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Zusammenfassung

lll.  Zusammenfassung

Seit vielen Jahren wird nach moglichen Ursachen und Risikofaktoren geforscht, die zu einer
Fehlgeburt fihren, um effektive Behandlungsstrategien zu entwickeln. Zahlreiche Studien

fokussieren sich auf die immunologischen Ursachen, die zu einer Abstof3ung des Feten fuhren.
Trotz intensiver Forschung sind die genauen Mechanismen, die hierbei von Bedeutung sind, noch

weitgehend ungeklart.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dassmyeloide Suppressorzellen

(engl. myeloid-derived suppressor cells, MDSC) eine wichtige Bedeutung fiir die Vermittlung der
feto-maternalen Toleranz haben. MDSC sind myeloide Vorlauferzellen mit suppressiver Aktivitat
auf Zellen des Immunsystems. Unsere Arlisgruppe konnte bereits zeigen, dass MDSC sowohlim
Nabelschnurblut als auch im peripheren Blut gesunder Schwangerer und in der Plazenta in
erhohter Zahl vorkommen. Wohingegen bei Patientinnen mit Aborten die Anzahl von MDSC

verringert ist.

Ein fur die immunologischen Vorgange wahrend der Schwangerschaft gut untersuchter Faktor ist
das nichtklassische MHAb-Molekil HLA-G. Im gesunden Organismus wird es hauptséachlich von
Trophoblastzellen exprimiert und hat ausschlie3lich immunregulatorische Funktionen. HA-G
gilt somit als ein wesentlicher Vermittler der fetomaternalen Toleranz. Das MHT-Molekul Qa2
gilt als murines Korrelat zum humanen HLAG. Qaznegative Mause haben laut Literatur kleinere
Feten und geringere WurfgréRen im Vergleich zu Qagositiven Mausen. Dies deutet darauf hin,
dass auch die Expression von Qa2 bei Mausen wichtig fir einen komplikationslosen

Trachtigkeitsverlauf ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung von Qa2 fur den Trachtigkeitsverlauf und auf

die MDSGAkkumulation wahrend der Trachtigkeit bei Mausen zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Qa2 zu einer veranderten
immunologischen Anpassung an die Tréchtigkeit und insbesondere zu einer gestorten
MDSCAkkumulation wéhrend der Trachtigkeit sowie zu einer erhéhten Abortrate in der spaten

Trachtigkeit fuhrte. Das Fehlen von Qa2 fiihrte aul3erdem zu tiefgreifenden Veranderungen im

Protein- und Genexpressionsprofil von Plazenta und Uterus. Weiter konnte gezeigt werden, dass

die Expression von Qa2 auf MDSC relevant fir deren immunregulatorische Funktion ist und dass

diese (ber den Transkriptionsfaktor HIF-py OT A | AAO v OOOiI cAT OAcCOI E
Applikation von sHLAG an trachtige Qa2Mause konnten sowohl die MDSZahlen im Uterusder

Tiere erhoht werden, als auch die erhOohte Abortrate reduziert und die verdnderte

Trophoblasten-Morphologie wiederhergestellt werden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die aus dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse auf eine
Interaktion zwischen MDSC und HLAS/Qa2 als mdglichen Mechanismus zur Aufrechterhaltung
der feto-maternalen Toleranz hindeuten und damit als Grundlage fir neue zb#isierte Therapien

zur Behandlung von immunologischen Schwangerschaftskomplikationen dienen kénnten.
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Summary

IV. Summary

Abortions are one of the most common pregnancy complications and are defined as spamgous
pregnancy loss. There are different reasons for abortions, but impaired immunological adaption
to pregnancy seems to play an important role in the pathogenesis. During pregnancy, there is a
close contact between maternal and fetal immune cells. Fé&urvival requires suppression of the
maternal immune system to induce tolerance. The mechanisms facilitating materngdtal

tolerance are incompletely understood.

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are myeloid progenitor cells with suppressive agty

on T-cells and are expand during pregnancy. It has become evident that MDSC also play a
physiological role during pregnancy modulating maternal immune response and protecting the
fetus from rejection. Our research group was able to show that MDSC gmesent in increased
numbers in the umbilical cord blood as well as in the peripheral blood of healthy pregnant women

and in the placenta. In patients with miscarriages, MDSC are decreased.

A well-studied factor for the immunological processes during pregancy is the nonclassical
MHGCIb molecule HLAG. In the healthy organism, it is strongly expressed by trophoblast cells
during pregnancy and in contrast to the classical MHCmolecules HLAA and HLAB, HLAG has
exclusively immunoregulatory functions. Tle MHGI molecule Qa2 is considered a murine
correlate for the human HLAG. Lacks of HLAG/Qa2 seems to be related with gestational
complications like spontaneous abortion and preeclampsia. Until now, nn-vivo studies exist that
demonstrate a beneficial ole of HLAG/Qa2 for pregnancy success. According to literature,
Qa2negative mice have smaller fetuses and smaller litter sizes compared to Qpdsitive mice.
This suggests that the expression of Qa2 in mice is also important for a complicatiyee

pregnancy.

The aim of the present study was to investigate the role of HE@& and Qa2 for MDSC accumulation

during pregnancy and for pregnancy outcome.

In this work, we demonstrated that the absence of Qa2 led to an imbalanced immunological
adaptation to pregnaacy, an abrogated MDSC accumulation and function during pregnancy and

an increased abortion rate during the second half of pregnancy. Furthermore, it led to profound
changes in placental and uterine protein and gene expression profile. The regulation of Qa
expression of MDSC during pregnancy was regulated by the transcription factor HFf h  x EE AE
turn could be stimulated by estrogen. Application of sSHLA to preghant Qazhegative mice we

could increase MDSC counts in the uterus, reduced the increasedslon rate and restored the

altered trophoblast morphology.
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Summary

In conclusion, these results suggest an interaction between MDSC and HE/aZ2 in mice as a

potential mechanism for maintaining maternatfetal tolerance.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aborte

Aborte (Fehlgeburten) sind eine der haufigsten Schwangerschaftskomplikationen und nicht
selten der Grund fur ungewollte Kinderlosigkeit. Neben dem Tod des Feten kdnnen diese in

wenigen Fallen auch zum Tod der Mugr fihren.

Aborte werden laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) als spontaner, nicht beabsichtigter
Verlust der Schwangerschaft vor der vollendeten 245chwangerschaftswoche definiert[1].

Sie betreffen zwischen 296 und 50% aller Frauen im reproduktionsfahigen Alter[2-4].

Man geht davon aus, dass es nur etwa jede dritte befruchtete Eizelle in die Implantationsphase

schafft und somit zu einer normalen Schwangerschatft fih{s, 5].

Habituelle Aborte ocer rezidivierende Spontanaborte (RSA) sind weitaus seltener und ereignen
sich mit einer Haufigkeit von 13 %. RSA bedeuten per Definition den Verlust von drei oder mehr

aufeinander folgenden Schwangerschaftej®] .

In den ersten Schwangerschaftswochen (SSW) aufBert sich ein Abort meist subklinisch als
verspatete und eventuell verstéarkte vaginale Blutung. In spateren Schwangerschaftsstadien
werden Aborte erst dann klinisch auffalig, wenn es zu vaginalen Blutungen,
Unterleibsschmerzen, spater auch zu Gewebeabgang oder Abgang von Fruchtwasser und

vorzeitiger Wehentétigkeit kommt [7].

Die Ursachenfur Aborte sind vielfaltig und kénnen sowohl auf mutterlicher, als auch auf fetaler
Seite liegen. Zu den moglichen Ursachen zé&hlen Fehlbildungen oder chromosomale
Veranderungen des Feten, akute Infektionen der Fruchthdhle, sowie chronische Erkrankungen
oder endokrinologische Veranderungen bei der Mutte[7]. Auch einige Umweltfaktoren8] und

der Lebensstil der Mutter kbnnen den Schwangerschaftsverlauf negativ beeinfluss¢d, 10].

In bis zu50 % aller Aborte bleibt die Ursache allerdings ungeklart.

Ein weiterer Faktor, der eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von Aborten spielt, ist eine
Fehlregulationen des mutterlichen Immunsystemq11, 12]. Dieses Thema steht im Mittelpunkt

dieser Arbeit.

Die genauen immunologischen Mechanismen und mdgliche weitere Aspekte, die zu einem Abort
fuhren, sind bisher nu teilweise verstanden. Trotz standiger Weiterentwicklung der
Reproduktionsmedizin bleibt jedes zehnte Paar mit Kinderwunsch kinderlo§l3]. Fir mdgliche

Therapieansatze bedarf es weitere Studien.

18



Einleitung

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein korpereigenes Abwehrsystem gegen Krankheitserreger (Pathogene),
Giftstoffe und korpereigene aber schadliche Zellen (z.B. Tumorzellen). Die Hauptaufgabe des
Immunsystems besteht darin, das Eindringen von Pathogenen zu erkennen, Infieken
einzudammen und bestenfalls vollstdndig abzuwehren, ohne dem eigenen Kérper dabei Schaden

zuzufligen[14].

Das Immunsystem wird in zwei funktionelle Komponenten unterteilt, das schnelle aber
unspezifische angeborene Immunsystem und das spezifische adaptive bzw. erworbene

Immunsystem (Abbildung 1).

nicht-adaptive adaptiv
ey (schnelle Immunantwort) (langsame Immunantwort)
[ wVerbindungs-
‘ zellen*
Haut basophile eosinophile neutrophile T-Zellen B-Zellen
Granulozyten
o) ~@ ~(@
Tu-Zellen Plasmazellen
Makrophagen
Komplementsystem
FK . dendritische ,-;l Atikeper ]
° e Zellen = T-Zellen | -
? 0% e -
Lysozym Q o - J 0
5 =
Zytokine Mastzellen = i

=
humorale Komponente Toeo-Zellen
9 humorale Komponente

Aktivierung via IgE

Abbildung 1: Bestandteile des menschlichen Immunsystems [15].

Das Immunsystem ist in zwei Komponenten unterteilt, das angeborene (links) und das erworbene Immunsystem
(rechts). Das schnelle angelrene Immunsystem besteht aus l6slichen Proteinen und zellularen Bestandteilen wie
Granulozyten, Monozyten, Dendritische Zellen (DC) und Natirlichen Killerzellen (NEellen). Das erworbene oder
adaptive Immunsystem agiert langsamer aber spezifisch und umfstsB- und T-Zellen, sowie Antikdrper und NKZellen.

(Bildquelle: Taschenatlas Biochemie des Menschen, Thieme, 2009)

Dringen Pathogene in den Korper ein, reagiert zuerst das angeborene Immunsystem. Neben
anatomischen Barrieren wie Haut und Schleimh&uten, ethanischen Schutzmechanismen wie
Zilien und ZellZell-Kontakten als auch l8slichen Komponenten wie Enzyme, Peptide und Zytokine
spielen vor allem Immunzellen wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und Dendritische Zden (DC) eine wichtige Rolle. Sie erkennen mittels
ihrer speziellen Mustererkennungrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR), typische, aber
unspezifische Strukturen von Pathogenen, die Pathogeassoziierten molekularen Mustern
(pattern-associated nolecular patterns, PAMPS) und eliminieren Pathogene entweder direkt oder

dammen die Infektion ein, bis die spezifische, adaptive Immunantwort reagiert.
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Das adaptive Immunsystem besteht aus-Bund T-Zellen und richtet sich gegen spezifische
Merkmale von Pahogenen, die Antigene. Diese werden von Antigenprasentierenden Zellen
(APCs), den Monozyten, Makrophagen,-B:llen oder Dendritische Zellen, durch Molekile des
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) auf der

Zelloberflacheprasentiert (Abbildung 2).

{:} Virus er M proten Abbildung 2: Die adaptive Immunantwort
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; v ‘ Plasmazellen heran (11, 12).
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Die Rezeptoren von Bund T-Zellen (B-Zell-Rezeptor (BZR) und ¥Zell-Rezeptor (TZR)) erkennen
die prasentierten Bruchstiicke und eine spezifische Immunreaktion wird ausgel6st. Dies
stimuliert auch die Freisetzung von Zjokinen und Chemokinen, die wiederum phagozytotische

Zellen anlocken.

B-Zellen werden im Knochenmark gebildet und reifen dort zu spezialisierten Abwehrzellen heran.
Sie bilden als einzige Zellen Antikdrper und sind somit fir die humorale Immunantwort im&per
verantwortlich. Die naiven B-Zellen, die bisher noch keinen Antigenkontakt hatten, zirkulieren im
peripheren Blut und in lymphatischen Organen, wie Milz, Lymphknoten, Thymus und

Knochenmark.

Erst nach Bindung eines fremden Antigens an den®ell-Rezptors (BZR) wandern die BZellen

zur Reifung in ein Keimzentrum, wie zB. in Lymphknoten oder Milz.
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Mit Hilfe von CD4 T-Helferzellen erfolgt dann die Aktivierung der BZellen. Das an den BZR
gebundene Antigen wird intrazellular aufgenommen, zu Peptidikgmenten verarbeitet und mit
Hilfe des Haupthistokompatibilitaitskomplexes (MHCKomplex) an der Oberflache prasentiert. Es
folgt eine Vermehrung der BZellen sowie die Differenzierung zu Plasmazellen. Diese sezernieren
Antikérper, welche spezifisch an das Atigen binden kénnen. Antikdrper sind ¥férmige Molekile
mit zwei identischen Antigenbindungsstellen und einer konstanten F&egion. Die konstante
Region bestimmt die funktionellen Eigenschaften eines Antikdrpers. Antikdrper kénnen durch
Neutralisierung, Qosonisierung und Aktivierung des Komplementsystems an der Immunabwehr
beteiligt sein[14].

T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und wandern tber das Blut in den Thymus, wo die
weitere Ausreifung stattfindet. T-Zellen kdénnen mit ihrem TZell-Rezeptors (TZR) nur
Antigenfragmente erkennen, die von APCs durddlHGMolekile prasentiert werden. Bindet ein
Antigen an den TZR, werden durch Proliferation und Differenzierung der naiven-Zellen

antigenspezifische zytotoxische CD8I-Zellen und CD4 T-Helferzellen gebildet.

Die CD4 T-Helferzellen erkennen Peptide va Pathogenen, die ihnen von APCs mithilfe von
MHGKIassell-Molekiilen prasentiert werden und unterstitzen das Immunsystem bei der
Bekampfung von Pathogenen durch die Aktivierung weiterer Immunzellen und der Ausschuttung
von Zytokinen und Chemokinen. Anhandhrer Funktion und Induktion, der Expression von
Transkriptionsfaktoren und ihres Zytokinmusters konnen THelferzellen weiter unterteilt
werden (Tabellel). Die naiven TheZellen kbnnen sich entweder in THelferzellen 1 (Th1-Zellen),
Th2-Zellen, Thl7Zellen, regulatorische TZellen (Tegs) Oder aber auch in die erst spater
beschriebenen Th9Zellen, Th22Zellen oder die follikulare T-Helferzellen (Tfh-Zellen)
differenzieren [16, 17].

Tabelle 1: Subtypen von T-Helferzellen
Naive ThO-Zellen kdnnen sich je nach Stimulation in sieben verschiedeneHelferzell-Subtypen differenzieren, die sich
durch ihre Induktion, die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren, die Sekretion von Zytokinen und in ihrer

Funktion unterscheiden lassen.

Induktion Transkriptions - Zytokine  Funktionen
durch faktoren
Thl IL-12, IFNF T-bet IFNr h Aktivieren andere T-Zellen und APCs
IL-2, Bekampfung intrazellularer Pathogene,

4 . &) Kontrolle Makrophagenaktivierung
A fuhrt zu Entzindungsreaktion

A flhrt zu AbstoRungsreaktionen
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Th2 IL-4 GATA3 IL-4, Binden und aktivieren BZellen, die zu
IL-13, Plasmazellen weiter differenzieren und
IL-5 Antikérper produzieren, Bekampfung
extrazellularer Pathogene v.a. Parasiter
Einfluss bei allergischen Reaktionen
Thl7 IL-6, IL-23, RORt IL-17A, Bekampfung exrazellularer Bakterien
TGH, IL1r IL-22 und Pilze, Rekrutierung von
Neutrophilen und Makrophagen zum
Infektionsherd [18]
A fuhren zu EntZindungss und
Autoimmunreaktionen [19]
Treg TGR h-2) . Foxp3 TGH, Regulation TZellen, Gegenspieler der
IL-35, proinflammatorischen Zellen, Kontrolle
IL-10 der Immunantwort
A schitzen  vor Uberschie3ender
Immunreaktion und erhOhen
Selbsttoleranz

Th22 IL-6, TNR AhR IL-22 Schitzen vor Entziindungen und férdern
die Wundheilung[20]

Th9 IL-4, TGF IRF4 IL-9 Rolle bei allergischen Reaktioner[21],
Infektionen mit Helminthen [22] und
Autoimmunerkrankungen [23]

Tfh IL6, IL-21 Bcl-6 IL-21 Steuern die Selektion und das Uberlebe!
von B-Zellen, die sich zu Plasmazellel
und B-Gedé&chtniszellen weiter
differenzieren [24]

CD8 zytotoxische T-Zellen erkennen Peptide von Krankheitserregern, die von

MHGKIassel-Molekiilen prasentiert werden und téten durch direkten Kontaktvirusinfizierte

oder entartete Korperzellen. Sie agieren im Allgemeinen sehr schnell und schiitten eine Vielzahl

von lytischen Substanzen wie Granzyme B und Perforin aus. Diese fihren die infizierten Zellen

zum programmierten Zelltod (Apoptose). Wahrend dieZielzelle getttet wird, flllen sich die

Granulaspeicher wieder auf, so dass auch die nachsten infizierten Zellen direkt angegriffen

werden kénnen. Zytotoxische T AT 1 A1l UOOROUI EAE AOAE

OAEI OOAI

wodurch beispielsweise die Aisbreitung von Viren verlangsamt und der Aufbau von

MHGKIassel-Molekilen unterstitzt wird [14].
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Das adaptive Immunsystem kann au3erdem ein immunologisches Gedachtnis ausbilden, indem
einige der durch Antigene aktivierten B und T-Zellen sich zu Gedéachtniszellen ausdifferenzieren.
Dadurch wird bei einem zweten Kontakt mit einen bereits bekannten Antigen, eine schnellere
und intensivere Reaktion ausgelost[14]. Bei den Gedachtnid-Zellen unterscheidet man
zwischen CD4 bzw. CDB8positiven Zellen. Diese koénnen wiederrum in zwei funktionell
unterschiedliche Gruppen unterteilt werden, den EffektorGedéachtnisT-Zellen und
Zentrale-GedachtnisT-Zellen[14].

1.3 Myeloide Suppressorzellen

Myeloide Suppressorzellen (MDSC) sind angeborene Immunzellen, welche aus myeloiden
Vorlauferzellen entstehen und suppressiv auf andere Immunzellen wirken. Erstmals beschrieben
wurden sie im Rahmen von Krebserkrankungen25-28], bei denen es durch vom Tumor
sezernierte Stoffe, zu einer Akkumulation von MDSC kommt, welche dann die gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort supprimieren, wodurch Wachstum und Metastasierung des Tumors

beginstigt werden.

In der Zwischenzeit wurde ene Akkumulation von MDSC auch bei einer Vielzahl weiterer
pathologischer Zustande[29] beschrieben. Sowohl bei Tranglantationen [30-32] als auch bei
Autoimmunerkrankungen [33], bakteriellen und parasitaren Infektionen[34, 35], akuten und
chronischen Entzindungen [36] und Traumata [37, 38] konnten erhOhte MDSEZahlen

beschrieben werden.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in den letzten Jahren erstmals zeigesiass es auch wahrend der
normalen Schwangerschaft im peripheren Blut gesunder Schwangerggd9], in der Plazentd40]
und im Nabelschnurblut gesunder Neugeboreng@1] zu einer Akkumulation von MDSC kommit.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation von MDSC bei Patientinnen mit
Aborten im Vergleich zu Schwangeren mit elektivem Schwangerschaftsabbruch deutlich

verringert war [40].

Bei Patientinnen mit in-vitro Fertilisation (IVF) konnten hohe MDS&.evel mit einem
erfolgreichen Verlauf der Behandlung assoziiert werdef42, 43], was vermuten lasst, dass MDSC
bereits zum Zeitpunkt der Implantation eine wichige Rolle spielen kdnnten. Neueste Ergebnisse
zeigen, dass MDSC auch in der Muttermilch enthalten sind und so wéhrend der Stillzeit an das
Neugeborene tbertragen werderj44, 45]. Insgesamt scheinen MDSC unter Bedingungen, die zum

Uberleben eine Immuntoleranz erfordern, voreilhaft fir den Wirt zu sein.

Auch bei Mausen konnte wahrend der Trachtigkeit eine Zunahme von MDSC in Blut, Milz und
Uterus beobachtet werden. Bei Mausen mit verstarkter Abortneigung konnte eine gestorte

MDSCGAkkumulation beobachtet werden und eine Deplgon von MDSC ab dem Trachtigkeitstag
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EO.5 fihrte zu einer gestdrten Implantation und erhOohten Abortraten[46-48]. Umgekehrt

reduzierte ein adoptiver Transfer van MDSC das Auftreten von Fehlgeburten bei Mausgi9] .

MDSC konnen anhand ihrer Oberflachenmarker in zwei grof3e Subpopulationen tarteilt
werden, die monozytaren (MeMDSC) und die granulozytaren (GMDSC) MDSC.

Beim Menschen sind MeMDSC charakterisiert durch die Expression des monozytaren
Oberflachenmarker CD14, jedoch mit geringerer Expression von HUBAR als Monozyten[50].
Gr-MDSC exprimieren Marker granulozytarer Zéen wie CD66, CD11b und CD15, sind dabei aber
negativ fur CD14. Sie lassen sich von Granulozyten nur anhand ihrer Sedimentation in einem
Dichtegradienten unterscheiden; MDSC befinden sich in der Fraktion der peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) undhicht in der Fraktion der Granulozyten[51]. Gemeinsam

sind beiden MDSESubpopulationen die Expression des myeloiden Markers CD33.

In Mausen kénnen MDSC durch die €Expression der myeloiden Oberflachenantigene CD11b und
Grl identifiziert werden [52]. Mo-MDSC und GMDSC werden in M&usen durch die Expression
der beiden Epitope von Grl, Ly6G und Ly6C, weiter unterschieden. MtbSC sind charaktesdiert
als CD11b/Ly6G-/Ly6Ch und GFMDSC als CD1HLy6Gh/Ly6Co!-[53].

Aufgrund fehlender spezifischer Oberflichenmarker, die MDSC sicher von anderen myeloiden
Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, DC und Neutrophilen differenzieren, kdnnen sie jedoch nur
durch den Nachweis einer suppressiven Wirkung auf andere Immunzellen, insbesonder&é&llen,
identifiziert werden [27]. MDSC Uben ihre suppressive Aktivitat UOber eine \mhl
unterschiedlicher Mechanismen aus. Zu den am haufigsten beschriebenen zéhlen die Depletion
der essentiellen Aminosaure EArginin Uber die Expression der EffektorEnzyme Arginasel
(Argl) und der induzierbaren NGSynthase (iNOS), die Bildung von radiéten Sauerstoffspezies
(ROS) und der Abbau von Zystein Uber die IndolamiB,3-diosygenase (IDOJ27, 38].

Neben ihrer suppressiven Wirkung auf andere Imnunzellen konnen MDSC auch
Immunantworten modulieren. Es wurde gezeigt, dass @IDSC eine Th2Antwort induzieren, die
Thl1l-Antwort unterdriicken [40] und eine Induktion von Tegs bewirken [47]. Auch die
NK-Zell-Funktionen werden durch verminderte Perforin-vermittelte Zytotoxizitat und
Herunterregulation des NkZell-Rezeptors NKG2D beeinfluss{54] (Abbildung 3). Weiterhin
haben MDSC einen direkten Einfluss auf Monozyten. In Anwesenheit von MDSC wird die
co-stimulatorische  Aktivitat, die Phagozytosekapazitdt und die Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen durch Monozyten verringert[55].

Hinsichtlich der Faktoren, die unter den physiologischen Bedingungen einer Schwangerschaft zu

einer Expansion von MDSC flhren, koee gezeigt werden, dass das MHMolekil HLA-G durch
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den Rezeptor ILT456] sowie die humane Throphoblastzelllinie JEG durch den Rezeptor CXCR4
und dessen Ligand CXCL12 zu einer laktion von MDSC fithren kdnnef40].

Zhang et al. beschrieben das Chemokin CCL2 als mdglichen Induktionsfak{&7] und

Ostrand-Rosenberg et al. zeigten, dass der IB@hibitor 1-Methyltryptophan (1-MT) eine

MDSGExpansion wahrend der Trachtigkeit bei Mausen verhindert, wéahrend der
GranulozytenKolonie-stimulierende Faktor (GCSF) eine MDSGhduktion bewirkte [48]

(Abbildung 3).

( T cell-homing \

sHLA-G
000

060 N

T cell-proliferation

LT4

090
0P .
CCL2 \
“» apoptosis C Th,-suppression
TGFp 6 .,
CXCL12 P e “IFNy

perforinog NKG2D

)
=

Treg'indUCtion

\ NK cell-function J

Abbildung 3: Mechanismen der MDSGCInduktion und der MDSC -vermittelten Immunmodulation wahrend einer

komplikationslosen Schwangerschaft [58].

MDSC liegen wahrend der Schwangerschaft in vermehrter Anzahl vor und tben zur Immunmodidex verschiedene
Effektormechanismen aus. Sie hemmen durch zahlreiche l6sliche Faktoren (z.B. Argl, Perforin, ROS) die
T-Zell-Proliferation, die NK-Zell-Funktionen, die ThEImmunantwort und das T-Zell-Homing. Aber sie fihren auch zu

einer Induktion von Tregs und Th2-Zellen. MDSC kénnen durch l6sliche Faktoren wie sHi@ CCL2 und CXCL12

induziert werden und auf transkriptioneller Ebene spielt HIFp 4y AET A 2111 A &£ O AEA &OT EOGET T (
(Bildguelle: Kostlin-Gille et al., 2020)

1.4 Der weibliche Z yklus und die normale Schwangerschaft

Unter dem weiblichen Zyklus versteht man die periodisch wiederkehrenden Veranderungen der
Uterusschleimhaut und die gleichzeitig stattfindende Heranreifung einer Eizelle im Eierstock. Die
zyklischen Veranderungen der Uterusschleimhaut werden bei Mausen raden vier Phasen des
vaginalen Zyklus benannt: Prodstrus, Ostrus, Metostrus und Diostr{§9]. Beim Menschen sind

es die Follikelphase, die Ovulation und die friihe bzw. spéate Lutealphase.
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Die Veranderungen wahrend eines Zyklus unterliegen bei geschlechtsreifen S&ugetieren einer
direkten hormonellen Steuerung. Besonders die Hormone Ostrogen, Progesteron (auch
Gelbkorperhormon genannt), Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes
Hormon (LH) spielen im weiblichen Zyklus eine RolleAbbildung 4) [60].

Pro- Met- Di-

ostrus Sus — ostrus ostrus Abbildung 4: Die zyklusabhangigen Veranderungen

Luteinizing Hormone -

wahrend des weiblichen Zyklus bei Mausen sind durch
endokrine Ereignisse gesteuert [60] .

Der weibliche Zyklus lasst sich invier Phasen einteilen:

Proostrus = Follikelphase

e \\;“"\ \ Ostrus = Ovulation/Eisprung

566 14 o Metostrus = friilhe Lutealphase/Sekretionsphase
= 190N/ AL P oS—— Diostrus = spéate Lutealphase
;z)g" 12"5 Wahrend dieser Phasen kommt es zu Schwankungen i
E 100 Hormonhaushalt. Im Proostrus ist das Luteinisierende
§ : Hormon (LH), das Follikelstimulierende Hormon (FSH)
% - ' : : und die Ostrogenkonzentration am héchsten, im Ostrus die
5 Progesterone:

Prolaktinkonzentration und wahrend des
Metdstrus/Didstrus das Progesteron.
(Bildquelle: McLean et al., 2012)
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Wahrend des Prodstrus, der beinMenschen als Follikelphase bezeichnet wird, kommt es im
Eierstock durch das Follikelstimulierende Hormon (FSH) und das Luteinisierende Hormon (LH)
zum Heranreifen eines oder mehrerer Follikel und der in ihnen enthaltenen Eizellen. Die
Uterusschleimhaut vedickt sich und Schleimdrisen wachsen. FSH und LH fordern den Eisprung
und die Follikel erzeugen Ostrogen, welches dann im Blut als 1-/#stradiol erhéht vorkommt.
Auch der Prolaktinspiegel ist erhoht. Wahrend des Ostrus kommt es zum Eisprung (Ovulation).
Dies stellt etwa die Mitte eines Zyklus dar. Der Ostrogenspiegel sinkt, die Uterusschleimhaut
verdickt sich und die Eizelle wird ausgestofRen. Diese kann nun durch den Fimbrientrichter des
Eileiters aufgenommen werden. Kommt es zu keiner Befruchtung, stirbtiel Eizelle ab und I0st
sich auf. Wird sie befruchtet, wandert sie wahrend den nachsten Tagen durch den Eileiter in die
Gebarmutter. Im Metostrus, der menschlichen Lutealphase, bilden sich aus Zellen des Follikels der
Gelbkorper (Corpus luteun. Die Spiegetles FSH und LH sinken, der Progesteronwert steigt und
die Driisen beginnen mit der Abgabe ihres nahrstoffhaltigen Sekrets. Im Didstrus, der spaten

Lutealphase beim Menschen, bildet sich der Gelbkorper komplett aus. Kommt es nicht zu einer
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Schwangerschaftgeht der Gelbkdrper im Eierstock zugrunde und die Schleimhaut bildet sich
wieder zuriick [59, 60]. Bei der Frau werden die Schleimhéute durch Kontraktionen der
Uterusmuskulatur abgesto3en und es kommt zur Blutung, was gleichzeitig der Beginn eines

neuen Zyklus ist.

Frauen haben eine durchschnittliche Zyklslange von 28 Tagen. Die Follikelphase betragt
ca.12 Tage, der Eisprung nur zwei Tage und die letzten beiden Phasen zusammenTage. Mause
haben eine Zykluslange von nur vier bis sechs Tagen. Der Proodstrus dauert22Stunden, der
Ostrus 10-20 Stunden,der Metostrus 24-48 Stunden und am langsten dauert der Ditstrus mit
durchschnittlich 48 Stunden[61, 62].

Wahrend eines Zyklus kommt es in der Vagina zu charakteristischen Veranderungen des Epithels
und der Lamina propria. Diese morphologischen Veradnderungen werden bei Nagern zur
Zyklusdiagnostik herangezogen. Ein mikroskopisches Bild eige/aginalabstriches im Prodstrus
enthélt eine maRige Anzahl an Epithelzellen mit groRen Kernen, die meist als Zellhaufen sichtbar
sind. Ein Abstrich im Ostrus ist durch viele groRe verhornte Epithelzellen gekennzeichnet. Im
Metdstrus sind polymorphkernige Zellen mit einigen verhornten Epithelzellen im Abstrich
sichtbar. Der Abstrich des Ditstrus ist hauptsdchlich durch polymorphkernige Zellen sowie

wenige degenerierte, irregular geformte Epithelzellen gekennzeichngb9, 60, 62](Abbildung 5).

Proostrus Metostrus

Abbildung 5: Vaginalabstriche erlauben die Bestimmung des Zykluspunktes bei Mausen  [60]
In vaginalen Abstrichen von M&usendssen sich drei Zelltypen nachweisen: kernhaltige Epithelzellen (A), verhornte
Plattenepithelzellen (B) und Leukozyten (C). Die Veranderungen der Uterusschleimhaut werden nach den vier Phasen

des vaginalen Zyklus benannt: Prodstrus, Ostrus, Metostrus unddbtrus. (Bildquelle: McLean et al., 2012)
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Diese zyklusbedingten Veradnderungen schaffen die Voraussetzungen fur eine erfolgreiche
Implantation. Nach Befruchtung der Eizelle kommt es zur Reifeteilung {2ellen-Stadium), worauf
durch weitere Zellteilung das 16Zellen-Stadium (Morula) erreicht wird. Durch die
Differenzierung in eine Blastozyste und die Ausbildung von Trophoblasten kommt es zur
Anlagerung an das Uterusepithel Abbildung 6 A). Die Trophoblastenliben eine Reihe von
Funktionen aus, wie den Nahrstofftransport von der Mutter zum Fetus und die Synthese
verschiedener Hormone und Wachstumsfaktoren. Sie differenzieren sich in eine innere und eine
auRRere Zellschicht, die Zytotrophoblasten und Synzytiotropoblasten. Letztere wachsen invasiv
in die Uterusschleimhaut ein, es kommt zur Einnistung (Implantation) Abbildung 6 B). Aus den
Trophoblasten und der mitterlichen Uteusschleimhaut bildet sich die Plazenta. Dabei werden
die Spiralarterien der Uterusschleimhaut von den Trophoblasten aktiv umgebaut und erweitert,
um so eine hdhere Durchblutung zu gewdhrleisten (das sogenannte Spiralarterienremodelling,
Abbildung 6 C)[63].

Abbildung 6: Schematische Abbildungen der

Blastozystenanlagerung, Implantation und

Aufrechterhaltung der Frilhschwangerschaft [63]

Die Abbildungen zeigen eine Blastozyste in
Praimplantationsstadium (A), eine eindringende
Blastozyste mit Invasion der Trophoblasten (B) und eine
eingenistete Blastozyste (C) sowie die dazugehdrigel
komplexen molekularen Interaktionen, die fir die

Vorgéange von Bedeutung sind.

(Bildquelle: Norwitz et al., 2001)
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Die Zellen der Plazenta produzieren das humane Choriongonadotropin (hCG), welches Uber die
Blutbahn dem Korper signalisiert, dass die Implantation erfolgreich war und eine
Schwangerschaft vorliegt. Die Ausschittung dieses Hormons bewirkt, dass kein neuésptung
mehr erfolgt und die Gebarmutterschleimhaut erhalten bleibt und wachst. AnschlieRend kommt
es im Uterus zur Ausbildung von BlutgefaRen und beim Embryo zur Bildung der Herzanlage.
Wahrend der Entwicklung vom Embryo zum Fetus finden die Ausreifung wndas Wachstum von

Organen und verschiedener Gewebetypen stdib4].

Die Schwangerschaft beim Menschen dauert von der Befruchtung bis zur Geburt des Kindes
durchschnittlich 267 Tage (9 Monate)64]. Die Trachtigkeit der Maus dauert durchschnittlich nur
19-22 Tage. Jedoch ahnelt dierste Halfte der Trachtigkeitsperiode bei Mausen dem ersten
Trimester der menschlichen Schwangerschaft, in dem es zur Befruchtung, Implantation und

Dezidualisierung kommt.

Die Tréachtigkeitsentwicklung wird ab dem Tag post Koitus (nach dem Geschlechtsakjgzahit
und in embryonalen (E) Tagen angegeben. Mause tragen je nach Stamm durchschnittlich sechs bis

neun Feten aug65].

Aufgrund der hohen FeterZahl bei Mausen kommt es bei einem Abort im Vergleich zum
Menschen nicht zum Abbruch der Schwangerschaft/Trachtigkeit, sondern meist zur Resorption

der abortierten Feten. Die verbliebenen und gesunden Feten waen weiter ausgetragen[65].

1.5 Das Immunsystem wahrend der Schwangerschaft

Die erfolgreiche Befruchtungund die Implantation der Eizelle stellen die Grundvoraussetzungen

fur die Reproduktion von Vertebraten dar. Wahrend dieser Zeit besteht enger Kontakt zwischen

dem fetalen Immunsystem und dem Immunsystem der Mutter. Das Immunsystem der Mutter

muss sich mitdem sich entwickelnden Feten, der zu 58 paternal und somit fremd fiir das eigene
Immunsystem ist, auseinandersetzeri66, 67]. Dahermuss das miitterliche Immunsystem so

reguliert werden, dass es zu keiner AbstoBungsreaktion kommt und der serailogene

| OCAT EOI 60 nOl 1 AOEAOOO xEOA8 ' I AEAdmmehAvetihig | 000
erhalten bleiben[68].

Welche Mehanismen diese fetematernale Toleranz regulieren ist bisher noch unvollstandig

verstanden.

Die Implantationsphase stellt ein sehr kritisches Stadium einer Schwangerschaft dar; nur ein
kleiner Teil aller entstehenden Schwangerschaften des Menschen entk&n sich erfolgreich
weiter [5]. Schon friih in einer Schwangerschaft herrscht an der fetnaternalen Grenzschicht ein

Zusammenspiel von mutterlichen Immunzellen und fetalen Trophoblastzedh. Die Plazenta stellt
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eine Art Filtermembran dar, die mutterliches und fetales Blut voneinander trennt, aber dennoch
einen umfassenden Stoffund Gasaustausch erméglichf64]. An dieser Grenzschicht missen
immunologische Toleranzmechanismen entwickelt werden um einé\bstof3ung des Feten zu

verhindern.

Lange Zeit wurde die Schwangerschaft als ein hauptsachlich durch eine Veranderung der
T-Zell-Antwort getragenes immunologisches Phanomen betracht¢§9] . T-Zellen stellen wéhrend
der Schwangerschaft durch die Unterscheidung von Selbst und NieBelbst einen wichtigen
Schalt und Kontrollpunkt im Immunsystem dar [69-71]. W&hrend einer komplikationslosen
Schwangerschaft scheinen besonders die regulatorische-Zellen bei der immunologischen
Toleranz gegeniber dem Feten eine wichtige Rolle zu spielen, indem sie eine Immunreaktion
gegen fetale Antjene unterdriicken. Sie akkumulieren an der fetonaternalen Grenzschicht und
kénnen durch den Oberflachenrezeptor CTLA hemmende Signhale auf andere Immunzellen
vermitteln [72]. Bei Patientinnen mit Aborten oder PraeklampsiéSchwangerschaftsvergiftung),
einer ebenfalls immunologischen Schwangerschaftskomplikation, die mit intrauteriner
Wachstumsretardierung und miitterlichem Bluthochdruck einhergeht und im Extremfall bis zum

Tod der Mutter fuhren kann, sind Tegsin verminderter Zahl nachweisbaf73-75].

Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass es durch Depletion von
CD25 regulatorischen T-Zellen zu einer erhéhten Resorptionsrate komm{76] und dass die
erhdhte Abortrate im immunologischen Abortmodél (I CBA/Ix Il DBA/2J) durch Transfer von
Tregs gesenkt werden konnte[77]. Neben der Akkumulation von Tgs kommt es wahrend einer
Schwangerschaft zu einer Verschiebung des Gleichgewichts von proinflammatorische&lfer-
Zellenl (Thl) und antiinflammatorischen T-Helfer-Zellen2 (Th2) in Richtung von Th2Zellen

und einer damit verbundenen Uberproduktion von TI2-Zytokinen. Die Produktion von
antiinflammatorischen IL-4 und IL-10 an der fetematernalen Grenzschicht beginstigt die
Aufrechterhaltung einer Schwangerschaff70, 74, 78, 79] Bei Schwangerschaftskomplikationen
wie Praeklampsie und Aborten ist dieses Gleichgewicht gestort, und es kommt haufiger zu einer
Aktivierung von Thl-Zellen und einer damit verbundenen Ausschittung proinflammatorischer
Zytokine (IL-2, IL-9 h 4 . & 4[80-87].& angeeigalt diese ThiTh2-Balance als maRgebend
Ol A AETA AOAEI 1 COAEAEA 3 AERxARICAIODAE A BY.OE@ORROOAI
Forschungsergebnisse legen nahe, dass dies nur ein Teil der tatsdchlichen Vorgange, die sich

wahrend einer Schwangerschaft abspielen, widerspiegelt.

AulRerdem wurde beschrieben, dass-Helfer-Zellen-17 (Th17) im Rahmen von Abaen vermehrt
akkumulieren und durch die Produktion des proinflammatorischen Zytokins IE17 mit

Schwangerschaftskomplikationen und Frihgeburtlichkeit assoziiert werdefi83-85].
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Eine weitere, fir den Schwngerschaftserhalt, wichtige Zellpopulation sind NKZellen. Uterine
NK-Zellen (CD16CD56%) unterscheiden sich von NKZellen aus dem peripheren Blut
(CD16CD56°) in Morphologie und Funktion und tragen in dieser speziellen Form durch
Enzym und Zytokinsekretion zum Erhalt der Schleimhaut und der BlutgefaRe bg86]. Uterine
NK-Zellen sind nicht zytotoxisch, sondern fir den strukturellen Umbau der Spiralarterien und der
Implantation des Embryos mitverantwortlich. Sie induzieren durch die Expression von VEGF die
Angiogenesg[87]. In zahlreichen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat von
NK-Zellen und dem Auftreten von Fehlgeburten beled86, 88, 89]

1.6 MHC-Molekile

Der Haupthistokompatibilitaitskomplex (engl. major histocompatibility complex, MHE&Komplex)
wurde 1936 in England von Peter Gorer bei Studien zur Gewebsvertraglichkeit
(Histokompatibilitat) bei Mausen erstmalig beschrieben[90]. Ein paar Jahre spater wurde der
MHGKomplex auch beim Menschen nachgewiesd81]. Seitdemwird angenommen, dass alle
Vertebraten, welche ein lymphatisches System besitzen, einen M{Omplex tragen [92].
Beim Menschen liegt der MH&omplex af dem Chromosom 6. Bei der Maus ist der
MHGKomplex auch unter dem Namen F2-Komplex bekannt und befindet sich auf Chromosom

17, einem der kiirzesten MausChromosomen[93].

MHGMolekile sind heterodimere Transmenbran-Glykoproteine, welche beim Menschen

erstmals auf der Oberflache von Leukozyten entdeckt wurden und daher auch als Humane
Leukozyten Antigene (HLA) bezeichnet werdeif94]. Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der
Immuntoleranz und der Entstehung von Immunantworten. Es gibt zwei Klassen von

MHGMolekilen,die sich in ihrer Struktur, ihrer Funktion und dem Vorkommen unterscheiden.

MHGKIassel-Molekille werden in klassische MH@a-Molekile (HLAA, -B und -C) und
nicht-klassische MH@b-Molekiille (HLAE, -F und zG) eingeteilt. MHGE-Molekile bestehen aus

zwei0 1 1 UPDADOEAEA OOAT-RetteA&kDR)O dieOrA BHGR0OUA Buf Ghromosom 6

AT AEAOO EOO O1T A AETAO 1 AEAEOAT BMikrogdolli®EZ KDA)] AT O Al
die bei Menschen auf Chromosom 15 codiert ist.

Die klassischen MH&KIlassel-Molekile werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und sind

innerhalb der menschlichen Population hoch polymorph. Sie sind Bestandteil der
Immunantworten und prasentieren korpereigene und korperfremde Peptidsticke, die von
intrazellularen Proteinen stammen und im Proteasomen zerlegt wurden, auf der
Membranoberflache. Verschiedene Toleranzmechanismen verhindern, dass korpereigene

Peptide eine Immunantwort auslosen. Treten fremde Peptide auf, interagieren die
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MHGI-exprimierende Zellen mit CD8 zytotoxischen T-Zellen und fihren durch Apoptose und

Lyse zur Eliminierung von z. B. virusinfizierten oder entarteten Zellen.

Die nicht-klassischen MHG@b-Molektle sind weniger polymorph und unterscheiden sich auch in
ihrer Funktion von den klassischen MH@Volekulen. Das in dieser Arbeit untersuchte
nicht-klassische  MH@Molekll HLAG wird hauptsachlich von Stammzellen und
Trophoblastzellen exprimiert und vermittelt hemmende Signale an NKellen oder FZellen. Es
dient vermutlich der Aufrechterhaltung der feto-maternalen Toleranz und hat auch bei
pathologischen Tumor und Infektionserkrankungen eine hemmende Wirkung auf

immunologische Prozessgl4].

MHGCKIlassell-Molekile (HLADR, -DP und zDQ) werden hauptsachlich von Immunzellen
exprimiert, darunter B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen. Sie bestehen aus zwei
TAEAUO Ci AEAE <gete:BAES$ A4hi@O38RDa),jdie beide in der Membran
verankert sind. Sie prasentieren Peptide von Pathogenen, die durchd&jozytose oder Endozytose
in die Zelle aufgenommen und proteolytisch fragmentiert wurden. Der MH&ntigen-Komplex
bindet an den TZell-Rezeptor von CD4T-Helferzellen. Durch diese Interaktion vermehren sich
die T-Helferzellen und werden aktiviert. Die aktivierten FHelferzellen unterstiitzen mittels der
Produktion von Zytokinen die Antikdrper-produzierenden B-Zellen und die zytotoxischen
T-Zellen bei der Abwehr von Pathogene[95]. Sie dienen der Unterscheidung zwischen Selbst und
Fremd durch das Immunsystem und spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwickiivon
T-Zellen im Thymus, der Antigenerkennung durch “Zellen, der Abstol3ung von Transplantaten

und der Entwicklung von immunologischen Erkrankungerj14].

1.6.1 HLA-G
Das nichtklassische MH@&b-Molekil HLA-G wird anders als die klassischen MH{@-Molekile
nicht ubiquitar exprimiert, sondern spielt vor allem wéhrend der Schwangerschaft eine Rolle, wo

es von Trophoblastzellen an der fetanaternalen Grenzschicht exprimiet wird [96].

Es unterscheidet sich von anderen HLKlassel-Molekilen durch (i) einen geringeren
Polymorphismus [97], (i) eine eingeschrankte Gewebeverteilung, (iii) ein durch alternatives
SpleiBen erzeugtes besonderes Expressionsmuster der verschiedenen Isoformen und

(iv) besondere biologische Eigenschaften, die Immuntoleranz vermittelf98, 99].

Das Gen fiur HLAG liegt leim Menschen, wie alle HLAGene, im MH&Komplex auf dem
Chromosom 6. Durch alternatives SpleiRen existieren vier membrangebundene Isoformen
(HLA-G1, HLAG2, HLAG3 und HLA-G4) und drei losliche Isoformen (HLAGS5, HLAG6 und
HLA-G7) [100, 101] (Abbildung 7).
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Abbildung 7: HLA-G und seine sieben Isoformen [101]

Struktur des extrazellularen HLAG-Komplex (a), das Gen fir HLA (b), die mRNATranskripte (c) sowie die daraus
resultierenden Proteine (d). Durch alternatives Spleilen entstehen die vier membrangebundene Isoformen
(HLA-G1-HLA-G4) und drei I6slichen Isoformen (HLAG5-HLA-G7) (Bildquelle: Scarabel et al., 2020).

Im Gegensatz zu denl&ssischen MHA-Molekilen dient HLAG nicht der Antigenprasentation,
sondern hat  ausschlie3lich immunregulatorische Funktionen. Neben  seiner
membrangebundenen Expression auf Trophoblastzellen an der fetnaternalen Grenzschicht der
Plazenta[96] wird es wahrend der Schwangerschaft auch ins Blut der Schwangeren sezerniert
und ist hier im Vergleich zu nicht schwangeren Individuen in deutlich erhdhter Menge zu finden
[102, 103]. Die HLAGExpression korreliert dabei mit der Invasivitdt der extravillésen
Trophoblasten [104]. Bei Patientinnen mit Aborten und Frauen mit Praeklampsie sind die
Serumspiegel von HLAG deutlich vermindert [105-107]. HLAG scheint auch in der
Frihschwangerschaft wahrend der Embryonalentwicklung eine Rolle zu spielen. So konnte
gezeigt werden, dass bein-vitro Fertilisation (IVF) die Expression von HLAG auf dem
embryonalen Gewebe mit dem IV¥erfolg korreliert [108]. Ein weiteres Indiz fir einen
Zusammenhang einer HLAG-Expression und der Aufrechterhaltung der Schwagerschatt ist die
Assoziation von einigen HLAG-Allelen mit Fehlgeburten. Der HLAG Genotyp beeinflusst die
Serumkonzentration von ldslichem HLAG[109].

Die immunregulatorischen Funktionen von HLAG werden durch Bindung an die Rezeptoren
Immunglobulin-like Transkript (ILT) 2 und 4 und den Killerzelimmunglobulin-like Rezeptor
(KIR) 2DL4 vermittelt [110-114]. Die Rezeptoren ILT2 und ILT4 sind auf Monozyten,
Makrophagen, DCs, -Bund T-Zellen[115] und auf MDS(56] exprimiert, KIR2DL4 auf NKZellen.
Bindet HLA-G an diese Rezeptoren, werden die Immunzellen direkt funktionell beeinflusst. Zu den
Effekten gehoren eine Hemmung der -Eell-Proliferation [116], eineHemmung der Zytotoxizitat
von NK-Zellen[117] sowie eine Hemmung von antigenspezifischer-Zell-Zytotoxizitat [118] . Das,

von Trophoblasten exprimierende HLAG bindet an den hemmenden N&ell-Rezeptor KIR2DL,
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verhindert dadurch die Aktivierung mutterlicher NK-Zellen und der Fetus wird von einem Angriff
des mitterlichen Immunsystems geschitzf119]. Aufgrund seiner spezifischen Exmssion und
der immunmodulatorischen Funktionen gilt HLAG als ein wesentlicher Vermittler der

feto-maternalen Toleranz[102].

Neben der physiologischen Bedeutung wahrend der Schwangerschaft wurden die
immunmodulatorischen Eigenschaften von HLAG awch unter pathologischen Zustanden wie
viralen Infektionen [120], Autoimmunerkrankungen (z.B. Psoriasis) [121],
Entzindungsreaktionen [122], Transplantationen [123] und Tumorerkrankungen [100]
beschrieben. In pathologischen Geweben wird HLl-& durch den Tumor, virusinfizierte oder
transplantierte Zellen und auch durch die Infiltration von Immunzellenexprimiert. Beispielsweise
fuhrt im Rahmen von Transplantationen eine erhdhte HLAS Expression im Transplantat und im
Plasma zu einer besseren Akzeptanz und einer verlangsamten AbstoRung des Transplanib2sl,
125]. Bei Tumoren vermittelt die Expression von HLAS einen Schutz vor NKell- und
zytotoxische T-Zellen (CTL) vermittelte Zytolyse[126], wodurch das Tumorwachstum geférdert

wird. Carosella et al. haben HLA als eine Art Schutzschild fir Tumore bezeichngt27].

Einige wenige Arbeiten untersuchten bisher die Wechselwirkungen von H:& mit MDSC. Im
Tumormodell konnte gezeigt werden, dass die Expression von H@ zu einer Akkumulation von
MDSC, zum Verlust von periperen T-Zellen und der Verschiebung der Thl/Th2Balance
zugunsten von Th2 fihrt, wodurch der Tumor vor einem Angriff des Immunsystems geschiitzt ist
[32, 126, 128130]. Dariiber hinaus konnte in einem murinen Transplantationsmodell gezeigt

werden, dass die Injektion von HLAG die Absto3ung des Transplantats verzogeji31].

Die Untersuchung der Wirkung von HLAG im Mausmodell ist deshalb méglich, weil HL-& auch
an den murinen gepaarten immunglobulindhnlichen = Hemmezeptor = Rezeptor
(engl. paired-immunoglobulin like transcript B, PIRB) bindet [129]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte in-vitro zeigen, dass ldsliches HL& wérend der Schwangerschaft zu einer Expansion
und funktionellen Aktivierung von MDSC fiihrt und dass dieser Effekt Gber den Rezeptor ILT4

vermittelt wird [56].

HLA-G ist auch in extrazellularen Vesikeln (EVs) enthalten. Dies wurde erstmals in einer
Melanom-Zelllinie beschrieben [132]. Extrazellulare Vesikel sind Membranvesikel, die
Cytosolfragmente enthalten und von nahezu jeder Zelleeserniert wird. Man unterscheidet
zwischen Mikrovesikeln (100-1000 nm) und Exosomen (50150 nm). Extrazellulare Vesikel
enthalten Lipide, mRNA, microRNA, Oberflachenproteine und viele weitere Molekile wie
Zytokine, Transkriptionsfaktoren etc. Sie vermitteh dadurch komplexe Informationen von einer
Zelle zur anderen[133]. Kshirsagar et al. beschrieben Exosomen, die HGA\enthalten und von

der Plazenta abgegeben werdefi34].
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1.6.2 Qa2

Das murine MHGI-Molekiil Qa2 gilt als Korrelat zumhumanen HLAG[135, 136]. Qa2 hat eine
ahnliche Struktur und seine Funktionen bei der Immunregulation von Tumorerkrankungefil37]
und der Embryonalentwicklung[138] sind mit denen des humanen HLAS-Molekiils vergleichbar.
Sowohl HLAG- als auch Qa2Molekiile haben membrangebundene und I6sliche Forem, die durch
alternatives SpleiRen entstehen[98]. Ein Unterschied besteht darin,dass Qa2 Uber eine
Glykosylphosphatidylinositol (GPI}Verknlipfung an die Zellmembran gebunden ist[139],
wahrend HLAG mit einer kurzen Aminosdurekette in die Zellmembran ragt[140].
Es gibt vier Qa2lLoci (Q6, Q7, Q8 und Q9), die sich in verschiedenen Kombinationen in der
Qaz2Region auf Chromosom 17 befinde[141].

Die Qa2Molekile sind Produkte desPedGens (preimplantation embryo development), welche
1981 von Verbanac und Warner entdeckt wurden, als sie beobachteten, dass die Rate der
Praimplantationsentwicklung unter den Inzuchtstammen von Mausen variierte[142]. Das
PedGen hat zwei funktionelle AllelePedfast undPedslow. Es beeinflusst die praimplantationelle
Embryonalentwicklung und das spatere embryonale Uberleberj143, 144]. Mawse, die das
QazProtein exprimieren, weisen eine schnellere Rate der Praimplantatior&ntwicklung (Ped
fast, Qa2positiv, B6.K2) im Vergleich zu Méausen auf, denen das Qagtein fehlt (Pedslow,
Qaznegativ, B6.K1)[144], was wiederrum eine Trachtigkeit positiv beeinfluss{145]. Wird das
Qa2Protein enzymatisch von der embryonalen Zelloberflache von Qgabsitiven Mausen
entfernt, entwickeln diese einen Qazhegativen Phanoty [146]. Umgekehrt erhdht eine Injektion
des Q9Gens, das das Qa&ntigen kodiert, in Qaznegativen Mausen die Rate der

Praimplantations-Entwicklung signifikant [147].

In Bezug auf die Trachtigkeit wurde bisher beschrieben, dass Qaefiziente Mause kleinere Feten
und eine geringere WurfgroRg148] sowie eine zu Beginn des Lebens schlechtere Uberlebensrate
haben[142] als Qa2positive Tiere. Die Ursache hierflr ist bishenicht bekannt. AulZerdem flhrt
die Expression von Qa2 auf Embryonen zu einem besseren intrauterinen Uberlel{@d5] und bei
Fehlen des QazaMolekiils kommt es erst in der Spatschwangerschaft zu einem erhohten Verlust
an Feten[149]. Es wird vermutet, dass das QaPRrotein den sich entwickelnden Feten vor dem
Angriff der mutterlichen NK-Zellen und/oder Makrophagen schiitzt und dass es beim Fehlen des
QazProteins zu einer hdheren Resorptionsrag kommt[142]. Dies deutet darauf hin, dass ebenso
wie HLA-G bei Menschen, Qa2 bei der Maus eine Bedeutung filir einen erfolgreichen
Trachtigkeitsverlauf haben kénnte[148]. Neben dem Vorteil wahrend der Embryonalentwicklung
wird dem Qaz2Protein auch postnatal eine Bedeutung zugeschrieben; es soll positiv zum
Wachstum der Tiere und zur Entwicklung der Herzfunktion beitragei138]. Qa2-defiziente Tiere

entwickeln im spéteren Leben haufiger eine arterielle Hypertoni¢150].
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Der Rezeptor fur Qa2 ist bisher nicht bekannt. Ein potenzieller Kandidat ist der gepaarte
immunglobulindhnliche Hemmrezeptor (PIRB), das murine Ortholog der humanen ILFFamilie
[151, 152]. Fur PIRB konnte gezeigt werden, dass es mit MHKlassel-Molekiilen interagiert
[153]. AuRRerdem bindet humanes HLAG an PIRB, wodurch die Méglichkeit entsteht, die Wirkung
von HLA-G im Mausmodell zu untersuchefil 30, 131]. Es wird auch beschrieben, dass Qa2 an den
Rezeptor Ly49C auf NKZellen bindet, welcher bei Mausen als funktionelles Gegenstiick zu dem
humanen KIRRezeptor gilt und sowohl hemmende als auch aktivierende Funktionen ausiibt
[154].

Hinsichtlich pathologischer Zustande, bei denen die Expression von Qa2 eine Bedeutung haben
koénnte, konnte in einem murinen Hauttransplantationsmodell gezeigt werden, dass eine erhdhte
Qaz2Expression mit einem verlangeren Transplantationsiiberleben einhergeht und dass

wahrend einer AbstoRung des Transplantates die Qa2xpression abnahnm{155].

Trotz der Ahnlichkeiten in Struktur und Funktion wahrend der Embryogenese, der
Autoimmunitat und bei Transplantationen verhalten sich Qa2 und HLA im Zusammenhang mit
Tumoren entgegengesetzt. Wahrend IEA-G den Tumorzellen hilft, sich der Immuntiberwachung
zu entziehen, indem es direkt mit inhibitorischen Rezeptoren interagiert, die angeborene und
adaptive Immunzellen in ihrer Funktion einschrénken, scheint Qa2 NEellen und zytotoxischen

CD8-T-Zellen zuaktivieren und ermdglicht so eine effektivere Bekdmpfung des Tumoid56].
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1.7 Zielsetzung

Die immunologischen Mechanismen, die eine komplikationslose Schwangerschaft ermdéglichen,
wurden in den letzten Jahren intensiv untersucht. Jedoch ist bis heute nicht abschlieRend geklart,
wie der Fetus vor einer Absto3ung durch das mutterliche Immunsystergeschitzt ist und durch

welche Mechanismen es in einigen Fallen trotzdem zu einer Abstol3ung kommt.

Ein bisher gut untersuchter Faktor wahrend der Schwangerschaft ist das niclitassische
MHGIb-Molekil HLA-G. Es gilt als Vermittler der fetematernalen Tderanz. Qa2 ist das murine
Korrelat zu HLAG. AuRerdem ist bereits beschrieben, dass myeloide Suppressorzellen (MDSC)

eine wichtige Rolle flir den Schwangerschaftserhalt spielen.

Die Bedeutung von Qaz2, fur die MDS&kkumulation wahrend der Tréchtigkeit bei Mausen und
fur den Verlauf der Tréchtigkeit war bisher nicht untersucht. In der hier vorliegenden Arbeit

sollten daher folgende Hypothesen untersucht werden:

1) Ein Fehlen von Qa2 fuhrt zu einer verminderten Akkumulation von MDSC wahrend der
Trachtigkeit bei Mausen und damit zu einem vermehrten Auftreten von Aborten.
2) Die Gabe von loslichem HLA (sHLAG) wahrend der Trachtigkeit fuhrt zu einer

vermehrten MDSGAkkumulation und verhindert das Auftreten von Aborten.

Ziel war es, die Interaktion von MDSC und HL& bzw. Qa2 wahrend der
Schwangerschaft/Trachtigkeit und damit die Pathogenese von immunologischen

Schwangerschaftskomplikationen besser zu verstehen und zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Fur die Tierexperimente wurden ausschliellich Méause als Versuchstiere verwendet. Die
verschiedenen Mauslinien stammten von Charles River oder dem Jackson Laboratorglfelle 2).
Geliefert wurden sie in einem Alter von sechs bis acht Wochen. Die Adaptionszeit bis zum
Versuchsbeginn betrug mindestens zwei Wochen. Die Tiere wurden sowohl in individuell
ventilierten Kafigen (IVC), als auchin einer offenen Kafighaltung in Typ HK&figen mit einer

Nutzflache von 530cm2gehalten. Der HeHDunkel-Zyklus betrug jeweils 12Stunden.

Die weitere Zucht und Haltung der Tiere erfolgte in enger Zusammenarbeit mit den zustandigen
Tierpflegern bis Mai2019 in der Einrichtung fur Tierhygiene (EtH), Silcherstr. 7/2 und ab Juni
2019 in der Tierhaltung HNO/Augenklinik, Elfriede Aulhorn-Str. 57 in Tibingen.

Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien

Mausstamm Stock Herkunft

C57BL/6J 000664 Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

B6.CgH2b3/FlaCmwJ (B6.K1) 007958 Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA

CBA/J 000656 Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

HIF-KO

(B6.129-Hif1atm3Rsio/J 007561 & Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA

gekreuzt mit 004781

B6.129P2Lyz2mi(cre)ifo/J)

C57BL/6J (Wildtyp, WT)

C57BL/6J ist einer der altesten und weltweit verbreitesten Inzuchtstamme und wird sowohl in
der Neurologie, Entwicklungsbiologie & auch in der immunologischen Forschung als
Kontrollstamm eingesetzt. Inzuchtstdmme werden in der Forschung bevorzugt eingesetzt um die

Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit von Tierversuchen zu gewéhrleistefi57].
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B6.CgH2b3/FlaCmwd (Qa2)

Die Qa2Defizienz des B6.C¢H203/FlaCmwJ Mausstamms ist durch das Fehlen des QR2oteins

aufgrund einer Spontanmutation imPedGen vom C57BL/6Btamm gegeben. DaBedGen und
dessen Produkt, das QaProtein, sind vor allem in der embryonalen und postnatalen Entwicklung

von Bedeutung[148].

Durch die Spontanmutation kommt es bei Qa2Vausen B6.CgH23/FlaCmwJ)im Vergleich zu
WT-Méausen (C57BL/6J) auch zu keiner QaExpression auf Zelloberflachen Abbildung 8).

300 =
200 =

wo - 7

Abbildung 8: Qa2-defiziente Mause exprimierten auf der Oberflache von Milzz  ellen kein Qa2.

Nicht trachtige Mause wurden getdtet und die Organe entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt und die
Qa2Expression auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind reprasentative Histogramme
der durchflusszytometrischen Messungen, die die Expressionsstéarke von Qa2 auf der Oberflache von Milzzellen von

WT- (blau) und Qa2-Mausen (pink) zeigt. Als Kontrolle diente eine Negativfarbung ohne Antikorper (grau).

CBA/J

Dieser Inzuchtstamm wird ebenfalls als Kontrollstamm in den verschiedensten
Forschungsbereichen (zB. Embryonalentwicklung, Immunologie, Stoffwechsel und

Infektionserkrankungen) eingesetzt. Der Mausstamm wurde fiir die intraperitoneale Applikation
von SHLAG zur Induktion von MDSC gewahlt, ddiese Versuche als Pilotstudie fur weitere
Versuche in einem immunologischen Abortmodelll CBA/J Xl DBA/2J)[158, 159] geplant waren.

HIF-KO

HIF-p fox- (B6.129-Hiflatm3rsio/J) und LysMcreMéause (B6.129P2 yz2mi(cre)ifo/J) wurden

gekreuzt um doppdt homozygote Tiere fur die Allele HIFp fox und LysMcre zu erhalten. Diese

Tiere tragen dann einen Knockout (KO) von HH | ET 1 UAT T EOAEAT : Al 1 AT 8
verwendet um die Rolle des Transkriptionsfaktors HIFp |y &I O AEA %@bOAODEI T Ol

besser zu untersucherj160].
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2.1.2 Genehmigungen Tierexperimente

Die Planung der Tierexperimente erfolgte in enger Zusammenarbeit mit Tierarzten der
Einrichtung fur Tierschutz/Tierarztlicher Dienst und Labortierkunde unter der Leitung von
Dr.med. vet. F. Iglauer. @ Genehmigungen erfolgten im Vorhinein durch das

Regierungsprasidium Tubingen Tabelle 3).

Tabelle 3: Liste der fur diese Arbeit genehmigten Tierversuche

Genehmigung Titel Mauslinie
K2/17 Pilotstudie: Die Wirkung von loslichem HLAG CBA/J

(SsHLA-G) auf die Akkumulation von myeloiden

Suppressorzellen (MDSCn-vivo

K09/18 G Untersuchung einer zyklusabhangigen Regulation  C57BL/6J
von Qa2 bei weiblichen C57BL/6Mausen
K02/19G Analyse des Schwangerschaftsverlaufs nach B6.CgH2b3/F laCmwJ

adoptivem Transfer von MDSC und Applikation von & C57BL/6J

I6slichem HLAG in bzw. an Qaiefiziente Mausen

84-Mitteilung  Expression und Funktion von myeloiden B6.CgH2b3/FlaCmwJ

vom 06.10.16  Suppressorzellen (MDSC) in der trachtigen & C57BL/6J
Qazdefizienten Maus

K05/19M Funktionelle Untersuchungen zur Bedeutung der C57BL/6J

Expression von Qa2 fir den Verlauf der Trachtigkeit
K09/19M Untersuchungen der QaZExpression nach HIF-KO
OstrogenStimulation bei HIFKO-M&usen

2.1.3 Patientenproben

Die verwendeten Vollblutprobenstammten von gesunden Erwachsenen und Schwangeren mit bis
zum Zeitpunkt der Blutentnahme komplikationslosem Schwangerschaftsverlauf. Ausgeschlossen
wurden Probandinnen mit akuten oder chronischen Infektionen, Autoimmunerkrankungen oder
unter immunmodulatorischer Therapie. Die Sammlung der Blutproben erfolgte von August bis
Oktober 2019.

Die Blutentnahmen bei zufallig gewdahlten Erwachsenen erfolgten im Labor fiir Neonatale
Immunologie und Immuntoleranz durch perkutane Venenpunktion in mit 2ml Heparin
(100 I.U./ml) praparierten 50 ml-Spritzen.

Die Blutentnahmen bei Schwangeren erfolgten nach ausfihrlicher Aufklarung und schriftlicher
Einwilligung durch den niedergelassenen Gynéakologen Dr. med. Alexander Marmé in Tubingen.

Eine entsprechende Genehmigung durchdie Ethikkommission der Universitat Tubingen
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(Ethikvotum 682/2016B01) lag vor. Alle entnommenen Blutproben wurden unmittelbar nach der

Entnahme ohne jegliche Identifizierungskennzeichnungen weiterverarbeitet.

2.1.4 Antikorper

Die bendgtigten Antikbrpermengen wuiden in Vorversuchen durch Titration bestimmt.

2.1.4.1 humane Antikdrper
"AE AAT &1 cAT AAT 11 OEEEODPAqI0I|EMAh@Roker OTabelfed). OEAE C

Tabelle 4: Liste der verwendeten humanen Antikdrper fur die Durchflusszytometrie

Antikorper Klon Herstellerangaben
CD66b FITC G10F5 BD Bioscience, Art.#: 555724
HLA-G PE MEM-G/9 Exbio, Art.#: 1R292-C025

2.1.4.2murine Antikodrper
Soweit nicht anders angegeben handelte es sich bei den folgenden Antikbrpern um
n 2 Arh-- 1 O OMtiRorper (Tabelle5).

Tabelle 5: Liste der verwendeten murinen Antikoérper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper Klon Herstellerangaben
CD3 FITC 145-2C11  BD Bioscience, Art.#: 553061
CD3 PE 17A2 BD Bioscience, Art.#: 555275
CD4 APC RM4-5 BD Bioscience, Art.#: 561091
CD8a APEH7 53-6.7 BD Bioscience, Art.#: 560182
CD8a PE 53-6.7 BD Bioscience, Art.#: 553032
CD11b AlexaFluor647 M1/70 BD Bioscience, Art.#: 557686
CD19 PE 1D3 BD Bioscience, Art.#: 557399
CD25 BB515 PC61 BD Bioscience, Art.#: 564424
CD39 PE Duhab59 BioLegend, Art.#: 143803
CD44 BB700 IM7 BD Bioscience, Art.#: 566506
CD45 BV510 30-F11 BD Bioscience, Art.#: 563891
CD45 PerCp 30-F11 BD Bioscience, Art.#: 550994
CD62L BVv421 MEL-14 BD Bioscience, Art.#: 562910
CD73 PE TY/23 BD Bioscience, Art.#550741
CD183 BB700 (CXCR3) CXCR3L73 BD Bioscience, Art.#: 742274,
Hamster Anti-Mouse
CD196 BV421 (CCR®6) 140706 BD Bioscience, Art.#: 564736
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Foxp3 PE FJKk16s eBioscience, Art.#: 125773-80
FSV700 AlexaFluor700 BD Bioscience, Art.#: 564997
Grl FITC RB6-8C5 BD Bioscience, Art.#: 553126
Grl PerCp RB6-8C5 BD Bioscience, Art.#: 552093
Ly6C FITC AL-21 BD Bioscience, Art.#: 553104
Ly6G PE 1A8 BD Bioscience, Art.#: 551461
NK1.1 APC PK136 BD Bioscience, Art.#: 561117
PIR-A/B PE 6C1 BD Bioscience, Art.#550349

Qa2 PE REA523 Miltenyi, Art.#: 130-107-907

2.1.5 Kits

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Kits nach Herstellerangaben verwendéabelle 6).

Tabelle 6: Liste der verwendeten Kits

KIT

Herstellerangaben

BCA Protein Assay Kif161]

CD4 T-Zell Isolation Kit mouse[162]

MDSC Isolation Kit mous¢l163]
RNeasy Mini Kit{164]

Thermo Fisher Scientific, Art.#: 23225
Miltenyi, Art.#: 130-104-454

Miltenyi, Art.#: 130-094-538

Qiagen, Art#: 74104

2.1.6 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 7: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Herstellerangaben

17R-Estradiol
Acrylamid

Anoxiebeutel

Anti-human CD3 purified
(Clone: OKT3)
Ammoniumchlorid (NHCI)
Ampuwa ® Spillésung

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
3-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Millipore by Merck, 1GM, Art.#: 33011GM
ROTIPHORESE®Gel 30, Carl Roth GmbH,
Art.#: 3029.1

AnaeroGen 2,5l, ThermoFisher, Art.#: ANOO25A
BioLegend, Conc. ing/ml; Art.#: 317304

Sigma, 250g, Art#: 09718-250G

Fresenius, Plastipur Aqua ad injectabilia,

Art.#: B23067A

#AOl 21 OEh |1 wy bPh D8AS
Merck, Art.#: M314825ML

Sigma Aldrich, Art.#: B552510G
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Biocoll Separding Solution

BSA
CFSE

Coomassie Blau 250

DMEMMedium

Dynabeads Mouse FActivator CD3/CD28
EDTA

Ethanol absolute p.A.

Eosin

Essigsaure 100%

FACSFlow

FCS

Flow Cytometry Staining Buffer
Formaldehyd (4,5 %ig)
Foxp3/Transkriptionfaktor Staining Set
GCSF

GMCSF

Glyercol

Glycin

Hamalaunlésung, Mayers

Heparin-Natrium-5000

HSA

IL-2

Isofluran

Isotonische Kotisalzlésung
Kaliumhydrogencarbonat (KHCG)
LB-Medium

L-Glutamin

Methanol

Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NaCl)

Biochrom GmbH, density: 1,07g/ml,

Art.#: L6115

Pan Biotech, Art.#: P061402500

Invitrogen, Vybrant® CFDASE Cell Tracer Kit,
Art.#: 864067

ThermoFisher, Art.#: 20278

Gibco by ThermoFisher500ml, Art.#: 41966-029
Gibco by ThermoFisher, 2ml, Art.#: 11452D
Roth, 2509, Art#: 8043.1

AppliChem GmbH, 2500PE/UN1170, Art.#: A161:
Merck KGaA, Art.#: 102439

Merck KGaA, Art.#: 45754

BD Bioscience, 20, Ref#: 342003

Biochrom GmbH, 500ml, Art.#: S0115
ThermoFisher, Art.#: 004222-57
SigmaAldrich, Art.#: 100496

ThermoFisher, Art.#: 0065523-00
PeproTech, Art.#:250-05

PeproTech, Art.#:315-03

SigmaAldrich, Art.#: G9012100ML
SigmaAldrich, Art.#: G8898500G

Merck KGaA2,51, Art.#: 1092492500
Ratiopharm, Injektionslésung, 5x0,2nl
(5000 I.E./0,2 ml)

Pan Biotech, Art.#: PO87100

R&D, recombinant mouse, Art.#: 402ML-020
CRPharma, 250ml, Art.#: 798-932
Fresenius, InfusionslésungNatriumchlorid
SigmaAldrich, Art.#: 60339500G

Invitrogen, Lennox L Broth Base,

Art.#: 12780-052

SigmaAldrich, concentration: 200mM,

Art.#: G7513

AppliChem GmbH, Art.#: 131091.1211
SigmaAldrich; 20 %ig, Art.#: 609374500MG
Merck KGaA, Art.#: 1064040500
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Proteinmarker 10-180 kDa

PBSDulbecco
Penicilin/Streptomycin

Protease Inhibitor Cocktail (PIC)
PMSF

RPMI 1640 Zellkulturmedium
Salzsaure (HCI)

SDS

SHLAG

Streptavidin
TEMED

TrisBase

Triton X 100
Trypanblau 0,4 %
Trypsin-EDTA

PageRulerTM Prestained Protein Ladder,
Thermo Fisher, Art.#: 26617

Biochrom GmbH, 500ml, Art.#: L1825
Biochrom, 50ml, Art.#: A2212

Roche, Tabletten, Art.#: 11697498001
Thermo Fisher, Art.#: 36978

Biochrom GmbH, 500ml, Art.#: F1215
Sigma Aldrich, Art.#: H1758100ML

Sigma Aldrich, Art.#: L3771100G

Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Classl-monomer (1 mg)

BioLegend, Art.#: 280302

#AOI 271 OEh | ww Ph D8AS
Sigma Aldrich, Art.#: 93362250G

Sigma Aldrich, Art.#: X100100ML

Sigma Aldrich, Art.#: T8154100ML

Pan Biotech, Trypsin 0.5 %/EDTA 0.2 %,
Art.#: P10-024100

2.1.7 Kulturmedien und Puffer

Tabelle 8: Liste der verwendeten Kulturmedien und Puffer mit ihrer Zusammensetzung

Kulturmedium/Puffer Verwendung Zusammensetzung
Ammoniumchlorid Erythrozyten-Lyse 83 g NHCI
10 g KHC®

Coomassie Einfarbung von Gelen

Farbelbsung

0,3772 g EDTA (292,25g/ml)
900-950 ml VEWasser

0,05 % Coomassie Blau50
10 % Essigsaure

50 % Methanol

DMEMMedium Zellkultur murin DMEM Medium
10 % FCS
1 % L-Glutamin
1% P/S
FACSPuffer Waschen FACSFlow
von Antikérperfarbungen 0,1 % NaN
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Ladepuffer Probenvorbereitung

fir Western Blot

1,25 ml Tris Base pH 6,8 M
4 ml SDS 1®%

2 ml Glyercol

1,75 ml Ampuwa

1 mg Bromphenolblau
100 pl Mercaptoethanol 14,3M

Lysepuffer Westernblot und SDSPage

4,3 ml Ampuwa

250 pl Tris/HCI pH 7,4 1M
100 ul NaCl sV

50 pl 10%-Triton x 100
200 ul PIC

50 pl PMSF 100nM

RPMEMedium Zellkultur human und murin

RPMI 1640 Medium
10 % FCS

1 % L-Glutamin

1% P/S

Trenngel (10 %ig)

8 ml Ampuwa

6,6 ml Acrylamid 30%

5ml TrissHCLpH 8,8 1,5 M
200 pl SDS 106

100 pl APS 1%

10ul TEMED
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2.1.8 Gerate

Tabelle 9: Liste der verwendeten Grof3gerate

Gerate Herstellerangaben

autoMACS BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FACS Calibur BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FACS Canto I BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FACS LSR BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Hamozytometer SYSMEXXP300
Mikroplatten -Reader
Spektrophotometer Nanodrop

Power Supply Consort E831

Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland
TecanTrading AG, Schweiz
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US,

Consort bvba, Turnhout, Belgien

2.1.9 Software

Tabelle 10: Liste der verwendeten Softwares fir Messungen und Auswertungen der Daten

Software

Herstellerangaben

CellQuestPro (2011)
EndNote x9 (2019)
FACSDiva 8

FlowJo V10

GraphPad Prism 8.1.0 (2018)
Magellan 6

Microsoft Word 14
Nanodrop2000

String Datenbank(2019)

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Thomas Reuters, New York City, USA

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FlowJo, LLC, Ashland, OregddSA

GraphPad Software, San Diego, USA
STUBER SYSTEMS GmbH, Berlin, Deutschle
Microsoft Office, Albuquerque, USA

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US;,
European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) & Universitat Zirich
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2.2 Methoden

Alle Experimente wurden in einem vollausgestatteten Labor der Sicherheitsstufe S1 durchgefihrt.

2.2.1 Terminierte Verpaarung

Mause erreichen ihre Geschlechtsreife im Alter von sechs bis sieben Wochen. Sie sind
poly6strisch, d.h. sie besitzen mehrere Zyklen pro Jahr und zeigen unter den Bedingungen einer
Labortierhaltung keine jahreszeitliche Abhangigkeit[62]. Fur die terminierten Verpaarungen
wurden daher Mause ab einem Alter von etwa acht bis zehn Wochen verwendet. Um eine
Synchronisation des sexuellen Zyklus derWeibchen zu erreichen, wurden fir die
Plug-Verpaarungen immer zwei Weibchen fir mindestens zwei Tage in vorbereiteten Kafigen
vergesellschaftet, die erst zur Verpaarung zu einem benachbarten Mannchen gesetzt wurden
(Whitten -Effekt) [165, 166].

Die Verpaarungen erfolgten am spaten Nachmittag und am darauffolgenden Morgen wurde direkt
eine PlugKontrolle durchgefiihrt. Der VaginatPlug enthélt Bestandteile des ménnlichen Ejakulats
und ist nach erfolgreicher Verpaarung fir 814 h an der Vaginal6ffnung des Weibchens sichtbar
(Abbildung 9) [167, 168]. Nach positiver PlugKontrolle werden die Weibchen wieder separiert.
Die PlugKontrollen erfolgten durch erfahrene Tierpfleger, vor allem um mdglichéehler bei der

Plug-Bestimmung zu vermeiden.

Abbildung 9: Vaginal-Plug eines C57BL/6J-Weibchens nach
erfolgreicher Verpaarung

Die Weibchen wurden Giber Nacht zu einem M&nnchen gesetzt ur
am darauffolgenden Morgen wurde eine Pludfontrolle
durchgefiihrt. Waren Bestandteile des méannlichen Ejakulats ir
Form eines VaginalPlug (roter Pfeil) sichtbar, wurden die
Weibchen als Plugpositiv bezeichnet.

(Bildquelle: Tierpflegerin Alisha Huff)

Der Tag des Auftretens des Vagindlug wurde als Trachtigkeits oder Embryonaltag E0.5
festgelegt. Haufig trat jedoch trotz positiven VaginaPlug keine Trachtigkeit ein. Falsche
Plug-Positivitat kann je nach Mauslinie in 3650 % auftreten [169]. Grinde hierfir kdnnen
vielfaltig sein, aber haufig ist Stress die Ursache fir geringe Trachtigkeitsrat¢h70]. Mdgliche
Stressfaktoren waren beispielsweise Pheromone von einem bisher unbekannten Mannchen
(Bruce-Effekt) [171]. Jedoch kann dies in einer offenen Ké&fighaltung nicht immer vollstandig

vermieden werden.
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Bei den, in dieser Arbeit, verwendeten Mauslinien kam es zu einer falschen PlRagsitivitat von
36 % (WT) und 40% (Qa2) (Abbildung 10).

ns

100+ Abbildung 10: Falsche Plug-Positivitét

. Si';‘,?{?;ih{ig In bis zu 40% aller Verpaarungen trat trotz

° = fé”cghl'f;s' + Vorliegen eines VaginaPlug keine Trachtigkeit ein.
2 504 Dargestellt ist die Verteilung von Plugpositiven
& Tieren, die tatsachlich trachtig waren und von
Plug-positiven Tieren, die nicht trachtig waren.

0. Fishers-Exakt Test, ns= nicht signifikant, n=76.
wT Qa2

Aufgrund der hohen Rate an falsch Plugositiven Tieren wurden zusatzlich zurPlug-Kontrolle
mehrmalige Gewichtskontrollen durchgefihrt, um mit gréRerer Wahrscheinlichkeit das
Vorliegen einer Trachtigkeit zu erfassen. Die Weibchen wurden nach PHRpsitivitat alle zwei bis
drei Tage gewogen. Laut Literatur kann ab einer Gewichtszahme von mindestens 1,7% bis zum
Trachtigkeitstag E10.5 davon ausgegangen werden, dass das Weibchen tatséchlich trachtig ist
[169].

Im Rahmen dieser Arbeit hatten die Plugositiven WT-Mause an Tag E10.5 eine
Gewichtszunahme von durchschnittlich 3,9 und an Tag E18.5 eine Gewichtszunahme von 15,4
die Plugpositiven Qa2-Mause hattenan Tag E10.5 einéewichtszunahme von durchschnittlich

2,6 g und an Tag E18.5 eine Gewichtszunahme von 13, %Abbildung 11).

20+

15 - WT

=+ Qa2

Gewichtszunahme [g] zu EO0.5

Trachtigkeitstag

Abbildung 11: Gewichtsverlauf Plug -positiver Tiere
An EO0.5 wurde das Ausgangsgewicht der Plygpsitiven Mause bestimmt. Alle 23 Tage erfolgten dann
Gewichtskontrollen. Dargestellt ist die mittlere Gewichtszunahme von Plugositiven WT- und Qa2-Mause berechnet

zum Aus@ngsgewicht an EO0.5, i 95.
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2.2.2 Bestimmung der Embryonen -Resorptionsrate

Zur Bestimmung der EmbryonenResorptionsrate (Abortrate) bei trdchtigen Mausen wurden die
Tiere an Tag E10.5 oder E18.5 der Trachtigkeit durch @G@inleitung in den Heimatkafig und
anscHieRende zervikale Dislokation getttet und der Uterus entnommen. Die Anzahl der intakten
Feten und die Anzahl abortierter Feten wurden visuell bestimmt. Ein Abort wurde definiert als
eingebluteter oder blasser und deutlich retardierter Embryo Abbildung 12). Die Abortrate wurde

als Quotient aus abortierten Feten und abortierter+ intakten Feten berechnet.

Abbildung 12: Uterus mit neun angelegten Feten und einem Abort an
‘— Tréachtigkeitstag E10.5
" Die Uteri wurden postmortal entnommen und die Anzahl der intakten und
abortierten Feten wurde visuell bestimmt. Der Pfeil zeigt auf einen Abort
Die Abortrate wurde als Quotient ausabortierten Feten und abortierten +

intakten Feten berechnet und betragt hier 126.

2.2.3 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus Organen der Maus

Die Totung der Méause erfolgte durch GE€Einleitung in den Heimatkafig und anschlie3ende
zervikale Dislokation. Die Blut und Organentnahme erfolgte postmortal. Die Blutenthahme
erfolgte durch intrakardiale Punktion mit einer mit Heparin (ca.10 pl) gefullten 1 ml-Spritze.
Fur die Organentnahme wurde die Bauchhohle entlang déinea albage6ffnet und die bendétigen
Organe (Milz und Uterus) entnommen. Aul3erdem wurden die Femuund Tibia-Knochen zur
Isolation von Knochenmark entnommen. Zur Weiterverarbeitung der Uteri trachtiger Mause
wurden die Fruchthéhlen unmittelbar nach Entnahme eréffnet und die Feten entwickeund
sofort dekapitiert. Die Plazenten wurden vorsichtig vom Uterus geldst und Bindegewebe wurde

entfernt.

Die Organe wurden bis zur weiteren Verarbeitung in PBS aufbewahrt. Zur Herstellung von
Einzelzellsuspensionen von Milz und Plazenta wurden diese irdkt mit Hilfe eines
Spritzenstempels durch ein 10qum-Zellsieb gedriickt und mit PBS nachgespiilt. Die Uteri wurden
vorher mit einer feinen Schere zerkleinert und ebenfalls durch ein 10Qm-Zellsieb gedrtickt und
mit PBS nachgespdult. Die dadurch entstandene&ellsuspensionen wurden 8nin bei 310 rcf und

4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet von Milz und Plazenta, sowie
das entnommene Blut wurden in Ammoniumchlorid resuspendiert. Hierdurch kommt es zur Lyse
der Erythrozyten, die en Hindernis fur weitere Analysen von Leukozyten darstellen wiirden, da
der rote Blutfarbstoff Hamoglobin eine charakteristische Autofluoreszenz in der

Durchflusszytometrie aufweist[172]. Nach émintiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden

49



Material und Methoden

die Zellsuspensionen von Milz, Plazenta und Uterus erneut durch ein Zellsieb (@) gefiltert

und zusammen mit &am lysierten Blut 8min bei 310 rcf und 4 °C zentrifugiert.

Anschlieend wurde das Zellpellet in Medium oder PBS aufgenommen und die Zellzahl mithilfe
einer NeubauerZdéhlkammer bestimmt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf die

gewilnschte Zellzahl eigestellt.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl sowie die Zellvitalitat wurden mittels einer NeubaueZ&ahlkammer bestimmt. Die
Zellvitalitat wird mit Hilfe von Trypanblau analysiert, welches die Membran toter Zellen passieren
kann, und die dadurch in der Zhlkammer als blauviolette Zellen sichtbar werden. Die
ungefarbten und somit lebenden Zellen wurden gezéhlt. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension ergibt

sich aus der Formel:
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2.2.5 Histologie Plazenta

Fur histologische Untersuchungen von MausPlazenten wurden das postmortal enthommene
Gewebe in Einbettkassetten gelegt und bis zur Paraffifinbettung (max. 24h) in 4,5%igem
Formaldehyd bei Raumtemperatur gelagert. Die Einbettung in Paraffin sowie die eitere
Verarbeitung der Proben und Anfertigung der histologischen Schnitte und Farbungen erfolgten
durch erfahrene Pathologen im Institut flir Pathologie Tlbingen, Mauspathologie als Core Facility

unter der Leitung von Prof.Dr. Leticia Quintanilla-Fend.

Fur die Histologie wurden 35 um dicke Schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin und Eosin
(H&E), PAS und PA®iastase gefarbt. Die Immunhistochemie wurde mit einem Farbeautomat
(Ventana Medical Systems, Inc.) nach den Protokollen des Unternehmens mit leét
Modifikationen durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit einem Axioskop 2 plus ZeisMikroskop
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen, das mit einer Jenoptik (Laser Optik System, Jena,

Deutschland) ProgRes C10 plus Kamera und Software ausgestattet war.

2.2.6 Zelllyse

Fur die Herstellung von Proteinlysaten aus Plazenten wurden aus den postmortal entnommenen
Plazenten Zellen aufgereinigt (2.2.3) und das trockene ZeHlPelet in Lyse-Puffer (s.2.1.7)
aufgenommen. Die Proben wurden in Flussigstickstoff schockgefroren und anschlie3end rath
auf Eis inkubiert. Nach vorsichtigem Auftaue wurden die Proben bei 3000rcf bei 4 °C fir 20min
abzentrifugiert. Der Uberstand, welcher die Proteinlysate enthielt, wurde abgenommen und bis

zur weiteren Verarbeitung bei-80 °C gelagert.
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2.2.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mittels Bicinchoninsaure (BCAYest [161]. Beim
BCATest reagieren zweiwertige Kupferionen mit den zu bestimmenden Proteinen zu einwertigen
Kupferionen und geben der zugefligten Bicinchoninsdure mé¢ violette Farbung, welche dann
photometrisch bestimmt werden kann [173]. Fir die Proteinbestimmung wurde eine
BSAStandardreihe auf einer 96Well-Platte in Triplets mit 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500, 2000ug/ml BSA pro 10 ul pipettiert und anschlieBend die Proteinproben in einer
Verdinnungsreihe  (10ul, 7pul, 5pul, 2ul) aufgetragen. Das BG#Reagenzgemisch
(ReagenzA + Reagenz B) wurde angesetzt und den Wells 2Q0 zugefiigt. Die Platte wurde dann
30 min bei 37°C unter leichtem Schitteln (100rpm) inkubiert. Die Proteinkonzentrationen
wurden bei einer Wellenlange von 550m gemessen. Anhand der BS8tandardkurve und den
gemessenen OBWerten wurde berechnet wieviel Protein in den einzelnen Zelllysaten vorhanden

war.

2.2.8 Auftrennung von Proteinen durch SDS -Page und Coomassiefarbung

Die SDSPage (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Methode zur Auftrennung von
Proteinen anhand ihrer Molekilmasse in einem elektrischen Feld. Als Trennmedium dient ein Gel
auf Polyacrylamidbasis. Bei der Probenvorbereitung wird SDS zu den Proteinproben
hinzugegeben und auf 98C erhitzt, um Sekund&rund Tertiarstrukturen durch das Unterbrechen
von Wasserstofbriicken und das Strecken der Molekile aufzubrechen. Zur Auftrennung werden
die denaturierten Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid geladen und an eine elektrische Spannung
angelegt. Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb, sodass kleine Proteine relativ leichtctudie Maschen
wandern kénnen, wahrend grol3e Proteine eher zuriickgehalten werden und dadurch langsamer
durch das Gel wanderrj174].

Fur die SDSPage wurde zunéchst ein 106iges Trenngel (s2.1.7) zwischen zwei Glasplatten
gegossen und durch Aufschichten von hl H.O die Oberflache geglattet. Nach Polymerisation des
Trenngels und Entfernen des Wassers wurde das Sammelgel 44l.7) aufgeschichtet und ein
Probenkamm eingesetzt. Nachdem auch das Sammelgel vollstandig polymerisiert war, wurde es
mit den Glasplatten in feuchte Ticher gewickelt wh Gber Nacht bei 4°C gelagert. Am
darauffolgenden Tag wurde das Gel vertikal in eine Elektrophoresekammer geklemmt, der
Probenkamm vorsichtig entfernt und die Kammer mit Laufpuffer beftillt. Das Probenvolumen mit
der gewilnschten Proteinmenge (25ug) wurde mit Lysepuffer auf 32ul aufgefullt und dann mit

5x Ladepuffer versetzt, Gmin bei 95°C erhitzt und in die Geltaschen pipettiert. Um Aussagen Uber
die Proteingréf3e treffen zu kénnen wurde zusétzlich ein Proteinmarker (14.80 kDa) geladen.

Die Elektrophoresekammer wurde an einen Stromkreislauf angeschlossen, bei dem eine
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Spannung von 300V als obere Grenze gesetzt wurde. Im Sammelgel erfolgte zunachst die
Konzentration der Proteine bei einer Stromstéarke von 1%nA pro Gel und im Trenngel die
Auftrennung der Proteine bei einer Stromstarke von 20nA pro Gel. Nach Durchlaufen des Gels
wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen und (dber Nacht in
CoomassieFarbeldsung gelegt. Das Entfarben erfolgte am darauffolgenden Morgen in reineaCH

bis die einzelnenProteinbanden deutlich sichtbar wurden.

2.2.9 Proteomanalysen mittels NanoLC -MS/MS

Das Proteom bezeichnet quantitativ die Gesamtheit aller durch ein Genom exprimierter und
modifizierter Proteine in einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder von
Zellkompartimenten. Das Proteom ist im Gegensatz zum Genom ein hochdynamisches Netzwerk
und unterliegt stdndigen Veranderungen. Die Proteinbiosynthese ist zelind gewebespezifisch
und auRere Einflisse wie Umweltfaktoren haben einen direkten Einfluss auf die Qualitund

Quantitat der translatierten Proteine[175].

Die Datenanalyse sowie funktionelle Charakterisierung der Plazentaprobewf der SDSPage von
vier Wildtyp-Mausen und vier Qazefizienten Mausen erfolgte mit der LTQ-Orbitrap
Massenspektrometrie durch Kollegen des Proteome Center in Tubingen unter der Leitung von
001 £#8 $08 "1 OEO - AéAESB

Die zu analysierenden Proteinlysate wurden fir den Verdau mit einer Trypsihdsung bedeckt.
Nach Entsalzen wurden die extrahierten Peptide aufeinem EasynLC 1200System
(Thermo Fisher Scientific) aufgetrennt, welches an ein Q Exactive HiR¥assenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific) gekoppelt war[176]. Die erfassten MSpektren wurden mit dem
MaxQuantSoftwarepaket (Version 1.6.7.0) mit integrierter AndromedaSuchmaschine
verarbeitet. Die Datenbanksuche wurde gegen eine von Uniprot erhaltene
MusMusculusDatenbank durchgefiihrt, die 63.686 Poteineintrage enthielt.

Die Protein-Netzwerkanalysen wurden Uber die onlineverfiigbare Bioinformatik-Datenbank
STRING (engl. search tool for the retrieval of interacting genes/proteins) erstellt. Neben der
Visualisierung der direkten (physikalischen) undindirekten (funktionellen) Zusammenhange
und Interaktionen zwischen Proteinen, lieferte die Datenbank eine Liste an biologischen
Funktionen und Signalwegen, welche durch die in der Netzwerkanalyse verwendeten Proteine
reprasentiert werden [177]. Die Zugehdrigkeit wn mehreren Proteinen zu einer bestimmten
biologischen Funktion oder einem Signalweg kann Rickschlisse auf das biologische Verhalten

einer Zelle oder eines Gewebes zulassen.
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2.2.10 RNA Isolation und Transkriptomanalysen

Das Transkriptom bezeichnet die Gesamthedller zu einem gegebenen Zeitpunkt in einer Zelle in
RNA umgeschriebenen Gene. Eine wesentliche Funktion der RNA ist die Umsetzung der
genetischen Information, d.h. die Umwandlung der DNA in den Phanotyp eines OrganisriLigs] .

Fur die Transkriptomanalysen wurden Uteri trachtiger Mause postmortal enthommen, in
Flussigstickstoff schockgefroren und bis zur RNAufreinigung bei -80 °C gelagert. Ein Teil des
gefrorenen Gewebes (2680 mg) wurde mit Hilfe von Micro Pestles und Flussigstickstoff zu Pulver
zerstoRen. Das Pulver wurde in 60Qul RLT-Lysepuffer aufgenommen und bei 8000cf
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde im gleichen Verhéltnis mit Ethanol gemischt und die
weitere RNAIsolation erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Qiagen RNeasy Mini Kjii64].

Die RNAKonzentration wurde mithilfe eines Nanodrop ermittelt. Die Qualitéatskontrolle von RNA
sowie die Datenanalysen zur Identifikation unterschiedlicher exprimierter Transkripte erfolgten
auf etablierten Bioinformatik-Pipelines durch die Kollegen des NexGenerationSequencing
(NGS) Competence Center Tubingen (NCCT) als CoreFacility des Universitatsklinikums unter der

Leitung von Prof. Dr. Olaf Riel3 und in Kooperation mit DNicolas Casadei.

Die RNAQualitat wurde durch Messungles Absorptionsverhaltnisses 260/280 und 230/260 mit
einem Spektrophotometer (Nanodrop NB1000; Peglab), die RNAKonzentration mit dem Qubit
Fluorometric Quantitation und dem RNA BroaeRange Assay (Thermo Fisher Scientific) und die
RNArIntegritatszahl RIN mit dem Fragment Analyzer 5300 und dem Fragment Analyzer RNAit
(Agilent Technologies) bestimmt. Die mRN#Araktion wurde mittels PolyA-Capture aus 20thg
GesamtRNA unter Verwendung des Next Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Modules (NEB)
angereichert. AnstlieBend wurden die mRNABibliotheken mit dem NEB Next Ultra Il
Directional RNA Library Prep Kit for lllumina (NEB) gem&R den Anweisungen des Herstellers
vorbereitet. Die Bibliotheksmolaritat wurde durch Messung der BibliotheksgréRe (cat00 bp) mit
dem Fragment Analyzer 5300 und dem Fragment Analyzer DNA HS N&&gmentkit (Agilent
Technologies) und der Bibliothekskonzentration (>0,5ng/pl) unter Verwendung der Qubit
Fluorometric Quantitation und des dsDNA High sensitivity assay (Thermo Fisher Scientific)
bestimmt. Im ersten Experiment wurden die Bibliotheken gemaf} den Herstelleranweisungen
denaturiert, auf 270pM verdiinnt und als gepaarte 10p Reads auf einem lllumina NovaSeq

6000 (lllumina) mit einer Sequenzierungstiefe von 325 Millionen Clustern proProbe sequenziert.

In den vier Proben wurden 55.421 Gene sequenziert. Die Rohdaten wurden gefiltert, indem ein
minimaler Expressionswert von 1 cpm (counts per million) in mindestens 2 Proben gefordert
wurde. Die gefilterten Daten enthalten Expressionswertéiir 17.210 GeneDie Netzwerkanalysen

wurden Uber die online-verfigbare Bioinformatik-Datenbank STRING erstel[tL77].
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2.2.11 Oberflachenfarbung fur die Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der Charakterisierung von Zellen anhand ihrer Groéle,
Granularitat und OberflacherAntigenexpression. Die zu untersuchenden Zellen treffen in einem
Flussigkeitssystem auf eine Messzelle, in der sie fokussiert werden, so dass Haserstrahl auf
immer nur eine Zelle treffen kann. Das Streuund Fluoreszenzlicht wird in einem optischen
System mittels Spiegel und Filter zu verschiedenen Detektoren geleitet, die die Signale in
Messwerte umwandeln. Die Messwerte kénnen dann mit emisechender Software bildlich
dargestellt werden. Neben Gro3e und Granularitat der Zellen, welche im sogenannten
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) bestimmt
werden, kann durch an Fluorochrome gekoppelte Aikdrper das Vorhandensein bestimmter
OberflachenAntigene detektiert werden [179]. Sektrale Uberschneidungen verschiedener

Fluorochrome mussen mittels einer Kompensation (elektrische Subtraktion) beseitigt werden.

Fur die durchflusszytometrischen Farbungen wurden %105 Zellen mit einer in Vorversuchen
titrierten Antikdérpermenge fir 10 min bei 4 °C inkubiert. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
Fluorchrom-gekoppelten Antikérper erfolgte die Inkubation stets im Dunklen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 1ml FACSFlow gewaschen und analysiert. Die durchflusszytometrischen

Messungen AO &1 1 COAT EA TAAE 6AOOOAE Ai &!' #3#A1 EAOO

Auswertungen erfolgten mittels CellQuestPro oder FlowJo V10.

2.2.12 Foxp3-Expression auf CD4+ T-Zellen

Zur Quantifizierung und zur Untersuchung der funktionellen Wirkung von generierten MDS@w
Wildtyp - und Qa2defizienten Mausen wurde die Expression von Foxp3 auf CEB2ZD25ish T-Zellen
bestimmt. Hierzu wurden CD4 T-Zellen aus Splenozyten nicht trachtiger WildtygMause isoliert
und mit in-vitro generierten MDSC in einer 24&Vell-Mikrotiterplatt e im Verhaltnis 2:1

co-kultiviert. Als Kontrolle diente eine Monokultur von CD4 T-Zellen.

Nach drei Tagen wurden die Zellen aus der Platte entnommen und abzentrifugiert. Die
durchflusszytometrische Farbung erfolgte mithilfe des Foxp3 Staining Kits. Dabarfolgte

zunachst eine Extrazellularfarbung mit CDAPC und CD2FITC fur 30min bei 4°C. Die
Uberschissigen Antikérper wurden mit 1ml PBS + ®6 FCS abgewaschen, i1] n&l @bao
SQEGAOQGET T YOAOI AAAET EUAQETT xI1 OEET ¢ OibenQudEfiri O § Al
60i ET AAE 2A0i OAIi PAOAOOO ET EOAEAOO8 $AT1T xOOAAI
"OEEAOO CAxAOAEAT 8 $uAdn 00AAG i1 AMAOA EX EQUBAMMOEE T ¢ TOEAEA OO
Intrazellularantikdrper Foxp3 PE hinzugefiigt und fir 3Gmin bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zentrifugation mit 1xn,0 AOI AAAEI EUAQOEIT 1T " OAEAOO xOOAA AA«

30AETET ¢ "O&EEAOO AOACATTIiIT AT OT A AOOAEA&EI OOOUUOT I
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2.2.13 MDSGGenerierung aus Knochenmark

Zur Generierung von MDSC bei Mausen wden Tibia und Femur postmortal enthommen, die
Epiphysen abgeschnitten und das Knochenmark mit PBS und einer @8&anile (0,50x 25 mm)
durchgesplilt. Die gewonnene Zellsuspension wurder@in bei 310rcf und 4 °C zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen mitPBS wurden die Zellen auf 5x10Zellen/ml in DMEM-Medium +
10% FCS + P4 P/S + 1% Glutamin eingestellt und nach etablierten Protokollen unter Zugabe
von 100ng/ml G-CSF und 25QJ/mlI GM-CSF flr vier Tage in einer 6 WelPlatte bei 37°C und
5% CQ kultiviert [31, 180]. Dann wurden nicht adharente Zellen vorshtig abgesaugt und die
adharenten MDSC mithilfe von 50 Trypsin/EDTA von der Kulturplatte mit einem Zellschaber
abgel6st. Hierdurch wurde eine Reinheit der MDSC (@r/CD11b*) von >92 9% erreicht
(Abbildung 13).

A Abbildung 13: Reinheit der aus Knochenmark generierten MDSC

- b Das Knochenmark wurde aus Tibia und Femur gespult und ein
Einzelzellsuspension hergestellt. Di€ellen wurden unter Zugabe von
G-CSF und GMCSF fir vier Tage kultiviert. Die adharenten MDS!

wurden vorsichtig von der Platte gel6st und die Reinheit

CD11b
1

' By ils durchflusszytometrisch anhand der Oberflachenmarker Grl unc

Jau a3 CD11b bestimmt. Dargestellt ist ein reprasemttiver DotPlot der

o 1047 075

PR T S T durchflusszytometrischen Messung mit einer Reinheit von 98,%o.

Gr1l

2.2.14 Magnetische Zellsortierung (MACS)

Die Magnetische Zellsortierung (MACS, magnetic activated cell sorting) ermdglicht es, Zellen aus
einem Zellgemisch anhand ihrer Oberflachenstrukturen und mit Hilfe eines magnetischen Felds
anzureichern. Dazu werden Zellen mit sogenannten MicroBeads inkubieDiese magnetischen
Nanopartikel mit einer Gréf3e von 50nm sind bzw. werden an spezifische Antikdrper gekoppelt,
welche an spezifische Strukturen auf der Zelloberflache binden und damit die MicroBeads an die
gewtunschte Zellpopulation koppeln. Beim Durctuss der Zellsuspension durch eine Saule, die
sich in einem Magnetfeld befindet, werden die mit den MicroBeads markierten Zellen im
Magnetfeld zuriickgehalten, wéahrend die unmarkierten Zellen die Saule passieren
(Negativselektion). Nach Entfernen des Magtieldes kann dann die markierte Zellpopulation aus

der Saule gespult werden (Positivselektion)181].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zu selektierenden Zellen, soweit nicht anders angegeben,
nach Herstellerangaben mit Antikérpern und dazugehdrigen MicroBeads markiert und entweder
im autoMACSSeparata oder manuell mithilfe von speziellen LSSaulen in einem magnetischen

Feld angereichert. Die dadurch gewonnenen Zellen wurden in weiteren Versuchen eingesetzt.
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22141 MDSCIsolation aus Splenozyten

Isolierte Splenozyten (s2.2.3) wurden auf 108 Zellen pro 350pul in MACSPuffer aufgenommen

BT A -$3# xOOAAT | EAORE @A A AG O mp AIRRA G [E83H] idblikit. Das) O 1 A O
Herstellerprotokoll wurde insofern modifiziert, dass die Zellen zuerst mit dem AntGr-1-Biotin

Antikérper und den Streptavidin MicroBeads gelabelt wurden (laut Protokoll Schritt 2) und erst
anschlielend mit dem AntiLy6GBiotin Antikbrper und den Anti-Biotin MicroBeads (laut

Protokoll Schritt 1). Hierdurch wurde eine bessere Reinheit von GMDSC (GriishLy6G) erreicht,

jedoch mit Verlust der MeMDSC (GrimLy6G), welche jedoch fur die hier durchgefihrten

Versuche nicht bermtigt wurden. Die Reinheit der MDSC (GriCD11b*) lag nach unserer Methode

bei >90 % (Abbildung 14).

N
'“"-3101 Abbildung 14: Reinheit der aus der Milz isolierten MDSC
o Die Milz wurde postmortal enthnommen und eine Einzelzellsuspensior
a EAOCAOOAI 1 608 - EQAACEIOARA DOGDPQRAOAT I
-
al - wurden die MDSC isoliert. Die Reinheit wurde durchflusszytometrisck
[ =]
] anhand der Oberflachenmarker Grl und CD11b bestimmt. Dargestellt ist ei
e R _ représentativer DotPlot der durchflusszytometrischen Messung mit einer
o E‘iﬁ - .-I o .31'25. . Reinheit von 90,9%.
Gri -
2.2.14.2 CD4 T-Zell-Isolation aus Splenozyten

Isolierte Splenozyten (s2.2.3) wurden auf 107 Zellen pro 40pul in MACSPuffer aufgenommen und
dieT- AT 1T AT xOOAA44 #RAD QA1) @yied|hAsoiEHerbtellerdhgaken isoliet. Die
Reinheit der CD4 T-Zellen betrug >90 % (Abbildung 15).

— o : Abbildung 15: Reinheit von aus der Milz isolierten CD4 + T-Zellen

7 Die Milz  wurde postmortal entnommen und eine
P %ET UAT UAT 1T OOOPAT OET 1T E ADGeA Bdafoh
+EOO x OO A AZellen AiGofiert. Die Reinheit wurde

CD4

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist ein reprasentativer
DotPlot der durchflusszytometrischen Messung mit einer Reinheit
von 93,8%.
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2.2.15 T-Zell-Proliferationsversuch
Die Untersuchung der suppressiven Aktivitat von MDSC auf die-Zell-Proliferation erfolgte

anhand eines CFSProliferationsversuchs.

Hierzu werden T-Zellen mit dem Farbstoff CarboxyfluoresceindiacetaBuccinimidylester
(CFDASE) gefarbt. Dieser passiert die Zellmembranen und wird durch intrazellulare Esterasen
durch Abspaltung der beiden AcetatGruppen in das fluoreszierende
Carboxyfluoresceinsuccinmidylester (CFSE) umgewandelt. CFSE geht in der Zelle eine kovalente
Bindung mit Lysinresten und anderen Aminoséaureresten zytoplasmatischer Proteine ein und
verbleibt so in der Zelle, ohne dabei Zellfunktionen zu beeinflussen. Bei jeder Zellteilung wirdrde
Farbstoff jeweils zur Halfte an die beiden entstehenden Tochterzellen weitergegeben. Insgesamt
kénnen ca. sieben bis acht Generationen von Tochterzellen dargestellt werden, bis das

Fluoreszenzsignal zu sehr abgeschwacht igt82].

CD4 T-Zellen wurden aus Splenozyten nicht trachtiger WildtygMause isoliert (s.2.2.14.2 und
maximal 1x10 Zellen wurden fir 15 min mit 5 mM CFDASE, verdinnt in Iml PBS 45 % FCS,
gefarbt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von FCS gestoppt und nach zweimaligem Waschen
wurden die Zellen auf 2x10 Zellen/ml in RPMI+10 % FCS+ 1 % P/S+ 1 % Glutamin eingestellt.
Je 2x16 T-Zellen wurden in 100ul mit 2x105 aktivierenden CD3/CD28 Dynabeads und 5fg
murinem rekombinantem IL2 stimuliert. Den stimulierten Zellen wurden 1ul Mercaptoethanol
(2-ME; Gna =50 mM) hinzugefigt.In-vitro generierte MDSC (2.2.13) oder aus der Milz isolierte
MDSC (s2.2.14.) wurden in einer 96Well-Platte in verschiedenen Verhaltnissen
(T-Zellen: MDSC,; 2:1, 4:1, 8:1) zu CFgjefarbten CD4 T-Zellen gegeben und fur 72 bei 37°C
und 5% CQ kultiviert. Als Kontrolle dienten unstimulierte T-Zellen (Negativkontrolle) und
T-Zellen ohne Zugabe von MDSC (Positivkontrollelpie T-Zell-Proliferation wurde dann durch

Abnahme der CFSHntensitat durchflusszytometrisch bestimmit.

2.2.16 Isolation mononuklearer Zellen aus humanem Blut (PBMC)

Die Isolation von mononuklearen Zellen aus humanem Vollblut erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation. Dazu wurde das Blut im Verhéaltnis 2:1 mit PBS verdiinnt, im
Verhaltnis Blut: Biocoll 2:1 auf Biocoll aufgeschichtet und 2&in bei 310rcf und 20°C mit
reduzierter Beschleunigung und Bremse zentrifugiert. Die Biocellésung (Dichtel,077 g/ml)
besitzt eine hdhere Dichte als Immunzellen (Lymphozyten, Monozyten) und daher reichern sich
nach der Zentrifugation die mononukledaren Zellen aufgmd ihrer Dichte in der Interphase
zwischen Biocoll und Plasma an. Dieser Zellring wurde vorsichtig abgenommen und zwei Mal mit
PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1fin, 400rcf und 4 °C).
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Nach Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe eines Hamozytometers wurdiie Zellsuspension auf die
gewiinschte Zellzahl in RPMF10% FCS+1% P/S+1% Glutamin eingestellt und bis zur

weiteren Verwendung bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.17 Zyklusbestimmung bei Mausen mittels Vaginalabstrich

Zur Bestimmung der Zyklusphase von weiblichen Busen erfolgten ein Vaginalabstrich und eine
anschlieende HamalaurEosin (HE}Farbung der gewonnenen Zellen. Die HE&rbung ist eine
Routinefarbung in der Histologie, wodurch man einen Uberblick iber die Gewebestruktur
bekommt[183]. Dabei farbt die basische Mayers Hamalatrisung die Zellkerne blau, violett bis

schwarz und das saure Eads das Zytoplasma leicht rétlich.

Fur den Vaginalabstrich wurden weibliche Mause mit Isofluran Uber einen Vernebler betdubt. Es
wurde dann ein Abstrichtupfer in 0,9%iger NaCtLosung getrankt und bis kurz vor die Zervix in
die Vagina der Maus eingefihrtDer Tupfer wurde kurz gedreht, um zellulare Bestandteile der
Vaginalschleimhaut zu gewinnen. AnschlieBend wurde der Tupfer entfernt und auf einem

Objekttrager ausgestrichen.

Nach der ersten Begutachtung der nativen Vaginalabstriche unter dem Mikroskop eldte die
HE-Farbung in einer Farbestral3e Tabelle 11). Dazu wurde der Objekttrager zur Fixation kurz in
100 %igen Ethanol getaucht. Nach griindlichem Adpillen mit Aqua dest. wurde der Objekttrager
fur 1 min in die HamalaunLdsung gelegt und anschliefend mit warmem Leitungswasser
abgesplilt. Nach 5 sekiindiger Farbung in Eosin und direktem Abspiilen mit Aqua dest. wurde die

Farbung durch aufsteigende Alkoholknzentrationen fixiert.

Tabelle 11: HEFarbereihe

Substanz Zeit

100 %iger Ethanol 3 sec
Aqua dest. Ethanol grindlich abspulen
Hamalaun 1 min
warmes Leitungswasser 30-60 sec
Eosin 5 sec
Aqua dest. 3 sec

70 %iger Ethanol 3sec

96 %iger Ethanol 3 sec

100 %iger Ethanol 3 sec

100 %iger Ethanol 3 sec

100 %iger Ethanol 30 sec
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2.2.18 Ansetzen einer Bakterienkultur

In den Versuchen wurde derEscherichiacoli (E.col)-" AEOAOEAT OOAI T $(vuy
Bakterien wurden aus derGefrierkultur bei -80 °C in 5ml N&dhrmedium (LBMedium) tberfihrt
und Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (200rpm) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden
200t 1 AAO " AE OA OEMN frioie OB MédinE dibérfuHEt Lind €ir weitere 60-90 min
unter gleichen Bedingungen inkubiert, um das Bakterienwachstum in die logarithmische

Wachstumsphase zu bringen.

Mit Hilfe eines Photometers wurde die optische Dichte (Extinktion) der Bakterienkultur bei einer
Wellenlange von 600nm (ODseo) bestimmt. Als Refer@z diente reines LBMedium. Die
logarithmische Wachstumsphase der Bakterienkultur liegt im Extinktionsbereich zwischen
ODs00=0,4 und 0,7. Die Bakterienkultur wurde auf Eis gestellt, um weiteres Wachstum der
Bakterien zu verhindern. Anhand der ermitteltenOD-Werte konnte die Bakterienkonzentration
errechnet werden. Eine Ok von 0,5 entspricht dabei einer Bakterienkonzentration von
1x10° Zellen/ml, eine ORQg von 1 einer Bakterienkonzentration von 2x10 Zellen/ml.
Dazwischen nimmt die Bakterienkonzentraton entsprechend steigender O linear zu. Bei der
Stimulation von Zellen mitE. coliBakterien wird die eingesetzte Bakterienkonzentration Uber die
MOI (=multiplicy of infection) angegeben. In den hier durchgeflihrten Versuchen wurde mit einer
MOI von 150 (Zellen zuE. col) gearbeitet.

Berechnungsbeispiel fir eine gemessene @pvon 0,6:

{1 Errechnete Bakterienkonzentration: 0,6 x 2x18/ml = 1,2x106" AEQOAOEAT 71t |
I Einzusetzende Bakterienzahl fiir MOI von 1:50 bei einer zu stimulierenden Zellzahl von
2x106 Zellen:50x 2x106 = 100x 106 Bakterien

f Einzusetzendes Volumen der Bakteriensuspension: 100x40,2x106E (o { |

2.2.19 Stimulation Splenozyten mit Anoxie/ E.coli/Ostrogen

Fur die Analyse der Wirkung von Anoxie (Sauerstoffmangel), bakterieller Stimulation mi.coli
oder Stimulation mit Ostrogen auf die Qa&Expression auf MDSC wurden Splenozyten von
trachtigen WT-Mausen oder HIFKO-Mausen an E10.5 isoliert (s2.2.3) und Uber Nacht in
DMEM-Medium mit 10 % FCS + 26 P/S + 1% Glutamin in 24 WeltPlatten bei 37°C und 5% CQ
kultiviert. Am néachsten Tag wurden die Zellen fur vier Stunden entweder mit Anoxie stimuliert,
indem sie in eine hermetisch verschlossene Kammer mitirem Anoxiebeutel zur Erzeugung
anaerober Gase gegeben wurden, mE. coliin einer MOI von 1:50 oder mit Ostrogen in
Konzentrationen von 1nM, 10nM und 100nM. Nach vier Stunden wurden die Zellen aus der
Platte genommen, abzentrifugiert und eine Extraz&llarfarbung durchgefiihrt. Die Qa2

Expression auf MDSC wurde durchflusszytometrisch bestimmit.
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2.2.20 HLA-G Tetramerisierung

Die HLAG Tetramerisierung erfolgte nach Protokollen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stefan
30AOAT T OEch $APAOOI AT A HIAEL Mondmére, gdblindeb) &n ddsiPdpiidl C A
KGPPAALTL, wurden hergestellt und bezogen von Jianhong Cao, Fred Hutchinson Cancer
Research Center, Seattle, USA.

Die Tetramerisierung erfolgte Uber eine StreptavidirBiotin-Bindung. Streptavidin ist ein
Homotetramer, welches mit hoher Affinitat Biotinmolekile binden kann. Diese
Streptavidin-Biotin-Bindung ist eine der starksten, nichtkovalenten biologischen
Bindungen[184]. Fir die Tetramerisierung musste die molare Masse von H& Monomeren und

Streptavidin in einem Verhéltnis von 4:1 stehen.

Fur beispielswese 25ul HLAG (MG#46 kDa) wurde die bendtigte Menge an Streptavidin
(MG:52,8kDa) folgenderweise berechnet:

AOOA

) —A—l—%Ai
| 301 £a 1 AOA - AOOA

\nhnnnncuv P
_— q [
TQOTTT
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i Es-T E mhpoo TI—I%—EF‘I nd notqugmg ¢ AC E
Bei @ner Streptavidin-Konzentration von 1pug/pl und einer bendétigten Menge von 7,21g ergeben

sich 7,2 pul, die den HLAG Monomeren zur Tetramerisierung zugefligt werden missen.

Die Tetramerisierung erfolgte, indem die Gesamtmenge an benétigtem HGMonomer mit
jeweils 10% der bendétigten StreptavidinMenge fur 30min auf einen Rotationsschittler bei £C
gelegt wurde. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis die komplette Streptavidivienge
(100 %) hinzugefugt war. HLAG Tetramere wurden fur jede Applikation frisch hergestellt und

bis zur Verwendung bei £C aufbewahrt.

2.2.21 Applikation von humanem HLA -G in Mause

Die Verwendung von HLAG ist im murinen Modell mdglich, da humanes HL-& trotz fehlendem

murinen Korrelat an den murinen Rezeptorpaired-immunoglobuline-receptor B (PIRB) auf

myeloiden Zellen bindet und so tolerogene Effekte vermittelf131]. Es konnte gezeigt werden,
dass sowdl MDSC von WAMA&usen als auch MDSC von Qa2fizienten Mause PIRB exprimieren

(Abbildung 16). In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von sHLAG auf die

MDSGCGAkkumulation untersucht werden.
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WT Qa2

' PIR-B Rezeptor
. 609

PIR-B

Abbildung 16: PIR-B Rezeptor auf Grl-exprimierenden Zellen von WT - und Qa2-defizienten Mausen
Die Milz wurde postmortal entnommen und eine Einzelzellsuspension hergestellt. Diexpression des PIRB Rezeptors
auf Grl-exprimierenden Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind représentative DotPlots der

durchflusszytometrischen Messung von WAMausen (links) und Qa2defizienten Mausen (rechts).

Der Effekt von |6sichem HLAG auf die Akkumulation von MDS@-vivo wurde zunéchst durch
intraperitoneale (i.p.) Applikation von sHLAG an nicht trachtigen CBAfAMausen untersucht.
Dieser Mausstamm wurde gewadhlt, da im Anschluss an eine Pilotstudie die Applikation von
SHLA-G im Rahmen eines immunologischen Abortmodells untersucht hatte werden sollen.
Orientiert wurde sich an derin-vitro wirksamen Dosis von 1 ug/mi[56, 185]. Es wurden zwei
unterschiedliche Dosen von sHLAG (0,1pg/ml und 1 pg/ml) getestet und intraperitoneal mit
einer 27 G-Kandule (0,40x 19 mm) in nicht trachtige CBA/3Weibchen injiziert. Das zu injizierende
HLA-G wurde in maximal 0,05ml PBS pro 10y Kdrpergewicht geldst. Als Kontrolle diente die

Injektion von PBS.

Der Effekt von l6slichem HLAG auf die Abortrate und MDS@kkumulation in-vivo wurde weiter

in Qa2defizienten Mausen untersucht. In dieser zweiten Versuchsreihe wurde der
intravendse (i.v.) Applikationsweg gewahlt und anstelle von Monomeren Tetramere verabreicht.
Es wurde sich erneut an derin-vitro wirksamen Dosis von lug/ml HLA-G orientiert. Die
HLA-G-Tetramere wurden in maximal 0,05ml PBS pro 10y Kdérpergewicht gel6st. Die sHLAG
Applikation erfolgte an Tag E10.5 und E14.5 in die Schwanzvene. Dazu wurden die Versuchstiere
in eine Fixationshilfe gesetzt und der Schwanz mit lauwarmem Wasser erwarmt, um die
Schwarevene deutlich sichtbar zu machen. Das in PBS geltste HGAvurde in eine Iml-Spritze
gezogen und mit einer 27G-Kanule intravends in die Schwanzvene injiziert. Als Kontrolle diente

auch hier die Injektion von PBS.

61



Material und Methoden

2.3 Statistische Auswertung

Die Daten cbr durchflusszytometrischen Messungen wurden mit GraphPad Prism 8.1 verarbeitet.

%AAT 0T xOOAAT AEA OOAOEOOEOAEAT 4A000 Iilewl ' OADEC
auf 0,05 gesetzt wurde (P <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001).

Mit ( ET £ZA A A1 -Pgassbn@imailidg Noimalverteilungstest wurde auf Normalverteilung

getestet. Bei einer Normalverteilung und beim Vergleich von mehreren Gruppen wurde eine
OneWayANOVA angewendet; bei nicht normalverteilten ungepaarten Daten der Krushk&hllis

Test und bei nicht normalverteilten gepaarten Daten der Friedman Test.

Im Vergleich von zwei ungepaarten Gruppen, wurde bei einer Normalverteilung der ungepaarte

t-Test verwendet und bei nicht normalverteilten Daten der ManaNhitney Test. Im Vergkich von

zwei gepaarten Gruppen, wurde bei einer Normalverteilung der gepaarteTest verwendet; bei

nicht normalverteilten Daten der WilcoxonVorzeichenRangTest.

Im Text sind, falls nicht anders beschrieben, die Einzelwerte undMittelwerte oder

Mittelwerte + Standardabweichung genannt.
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3.  Ergebnisse

Aborte sind eine der haufigsten Schwangerschaftskomplikationen, wobei die Ursachen fir einen
Abort vielfaltig sein kdnnen. Welche Mechanismen dabei eine Rolle spielen, ist bisher nehs
wenig untersucht. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass MDSC eine wichtige
Rolle fur die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz zwischen Mutter und Fetus spielef389, 40].
Weiter konnte gezeigt werden, dass das MHIGMolekil HLA-G, das als ein wesentlicher
Vermittler der materno-fetalen Toleranz gilt[102], in-vitro eine Induktion von MDSC bewirkte
[56]. Daher sollte im Rahmen der hier vorliegaeden Arbeit die Bedeutung des MHT-Molekils
HLA-G fir die Akkumulation und Funktion von MDSC wéahrend der Schwangerschaft und fir den
Schwangerschaftserhalt anhand eines Mausmodells mit Fehlen von Qa2, dem murinen Korrelat

zu HLAG, untersucht werden.

Das Fehlen von Qa2 fuhrte bei Mausen zu einer verringerten Wurfgré3e und

einer Wachstumsretardierung der Feten

In der Literatur war bereits beschrieben, dass Qa#efiziente (Qa2) Mause kleinere WurfgréRen
und kleinere Feten aufwiesen als Wildtyp (WTTiere. Diese Beobachtungen bestatigten sich in
unserer Zucht. Qa2zMause hatten durchschnittlich nur finf Jungtiere im Vergleich zu WMausen
mit durchschnittlich acht Jungtieren (p=<0,0001; Abbildung 17 A).

AuRerdem waren die Feten von QazMausen im Vergleich zu WAMausen leichter (WT: 1,12y;
Qa2: 1,07g; p=0,049; Abbildung 17 B + C).

A B C
2.0- ;
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WT Qa2 wT Qa2

Abbildung 17: Qa2-defiziente Mause hatten eine geringere WurfgréRe und die Feten waren leichter.

(A) Die WurfgréRen von Qa2 und WT-Zuchtméusen wurden tberwacht und verglichen. (B + C) Qazind WT-Mause
wurden an Trachtigkeitstag E18.5 getodtet. Die Uteri wurden entnommen und die Feten vorsichtig aus der Fruchthéhle
und von der Plazenta entfernt und direkt gewogen und gemessen. (B) Fetus einer WIRus (links) und Fetus einer
Qa2-Maus (rechts) an Trachtigkeitstag E18.5. (C) Gewicht der Feten von Wiind Qa2-Mausen an Trachtigkeitstag
E18.5. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie der Mittelwert von W{weiRer Balken) und
Qa2-Méausen (grauer Balken). MansWhitney Test, **** p = <0.0001, * p = <0.05, n = 1935.
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Das Fehlen von Qa2 fuhrte bei Mausen zu einer erhdhten Abortrate in der

zweiten Trachtigkeitshalfte

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass die geringere WurfgréRe der Qa2iuse durch eine
erhdhte Zahl an Alerten verursacht ist, wurden trachtige Tiere zunachst an Tag E10.5 getotet und
die Uteri entnommen. Die Anzahl der intakten Feten und die Anzahl abortierter Feten wurden
visuell bestimmt. Ein Abort wurde definiert als ein kleinerer, deutlich retardierter Enbryo mit
eingebluteter Implantationsstelle (Abbildung 18 B). Die Abortrate wurde als Quotient aus

abortierten Feten und abortierten + intakten Feten beechnet.

Sowohl der Anteil an Tieren, die mindestens einen Abort an Trachtigkeitstag E10.5 hatten
(WT: 37 %; Qa2:67 %; p=<0,0001; Abbildung 17 A+B), als auch die Abortrate war bei
Qa2-Mausen tendenziell hdher als bei W-Mausen (WT: 4,9%0; Qa2: 12,8%; Abbildung 18 B + C).
Der Unterschied bei der Abortrate war jedoch statistisch nicht signifikant. Interessanterweise
hatten Qa2-Miitter gleich viele intakte Feten an E10.5 wie W-MUtter (WT: 9 Feten; Qa2 9 Feten;
Abbildung 18 D).
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Abbildung 18: Die Anzahl an Feten von WT- und Qa2--M&usen an Tréchtigkeitstag E10.5 unterschied sich nicht,

aber die Abortrate war bei Qa2 --Mausen leicht erhoht.

Trachtige Qa2- und WT-Méause wurden an E10.5 get6tet. Die Uteri wurden entnommen und die Anzahl der Feten sowie
die Abortrate wurde visuell bestimmt. (A) Anteil an Mause mit mindestens einem Abort. (B) Uteri woWT-M&usen mit
neun angelegten Feten (links) und Qa2viausen mit neun angelegten Feten (rechts) an Trachtigkeitstag E10.5. Der Pfeil
zeigt auf einen Abort. (C) Abortrate und (D) Anzahl intakter Feten von WTind Qa2-Mausen an Trachtigkeitstag E10.5.
Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie der Mittelwert von WT (weil3er Balken) und

Qa2-Méausen (grauer Balken). MansWhitney Test, ****p =<0.0001, ns=nicht signifikant, n = 16.
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An Tag E18.5 hingegen war die Anzahl intakter FeterebQa2-Méausen mit sieben Feten deutlich
geringer als bei WFMausen mit durchschnittlich neun Feten (p = 0,0007Abbildung 19 A). Die
Abortrate an E18.5lag bei WT-Méausen bei 6,5 % und bei QaMausen bei 16,8 % (p = 0,0001;
Abbildung 19 B + C).
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Abbildung 19: Qa2-Mause hatten im Vergleich zu WT -Mausen an Trachtigkeitstag E18.5 eine geringe
Feten-Anzahl und eine héhere Abortrate.

Trachtige Qa2- und WT-Méause wurden an E18.5 getotet. Die Uteri wurden entnommen und die Anzahl der Feten sowie
die Abortrate wurde visuell bestimmt. (A) Anzahl der Feten von WTund Qa2-Mausen an Trachtigkeitstag E18.5. (B)
Uteri von WT-Mausen mit 10 angelegten Feten (links) und QaMa&usen mit 7 angelegten Feten (rechts) an
Trachtigkeitstag E18.5. Die Pfeile zeigen auf jeweils einen Abort. (C) dkbvate von WT- und Qa2-M&usen an
Trachtigkeitstag E18.5. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie der Mittelwert von
WT- (weiRer Balken) und Qa2-Mausen (grauer Balken). MansWhitney Test, *** p = <0.001, n = 2839.

Das Fehlenvon Qa2 fiihrte zu einer verdnderten Trophoblasten -Morphologie

und zu einer veranderten Protein -Expression in der Plazenta

Zur Analyse von moglichen histologischen Verénderungen in der Plazenta, wurden Plazenten von
WT- und Qa2-Mausen in Paraffin eingebettt, 35 um dicke Schnitte angefertigt und diese
immunhistochemisch gefarbt. Die histologischen Farbungen sowie die Analysen erfolgten durch
erfahrene Pathologen im Institut fir Pathologie, Mauspathologie als Core Facility unter der

Leitung von Prof. Dr. Lécia Quintanilla-Fend.

Makroskopisch zeigte sich kein Unterschied zwischen Plazenten von Wiind Qa2-Feten. Die
Plazenten beider Genotypen zeigten ahnliche Querschnittsflacher\libildung 20 A). In der

HE-Farbung zeigten die Plazenten von WMausen lange und dinne Zotten mit korrekter
Zotten-Morphologie. Im Gegensatz dazu zeigten Plazenten von Q&Rusen unregelmalfiige und
kurze Zotten und eine abnormalé/akuolisierung der Trophoblasten mit zahlreichen eosinophilen
Aggregaten @Abbildung 20 B). Diese Aggregate waren auch in der PABastasefarbung
vorhanden. Dies zeigte, dass es sich nicht um eine Glykog&peicherung handelte Abbildung

20C).
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Abbildung 20: Plazenten von Qa2--Mausen zeigten eine unregelmafige Zottenstruktur mit unbekannten
eosinophilen Aggregaten.

Plazenten von WT und Qa2-M&usen wurden in Paraffin eingebettet und & pm dicke Schnitte angefertigt. Die
immunhistochemischen Farbungen sowie die Analysen erfolgten durcRathologen im Institut fiir Pathologie in
Tibingen unter der Leitung von Prof. Dr. Leticia QuintanilliFend. (A) HE-gefarbte UberblicksQuerschnitte der
Plazenten von WT (links) und Qa2-Mausen (rechts). (B) HE-arbung zur Darstellung der Chorionzotten in 100und
400-facher mikroskopischer VergroBerung. Der Pfeil zeigt auf die eosinophilen Aggregate. (C) PASd
PASDiastaseFéarbung zur Darstellung von Glykogen in 100und 400-facher Vergré3erung.
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Um Hinweise auf potentielle Proteine zu erhalten, die in den Trophoblasten von Qadausen

verstarkt akkumulieren, wurde eine 2D-Gelelektrophorese ganzer Plazent®roteinlysate von

Qa2-Mausen und WTMéausen durchgefiihrt. Makroskopisch konnten keine verstarkten
Proteinexpressionen der Plazentd.ysate von Qa2Mausen im Vergleich zu WAMausen entdeckt
werden (Abbildung 21).

WT WT WT WT Qaz Qa2 Qa2 Qa2 Abbildung 21: Proteinexpression  der
el F:‘_ = E“ F B T = : ' Plazenta-Lysate von Qa2- Mausen und WT
~180 Méausen zeigten auf der SDS Page keine

~130
Unterschiede.

Trachtige Mause wurden an E18.5 getétetind
~55
40 die Plazenten entnommen. Proteine ganze
~35
~25

-15 wurden auf einer SDSPage ihrer GroBe nach

PlazentaLysate von WT und Qaz2Mausen

aufgetrennt. Mittels ComassieFarbung wurden
die Proteinbanden sichtbar gemacht und visuell

analysiert.

Daraufhin erfolgte eire Proteomanalyse ganzer Plazenthysate mit Hilfe der LTQOrbitrap
Massenspektrometrie durch Kollegen des Proteome Center in Tubingen unter der Leitung von

Prof. Dr. Boris Macek

Von insgesamt 5.042 nachgewiesenen Proteinen wurden 654 Proteine nur RlazentalLysaten
von Qa2-Mausen und 144 Proteine nur in Plazentdysaten von WFMausen nachgewiesen
(Abbildung 22 A). Die Heatmap lasst eine solch grofi@atenmenge schnell Giberblicken, indem die
Daten in einem Raster dargestellt werden, wobei jede Zeile ein Protein und jede Spalte eine Probe
reprasentiert. Die Farbskala wird verwendet, um Veranderungen der Proteinexpression
darzustellen. InAbbildung 22 steht rot/braun fiir eine starke Proteinexpression und gelb fiir eine

schwache oder keine Expression.

Proteine, die nur in QazPlazenten nachgewiesen wurdn, zeigten eine Anreicherung an
Proteinen, die vor allem an der Proteinbiosynthese und an Immunfunktionen beteiligt sind.
Innerhalb der Proteine, die an Immunfunktionen beteiligt sind, zeigte die Netzwerkanalyse eine
deutliche Clusterbildung zwischen Proginen, die an der Degranulation von Neutrophilen, des
Zytokin-Signallings und der Présentation von Antigenen tber MHIE und MHCII-Molekile
beteiligt sind (Abbildung 22 B + AnhangAbbildung 46).

Die Proteininteraktionsnetzwerk-Analysen ermoglichen die Identifizierung der in einem
biologischen Organisnus vorhandenen hochkomplexen Verbindungen und Zusammenh&nge

zwischen einzelnen Proteinen.
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Abbildung 22: Proteine, die nur in Plazenten von Qa2 --Mausen nachgewiesen wurden, waren hauptsachlich an

der Proteinbiosynthese und bei Immunfunktionen beteiligt.

Tréachtige Mause wurden an E18.5 getdtet und die Plazenten entnommen. Das Gewebe wurde manuell zerkleinert,
Einzelzellsuspensionen hergestellt und die Zellen lysiert. Die Lysate wurden mit Hilfe der LI@bitrap
Massenspektrometie analysiert. (A) Heatmap aller exprimierten Proteine bei vier WTund vier Qa2-Mausen (links)
und zusammengefasst die Mittelwerte (MW) der Expressionsstarken aller exprimierten Proteine bei WTund
Qa2-Méausen (rechts). Der Farbverlauf stellt die Expresionsstarke dar. (B)Die Proteininteraktionen wurden mit Hilfe

der STRINGDatenbank veranschaulicht. Die schematischen Abbildungen mit Proteinnetzwerken zeigen die nur bei

Qa2-Méausen exprimierten Proteine.
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Das Fehlen von Qa2 fuhrte zu Veranderungen im Ge nexpressionsprofil des

Uterus

Um Hinweise auf eine unterschiedliche Genexpression in den Uteri von Qd&Ziusen und
WT-Méausen zu erhalten, wurden Transkriptomanalysen von Uterukysaten durchgefuhrt. Es
wurden insgesamt 17.210 Gene identifiziert und davon aren 610 sowohl bei WTF als auch bei
Qa2-Méausen reguliert. Hierbei zeigte sich, dass es bei Qd2ausen im Vergleich zu WiMausen
zu einer Runterregulierung von 380 Gene kam, die in Netzwerkanalysen eine deutliche
Clusterbildung zeigten @bbildung 23 A). Die Netzwerkanalysen ermdglichen die ldentifizierung
von Verbindungen und Zusammenhéange einzelner Gene. Eine Clusterbildung zeigt die
Zusammengehorigkei von Genen bezuglich ihrer biologischen Funktionen.

Die 230 Gene, welche bei Qa®ausen im Vergleich zu WAMausen hochreguliert waren, zeigten
kein Clustering, welches zu bestimmten biologischen Prozessen zugeordnet werden konnten
(Abbildung 23 B).

A N , . B

=)

@

Abbildung 23: Bei Qa2-M&usen kam es im Vergleich zu WT-Mausen vermehrt zu Runterregulierung
bestimmter Gene

Fir die Transkrptomanalysen durch die Kollegen des NexGenerationSequencing (NGS) Competence Center
Tudbingen (NCCT) wurden zwei trdchtige WT und zwei tréchtige Qa2-Mause an E18.5 getdtet und der Uterus
postmortal entnommen. Die RNA wurde isoliert und sequenzierDargestellt sind Netzwerkanalysen von Genen, die bei
Qa2-Méausen im Vergleich zu WAMausen (A) runter- bzw. (B) hochreguliert waren. Die Gene werden durch farbige

Kreise symbolisiert und die Interaktionen sind durch Verbindungslinien dargestellt.

Bei WT-Mausen waren im Vergleich zu QaaMausen insbesondere Gene exprimiert, die bei der
Vaskulogenese, der Neurogenese und bei immunologischen Prozessen von Bedeutung sind. Diese
Gene spielen besonders bei der Bildung neuer BlutgefdBe und Nervenzellen, der

Sigralweiterleitung durch Zytokine/Chemokine, der Differenzierung von myeloiden Zellen, der
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Apoptose, der Migration von Leukozyten und der Aktivierung von Lymphozyten eine Rolle
(Abbildung 24).

Biologischer Gen-Name
Prozess

Entwicklung Biologischer Gen-Name
Kreislaufsystem

Prozess

Prozesse
Immunsystem
Differenzierung Tyrobp, Fcerlg, Spil, Flil, Tgfb1l,

Myeloide Zellen Tall, Hbb-bt, Hba-al, Alas2, Dmtn,
Gprllé

Ccl21a, [117b, Cxcll, Ccl9, Ccl8,

Ccle, S1prl, Pecaml, Gasé, Feerlg,
Pdgfb, Podox]

Entwicklung
Nervensystem

Biologischer
Prozess

Gen-Name

Neurogenese Adarb1, Adm, Adora2a, Bax, Bdnf, Bmp6, Bok, Chacl, Dio3,
DIl4, Dtx1, Duoxal, Fas, Fez1, Fez2, Flot1, Gasé, Gjc2,
Gpméa, GpreSh, Hexa, Heyl, Id1, 1d3, Inhba, Irx3, Kcnip2,
Kdr, Neul, Nrcam, Pdgfb, Penk, Prox1, Ptprz1, Reln, Rnd1,
S1prl, Scnlb, Sema3g, Semaba, Serpine2, Sh3gl3, Slc45a3,
Slit3, Tall, Tgfb1, Thbs4, Uchl1, Unc5b, Wnt9a

andere Smad9, Atoh8, Ets1, Cld5, Oxtr, Ednra, Nrgn, Sema3e

Abbildung 24: Gene, die fiir die Entwicklung von Blutgefaf3en, fiir die Neurogenese und fir Prozesse des
Immunsystems verantwortlich sind, waren im Uterus von Qa2 -defizienten M&usen runterre guliert.

Tréchtige WT- und Qa2-Mause wurden an E18.5 getdtet und der Uterus entnommen. Die RNA wurde isoliert und durch
Kollegen des NexiGeneration-Sequencing (NGS) Competence Center Tubingen (NCCT) sequenziert. Dargestellt ist eine
schematische Abbildug mit Ausschnitten aus den Netzwerkanalysen von den Genen, welche bei W@&usen im
Vergleich zu Qa2Mausen hochreguliert waren.
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Die Akkumulation von MDSC wéahrend der Trachtigkeit ist bei
Qaz2-defizienten Mausen gestort

Im nachsten Schritt wurde der Einfliss des Fehlens von Qa2 auf die Immunzd&lomposition und
insbesondere auf die Akkumulation von MDSC wahrend der Trachtigkeit untersucht. Die

Gating Strategie fur MDSE€und MDSGESubpopulationen ist inAbbildung 25 veranschaulicht.

88C
CD45
CD11b

CD11b
Ly6G

FSC

Abbildung 25: Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Gating -Strategie zur Identifizierung
muriner MDSC und MDSG Subpopulationen.

Die Farbung CD45, CD11b und Grl ermdglicht die Bestimmung von MDS&esamtpopulation (CD45 CD11br Grl+).
CD45 und CD11b in Kombination mit Ly6G und Ly6C erméglicht die Bestimmung der MBS@populationen
granulozytére (GryMDSC (CD45CD11br Ly6G- Ly6C) und monozytére (Mo}MDSC (CD45CD11b Ly6G Ly6C).

Bei WT-Mausen kam es in der Milz im Verlauf der Trachtigkeit zu einem Anstieg der MD&@&hlen
von 3,9+ 0,9% (nicht trachtig) auf 9,1+ 4,9% (E18.5) (p=<0,0001). Bei Qa2Mausen blieb die
MDSGAkkumulation aus (6,0+ 3,5 % (nicht trachtig); 6,8 £ 1,9 % (E18.5); Abbildung 26 A + B).

Auch im Uterus stiegen die MDS&ahlen bei WFMausen im Verlauf @r Trachtigkeit von
18,8+ 10,8% (nicht trachtig) auf 33,2+10,3% (E18.5) (p=0,0017), was bei Qa2Mausen
ebenfalls ausblieb (23,6t 13,5 % (nicht trachtig); 25,2 + 6,0 % (E18.5); Abbildung 26 C + D).
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Abbildung 26: Bei Qa2-Mausen kam es wahrend der Trachtigkeit im Vergleich zu WT
Anstieg der MDSGC-Zahlen in der Milz.

-Mausen zu keinem

Nicht trachtige Méause und Méause affrachtigkeitstag E18.5 wurden getdtet und die Milz entnommen. Es wurden
Einzelzellsuspension hergestellt und die MDSC (CD4ED11brGr1*) wurden durchflusszytometrisch quantifiziert.
(A+C) Streudiagramme zeigen prozentuale MDS&Zahlen von allen CDA45 Zellen bei nicht trachtigen M&ausen
(hellgrau) und an E18.5 (dunkelgrau) sowohl bei WiM&usen als auch bei QaMausen in der Milz (A) und im Uterus
(C). Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte. MarAWhitney Test,
**** p = <0.0001, ns=nicht signifikant, n=16. (B + D) Reprasentative Abbildungen der durchflusszytometrischen
Messungen von MDSC (CD48D11b Grl+) in der Milz (B) und im Uterus (D) von nicht trAchtigen Mausen und M&ausen
an Trachtigkeitstag E18.5.
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Auch im Blut und im Knochenmark kam es nur bei W-Mausen im Verlauf der Tréachtigkeit zu
einer Akkumulation von MDSC. Die Akkumulation von MDSC betraf bei Wieren sowohl die
Subpopulation der GFMDSC als auch die der MMIDSC Tabelle 12).

Tabelle 12: Prozentzahlen von MDSC und den MDSGSubpopulationen in Milz, Uterus, Plazenta, Blut und
Knochenmark.

Nicht trachtige Mause und Mause ra Trachtigkeitstag E18.5 wurden getbtet und es wurden Blut, Milz, Plazenta,
Knochenmark und Uterus entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt und die verschiedenen
Immunzellen wurden durchflusszytometrisch bestimmt.

Dargestellt sind die prozentalen

Mittelwerte + Standardabweichung. Die Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die Prozentzahlen der nicht tréchtigen

Tiere. MannWhitney Test, n =16, * p = < 0.05, ** p =< 0.01, ** p = < 0.001, **** p = < 0.0001.

Wildtyp -Mause Qa2-defiziente Maus e
MDSC nicht tréchtig E18.5 nicht tréachtig E18.5
Milz 39109 % 9,1 £ 4,9 ygr+** 6,0+ 35% 6,8+1,9%
Uterus 18,8 +10,8 % 33,2+ 10,3 %** 23,6 +13,5% 252+6,0%
Blut 121+19% 19,0 + 4,0 %**** 13,034 % 15,7 + 4,6 %*
Knochenmark 579+6,7% 68,7 = 3,6 %**** 62,9 +6,8% 66,7 £ 4,0 %*
Plazenta N/A 31,5+8,0% N/A 28,5+10,3%
Gr-MDSC nicht trachtig E18.5 nicht tréachtig E18.5
Milz 3,3£0,8% 7,4 £ 3,6 %+ 49+x32% 49+14%
Blut 95+£21% 14,5 + 2,4% **** 95£34% 115+38%
Knochenmark 43,1+55% 48,7 + 3,3 %** 435+6,2% 47,5 + 3,2 %*
Mo-MDSC nicht trachtig E18.5 nicht tréchtig E18.5
Milz 3,7£24% 6,7 £ 3 %** 49+38% 41+15%
Blut 79+15% 85+17% 99+22% 9,3+2,6 %
Knochenmark 192+22% 22,6 £ 2, 6%0*** 23+3,8% 214+£29%
* Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die Zahlen der nicht tradchtigen Méause
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Das Fehlen von Qa2 fiihrte zu einem veradnderten Lymphozyten -Profil

Im Hinblick auf andere Immunzellpopulationen zeigte sich ein Anstieg der-Zellen in der Milz

von Qa2-Mausen wahrend der Trachtigkeit (31,5 4,5% (nicht tréchtig) und 38,8+6,8%

(E18.5); p=0,0014; Abbildung 27 B+ C), welcher bei W¥Mausen nicht zu beobachten war
(34,9+ 4,9% (nicht trachtig) und 33,9+ 6,6 % (E18.5); Abbildung 27 A + C).

WT QaZz-

-
=

609 1

T-Zellen

[% von CD45% Zellen]
T-Zellen

[% von CD45* Zellen]

nicht E18.5 nicht E18.5
trichtig trichtig
C

A WT nicht trichtig WT E18.5 Qa2- nicht trichtig Qa2 E18.5

CD3

Abbildung 27: Bei Qa2-defizienten Mausen kam es wéhrend der Trachtigkeit im Gegensatz zu WT -Mausen zu
einem Anstieg der T -Zellen in der Milz.

Nicht trachtige Mause und Mause an Trachtigkeitstag E18.5 wurden getdtet und die Milz enthommen. Es wurden
Einzelzellsuspension hergestellt und der Anteil von Zellen (CD3) an allen Leukozyten wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. (A+ B) Streudiagramme zeigen die progntualen Anteile von CD3T-Zellen an allen CD45Zellen bei nicht
trachtigen Mausen (hellgrau) und an E18.5 (dunkelgrau) bei WTund Qa2-Mausen. Dargestellt sind jeweils die
Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte. ManAVhitney Test, ** p = <0.01, ns= nicht signifikant, n = 16.
(C) Reprasentative Abbildungen der durchflusszytometrischen Messungen vonrZellen (CD3) in der Milz von nicht
trachtigen Mausen und Mausen an Trachtigkeitstag E18.5.

Neben der Zunahme von Zellen, kam es im Verlaufler Trachtigkeit zu einer Abnahme der
B-Zellen in der Milz von QazMausen, wahrend die Anzahl an-Bellen in der Milz von WFM&ausen
unverandert blieb. Bei WFMausen, aber nicht bei QazMausen nahmen die NKzZellen in der Milz
wahrend der Trachtigkeit zu. Die uterinen NK-Zellen waren bei QazMausen im Vergleich zu

WT-Méausen an E18.5 deutlich verringertTabelle 13).
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In den anderen Organen waren keine wesentlichen Untschiede im Verhalten der untersuchten

Immunzellpopulationen zu beobachten Tabelle13).

Tabelle 13: Immunzellen in Milz, Blut, Knochenmark, Plazenta und Uterus.

Nicht trachtige Mause und Mause an E18.5 wurden getétet und die Organe entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension
hergestellt und die verschiedenen ImmunzelPopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt isd
Mittelwerte in Prozent + Standardabweichung. Die Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die Prozentzahlen der nicht
trachtigen Tiere.Mann-Whitney Test, n = 16, * p = < 0.05, '=<0.01, *** p = < 0.001, N/A = nicht verfiigbar.

Wildtyp -Mause Qa2-defiziente Méuse
Milz nicht tréachtig E18.5 nicht trachtig E18.5
T-Helferzellen 204 +45% 18+4,4% 20+45% 215+3%
zytotox.T-Zellen 13+2,6% 122+52 % 141+4% 153+£24%
B-Zellen 36,7+ 13,4 % 31,6 +13,3% 422+11,2% 32 £13,7 %*
Monozyten 42+14% 6,1 £ 2,5 %** 54£21% 41+15%
NK-Zellen 25209 % 35%+1,6 % 27£0,7% 26+£09%
Blut nicht tréachtig E18.5 nicht trachtig E18.5
T-Zellen 320+78% 339+35% 30,4+6,5% 353+89%
T-Helferzellen 15643 % 159+29% 135+23% 145+45%
zytotox.T-Zellen 12+£33% 111+13% 125+31% 122+34%
B-Zellen 32+98% 29857 % 32,7+9,1% 291+114%
Monozyten 10,33 % 11,7£28% 12,6 £3,2% 13,4+51%
NK-Zellen 58£25% 6514 % 6,5£2% 54+£15%
Knochenmark nicht tréachtig E18.5 nicht tréachtig E18.5
B-Zellen 19,1+55% 10,6 + 3 %o**** 126 +6,9% 7,1+ 2,3 %
Monozyten 41+16% 51+23% 38+x15% 54+19 %
Uterus nicht trachtig E18.5 nicht tréachtig E18.5
T-Zellen 33,1+9,6% 353+7,3% 33,4+11,6% 38,4+10,3%
T-Helferzellen 9,948 % 6,2+ 1,9 %+ 126 +6,7 % 7,5+ 3 %**
zytotox.T-Zellen 59+3,6% 35+1,6% 74+£41% 52,9 %*
B-Zellen 6,6 +5,1% 2,8+ 1,7 %+ 6,9+4,8% 3,2+ 1,3 9%
Monozyten 17+£8,2% 11,3+53% 123+6,4% 14+4,7%
NK-Zellen 10,8 £9,6 % 6,1+35% 17,1+10,9% 6,6 £ 2 %***
Plazenta @ trachtig E18.5 @ tréchtig E18.5
T-Zellen N/A 149+33% N/A 16,2+4,7%
T-Helferzellen N/A 11,2+55% N/A 14,1+83%
zytotox.T-Zellen N/A 143+6,3% N/A 18,1+10,4%
B-Zellen N/A 19,8+5,7% N/A 215+£84 %
Monozyten N/A 75+19% N/A 7,3+£2,0%
NK-Zellen N/A 1,8+05% N/A 1,8+04%
* Signifikanzenbeziehen sich jeweils auf die nicht trAchtigen Mause
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Weiter wurden anhand charakteristischer Oberflachenmarker verschiedene
T-Zell-Subpopulationen, wie inAbbildung 28 dargestellt, in der Milz von WTF und Qa2-Mausen
an Trachtigkeitstag E18.5 vergleichend analysiert.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der T -Zell-Subpopulationen mit den dazugehérigen
Oberflachenmarker und die Gating-Strategie.
Die Farbungen CD3, CD4, CD8, CD44 und CD62L ermdglicht die Differenzierung verellen nach ihrem

Aktivierungszustand. CD3 und CD4 in Kombination mit CXCR3 und CCR6 ermdglicht die Differenzierung wa@ellen
nach ihrem Effektor-Phénotyp.
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Naive CD4 und naive CD8 T-Zellen unterschieden sich nicht zwischen trachtigen WTund
trachtigen Qa2-Mausen (CD4: 11,3+ 3,1% (WT) vs. 10,6+ 3,3% (Qa2); Abbildung 29 A und
CD8 47,3+9,3% (WT) vs. 38,7+ 7,4% (Qa2); Abbildung 29 D). Qa2-M&ause hattenin der Milz
mit 36,7 £ 13,6 % und 18,2+ 17,3 % signifikant mehr Effektor Gedachtnis CD4und CD8 T-Zellen
als WT-Mause mit 16,2+ 9,2 % und 5,3+ 3,8 % (CD4: p = <0,0001; CD8: p = 0,0015;Abbildung
29B + E).

Weiterhin wiesen Qa2-Mause in der Milz deutlich geringere Zahlen an Zentralen Gedachtnis CD4
T-Zellen auf als WiMause (71,7 8,8% (WT) vs. 51,7+ 14,8% (QaZ2); p =0,0006; Abbildung
29C), wahrend sich die zentralen Gedachtnis CB8T-Zellen nicht unterschieden
(46,4 +6,6 % (WT) vs. 40+ 14,8 % (Qa2); Abbildung 29 F).
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Abbildung 29: Qa2-defiziente Mause hatten in der Milz vermehrt Effektor  -Gedé&chtniszellen.

Mause wurden an Trachtigkeitstag E18.5 getdtetnd die Milz enthommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt
und die T-Zellsubpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. (AF) Streudiagramme zeigen die prozentualen
Anteile an TZell-Subpopulationen bei WTFM&usen (weiler Balken) und Qa2Mausen @raue Balken) an
Tréchtigkeitstag E18.5. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte.
Mann-Whitney Test, **** p = <0.0001, *** p = < 0.001, ** p = < 0.01, msnicht signifikant, n = 14.

Hinsichtlich der T-Helferzell-Subpopulationen zeigt sich kein Unterschied zwischen WTund
Qa2-Méausen bei Tht und Th2-Zellen (Th1: 55,0 £ 11,9 % (WT) vs. 49,4 + 12,6 % (QaZTh2:
39,2 +12,6 % (WT) vs. 39,3 £ 13,8 % (Qap aber erhdhte Zahlen an Th1#Zellen in der Milz von
Qa2-Mausen an Trachtigkeitstag E18.5 (Th17: 1,8 + 0,7 % (WT) vs. 3,8 £ 2,9 % (Qg?=0,0035;
Abbildung 30 A-C).
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Abbildung 30: Qa2-defiziente Mause hatten in der Milz eine héhere Th1l7 -Antwort.

Mause wurden an Trachtigkeitstag E18.5 getotet und die Milz entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt
und die T-Zellsubpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. (AC) Straidiagramme zeigen die prozentualen
Anteile an Thl (A), Th2- (B) und Th17-T-Zellen (C) bei WFMausen (weil3e Balken) und Qa2Mausen (graue Balken)

an Trachtigkeitstag E18.5. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte.
Mann-Whitney Test, ns = nicht signifikant, ** = < 0.001, ns= nicht signifikant, n = 14.

AulBerdem hatten Qa2zMause in der Milz deutlich niedrigere Zahlen an CD25egulatorischen
T-Zellen als WFMause (6,7 = 2,8 % (WT) vs. 4,3 + 1,6 % (Qad = 0,086; Abbildung 31 A + B).
Dies wurde durch intrazellulare Farbung von Foxp3 bestétigt (6,1 = 1,0 % (WT) vs.
4,3+1,4% (Qa2); p = 0,031;Abbildung 31 C + D).
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Abbildung 31: Qa2-defiziente Mause hatten in der Milz weniger T regs Und diese produzierten weniger Foxp3.
Méausewurden an Trachtigkeitstag E18.5 getdtet und die Milz entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt
und die Treg-Populationen durchflusszytometrisch bestimmt. (A+C) Streudiagramme zeigen die prozentualen Anteile
an Tregs bei WT-Mausen (weil3e Balkey und Qa2-Méausen (graue Balken) an Trachtigkeitstag E18.5. Dargestellt sind
jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte. MamWhitney Test, **p =<0.01, * p = <0.05;
n=6-14. (B+D) Reprasentative Abbildungen der durchflusszytometschen Messungen von ddgs in der Milz von
WT-Mé&usen und Qa2Mausen an Trachtigkeitstag E18.5.
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Das Fehlen von Qa2 fihrte zu einer verringerten Funktionalitdt von MDSC

Neben der suppressiven Aktivitdt auf TZellen, ist die Induktion von Tegs eine bereits
beschriebene funktionelle Eigenschaft von MDS[@7, 186]. Aufgrund der mit der verminderten
MDSCAkkumulation einhergehenden verringerten Teg-Zahlen bei Qa2zM&ausen wurde die

Kapazitat von MDSC dg4s zu induzieren und die FZell-Proliferation zu hemmen untersucht.

In-vitro generierte MDSC aus Knochenmark von nicht trchtigen Wals auch von Qa2Mausen
wurden zu isolierten CD4 T-Zellen aus nicht trachtigen WIMausen gegeben und nach drei Tagen
wurde die Expression von Foxp3 intrazellular analysiert. Als Kontrolle diente eine Monokultur
von T-Zellen. CD4 T-Zellen exprimierten ohne die Zugabe von genemten MDSC kein Foxp3
(0,22 +0,15%). In-vitro generierte MDSC aus Knochenmark sowohl von WTls auch von
Qa2-Mausen induzierten Tegs, Wobei MDSC vorQa2-Mausen eine im Vergleich zu MDSC von
WT-Méausen verminderte Kapazitdt zur TgsInduktion zeigten (12,0 + 4,0 % (WT) vs.
10,7+ 4,2 % (Qa2); p=0,001; Abbildung 32).
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Abbildung 32: MDSC von Qa2Mausen induzierten im Vergleich zu WT -Mausen weniger T regs.

Nicht trachtige Mause wurden getétet und Knochenmark entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt und
die Zellen wurden zur MDS&senerierung fir vier Tage mit GMCSF und &CSF kultiviert. Die CD28-0xp3* Tregswurden
nach Intrazellularfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Das Liniendiagramm zeigt die prozentualen Anteile
an CD25Foxp3* Treg-Zellen nach 4tégiger Kultivierung ohne MDSC (Kontrolle), mit WIMDSC (WT) und MDSC von
Qa2-Mausen (Qa?. Die Lhien verbinden die zusammengehdrigen Punkte einer  Messung.
Dargestellt sind die Einzelwerte. FriedmansTest, ****p<0.001, n = 15. (BReprasentative Abbildungen der
durchflusszytometrischen Messungen von induzierten CD250xp3+ Tregs durch in-vitro gererierte MDSC von

WT-Méausen und Qa2Mausen.

Zur Untersuchung der suppressiven Aktivitat wurderMDSC aus der Milz von trachtigen Wund
Qa2-Méausen zu isolierten und CFSHefarbten CD4 T-Zellen aus nicht trachtigen W¥Mausen

gegeben und nach 72 wurde die T-Zell-Proliferation durchflusszytometrisch gemessen.
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Die Hemmung der CD#4 T-Zell-Proliferation war bei MDSC aus trachtigen
Qa2-Mausen ebenfalls geringer ausgepragt als bei MDSC aus-Wdusen. Der Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant @:1 T-Zellen: MDSC 56,2 + 22,8 % (Qg2vs. 40,9 £ 22,9 %
(B6), 4:1 81,6 £ 18,1 % (Qa2vs. 65,7 + 23,0 % (B6) und 8:1 90,7 + 13 % (Qa®s. 82,8+ 12,3 %
(B6); alle p>0,05; Abbildung 33 A + B).

A B
ohne MDSC
_ 85 %

< 150 0

()

o) ns

< | | |

c

© 100z 2:1 mit WT -MDSC

= 49 %

k)

S  50- T

o .
4 2:1 mit Qa2 -MDSC

< 68 % o

a) a

O 0 / \\.r"\._‘ ”).'/\\\_

- .
.N .N .N .x .N ‘N T T Illll‘ T T I|IIIII ﬂl T I|IIIII T T TTTTT
«Cb' d/‘b‘ &b" fi,bv &’1/ d/’lx‘ 1” 1n' 10 i it
NP\ NP\ R
Q ©) Q CFSE

Abbildung 33: MDSC von QazMausen hemmten die T -Zell-Proliferation im Vergleich zu WT -M&ausen
schwécher.

Nicht tréchtige und trdchtige M&use wurden getdtet und die Milz entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension
hergestellt und die MDSC und CD4r-Zellen wurden mittels MACS angereichert. Die CB4-Zellen wurden mit CFSE
markiert, mit CD3/CD28-Dynabeads und mlk2 stimuliert und in verschiedenen Verhéltnissen (2:1, 4:1, 8:1) mit MDSC
fir 72 h kultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Balkendiagramm zeigt den
Proliferationsindex von CD4 T-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Wilcoxenest,
ns=nicht signifikant, n=9 (B) Reprasentative Histogramme der IZell-Proliferation ohne MDSC (oben) und im
2:1-Verhéaltnis mit WT-MDSC (Mitte)oder MDSC von Qa2Mausen (unten).

Die Expression von Qa2 auf MDSC wird durch Ostrogen tiber HIF1 -} OACOI EAO(
Aufgrund der gezeigten funktionellen Relevanz von Qa2 fiir die Funktion der MDSC sollte im

Weiteren untersucht werden, wie die QazZExpression reguiert ist. Zunachst wurde die
Qaz2Expression auf MDSC und-Zellen aus der Milz nicht trachtiger und trachtiger WiMause
durchflusszytometrisch analysiert. Zwischen 1® und 60% der MDSC und alle -Eellen

exprimierten Qa2 auf der Oberflache.
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Wahrend der Trachtigkeit von WT-Mausen stieg die Expression von Qa2 auf MDSC von
25+13,7% auf 35,6 + 14,6 (p=0,0175; Abbildung 34 A) und auf TZellen der MFIvon
241,7+ 137,4 auf MFI 563,0 + 130,6 an (p <0,0001; Abbildung 34 B).
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Abbildung 34: Qa2 wurde sowohl auf MDSC als aud auf T-Zellen wahrend der Trachtigkeit vermehrt
exprimiert.

Nicht trachtige und tréachtige WFM&use wurden getdtet und die Milz enthommen. Es wurden Einzelzellsuspension
hergestellt und die Qa2Expression auf MDSC und-Zellen durchflusszytometrisch bestinmt. (A) Das Streudiagramm
zeigt die prozentualen Anteile an Qa2xprimierenden MDSC von nicht trachtigen (weiRe Balken) und trachtigen
WT-Mé&usen an Trachtigkeitstag E10.5 (graue Balken). (B) Das Streudiagramm zeigt den MFI der-©@g&imierenden
T-Zellen von nicht trachtigen (weiRe Balken) und trachtigen WTMausen an Trachtigkeitstag E10.5 (graue Balken).
Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte. ManWhitney Test; * p<0,05;
#xk < 0,001; n = 1324,

Der gleiche HEfekt zeigte sich auch fir die HLAG-Expression auf humanen MDSC: die Expression
von HLAG war auf MDSC wahrend der Schwangerschaft deutlich erhdht
(nicht schwanger31,5+ 16,5% vs. schwanger 53,5 + 10,1 %bbildung 35).

Abbildung 35: HLA-G wurde auf MDSC von Schwangeren

ik

80— 1 vermehrt exprimiert.
- é PBMC wurden aus dem Blut nicht schwangerer Probanden un
E 60 : _:g':. gesunder Schwangereiisoliert und die Expression von HLAG
3 E 40 o "::" auf MDSC wurde durchflusszytometrisch mit den Antikdrpern
T E *Tee . CD66b und HLAG analysiert. Das Streudiagramm zeigt dit
= 9p4 _!-r prozentualen Anteile an HLAG exprimierenden MDSC im Blut
.. gesunder Schwangerer und in nicht schwangereKontrollen.

0

L T Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte)
nicht schwanger
schwanger sowie die Mittelwerte. MannWhitney Test; **** p = < 0,001,

n=18-22.
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Aufgrund der erhéhten Expression von Qa2 wahrend der Trachtigkeit ergab sich die Hypothese,
dass zyklusabhangigeFaktoren in die Regulation involviert sein konnten. Daher wurde im
nachsten Schritt bei nicht trAchtigen WIMausen an vier aufeinanderfolgenden Tagen unter
Isofluran-Narkose ein Vaginalabstrich gemacht und Blut entnommen. Anhand der zellularen
Zusammensezung des Vaginalabstrichs wurde die Zyklusphase bestimmapbildung 36 A). Die

Qaz2Expression auf MDSC wurde durchflusszytometrisch bestimmit.

Die Expression von Qa2 war in den ersten beiden Zyklusphasen Proestrus und Estrus, in denen
laut Literatur hohe Ostrogenspiegel vorliegen[60], deutlich hoher, als in den letzten zwei
Zyklusphasen Metestrus und Diestrus (11,0 = 5,8 % vs. 6,0 + 4,5 %; p = 0,004ighildung 36 B).
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Abbildung 36: Qa2 war zyklusabhangig und wurde wahrend dem Proestrus & Estrus vermehrt exprimiert.

Zur Analyse der zyklusabhangigen QaExpression auf MDSC wurde bei nicht trachtigen WWMausen an vier
aufeinanderfolgenden Tagen unter IsoflurarNarkose ein Vaginalabstrich durchgefuhrt und Blut enthommen. Der
Vaginalabstrich wurde mittels HE gefarbt und unter dem Mikroskop analysiert. Anhand de zellularen
Zusammensetzung des Vaginalabstrichs wurde die Zyklusphase und die C@&&ression auf MDSC wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Mikroskopische Bilder der HEgeféarbten Vaginalabstriche der vier Zyklusphasen
Proestrus (links oben), Estrus (rechts oben), Metestrus (links unten) und Diestrus (rechts unten).
(B) Das Streudiagramm zeigt die prozentualen Anteile an Qa2 exprimierenden MDSC im Blut in den verschiedenen
Zyklusphasen. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte (schwarze Punkte) sowie Mittelwerte. Mann-Whitney Test;
**pn=<0,01;n=147.

Um weiter zu tiberpriifen ob tatsachlich Ostrogen in die Regulation der Q&Xpression involviert
ist, wurden Milzzellen von WFMausen mit steigenden Ostrogenkonzentrationen (174Estradiol,
1 nM, 10nM, 100nM) stimuliert und die Expression von Qa2 auf MDSC undZellen bestimmt.
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Auf MDSC fiihrte die Ostrogesstimulation konzentrationsabhangig zu einer héheren Expression
von Qa2 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Kontrolle:32,3 £ 6,3 %;1 nM: 35,1 + 5,3 %;
10 nM: 38,1 £ 8,9 % und 10WM: 39,4 £ 9,5 %Abbildung 37 A).

Auf T-Zellen kam es durch Stimulation mit Ostrogen zu keiner erhohterQa2Expression
(MFI Kontrolle: 167; 1 nM: 170; 10nM: 172 und 100nM: 177; Abbildung 37 B).
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Abbildung 37: Die Expression von Qa2 auf MDSC lie3 sich konzentrationsabhangig durch die Stimulation von
Ostrogen erhéhen.

Nicht trachtige Mause wurden getotet und die Milz entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt und tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurdedie Zellen 4h mit steigenden Konzentrationen von 17REstradiol
stimuliert und die Qa2Expression auf MDSC und -Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Das
Balkendiagramm zeigt die prozentualen Anteile an Qa@xprimierenden MDSC von unstimulieren Milzzellen
(Kontrolle, weiBer Balken) und Milzzellen mit 1 nM, 10 nM und 100 nM 17Estradiol stimuliert (graue Balken). (B)
Das Balkendiagramm zeigt die prozentualen Anteile an QaXprimierenden T-Zellen von unstimulierten Milzzellen
(Kontrolle, weiRer Balken) und Milzzellen mit 1 nM, 10 nM und 100 nM 17{Estradiol stimuliert (graue Balken).
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen, MankiVhitney Test; *p=<0,05;

ns = nicht signifikant, n=6-7.

Literaturdaten zeigten, dass die Expression von HLAG auf Tumorzellen durch den
Transkriptionsfaktor HIF-p 4 [187, 188] reguliert wird und dass HIFpJ xEAAAOOOI AOD«
Ostrogen stimuliert werden kann[189].

Daher wurden zundchstMilzzellen aus nicht trachtigen WFMausen in Anoxie (Sauerstoffmangel
als klassischen HIFStimulus[190]) und durch bakterielle Stimulation mitE. coli(als alternativen
HIF-Stimulus[191]) stimuliert und es konnte gezeigt werden, dass beides die Expression von Qa2
auf MDSC steigerte (Kontrolle32,2 + 12,4%, E.coli: 55,2 + 10,5%, Anoxie: 54,8 + 11,84,
Abbildung 38 A).

83



Ergebnisse

Auf T-Zellen kam es durch Stimulation mit Anoxie oderE. coli zu keiner Erhdhung der
QazExpression (MFI Kontrolle: 328,0 + 58,3; E.coli: 319,8 + 36,0; Anoxie: 327,0 + 149,6;
Abbildung 38 B).
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Abbildung 38: Die Expression von Qa2 auf MDSC wurde durch die Stimulation mit E. coliund unter anoxischen
Bedingungen erhéht.

Nicht trachtige Mause wurden getétet und die Milz entnommen. Es wurden Einzelzellsuspension hergestellt und in
DMEM-Medium + 10 % FCS + 1 % P/S + 1 % Glutamin Uber Nacht kultiviert (Kontrolle, weie Balken). Einl Ter
Zellen wurde dann mitE. coliin einer MOI 1:50 stimuliert (E. colj hellgraue Balken) und der andere Teil wurde in einer
Anoxie-Kammer bei <1 % O kultiviert (Anoxie, dunkelgraue Balken). Nach vier Stunden wurde die Expression von Qa2
auf MDSC undr-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die BalkerDiagramme zeigen den Anteil an Qagositiven
MDSC von allen CD1HGr1+ MDSC (A) und den MFI von Qa2 auf allen CDBZellen (B). Dargestellt sind jeweils die

Mittelwerte und Standardabweichungen, Kruskl-Wallis Test, *p =< 0.05, ns= nicht signifikant, n =5

Des Weiteren wurde die Expression von Qa2 auf MDSC aus trachtigen Mausen mit gezielter
Deletion von HIFp 4y ET 1T UAIT T E OA-Ed)Tanalysikrt. IHEI zeigte( 3ick, dass
HIF-FKO-MDSC weniger Qa2exprimierten als MDSC aus WMausen (46,4+12,4% vs.
30,0+ 6,5%; p=0,0159; Abbildung 39).

Abbildung 39: Bei HIF-KO Mausen war die Expression von

80+ N Qa2 auf MDSC vermindert.

o Die Mause wurden getdtet und die Milz enthommen. E
o E 60+ wurden  Einzelzellsuspension  hergestellt und  die
g E, —|_ Qa2Expression auf MDSC durchflusszytometrisch bestimmi
,: % 40+ Das Balkendiagramm zeigt die prozentualen Aaile an
o g Qa2exprimierenden MDSC von WiMausen (weiRe Balken)

% 20~ und HIFFKO-Mausen (graue Balken). Dargestellt sind jeweils

die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen.
0 Mann-Whitney Test; * p=<0,05; n=5.

WT HIF-KO
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Eine Stimulation von Milzzellen aus trachtigen HIFKO Mausen mit ansteigenden
Ostrogenkonzentrationen fiihrte ebenfalls zu keiner Hochregulation der QaBxpression auf
MDSC  (Kontrolle: 46,3+ 11,1 %; 1nM: 48,1+ 14,2 %; 10nM:47,0£11,2% und
100 nM: 50,2+ 8,2 %; Abbildung 40 B) oder auf TZellen (MFI Kontrolle: 25748;1 nM: 23677;
10 nM: 23761 und 100nM: 25591; Abbildung 40B).
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Abbildung 40: Die Expression von Qa2 auf MDSC bei HIFKO Mausen lieR sich durch die Stimulation von
Ostrogen nicht erhéhen.

Nicht tréchtige Mause wurden durch C®Einleitung in den Heimatkafig und anschlieRendr zervikalen Dislokation
getotet. Die Organentnahme der Milz erfolgte postmortal. Das Gewebe wurde homogenisiert, gefiltert und eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Die Milzzellen wurden iber Nacht bei 3T inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Zellen mit 17R3-Estradiol stimuliert und die Qa2Expression auf MDSC und-Zellen wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. (A) Das Balkendiagramm zeigt die prozentualen Anteile an Q&Xprimierenden MDSC von unstimulierten
Milzzellen (Kontrolle, weil3er Balken) und Mizzellen mit 1 nM, 10 nM und 100 nM 17REstradiol stimuliert
(graue Balken). (B) Das Balkendiagramm zeigt die prozentualen Anteile an Qag2primierenden T-Zellen von
unstimulierten Milzzellen (Kontrolle, weiRer Balken) und Milzzellen mit 1 nM, 10 nM und @0 nM 17(Estradiol
stimuliert (graue Balken). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen.
Mann-Whitney Test; ns=nicht signifikant, n=6-7.
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In-vivo Applikation von sHLA -G fuhrte bei Qa2--Mausen zu einer

verminderten Abortrate und erhéhter MDSC -Akkumulation

Zuletzt sollte untersucht werden, ob die Gabe von léslichem HEA (sHLAG) die verminderte
MDSCAkkumulation und eine erhthte Abortrate verbessern kann. Dies sollte zun&chst im
immunologischen CBA/X DBA/2J Abortmodell untersucht werden. Daher wurde als Pilotstudie
SHLA-G an weibliche nicht trachtige CBAAMause injiziert, mit dem Ziel dadurch MDSC zu

induzieren.

Es konnte durch die intraperitoneale Injektion von sHLAG weder konzentrationsabhangig noch
zeitabh&ngg ein Effekt auf die Akkumulation von MDSCT@belle 14), GFMDSC und MeMIDSC

(Daten nicht gezeigt) in Milz, Blut und Knochenmark gefunden werden.

Auchbei den anderen untersuchten Immunzellen (Zellen, FHelferzellen, zytotoxische FZellen,
Monozyten, BZellen, NKkZellen und NKTFZellen) zeigte sich kein Effekt durch die HLA
Applikation (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 14: sHLA-G fuhrte zu keiner Induktion von MDSC bei nicht trachtigen CBA -Méausen.

SHLA-G wurde intraperitoneal in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 pg/g Korpergewicht (KG) und
1,0pug/g KG) in weibliche nicht trachtige CBA/Mause injiziert. Nach drei, funfoder zehn Tagen wurden die Tiere
getdtet und es wurden Blut, Milz und Knochenmark entnommen. Das Gewebe wurde manuell zerkleinert,
Einzelzellsuspensionen hergestellt und der prozentuale Anteil von MDSC an allen CB2éllen durchflusszytometrisch
Uber die Oberflachenmarker CD11b und Grl bestimmt. Als Kontrolle diente die Injektion von PBS. Dargestellt sind die

prozentualen MDS&Zahlen und die Standardabweichung, s 6, KruskalWallis Test.

Tag 3 Tag 5 Tag 10
PBS HLA-G | HLA-G | PBS HLA-G | HLA-G | PBS HLA-G | HLA-G
0,1 ug/g [ 1,0 pg/g 0,1 ug/g [ 1,0 pg/g 0,1 pg/g | 1,0 po/g
KG KG KG KG KG KG
MDSC Milz 43+ |36+ 31+ 83+ |72 8,5+ 96+ |93z 9,4+
15% |[1% 1,2% 81% |41% 6,3% 67% |103% |[11%

MDSC Blut 151+ [119+ 119+ 146+ | 13,8+ 12,3+ 168+ [ 146+ 13,3+
6,6 % 25% 28 % 3,6 % 3,6 % 3,8% 7,5 % 3,8% 3,3%

MDSC 41,4+ | 36,3+ 42,1 445+ 422+ 455+ 45 + 41,2 £ 41,8 =
Knochenmark | 5,9 % 19% 7% 9,9 % 6,8 % 8% 9,8 % 18,4 % 11.2%

Daher wurde im n&chsten Schritt SHLAG an trachtige Qa2Mausen verabreicht. Es wurden nun
nicht mehr Monomere, sondern Tetramere verwendet und es erfolgte eine zweimalige

intravendse Injektion an E10.5 und E14.5.
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In den Qa2-Méausenkam es durch die Applikation von I6slichem HLAG vor allem im Uterus und
in der Plazenta zu einem signifikanten Anstieg der MDSZahlen (Uterus: 17,3+8,9% vs.
26,0+ 7,8%; p=0,03; Abbildung 41 A + C, Plazenta28,0+16,4% vs. 38,3+ 11,5%; p=0,16;
Abbildung 41 B).

Im Blut und in der Milz kam es durch sHLAG zu keinem Anstieg der MDSEahlen
(Milz: 4,9+2,2% vs. 4,8 £ 1,30; Blut: 13,9 + 6,006 vs. 12,9 + 5,5 %Abbildungen nicht gezeigt).
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Abbildung 41: sHLA-G fihrte zu einer Induktion von MDSC im Uterus bei tréchtigen Qa2 --Mausen.

Nach erfolgreicher PlugVerpaarung wurde den Mausen an Trachtigkeitstag E10.5 und E14.5 1,0 pg/g KG st A die
Schwanzvene injiziert. An E18.5 wurden die M&use getotet, die Organe entnommen und die Abortrate visuell bestimmt.
Es wurden Einzelzdisuspensionen hergestellt und der prozentuale Anteil von MDSC an allen CD45+ Zellen
durchflusszytometrisch tber die Oberflichenmarker CD11b und Grl bestimmt. Als Kontrolle diente die Injektion von
PBS. (A+B) Streudiagramme zeigen die prozentualen Antede MDSC bei der Kontrollgruppe (weil3e Balken) und der
HLA-G-Gruppe (graue Balken) an E18.5 im Uterus (A) und in der Plazenta (B). Dargestellt sind die Einzelwerte
(schwarze Punkte) sowie die Mittelwerte. ManAWhitney Test, * p = < 0.05, nsnicht signifikant, n = 6.
(C) Reprasentative Abbildungen der durchflusszytometrischen Messungen von MDSC im Uterus von der

Kontrollgruppe (links) und der HLA-G-Gruppe (rechts) an E18.5.
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AulRerdem konnte durch die Applikation von sHLAG die Abortrate vonQa2-Mausenim Vergleich
zur Kontrollgruppe (Injektion von PBS) deutlich von23,3+9,9% auf 10,7+ 13,4 % reduziert
werden (Abbildung 42 A). Auch die Morphologie derChorionzotten mit den eosinophilen
Aggregaten normalisierte sich (vgl. Abbildung 20 und Abbildung 42) und &hnelte jetzt
phéanotypisch mehr den Plazenten von W-M&usen @Abbildung 42 B + C).
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Abbildung 42: Die Applikation von sHLA -G reduzierte die Abortrate und normalisierte die Morphologie der
Chorionzotten.

Trachtigen Mausen wurde an E10.5nd E14.5 1,0ug/g KG sHLAG i.v. in die Schwanzvene injiziert. An Trachtigkeitstag
E18.5 wurden die Mause getdtet, die Organe entnommen und die Abortrate visuell bestimmt. Es wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt und der prozentuale Anteil von MDSC allen CD45 Zellen durchflusszytometrisch
Uber die Oberflachenmarker CD11b und Grl bestimmt. Als Kontrolle diente die Injektion von PBS. Die Plazenten von
WT- und Qa2-Mausen wurden in Paraffin eingebettet und & pm dicke Schnitte angefertigt. Die
immunhistochemischen Farbungen sowie die Analysen erfolgten durch erfahrene Pathologen im Institut fir Pathologie
unter der Leitung von Prof. Dr. Leticia QuintanillaFend. (A) Streudiagramm zeigt die Abortrate bei der Kontrollgruppe
(weiBe Balken) und der HLAG-Gruppe (graue Balken) an Trachtigkeitstag E18.5. Dargestellt sind die Einzelwerte
(schwarze Punkte) sowie die prozentualen Mittelwerte, ManAVhitney Test, * p< 0.05, n = 6. (BHEFarbung zur
Darstellung der Chorionzotten in 106 und 400-facher mikroskopischer VergréRerung. Der Pfeil zeigt auf die
normalisierte Struktur der Chorionzotten. (C) PAS und PASDiastaseFarbung zur Darstellung von Glykogen in

100- und 400-facher Vergréf3erung.
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Ergebnisse

In der hier vorliegenden Arbeit konnte im murinen Modell gezeigiverden, dass die Expression
von Qa2 auf der Oberflache von Immunzellen fir eine komplikationslose Trachtigkeit notwendig

zu sein scheint unddass das Fehlen von Qa2 zu einer veranderten immunologischen Anpassung

an die Trachtigkeit fuhrte.
Zusammenfasgend filhrte das Fehlen von Qaz2:

(1) zu einer erhdhten Abortrate und zu intrauteriner Wachstumsretardierung der Feten

(2) zu einer veréanderten PlazentaMorphologie mit Ansammlung von eosinophilen
Aggregaten und einer veranderteren Proteinexpression

(3) zu Veranderunge in der Genexpression im Uterus, insbesondere bei Genen die an der

Vaskulogenese beteiligt sind
(4) zu einer verringerten Akkumulation und verminderten funktionalen Aktivitdt von MDSC

wahrend der Trachtigkeit und
(5) zu immunologischen Veranderungen im Lymphozgnprofil wahrend der Tréchtigkeit,

insbesondere zu erhdhten TZellen.

Durch in-vivo Applikation von sHLAG bei Qa2Mausen konnte die MDS@kkumulation erhdht,
die Abortrate gegen Ende der Trachtigkeit verringert und die Plazentorphologie mit der

Ansammlung an eosinophilen Aggregaten normalisiert werden.
AulRRerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression von Qa2 auf MDSC:

(6) wéahrend der Trachtigkeit und zu Beginn eines Zyklus erhdht war und
(7) durch Ostrogenstimulation iiber den Transkriptionsfaktor HIFt;y OACOIlI EAOO
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4.  Diskussion

$EA 3AExAT CAOOAEAAEDO EOO AET nEIi 1 OT1T1 i-aidgendrE A O
Organismus vom mudtterlichen Immunsystem toleriert wvird, jedoch andere Immunfunktionen,

wie die Abwehr von Pathogenen aber weitgehend unbeeintrachtigt erhalten bleiben. Eine
Fehlregulation der immunologischen Anpassung an eine Schwangerschaft kann zu schweren
Schwangerschaftskomplikationen wie Aborten, Prddampsie, Frihgeburtlichkeit oder zu
Wachstumsrestriktion des Feten filhren. Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet sind die

zugrundeliegenden Mechanismen, die hier von Bedeutung sind, bislang nur teilweise verstanden.

In Vorarbeiten zu dieser Dissetation konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass es im
Rahmen der Immunadaption an die Schwangerschaft zu einer Zunahme von
immunmodulatorisch wirkenden MDSC im miuitterlichen und fetalen Bluf39] und der Plazenta
[40] kommt. Bei Patientinnen mit spontanen Aborten waren MDSC im Vergleich zu Frauen mit
einem elektiven Schwangerschaftsabbruch bei bis dahin intakter Schwangerschaft vermindert
[40]. Weiter konnte unsere Gruppe zeigen, dass das MH®lolekil HLAG, das als ein
wesentlicher Vermittler der materno-fetalen Toleranz gilt[102],in-vitro eine Induktion von MDSC
bewirkt [56]. HLAG wird von Trophoblastzellen in der fetematernalen Grenzschicht der
Plazenta exprimiert[96] und wahrend der Schwangerschaft ins Blut deschwangeren sezerniert,
wo es im Vergleich zu nicht schwangeren Individuen in deutlich héherer Konzentration
nachweisbar ist [102, 103]. Bei Patientinnen mit Aborten oder mit Praeklampsie sind die
Serumspiegel von HLAG vermindert [105-107]. Qa2 gilt als das murine Korrelat zum honanen
HLA-G[135]. Aus der Literatur war bis dato bekannt, dass Qa2egative Mause kleinere Feten und
geringere Wurfgré3en haben als Qapositive Mause[148].

Die Bedeutung von Qa2 fir das Auftreten von Aborten und fur die Akkumulation und Funktion

von MDSC wahrend der Trachtigkeit war bisher nicht untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, wie sich ein Fehlen von Qa2 auf die
MDSCAkkumulation wahrend der Trachtigkeit und den Trachtigkeitsverlauf bei Mausen
auswirkt. Es sollte die Hypothese Uberprift werden, dass ein Fehlen von Qa2 zu einer
verminderten Akkumulation von MDSC wahrend der Trachtigkeit bei Mausen fuhrt und es
dadurch zu einem vermehrten Auftreten von Aborten kommt. Weiter sollte Gberprift werden, ob
die Gabe von léslichem HLAS (sHLAG) die verminderte MDS€Akkumulation und das vermehrte
Auftreten von Aborten aufhebt und damit als therapeutische Option fur immunoldgch bedingte

Aborte in Frage kommt.
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Die wesentlichen Ergebnisse wurden hier bildlich nochmal zusammengefasgttibildung 43).
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Abbildung 43: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse

(A) Das Fehlen von Qa2 fuhrte zu einer erhdhten Abortrate, zu intrauteriner Wachstumsretardierung der Feten, zu einer
veranderten PlazentaMorphologie mit Ansammlung von eosinopHen Aggregaten sowie zu Verénderungen in der
Genexpression im Uterus, insbesondere bei Genen die an der Vaskulogenese beteiligt sind. Des Weiteren fuhrte eine
Qa2Defizienz zu einer verringerten Akkumulation und funktionalen Aktivitdit von MDSC wahrend defrachtigkeit

sowie zu immunologischen Veranderungen im Lymphozytenprofil wahrend der Trachtigkeit, insbesondere zu einer
Akkumulation der T-Zellen. (B) AuRerdem bewirkte Ostrogen eine Aktivierung von HHp ET -$3#h AAO
gesteigerten Expression von Qazuf der Oberflache fiihrte und das dann wiederum zur Induktion von rdgs.
(Visualisierung der Abbildung: DTPMedien-Photo Kinderklinik Peter Weber)

91



Diskussion

Das Fehlen von Qa2 fiihrte zu einer veranderten strukturellen Anpassung an

die Schwangerschaft und zu einer erhdhten Abortrate
Um die Bedeutung von Qa2/HLAG fir den Verlauf der Trachtigkeit/Schwangerschaft besser

untersuchen zu kdnnen, wurde ein Mausmodell gewahlt, bei dem es durch Spontanmutationen
zum Fehlen des Qadlolekils kommt. In der vorliegenden Arbeitkonnte gezeigt werden, dass
Qa2-Méause geringere WurfgréRen und leichtere Feten im Vergleich zu \AMIausen hatten. Diese
Ergebnisse decken sich mit bereits publizierten Daten von Warner et al. und Watkins et al., die
ebenfalls beschrieben, dass Qa2egative Mause im Vergleich zu Qafositiven Mausen kleinere
und leichtere Feten[138, 148] und geringere Wurfgroé3en[148] hatten. Hikmah et al. zeigten, dass
durch die Injektion eines antiQaz2Antikdrpers die Fetenzahl reduziert werden konnte und die

Feten kleiner und leichter waren[150].

Als Ursache fir die geringere WurfgrofRe bei QaRlausen wurde ein spater Fetenverlust
zwischen E10.5 md E18.5 der Trachtigkeit nachgewiesen. An E10.5, welches etwa die Mitte der
Trachtigkeit darstellt, wurde lediglich eine leichte, nicht signifikant erhéhte Abortrate in

Qa2-Mausen bei einer gleich groRer Gesamtfetenzahl im Vergleich zu YWlausen beobachgt.

Warner et al. zeigten, dass Qagositive (Ped fast) Embryonen eine hohere intrauterine
Uberlebenschance hatten und bei der Geburt schwerer waren als Qaggative Embryonen bzw.
Feten[148]. Als Ursache wurde beschrieben, dass Qadsitive Embryonen sich m Vergleich zu
Qa2negativen Embryonen schneller entwickeln, dadurch die Gebarmutter friiher erreichen und
besser vaskularisierte Implantationsstellen zeigten, was letztendlich zu einer besseren
Plazentabildung und fetalen Entwicklung fihrte[142, 192]. Auch im humanen System wurde
beschrieben, dass @ Starke der HLAGExpression mit der Invasivitat des extravilldsen
Trophoblasten korreliert [104]. Warner et al. vermuteten, dass Qa2 mdgherweise den sich
entwickelnden Feten vor einem Angriff durch mutterliche NKZellen oder Makrophagen schiitze
[142]. Weitere Studien zeigten, dass die Esgssion von Qa2 auf fetaler Seite mit dem Uberleben
der Feten und einer erhéhten embryonalen Furchungsrate korrelieffil 48, 193]. All diese Studien

konzentrierten sich jedoch auf die friihe bis mittlere Schwangerschatft.

Die Beobachtungen eines spaten Verlustes von Feten wéahrend der zweiten Trachtigkeitshalfte
decken sich mit Daten von Exley et al., die zeigten, dass es beusés, denen das QaProtein fehlt
(Pedslow), erst gegen Ende der Trachtigkeit zum Verlust von Feten kam, wéhrend die Fetenzahl
in der Mitte der Trachtigkeit mit Qa2-Mausen noch vergleichbar waf149]. Dadurch scheint das
Vorhandensein von Qa2 nicht nur zu Beginn einer Schwangerschaft, also wahrend der
Implantationsphase, von Bedeutung zu sein, sondern es schafft auch spater der

Schwangerschaft einen selektiven Vorteil.
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Uber die Ursache dieses spaten Fetenverlustes ist bisher nur sehr wenig bekannt.
Sulistyowati etal. konnten zeigen, dass eine durch Injektion von Anr@Qa2 verursachte fetale
Wachstumsretardierung durch hjektion von rekombinanten VEGF aufgehoben werden konnte,
was auf eine vaskulare Stérung als Ursache fir die Retardierung und méglicherweise auch auf den
Fetenverlust hindeuten kénnte[194]. Bei intrauteriner Wachstumsretardierung scheint es zur
vermehrten Ausschittung von proinflammatorischen und zur verminderten Ausschittung von
antiinflammatorischen Zytokinen zu kommen. Raghupathy et al. spekulierten, dass dieses
Ungleichgewicht zu Entziindungsreaktionen fiihrt, die die Spiralarterieninvasion beeintréchtigen
und somit die Versorgungdes Feten durch verminderte plazentare Durchblutung einschranken
[195].

In vergleichenden Transkriptomanalysen von Uterud.ysaten in der hier vorliegenden Arbeit
zeigte sich bei Qa2Mausen im Vergleich zu WATieren eine verminderte Expression von Genen,
die bei der Angigenese eine Rolle spielen. Wahrend der Schwangerschaft kommt es durch
Trophoblasteneinwanderung zum Umbau der maternalen Spiralarterien im Uterus. Dabei werden
die Spiralarterien der Gebarmutterschleimhaut von den extravilldsen Trophoblastzellen aktiv
infiltriert und erweitert. Dieser Prozess des Spiralarterienumbaus gewahrleistet durch die
Weitstellung der Gefal3e einen geringeren GefalRwiderstand und einen dadurch verstérkten
Blutfluss durch die Plazenta. Hierdurch wird sichergestellt, dass der Fetus austhend mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt wird[196]. Diese Anpassung auf mutterlicher Seite sichert
durch die Nahrstoffversorgung das Wachstum des Feten. Eine unzureichende
Nahrstoffversorgung wiederrum fihrt zu plazentarer Hypoxie und tragt beispielsweise zur

Entwicklung einer Praeklampsie (Schwangerschaftsvergiftung) bei.

Praeklampsie ist definiert ab eine hypertensive Schwangerschaftserkrankung mit unklarer
immunologischer Ursache, die meist erst ab der 20. SSW auftritt unddie

Wachstumseinschrankungen zur Folge haben karfi97]. Eine Praeklampsie zeigt sich in bis zu
10% aller Schwangerschaften. Leitsymptome der Praeklampsie sind Hypertonie
(Bluthochdruck >140/90 mm Hg), Proteinurie (Eiweil3 im Urin, >300 mg/24 h), Nierenschaden

und Odeme (Wassereirdgerungen). In den meisten Fallen kommt es zu einem leichten
Krankheitsverlauf, in schweren Fallen kann es jedoch zu epileptischen Krampfanfallen
(Eklampsie) kommen[198]. Die einzige kausale Therapie ist eine rasche Entbindung und dami

vorzeitige Beendigung der Schwangerschafi99].

GoldmannWohl et al. zeigten, dass diélLA-G-Expression mit der Invasivitat des extravilldsen
Trophoblasten korreliert [104]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Qgaositive Mause im
Vergleich zu QaZnegativen Tieren wahrend der Embryonalentwicklung héhere Zellzahlen am

Trophoblast und Embryoblast aufweisen, was zu einer besseren Vaskularisation an der
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Implantationsstelle und d@ner besseren Plazentabildung fuhrt, wodurch die fetale Entwicklung
gefordert wird [192]. Mdglicherweise bedingt die fehlende Expression von Qa2 in unserem Modell
eine eingeschréankte  Trophoblasternvasivitat, was dann zu einem gestorten

Spiralartierenumbau und zur Entstehung einer Praeklampsie fihrt.

Neben der verdnderten Genexpression in dentéti von Qa2- und WT-Mausen konnte in der hier
vorliegenden Arbeit eine strukturelle Verdnderung in der Plazentamorphologie der Tiere
beobachtet werden. Bei Qa2Mausen kam es im Vergleich zu WWMausen zu einer Ansammlung
eosinophiler Aggregate im Zytoplama der Trophoblastzellen. Eine vermehrte Glykogen
Speicherung konnte anhand einer PABiastaseFarbung ausgeschlossen werden. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um abgelagerte Proteinaggregate handelt.
Eine Reihe von Erkrankungen, inst®ndere neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer
oder Parkinson werden durch Proteinfehlfaltungen und daraus resultierender Ablagerungen von
faserigen Proteinaggregaten (Amyloiden) in Geweben verursachR00]. Interessanterweise
wurde auch beschrieben, dass sich wahrend einer Praeklampg@hlgefaltete Proteine im Urinjm
Serum und in der Plazenta von Schwangeren ansammeln kénnen. Proteine, die hier beschrieben
wurden, sind beispielsweise Transthyretin[201] | A A-@myjoid [202, 203]. Letzteres wird auch

bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer gefundef201-203].

In den hier durchgefiihrten Proteomanalysen der Plazenten von Qa2nd WT-M&usen zeigte sich
insbesondere Ansammlungen von Proteinen, die am Proteinmetabolismus beteiligt sind, was
darauf hindeuten kbnnte, dass das Fehlen von Qa2 tatsachlich Einfluss auf die Proteinsynthese,
den Proteintransportund-AAAAO T EI 1 08 %ET A -Andydidoled Drandi) @ik, 1 1
wie sie fir die Plazenten von Praeklampsi®atientinnen beschrieben wurden, konnte in dn
Proteomdaten der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden. Hierbei wurde sowohl bei
Qaz2- als auch in WTPlazenten ausschlie3lich das Amyloi/orlauferprotein APP identifiziert. Es

ist bereits beschrieben, dass APP in der Plazenta auch unter nigiathologischen Zustanden
exprimiert wird [202]. Interessanterweise war jedoch die Expressionsstarke von APP in
Qa2-Plazenten deutlich hoher als in WiPlazenten (LFQ 515.922.500 vs. 258.100.000).

I OO0 ' 00 xEOA AOGOKAA MER i ldidhergusgeschnitten. Die Enzyme
r-O1 ASekretase konnten durch die Proteomanalysen nicht nachgewiesen werden.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die genaue ldentitat der akkumulierenden Proteine
bei einer Qa2Defizienz zu entschlisseln. Die Zusammenschau der Ergebnisse mit
wachstumsretardierten  Feten, erhdhtem Schwangerschaftsverlust in  der zweiten
Schwangeschaftshélfte, veranderter Genexpression im Sinne einer verminderten Expression von
in die Angiogenese involvierten Genen und die plazentaren Verdnderungen mit Ablagerungen im

Trophoblasten, deutet auf einen Defekt in der mitterlichen Anpassung hin und ggben die
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Vermutung, dass eine Qabefizienz zur Entwicklung eines Praeklampsigihnlichen
Krankheitshildes fiihrt. Diese Daten decken sich mit der Studie von Watkins et al., die zeigten, dass

Qa2- im Vergleich zu Qa2-Mausen einen erhdhten systolischen Bidruck entwickeln [138].

Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um diese Hypothese zu Uberprifen.

Das Fehlen von Qa2 filhrte zu einer veranderten immunologischen

Anpassung an die Schwangerschaft

Im nachsten Schritt eer hier vorliegenden Arbeit wurden immunologische Unterschiede zwischen
Qa2- und WT-Mausen im Verlauf der Trachtigkeit untersucht. Wahrend es bei WWausen im
Verlauf der Trachtigkeit zu einem stetigen Anstieg von MDSC in Blut, Milz, Uterus und
Knochenmaik kam, fehlte dieser Anstieg bei QaaMausen. Verschiedene andere Studien konnten
ebenfalls zeigen, dass es wahrend der normalen Trachtigkeit bei Mausen zu einem Anstieg der
MDSGZahlen im Knochenmark, in der Milz, im Blut und im Uterus karfd6]. Bei Mausen mit
verstarkter Abortneigung war die MDSEAkkumulation gestort [49, 160] und eine Depletion von
MDSC fiihrte bei trachtigen Mausen zu einer erhohten Abortraf46-48], wahrend umgekehrt ein
adoptiver Transfer von MDSC das Auftreten von Fehlgeburten bei Mausen reduzieren konf@] .
Beim Mensclen wurde ebenfalls gezeigt, dass Patientinnen mit Aborten geringere Zahlen an

MDSC aufwiesen als Frauen mit intakter Schwangerschi0] .

All diese Studien konzentrierten sich jedoch auf die friihe bis mittlere Schwangerschaft. Die bisher
einzige Studie, die sich mit MDSC zu einem spéteren Schwangerschaftszeitpunkt befasst, zeigte
beim Menschen, dass Patientinnemit Praeklampsie im Vergleich zu gesunden Schwangeren
ebenfalls verminderte Zahlen an MDSC aufweis¢204]. Mit der hier vorliegenden Arbeit konnte

nun erstmals ein moglicher kausaler Zusammenhang zwischen verminderter
MDSGAkkumulation und negativem Schwangerschaftsoutcome auch in der spateren

Schwangerschaft gezeigt werden.

In den hier durchgdtihrten Transkriptomanalysen der Uteri von trachtigen Qa2 und WT-Mausen
wurde zudem eine Hochregulierung von Genen nachgewiesen, die in der Differenzierung von
myeloiden Zellen und der Chemotaxis und Migration von Leukozyten beteiligt sindin-vitro
konnte bereits gezeigt werden, dass sHL-& neben einer Induktion auch die funktionelle Aktivitat
von MDSC steiger{56]. Dies lasst vermuten, das#-vivo die Kombination aus systemischer
Induktion von MDSC und Ilokaler Aktivierung im Uterus fir den erfolgreichen

Schwangerschaftsverlauf verantwortlich sein kénnte.

Die verringerte MDSGAkkumulation wahrend der Trachtigkeit bei Qa2-M&usen wurde von

einem Angieg der CD3 T-Zellen in der Milz im Verlauf der Trachtigkeit begleitet. Ahnlich dazu
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zeigten Agaugue et al., dass es bei HGAtumortragenden M&usen zu einer Abnahme von-Zellen
bei gleichzeitigem Anstieg von CD1XGrl* MDSC kam[129]. Darlber hinaus beschrieben
Du et al., dass ein erhohter Anteil von CB3-Zell-Populationen mit dem Risiko einer Fehlgeburt
korrelierte [205].

Unterschiede in den TZell-Subpopulationen zwischen W7T und Qa2-Mausen betrafen
hauptsachlich  EffektorGedachtnisT-Zellen, Tegs und  Thl7-Zellen. CD44/CD62L-
Effektor-Gedéachtnis FZellen (sowohl CD4 als auch CD8 waren bei trachtigen Qa2Mausen im
Vergleich zu WTFTieren erhoht, wahrend naive CD8 T-Zellen und zentrale
CD4 GedachtnisT-Zellen vermindert waren. Dies deutet auf einen héheren Aktivierungsstatus

der T-Zellen in QazMéausen hin.

ArenasHernandez et al. zeigten, dass aktivierte Effekter-Zellen den Schwangerschaftsverlauf
nachteilig beeinflussen und zu Friuhgeburten fihren kénnen [206]. Im Verlauf einer
komplikationslosen Schwangerschaft wurde gezeigt, dass es zur Zunahme von naive#ellen
kommt, wahrend GedachtnisT-Zellen prozentual abnehmerf207] . Weiterhin wurde gezeigt, dass
bei Patientinnen mit Praeklampsie CD62L, ein LeukozyteBelektin, welches bei Aktivierung der
- OO00A0OUAT 1T A n CA OAIAMAVErAIDdertx ekpiiriidrt isiA [208]. Ba die Haupt
Effektor-Funktion von MDSC eine Hemmung der-Zell-Aktivierun g ist, kdnnte vermutet werden,
dass die erhohte TZell-Aktivierung bei Qa2-Mausen ein Resultat der verminderten MDSC
Akkumulation ist. Im Gegensatz dazu zeigten andere Arbeitsgruppen, dass MDSC die Expression
von CD62L auf ¥Zellen vermindern [48, 209, 210]. Da Qa2 auch auf-Zellen exprimiert wird, ist
es moglich, dass das Fehlen von Qa2 selbst zu dentddschieden in der T-Zell-Aktivierung
zwischen WT und Qa2-Méausen fihrt, die den Effekt von MSDC Uberlagern.

Die Balance zwischen Thilund Th2-Zellen blieb in unseren Untersuchungen durch das Fehlen
von Qa2 unbeeinflusst. Klassischerweise wird ein Uberagien von Th1Zellen in Zusammenhang
mit Schwangerschaftskomplikationen wie Spontanaborten gesehen wahrend Thgnhtworten das
Bild einer erfolgreichen Schwangerschatft pragefv0, 79]. Raghupathy et al. konnten zeigen, dass
es bei intrauteriner Wachstumsretardierung zur vermehrten Ausschittung von
proinflammatorischen Th1-Zytokinen kam, wohingegen antiinflammatorische Thz2Zytokine
vermindert sezerniert wurden. Moglicherweise fihrte dieses Ungleichgewicht zu
Entzindungsreaktionen, die die Spiralarterieninvasion beeintrdchtigten und dadurch die
Versorgung des Feten durch eine verminderte plazentare Durchblutung einschrénktefi95].
Andere Daten dagegen zeigten, dass-4- und IL-10-defiziente M&usen eine komplikationslose
Schwangerschaft haben, was eine grundlegende Bedeutung deH€lfer-Polarisierung fur den

Schwangeschaftsverlauf in Frage stell{211].
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Jedoch wurde in den hier vorliegenden Versuchen in der Milz von trachtigen Qddausen eine
deutliche Zunahme von Thl7Zellen und eine Abnahme von Tegs beobachtet. Dies stimmt mit
bereits publizierten Daten von Saito et al. und Wang et al. Giberein , die zeigten, dass FéA#len
mit der Initiierung inflammatorischer Vorgange sowie der Abstof3ung von Transplantaten
assoziiert sind[18] und dass Frauen mit Aborten eine erhéhte Zahl an ThizZellen aufweisen im
Vergleich zu Normalschwangereri84]. Ebenfalls entsprechend den Ergebnissen konnte bereits
gezeigt werden, dass g essentiell fir den Erhalt einer komplikationslosen Schwangerschaft
sind. Sie stellen einen wichtigen ToleranMechanismus gegenuiber Fremdund SelbstAntigenen
wahrend der Sclwangerschaft dar[73, 74, 212, 213] Tegsakkumulieren an der fetomaternalen
Grenzschicht und schitzen den Feten vor einem Angriff durch mutterliche Immunzellgd2]. Im
Rahmen von Aborten beim Menschen sind di&.gs vermindert [73-75]. AulRerdem konnte in
einem murinen Abortmodell gezeigt werden, dass die Anzahl an]s in Mausen mit erhdhter
Abortrate im Vergleich zu Mausemit normaler Trachtigkeit reduziert war und dass ein adoptiver
Transfer von Tegs, die erhdhte Abortrate wieder verbesserte[77, 213]. Weiterhin fuhrte eine
Depletion von Tegsin M@usen zu einer erhdhten Resorptionsrate der Feten, gekennzeichnet durch
eine gestorte fetale Entwicklung, Blutungen an der fetmaternalen Schnittstelle und eine
verstarkte Infiltration von CD3* T-Zellen[76]. Auch im Rahmen der Praeklampsie konnte gezeigt
werden, dass die FoxpExpression verglichen mit gesunden Schwangerschaften vermindert war
[82].

NK-Zellen waren in der Milz von trachtigen WIMausen im Vergleich zu Qa2Mausen erhdht. Im
Uterus von Qa2Mausen kam es im Verlauf defréchtigkeit im Vergleich zu WFMausen zu einer
signifikanten Abnahme der NKZellen. Neben einer Interaktion mit Tegs Sind NK-Zellen fur
strukturelle Umbauprozesse im Uterus von Bedeutung. Sie interagieren mit von
Trophoblastzellen exprimierten Molekille wie HLAG und haben direkten Einfluss auf die
Angiogenese und die Umstrukturierung plazentarer GefaRe wie die Spiralarterigf214, 215].
Damit kénnte die Abnahme von NKZellen bei QazMausen eine weitere Ursache fiir das
vermehrte Auftreten von Aborten und die veranderte Uterus und Plazentamorphologie sein. Wie

genau der Effekt von Qa2 auf die NKell-Akkumulation vermittelt wird, ist bisher nicht klar.

Das Fehlen von Qa2 fiihrte zu einer verringerten Funktionalitdt von MDSC
Hinsichtlich der Funktionalitdt von MDSC bei Fehlen von Qa2 konnte hier gezeigt werden, dass
Qa2MDSC eine geringere Fahigkeit hattenelszu induzieren. Das passt zu der Beobachtung, dass
Qa2-Méausen wahrend der Trachtigkeit einhergehend mit der verminderten MDS@&kkumulation
auch eine verminderte Akkumulation von Tegs aufwiesen. Neben der suppressiven Aktivitat auf

T-Zellen, ist die Induktion von Tegs €ine bereits beschriebene funktionelle Eigenschaft von MDSC
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[47, 186]. Unsere Arbeitsgruppe konnten-vitro zeigen, dass MDSC aus dem Nabelschnurbludyd

induzieren knnen[186].

Die ehohten MDSGCLevel wahrend der Trachtigkeit von WFM&usen scheinen damit sowohl
direkt als auch durch die Induktion von Tegsimmunmodulatorische Effekte auszuiiben und damit
fur die materno-fetale Toleranz wichtig zu seinZwei Studien konnten zeigen, dass sHEG zur
Induktion von Tregsfhrt [216, 217] und dass ein HLAG-blockierender Antikdrper diese Induktion
wieder reduziert [216]. Hinsichtlich des Mechanismus fir die Induktion von &g durch MDSC
konnte gezeigt werden, dass die Produktion von ROS fir diegfinduktion eine Rolle spielt[218,
219]. ROS wurde weiterhin als immunmodulatorischer Mechanismus von MDSC beschrie p&0i .
Ob MDSC aus Qa®lausen tatsachlich eine geringere Kapazitat zur R&Boduktion haben, wurde

in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und ldnnte Inhalt weiterer Untersuchungen sein.

Auch zeigten Qa2MDSC im 7FZell-Proliferationsassay eine Tendenz zu einer schlechteren
suppressiven Aktivitat im Vergleich zu WIMDSC. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen,
dass die Stimulation von MDSC mit sHLG zu einer verstarkten suppressiven Aktivitat fihrte
[56]. Fur HLAG ist bekannt, dass es Uber die Bindung an Rezeptoren auiZdllen deren
Proliferation hemmt [116] . Wie Qa2 auf die TZell-Proliferation wirkt ist bi sher nicht beschrieben.

Ein Mechanismus fiir die geringere Fahigkeit zur Hemmung der -Zell-Proliferation bei
Qa2Defizienz kdnnte Uber die Expression der Ectonukleosidase CD39 vermittelt sein. Es wurde
bereits gezeigt, dass die Expression von CD39 auf MDB8®@ deren suppressiven Aktivitat
korreliert [220] und auch Tegs CD39 exprimieren [221]. CD39 wandelt Adenositriphosphat
(ATP) in Adenosinmonophosphat (AMP) um, was weiter von der Ectonukleosidase CD73 in
Adenosin zersetzt wird. Wahrend einer normalen Schwangerschaft sind die Plasmaspiegel von
Adenosin, nicht aber die von ATP erhoht, was wahrscheinlich zu hamatmischen
Veranderungen wahrend der Schwangerschaft und zur Angiogenese beim Fetus und in der
Plazenta beitragt [222]. Eine Uberexpression von CD39 schitzt durch erhéhte

Adenosin-Konzentrationen vor Praeklampsiedhnlichen Symptomen[221].

In einem aktuell laufenden Parallelprojekt welches sich mit der Praeklampsie befasst, konnte
bereits gezeigt werden, dass es wahrend der Trachtigkeit b&)a2-Mausen im Vergleich zu
WT-Mé&usen zu einer geringeren Heraufregulation von CD39 auf MDSC kommt {@&wa nicht
gezeigt), was deren verminderte suppressive Aktivitat erklaren konnte. Auch unterstiitzen diese
Ergebnisse die Vermutung, dass es bei Q&dausen zu einem Praeklampsiéhnlichen

Erscheinungsbild kommt. Weitere Untersuchungen hierzu sind geplant.

98



Diskussion

Die Expression von Qa2 auf MDSC wird durch Ostrogen iiber HIFL -y OACOI EAOC
Aufgrund der gezeigten Relevanz von Qa2 fur die Funktion von MDSC wéhrend der Trachtigkeit

sollte im Weiteren untersucht werden, wie die QaZExpression auf MDSC reguliert wird. Es kmte

gezeigt werden, dass die QaExpression bei trachtigen Mausen im Vergleich zu nicht trachtigen

Tieren sowohl auf MDSC als auch aufZellen erhdht war. Ebenso war die Expression von HEG

auf MDSC von Schwangeren im Vergleich zu nicht schwangeren FEnawerstarkt.

Es wurde bereits vielfach beschrieben, dass HE®B, welches vor allem wahrend der
Schwangerschaft von Trophoblastzellen an der fetmaternalen Grenzschicht exprimiert wird
[96] und auch ins Blut der Schwangeren sezerniert wirdwahrend der Schwangerschaft in
deutlich erhdhter Menge zu finden ist im Vergleich zu nicht schwangeren Fraudf©02, 103].
Aul3erdem besteht eine Assoziation von bestimmten HL&-Allelen mit Aborten und zwischen
dem HLAGGenotyp und den Serumkonzentrationen von l6slichem HLA [109]. Bei
Abortpatientinnen und Frauen mit Praeklampsiesind die Serumspiegel von HLAG bzw. die
Expression von HLAG in der Plazenta deutlich verminderf105-107]. Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass bei I\VMBehandlungen die Hohe der Expression von HEG auf dem
embryonalen Gewebe mit dem IVHErfolg korreliert [108], was nahelegt, dass HL& bereits in
der  Frihschwangerschaft ~wahrend der Embryonalentwicklung eine  wichtige
Toleranz-induzierende Rolle spielt.Uber die Regulaton der Expression von Qa2 wahrend der

Schwangerschatt ist bisher kaum etwas bekannt.

Aufgrund der erhgohten Expression von Qa2 auf MDSC wahrend der Tréchtigkeit und der sehr
variablen Qa2Expression bei nicht trachtigen Tieren ergab sich die Hypothese, dasielleicht
zyklusabhéngige Faktoren in die Regulation involviert sein konnten. Mithilfe einer
Zyklusbestimmung anhand der zellularen Zusammensetzung des Vaginalabstriches und
gleichzeitiger Blutentnahme bei Mausen konnte gezeigt werden, dass die Q&ARpression auf
MDSC in den ersten zwei Zyklusphasen, dem Proostrus und Ostrus im Vergleich zu den letzten

zwei Zyklusphasen, dem Metostrus und Didstrus erhdht ist.

Uber die Regulation der Expression von HL& ist bisher wenig beschrieben. Jedoch scheinen
neben Wachstumsfaktoren und anti oder pro-inflammatorischen Zytokinen auch Hormone wie
z.B. REstradiol und Progesteron einen Effekt auf die HL-&-Expression zu haben223]. Wahrend
des Zyklus bei Mausen liegt Ostrogen insbesondere zu Beginn in hohen Konzentrationen [¢@]
d.h. in den Zyklusphasen, in denedie Qaz2Expression auf MDSC in unseren Versuchen erhéht
war. Es ist bekannt, das®strogene neben der Funktion als Sexualhormone auch immunologische
Eigenschaften besitzen und damit zur fetanaternalen Toleranz beitragen[224]. Sie fordern die
Induktion von Toleranz-induzierenden dendritischen Zellen (DC), kénnen zur Produktion von

antiinflammatorischen  Th2-Zytokinen anregen und hemmen die Produktion von
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proinflammatorischen Thi-Zytokinen. Ostrogene stimulieren auRerdem die Expansion vonegs
[225] und vermindern die Produktion von IL-17 durch T-Zellen[226].

Um zu Uberprifen, ob Ostrogen in die Regulation dgpa2Expression auf MDSC involviert ist,
wurden Milzzellen von WT-Mausen mit steigenden Ostrogenkonzentrationen (17{Estradiol)

stimuliert und die Expression von Qa2 auf MDSC und-Zellen bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass es durch Stimulation mit Osbgen konzentrationsabhéngig zu einer erhéhten

Qaz2Expression auf MDSC, nicht aber aufZellen, kam.

Daten anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass die Expression von HiG\auf Tumorzellen tber den
Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor 1-alpha HIF-p 1 @ OACOI EAOO xAOA
[187, 188]. HIFpy EOO AET 4 0A1T OEOEDPOEIT T OFAEOI Oh xAl AEA
Sauerstoffpartialdruck  (Hypoxie) [190] oder durch proinflammatorische Reize, wie
beispielsweise bakterielle Stimulation, aktiviert wird [191]. HIFp 4 rckdfandig synthetisiert,

jedoch bei normalem Sauerstoffpartialdruck (p@) innerhalb kiirzester Zeit proteasomal wieder

abgebaut. Unter hypoxischen Bedingungen bleibt die Expression von HiF| O[Q%0A E |

HIFpy EATT AOAE AOQOOAE v (189D Dapek ivurde fetrititér Flds©deEffekd O A A1
von Ostrogen auf die QaExpression auf MDSC iber HIF vermittelt sein konnte. Tatsachlich
konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit HHaktivierenden Stimuli (Anoxie und E.coli)
ebenfalls zu einer Hochregulation von Qa2 auf MDSC fiihrte. Dagegvar die Expression von Qa2

auf MDSC aus trachtigen Mausemit konditionellem Knockout fir den Transkriptionsfaktor

HIFpy ET AAO 1 UAIT T K®AM Verglkithl zO MESE Awus jtrichtigen Wiieren
vermindert, und eine OstrogenStimulation von Milzzellen aus HIFKO-Mausen bewirkte keine
Hochregulation von Qa2 auf MDSC, wie sie bei YWWIDSC beobachtet wurde. Damit konnte gezeigt
werden, dass Ostrogen neben der Expression von HI@{223] auch die Expression von Qa2 auf
MDSC tberHIpp 4y OACOI EAOOS

In der Plazenta herrschen insbesondere wahrend der frilhen Schwangerschaft hypoxische
Bedingungen, was zu einer vermehrten Expression von HIF fihf227] und wodurch auch eine
vermehrte Aktivitat von HLA-G beschrieben wird[228]. PlazentareHypoxie spielt sowohl bei der
normalen Embryonalentwicklung und der Proliferation von Trophoblasten, als auch bei der
Pathogenese der Praeklampsie und der dadurch beeintrachtigten Plazentaentwicklung eine
bedeutsame Rolle[229, 230]. AuRerdem konnte im Zusammenhang mit malignen Tumoren
gezeigt werden, dass H#p 4 E OE OE OA E -Ailietung Ank Wypoxisshen# Unfeld der

Tumoren zu sein schein{231-233].

Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass ein Fehlen von HpFy ET 1T UAT T EAAT = AT 1 A1l

komplikationslose Schwangerschaft ist und dass der Verlust von HiF | n riieloiden Zellen
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wéhrend der Schwangerschaft zu einer verminderten Akkumulation von MDSC, einer erhghten
Apoptoserate und zur Beeintrachtigung der Funktionen von MDSC im Uterus fiihjt60]. In
Zusammenschau dieser Ergebnisse und der Ergebnisse der vorliegenderméit kann spekuliert
werden, dass der reduzierte Sauerstoffpartialdruck in der Plazenta zu einer Aktivierung von
MDSC fihrt und dass diese zumindest teilweise Uber eine Hochregulation der GE#pression

vermittelt wird.

In-vivo Applikation von sHLA -G fiihrte zu erhohten MDSC-Zahlen und einer

reduzierten Abortrate

Zuletzt sollte untersucht werden, ob die Gabe von l6slichem HE® (sHLAG) tber eine Induktion
von MDSC die Abortrate bei Mausen mit erhdhter Abortneigung reduzieren kann und damit als
Therapeutikum fir immunologisch bedingte Aborte in Frage kommit.

Die Untersuchung der Wirkung von HLAG im Mausmodell ist deshalb mdglich, weil HL-&,
obwohl es ein nur beim Menschen vorkommendes Molekl ist, an den murinen Rezeptor BBR
auf Leukozyten binden kann ad dartber tolerogene Effekte auch in der Maus vermitteln kann
[131].

Zunéchst wurde im Rahmen einer Pilotstudie sHL& in Monomerform an weibliche,nicht
trchtige CBA/3Mausen appliziert, mit dem Ziel dadurch die Generierung von MDSC zu
induzieren. CBA/}Mause wurden gewdhlt, da es bei der Verpaarung von CBAMeibchen mit
DBA/2J}Méannchen zu einer erhéhten Abortrate von 2680 % kommt[158, 159, 234]und in diesen
Tieren bereits beschrieben war, dass die MDS&kkumulation wahrend der Trachtigkeit gestort

ist [49] . Im n&chsten Schritt sollte das CBA x DBAodell dann genutzt werden, um durch die Gabe
von sHLAG und einer daraus resultierenden Induktion von MDSC die Abortrate zu reduzieren.
Jedoch konnte durch die intraperitonealdnjektion von sHLA-G weder konzentrationsabhangig
noch zeitabhéangig einen Effekt auf die Akkumulation von MDSC in Milz, Blut und Knochenmark

nachgewiesen werden.

In verschiedenen Mausmodellen konnte bereits gezeigt werden, dass HGAdie Entstehung von
CDL1b*Gr1+-MDSC mit einer erhdhten suppressiven Aktivitat induziert und hierdurch im Rahmen
von Transplantationen das Uberleben des Transplantats verlangert werden konn{@2, 130].
Auch im Tumormodell fuhrte die Interaktion von HLAG exprimierenden Tumorzellen mit dem
Rezeptor PIRB zu einer Induktion von CD11bGr1+PIR-B+ MDSC[129]. Wie bereits erwahnt,
zeigte unsere Gruppein-vitro, dass eine Zugabe von sHE@ zu menschlichen PBMC zu einer
quantitativen Induktion von MDSC und zu einer Steigerung iler suppressiven Aktivitat fihrte
[56]. Daher war es uberraschend, dass in den hier préasentierten Untersuchungen kein Effekt von

SHLAG auf die Induktion von MDSC in CBWausen nachgewiesen werden konnte. Eine der
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madglichen Ursachen fur die fehlende Wirkung von sHL& konnte sén, dass durch die
intraperitoneale Injektion keine ausreichende Menge an sHL/& systemisch aufgenommen
wurde. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass nicht trachtige Mause bzw. Mause ohne Pathologien
wie Transplantationen oder Tumoren aufgrund einer fehlende Voraktivierung nicht auf die Gabe

von léslichem HLAG ansprechen.

Um diese Probleme zu umgehen, wurde im néchsten Schritt sHIGAintravends an trachtige
Qa2-Mause appliziert. Es wurden nun auch nicht mehr Monomere, sondern Tetramere
verwendet. Tetramere binden mit einer deutlich héheren Affinitdt an ihre Rezeptoren als
Monomere. Der Unterschied in der Affinitat ist vor allem auf die erhdhte Dissoziationsrate von
Monomeren zurlckzufiihren[235]. Boyson et al. konnten beschreiben, dass eine Dimerisierung
oder Trimerisierung von HLA-GMolekilen zu einer erhdhten Aviditat fir verschiedene
Rezeptoren wie z.B. ILT2 filhrt und es dadurch zu einer verbesserten Hemmung der lytischen
Aktivitat von NK-Zellen kommt[236].

In dieser zweiten Versuchsreihe kam es durch die Applikation von sHE@ vor allem im Uterus
aber auch in der Plazenta zu einem Anstieg der MDZ@hlen. AuRerdem konnte durch die
Applikation von sHLAG die Abortrate von Qa2-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Injektion von PBS) deutlichreduziert werden. Auch die Morphologie der Chorionzotten mit der
Ansammlung eosinophiler Aggregate normalisierte sich und glich sich dem Phanotyp von

WT-Mausen an.

Unsere Arbeitsgruppe konnte berés zeigen, dass humane MDSC aus der Plazenta die starksten
Expressionen von HLAG-Rezeptoren aufwiesen und damit wahrscheinlich am empfindlichsten
auf sHLAG reagieren56]. Dies wiide erklaren, warum vor allem dort der Effekt von HLAG auf

die MDSGAkkumulation zu beobachten war.

Zusammenfassend konnte mit der hier vorliegenden Arbeit erstmals ein therapeutischer Effekt
von HLAG auf das Auftreten von Aborten im Mausmodell gezeigt enden. AufRerdem
verbesserten sich die plazentaren Veranderungen, die moglicherweise auf das Vorliegen einer

Praeklampsie in den Qa2Mausenhindeuten.

Es sind daher weitere Untersuchungen geplant, um den Effekt von HiG\auf das Auftreten der

Praeklampsie zu untersuchen.
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V.  Schlussfolgerung und Ausblick

Aborte und Praeklampsie zéhlen zu den haufigsten Schwangerschaftskomplikationen tberhaupt.
Trotz intensiver Weiterentwicklung der Reproduktionsmedizin bleiben einige Paare am Ende
kinderlos. Das bessere Verstandnis der Pathogenese von Aborten und der Praeklampsie,
zusatzlich zur Weiterentwicklung von praventiven und therapeutischen Mal3ihahmen sind ein

wichtiges Zel der reproduktionsmedizinischen Forschung.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Qa2 zu einer veranderten
strukturellen und immunologischen Anpassung an die Trachtigkeit/Schwangerschaft und zu
einem vermehrten Auftretenvon Aborten gegen Ende der Trachtigkeit/Schwangerschatft fuhrte.
AulRRerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression von Qa2 auf MDSC zu deren Funktionalitat
beitragt und Uber Ostrogen undden Transkriptionsfaktor HIF-p | OACOI EAOO xEOAS8
durch die Applikation von sHLAG MDSC bei trachtigen QaRlausen induziert, die erhthte

Abortrate reduziert und die veranderte TrophoblastMorphologie normalisiert werden.

Unsere phanotypischen Ergebnisse deuten darauf hin, dass di@2-Mausemadglicherweise ein
Praeklampsiedhnliches Erscheinungsbild entwickeln. Es sind nun weitere Untersuchungen
notwendig, um das QazModell als mdgliches neues Mausmodell fir die Praeklampsie zu
beschreiben. Hierzu missen die zentralen Prozesse bei der Pathogenese der Pitekisie, wie
die gestorte Trophoblasteninvasion und den gestdrten Spiralarterienumbau, die Entwicklung
eines arteriellen Hypertonus und einer Proteinurie und der Nachweis des antingiogenen
VEGFRezeptor sFlt1l im Serum genauer untersucht werden. Dies sieldas weiterfihrende

Projekt dar, welches an diese Dissertation ankniipfen wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen aber bereits dazu bei, die immunologischen
Vorgange wahrend der Schwangerschaft besser zu verstehen und Ansatze fiir neue, aslhrte
Therapiestrategien bei Schwangerschaftskomplikationen wie Aborten und Praeklampsie zu
entwickeln. Dartber hinaus kdnnen mit dem besseren Verstandnis der Funktion von Hi@& bzw.
Qa2 und deren Beeinflussung von MDSC auch neue therapeutische Optiorfén andere
pathologische Situationen, in denen die Funktionen von H:E& und MDSC eine Rolle spielen, wie
beispielsweise Organtransplantationen, Tumorerkrankungen oder Autoimmunerkrankungen

entwickelt werden.
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VI. Reflexion der Methodik

Tierversuche

Wesentlicher Leitgedanke in der tierexperimentellen Forschung ist das ethische Prinzip der
n, o 2 Replace (Vermeiden), Reduce (Verringern) und Refine (Verbessern). Tierversuche werden
von den aistéandigen Behorden nur dann genehmigt, wenn zur Aufklarung der wissenschaftlichen
Fragestellung keine anderen geeigneten Methoden zur Verfiigung stehen und die Anzahl und die

Belastung der Tiere auf ein unerlassliches Mal3 beschrankt werd¢237].

Die Mechanismen zu verstehen, welche sich wahrend der Schwangerschaft zwischen der Mutter
und dem Feten abspielen, ist das Ziel vieler Arbeitsgruppen. In humanen Studien wird eine
Limitierung dadurch erreicht, dass es aus ethischer Sicht und mit den heutigen
Untersuchungsmethoden nicht mdglich ist, wahrend einer Schwangerschaft vitale
Zellpopulationen von der fetematernalen Grenzschicht zu untersuchen. Auchvitro lassen sich
die komplexen immunologischen Mechanismen, die sich wahrend einer Schwangerschaft
abspielen, nicht vollstandig nachahmen. Mithilfe der Zellkultur lassen sich Interaktionen
einzelner Immunzell-Subtypen abbilden, nicht jedoch die komplexen Wechselwirkungen
zwischen mitterlichen Immunzellen und dem sich entwickelnden Feten sowie das
Zusammenspiel von verschiedensten l6slichen Faktoren wéahrend der Schwangerschaft.
Untersuchungen herzu sind nur im intakten Gesamtorganismus mdoglich. Daher stellt die
Labormaus seit vielen Jahren einen viel genutzten Modellorganismus fir wissenschaftliche

Untersuchungen dar. Das menschliche und murine Genom stimmen zu ca. 99 % Ubef288].

Die Belastung der Mause in den, fur diese Arbeit durchgefihrten, Tierversuchen ist mit
Plug-Verpaarungen, wiederholten Blutentnahmen unter Narkose oder i.p. bzw. i:injektionen,
sowie der Enthahme von Vaginalabstrichen als gering einzustufen. Der Erkenntnisgewinn wurde
als hoher eingeschatzt als die durch die Versuche verursachten Belastungen S&rsuchstiere.
Daher wurden die zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder Schaden der Versuchstiere im

Hinblick auf den Versuchszweck als ethisch vertretbar erachtet.

Gewebeaufarbeitung

Die Verarbeitung der Organe erfolgte rein mechanisch, was vor allem beinmtedus zu sehr
unsauberen Leukozytenpopulationen fiihrte. Auf den Einsatz von Enzymen wurde bewusst

verzichtet, um die Oberflachenstrukturen der Zellen nicht zu verandern.
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MDSC

Eine generelle Schwierigkeit bei der Forschung an und mit MDSC ist, dass MDSC nicht durch
phanotypische Charakteristika, sondern nur durch ihre suppressive Funktion von reifen
myeloiden Zellen zu unterscheiden sind. In den murinen Geweben Uterus, Milz uddochenmark
wurden in den Quantifizierungsversuchen alle Grl/CD1Uexprimierenden Zellen als MDSC
bezeichnet. In diesen Populationen sind aber mit Sicherheit auch reife Granulozyten enthalten.
Daher wurden funktionelle Tests durchgefiihrt, die zeigten, dasdie Summe aller Gr1/CD11b
positiven Zellen aus der Milz trachtiger Méause suppressiv auf die-Zell-Proliferation wirkt und
damit die Kriterien erflllt, als MDSC bezeichnet werden zu kénnen. Funktionelle Untersuchungen
von Zellen aus dem Uterus waren abeaufgrund der extrem geringen Gesamtzellmenge nicht
maglich. Hier muss sich auf bereits vorhandene humane Daten unserer Gruppe berufen werden,
die zeigen, dass granulozytare Zellen aus der Plazenta deutlich suppressive Eigenschaften

besitzen, die die von MBC aus dem peripheren Blut sogar UbersteiggA0].
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XV. Anhang

Gating-Strategie Immunzellprofil
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Abbildung 44: Gating-Strategie des gesamten Immunzellprofils
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Anhang
Proteomanalysen
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Abbildung 45: Netzwerkanalyse der Proteine aus WT -Plazenten
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Anhang

Abbildung 46: Netzwerkanalyse der Prot eine von Qa2--Plazenten
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Anhang

Transkriptomanalysen

Abbildung 47: Netzwerkanalyse von Genen, die bei Qa2-M&usen im Vergleich zu WT -Mausen runterreguliert

waren
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