regulatorische B-Zellen sensitiv auf die im mutterlichen
Serum enthaltenen Faktoren, wie Sexualhormone, zu reagieren, indem ihre Anzahl
vermehrt wird, wobei die Funktion IL10 zu produzieren unverandert fortbesteht..
Weiterhin blieben die Fragen nach dem Einfluss der verschiedenen Sexualhormone

auf die Funktion der B-Zellen in vitro insbesondere auch in vivo offen.
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4.5 Trophoblastenzellen regulieren die Konversion der CD19"

Zellen zu regulatorischen B-Zellen

In der menschlichen Schwangerschaft entwickelt sich der Trophoblast aus den
Blastomeren der befruchteten Eizelle und stellt durch Invasion und Bildung der
Plazenta die Kontaktstelle fir den mautterlichen und fetalen Austausch dar.
Trophoblastzellen sekretieren Chemokine, die zur Anlockung anderer Immunzellen an
die fetal-mutterliche Grenzflache fuhrt. Uber die Ausschuttung von Zytokinen
modulieren diese Zellen aber auch den Differenzierungsprozess verschiedener
Immunzellen [Mor et al. 2011]. So rekrutieren Trophoblastzellen beispielsweise
regulatorische T-Zellen und induzieren die Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen
[Ramhorst et al. 2012]. Zuséatzlich zeigte sich, dass hCG sekretiert von
Trophoblastenzellline JEG-3 zu einer Konversion der regulatorischen T-Zellen fihrt
[Poloski et al. 2016]. In dieser Arbeit konnten wir einen &hnlichen Effekt auf
regulatorische  B-Zellen nicht nachweisen. Wir konnten zeigen, dass
Trophoblastenzellen der Zelllinie SWAN 71 tendenziell einen hemmenden Einfluss auf
die Konversion regulatorischer B-Zellen haben. Die Zelllinie SWAN-71 sekretiert im
Vergleich zu Trophoblastzellen in vivo kein hCG. Da bereits gezeigt werden konnte,
dass hCG die IL10-Epression CD19'B-Zellen stimuliert, erklart sich damit
mdglicherweise die fehlende Konversion in regulatorische B-Zellen. Zuséatzlich wird die
Hypothese, dass hCG die Entwicklung regulatorischer B-Zellen induziert, unterstutzt.
Korrelierend mit dieser Hypothese zeigte unser Arbeitsgruppe, dass JEG-3
Trophoblastenzellen durchaus in der Lage sind sowohl direkt als auch Uber lésliche
Faktoren die Expansion CD19'CD24"CD27'IL10*Zellen wie auch die Sekretion von
IL10 zu foérdern. Dieser Zellanstieg konnte durch Blockade der hCG Sekretion mittels
Antikodrper verhindert werden, sodass die Expansion regulatorischer B-Zellen wie
vermutet hCG abhangig ist [Fettke et al. 2016].

Moglichweise dienen regulatorische B-Zellen wahrend der Schwangerschaft zusétzlich
der Beihilfe zur Abwehr von Krankheitserregern von auf3en. Grundlage dieser
Hypothese bietet unsere Beobachtung, dass durch Zugabe von CpG oder LPS ein
Anstieg der IL10 Expression CD19'B-Zellen zu verzeichnen war. Schon langer ist
bekannt, dass die Stimulation von Toll-like-Rezeptoren via LPS oder CpG, beides
bakterielle Bestandteile, zu einer Differenzierung der IL10 produzierenden
regulatorischen B-Zellen fuhrt [Yanaba et al. 2009; Iwata et al. 2011]. Robertson und
Kollegen zeigten, dass IL10 defiziente Mause bei LPS Exposition héhere Raten an
Wachstumsretardierung und Schwangerschaftsverlust aufwiesen einhergehend mit
einem Anstieg an TNF und IL6, als Wildtypmause. Die Behandlung mit rekombinanten
IL10 fUhrte wiederum zu einer geringeren Abortrate unter LPS Exposition bei IL10
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defizienten Mausen. Folglich tragt IL10 durch Suppression inflammatorischer Molekiile
zur erhdohten Widerstandsfahigkeit des Fetus gegentiber LPS-induzierten Pathologien
bei [Robertson et al. 2007]. IL10 wirkt aber auch positiv auf die direkte
Krankheitsabwehr, indem es NK-Zellen, CD8'-Memory-T-Zellen und Antikérper
produzierenden B-Zellen aktiviert [Burdin et al. 1995; Foulds et al. 2006; Moore et al.
2001]. Damit scheinen regulatorische B-Zellen in der Schwangerschaft eine protektive
Funktion im Rahmen der Infektionsabwehr einzunehmen. Mdglicherweise haben aber
auch die Trophoblastenzellen einen Anteil an der Aktivierung der regulatorischen B-
Zellen im Kontext einer Infektion. Tangeras und Kollegen konnten nachweisen, dass
menschliche Trophoblastenzellen zahlreiche Toll-like-Rezeptoren exprimieren und
damit auch auf Stimuli wie LPS oder CpG reagieren [Tangeras et al. 2014]. Denkbar
ist, dass durch diese Stimulation Trophoblastenzellen in der Lage sind regulatorische
B-Zellen zu aktivieren.

Insgesamt betrachtet besteht die Mdglichkeit, dass regulatorische B-Zellen Uber die
Sekretion von IL10 im Kontext einer Infektion immunregulierend wirksam werden.
Moglicherweise werden sie dabei durch Trophoblastenzellen unterstutzt. Zu bedenken
ist jedoch, dass unser Versuchsaufbau ein sehr artifizielles Konstrukt darstellt, da wir
auf Grund der Verfugbarkeit eine Zelllinie verwendet haben, die zwar mit
Trophoblasten in vivo vergleichbar ist, jedoch nicht alle Funktionen der menschlichen
Trophoblasten aufweist. Des Weiteren gilt es auch die Interaktion von B-Zellen
schwangerer Frauen mit Trophoblastenzellen zu betrachten. So kann unserer Arbeit
nur erste Hinweise liefern. Konkrete Details und Aussagen missen jedoch noch weiter

untersucht werden.

4.6 B-Zell aktivierender Faktor (BAFF) beeinflusst nicht den Anteil

der regulatorischen B-Zellen in der Schwangerschaft
Wir konnten zeigen, dass regulatorische B-Zellen in der Schwangerschaft erhéht sind
und dass es Faktoren im Serum vorhanden sind, die diese Expansion bewirken.
Festzustellen ist jedoch, das BAFF nicht im Serum von schwangeren Frauen erhoht ist.
Sowohl Nicht-Schwangere, Schwangere im 1.Trimester und auch Patientinnen, die
einen Abort erlitten wiesen &hnliche Level an BAFF im Serum auf. Festzustellen ist,
dass es in der Literatur unterschiedliche Konzentrationen an BAFF im Serum gibt. So
bestimmten Kreuzaler und Kollegen 2012 bei gesunden Probanden ein Serumgehalt
an BAFF von durchschnittlich 600pg/ml [Kreuzaler et al. 2012]. In unserer Messung lag
der Wert bei der Nicht-Schwangeren Gruppe bei durchschnittlich1000pg/ml.
Bienertova-Vasku und Kollegen ermittelten bei Schwangeren zum Zeitpunkt der Geburt

Konzentrationen von BAFF von ca. 100ng/ml [Bienertova-Vasku et al. 2015] und lagen

55



Diskussion

damit deutlich Uber den Werten unserer Arbeitsgruppe fur das 1.Trimester. Bienertova-
Vasku diskutieren in ihrem Bericht aber auch, dass sie verglichen mit anderen
Messwerten ihrer Arbeitsgruppe keinen Unterschied im BAFF-Level zwischen
Schwangeren und Nicht-Schwangeren feststellen konnten [Bienertova-Vasku et al.
2015]. Muzzio et al. konnten dagegen im Mausmodell zeigen, dass die Level an BAFF
zu Beginn der Schwangerschaft leicht ansteigen (nicht signifikant), jedoch am Tag 14
bis Ende der Schwangerschaft signifikant erniedrigt ist [Muzzio et al. 2014a]. Sie geben
einen wichtigen Erklarungspunkt. So spielt BAFF auch eine bedeutende Rolle fur die
Generierung autoreaktiver B-Zellen. Die erniedrigten BAFF-Level wahrend der
Schwangerschaft werden als Schutzmechanismus gegen autoreaktive B-Zellen zum
Erhalt der Schwangerschaft interpretiert [Muzzio et al. 2014a; Lesley et al. 2004].
Anderseits gibt es auch Hinweise fir die Teilhabe von BAFF am komplexen
Zusammenspiel der Zellen in der Schwangerschaft. Munoz-Fernadez und Kollegen
konnten zeigen, dass Stromazellen der Dezidua, also die Gebarmutterschleimhaut in
der Schwangerschaft, BAFF exprimieren. Ferner noch sind diese Zellen in der Lage die
Anostose von B-Lymphozyten zu hemmen [Mufioz-Fernandez et al. 2012]. Auch wenn
B-Lymphozyten in der Dezidua des Menschen nicht nachweisbar sind [Dietl et al.
1992], so scheint die Expression dieses Faktors und die damit verbundene Stimulation
der B-Zellen moglicherweise Bedeutung zu erlangen im Kontext der Infektion und
Entziindung wahrend der Schwangerschaft [Mufioz-Fernandez et al. 2012]. Auch Guo
und Kollegen konnten zeigen, dass BAFF sowohl in der Dezidua als auch im
Trophoblasten  der  menschlichen  Frihschwangerschaft — exprimiert  wird.
Interessanterweise waren die Expressionslevel bei Frauen mit wiederholten Aborten
signifikant niedriger. Die Autoren erkldren dies mit der Erkenntnis, dass BAFF
antiapoptotische Eigenschaften besitzt, sodass dessen Erniedrigung moglicherweise
die Entstehung von Aborten begunstigt [Guo et al. 2008]. In dieser Arbeit konnte zwar
nicht die direkte Verbindung zwischen einer Erh6hung der Konzentration an BAFF und
der Erhdhung der regulatorischen B-Zellen im Blut schwangerer Frauen gezogen
werden, doch zeigt sich auf anderen Ebenen ein Einfluss des BAFF auf eine

erfolgreiche Schwangerschaft.
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5 Zusammenfassung

Schwangerschaft stellt ein komplexes Zusammenspiel der verschiedenen Zellen des
Immunsystems dar, um die Entwicklung des Embryos als semiallogenes Transplantat
zu ermdglichen. Bisher wurden B-Zellen und ihre regulatorische Unterform kaum im
Kontext der Schwangerschaft betrachtet, obwohl bekannt ist, dass sie Uber die
Féahigkeit der IL10 Sekretion antiinflammatorische und damit inhibitorische Effekte auf
das Immunsystem aufweisen. Bereits in ersten Studien im Mausmodell konnte eine
Bedeutung der regulatorischen B-Zellen auf eine erfolgreiche Schwangerschaft
nachgewiesen werden, sodass Ziel dieser Arbeit war den Einfluss regulatorischer B-
Zellen in der Schwangerschaft des Menschen zu untersuchen. Es konnte gezeigt
werden, dass der Anteil CD19'CD24"CD27'regulatorischer B-Zellen bei normal
schwangeren Frauen des 1.Trimesters erhoht ist. Dies trifft auf Patientinnen, die eine
Fehlgeburt erlitten nicht zu. Zusatzlich lie? sich nachweisen, dass der Anteil an
CD19"B-Zellen sowie der Anteil der CD19"CD24"CD27" regulatorischer B-Zellen und
der CD19'CD24"CD38"regulatorischen  B-Zellen zum  3.Trimester  der
Schwangerschaft abnimmt. Des Weiteren ergab sich der Nachweis, dass CD19'B-
Zellen normal schwangerer Frauen die TNFa Expression CD4'T-Zellen inhibieren.
Damit sind sie in der Lage wahrend der Schwangerschaft die proinflammatorische
Immunantwort der TH-Zellen zu regulieren und damit die Toleranz des miitterlichen
Immunsystems gegeniber dem ungeborenen F6tus zu unterstitzen. Zusatzlich
erbrachten wir den Nachweis, dass Serum normal schwangerer Frauen des
1.Trimesters im Gegensatz zu Serum nicht-schwangerer Frauen und Serum von
Frauen, die eine Fehlgeburt erlitten zu einem Anstieg des Anteiles an CD19°1L10"B-
Zellen an PBMZ fihrt. Hier liegt die Vermutung nahe, dass Hormone, insbesondere
hCG, dabei einen stimulierenden Effekt auf die Entwicklung regulatorischer B-Zellen
haben. Bei Imitation einer Infektion an der feto-maternalen Grenzflache steigt der Anteil
an CD19°IL10"B-Zellen an, sodass auch ein Einfluss der regulatorischen B-Zellen auf
die Infektabwehr besteht. Die Funktionalitit der CD19'B-Zellen bleibt beziglich der
ILL0 Expression und Sekretion wahrend der Schwangerschaft unverandert im
Vergleich zu B-Zellen nicht Schwangerer, sodass hier die Regulation Uber die
Erhéhung der Anzahl der Zellen stattfindet.

Die gewonnenen Ergebnisse tragen zum tieferen Verstandnis des komplexen
Zusammenspiels der mutterlichen Immunzellen zur Toleranz des Embryos als
semiallogenes Transplantat bei. Sie stof3en neue Fragen an mit dem langfristigen Ziel
Frauen mit wiederholten Fehlgeburten und Stérung des immunologischen

Gleichgewichts eine erfolgreiche Schwangerschaft zu ermdglichen.
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