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1 Einleitung

1.1 Themeneinfuhrung und Definition

Die Praeklampsie gehdrt zur Gruppe der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen und
zeichnet sich per Definition vor allem durch eine Hypertonie (Blutdruckwerte im Gesamtmittel
= 140/90 mmHg) und eine Proteinurie von = 300 mg/d oder eine Protein-Kreatinin-Ratio von =
30 mg/mmol im Spontanurin aus (1). AuRerdem kénnen auffallige Praeklampsie-Serummarker
hinweisend auf eine bestehende Praeklampsie sein (2).
Bei fehlender Proteinurie wird jedoch auch von einer Praeklampsie gesprochen, wenn eine
neu aufgetretene Gestationshypertonie begleitet wird von folgenden Symptomen und
Laborparametern (3):
- Thrombozytopenie: Serum-Konzentration der Thrombozyten < 100 000/uL
- Niereninsuffizienz: Serum-Kreatinin Konzentration > 1,1 mg/dL, oder Verdopplung des
Serum-Kreatinins
- Eingeschrankte Leberfunktion: Verdopplung der physiologischen Leber-
Transaminasen-Werte
- Lungendédem
- Neu aufgetretene, therapieresistente Kopfschmerzen (ohne Hinweis auf einen anderen

Ursprung) und visuelle Symptome

Hypertensive = Schwangerschaftserkrankungen  treten  frihestens in  der  20.
Schwangerschaftswoche und spatestens bis zum 42. Wochenbetttag auf. Wobei die meisten
Falle im dritten Trimenon auftreten (1).

Etwa 2 % aller Schwangeren in Europa entwickeln nach aktuellen epidemiologischen Angaben
eine Praeklampsie, wobei die Ursachen fur diese Erkrankung bisher nicht ausreichend belegt
sind.

Eines ist klar: Die Plazenta spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung (2).

Diskutiert werden maternale Ursachen bzw. Umweltfaktoren, genetische und immunologische
Ursachen (4).

Die immunologischen Aspekte der Atiologie der Praeklampsie sollen genauer betrachtet
werden, da in vielfachen Studien die Einflussnahme des Immunsystems Auswirkungen auf
das Krankheitsbild der Préaeklampsie beschrieben werden (5,6).

Insgesamt wird eine fehlgesteuerte maternal-fetale Immuntoleranz diskutiert. Um eine intakte
Immuntoleranz Uberhaupt ermoéglichen zu koénnen, spielen die negativen Checkpoint

Regulatoren (NCRs) - auch genannt Immuncheckpoints (IC)- eine essenzielle Rolle (7).



Bisherige Untersuchungen beschreiben die erniedrigte Expression von PD-L1 als
Immuncheckpoint in Schwangerschaften mit Praeklampsie im Vergleich zu unauffalligen

Schwangerschaften (43).

1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Rund 6-8 % aller Schwangerschaften sind von hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
betroffen. Die Praeklampsie nimmt mit ca. 2 % aller Schwangerschaften in Europa einen
betrachtlichen Teil davon ein.

Innerhalb von Europa ist die Praeklampsie fur 10-15 % maternaler Todesfalle verantwortlich.
Mit bis zu 100 000 Todesfallen pro Jahr ist die Praeklampsie eine der fiihrenden Griinde flr
die Mattersterblichkeit. Besonders in den Entwicklungslandern ist der Anteil, der durch
Praeklampsie bedingten maternalen Todesfélle von grolRer Bedeutung und neben den
postpartalen Blutungen einer der Haupttodesursachen in Verbindung mit der Schwangerschaft
(8).

Insgesamt kann man von einer geringeren Pravalenz in industrialisierten Landern im Vergleich
zu Entwicklungslandern sprechen (2).

Die Risikofaktoren fur das mdgliche Entstehen einer Praeklampsie kénnen unterteilt werden
in allgemeine und schwangerschaftsbedingte Risikofaktoren.

Besondere  Bedeutung bei den allgemeinen Risiken haben  bestehende
Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemischer Lupus Erythemathodes), Adipositas (Body-
Mass-Index > 35), Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 sowie das Bestehen einer chronischen
Hypertonie oder einer chronischen Nierenerkrankung. Ebenfalls schienen ein mitterliches
Alter > 40 Jahre und vorausgegangene Praeklampsie-Falle in der Familie Risikofaktoren
darzustellen.

Wenn die schwangerschaftsassoziierten Risikofaktoren betrachtet werden, fallt vor allem auf,
dass Schwangere mit einer positiven Eigenanamnese zur Praeklampsie in einer vorherigen
Schwangerschaft sowie Erstgebarende und Schwangere mit Mehrlingsschwangerschaften
betroffen waren.

Dieses betraf ebenso Schwangerschaften, bei denen die assistierte Reproduktion zum Einsatz
kam.

Von ebenfalls groer Bedeutung mit daraus resultierendem erhdhtem Risiko sind der
Gestationsdiabetes und auffallige Doppleruntersuchungen der Arteriae uterinae nach der 24.

Schwangerschaftswoche (1).



1.3 Klinik und Komplikationen

Diese Merkmale einer Praeklampsie entstehen Ublicherweise nach der 20.
Schwangerschaftswoche.
Bei Praeklampsien, die vor der 34. Schwangerschaftswoche entstehen, spricht man von der
Early-Onset-Praeklampsie. Wohingegen die Entstehung nach der 34.
Schwangerschaftswoche die Late-Onset-Praeklampsie beschreibt.
Bei der erstgenannten Early-Onset-Praeklampsie wird im Allgemeinen eine hdhere maternale
und fetale/neonatale Morbiditat und Mortalitat beschrieben.
Die Praeklampsie kann sich durch eine Vielzahl anderer Vorboten und Symptome
prasentieren, da es sich dabei um eine milde systemische Beteiligung bis hin zum
Multiorganversagen handeln kann.
Da nahezu alle Organe beteiligt sein kénnen, sind typische Symptome die zunehmende
Odembildung, Kopfschmerzen, Anurie/Oligurie und epigastrische Schmerzen.
Weitere typische klinische Vorboten sind die fetale Wachstumsretardierung und erhoéhte
Leber-Transaminasen.
Spricht man von einer schweren Praeklampsie, muss mindestens eines der folgenden
genannten Kriterien erfullt sein (1):
- Nierenbeteiligung mit einem Kreatininwert von > 0,9 g/l oder einer Oligurie von < 500
mlin 24 h
- Leberbeteiligung mit daraus resultierend erhdhten Transaminasenwerten und
maoglichen epigastrischen Beschwerden
- Neurologische Symptomatik mit Kopfschmerzen und/oder Augenflimmern
- Hamatologische Komplikationen mit Zeichen der Hamolyse, Thrombozytopenie (<
100000/pl)
- Pathologische Doppler der A. umbilicalis
- Blutdruckwerte 2 160/110 mmHg

Eine gefurchtete mogliche Komplikation stellt dabei die Eklampsie. Dabei handelt es sich um
die Praeklampsie mit tonisch-klonischen Krampfen. Es sollte bei den Krampfen keine andere
Ursache geben. Als typische Vorboten fir das mdgliche Krampfgeschehen werden
insbesondere Augenflimmern, zunehmende Kopfschmerzen und innerliche Unruhe der
Patientin beschrieben.

Die zuvor genannten Indizien einer schweren Praeklampsie kénnen alle die Grundlage fur
mogliche Komplikationen wie Nierenversagen, Gerinnungsstérungen, Bildung eines
Lungenddems, Apoplex oder HELLP-Syndrom (hemolysis, elevated liver enzymes, low

platelets) sein.



1.4 Screening und Pradiktion

Bisher gibt es fur das Screening beziehungsweise die Diagnose der Praeklampsie keinen
alleinigen aussagekraftigen Test, weshalb die Praeklampsie und mdgliche Screening-
Methoden auch weiterhin grofer Bestandteil der Forschung sind.

Ein wichtiger Baustein fur die Risikoermittlung stellt die detaillierte Anamneseerhebung der
Patientin dar. Dazu sollten besonders das Alter der Patientin, die bereits oben besprochenen
Risikofaktoren und der Body-Mass-Index der Patientin ermittelt werden.

Im Ersttrimester-Screening auf Praeklampsie (11. — 13. Schwangerschaftswoche) kann dann
zusammen mit weiteren Faktoren wie Doppleruntersuchungen, Blutdruckmessungen und
laborchemischen Markern eine Berechnung des Risikos eine Praeklampsie zu entwickeln
durch eine Bayes-basierte Methode erfolgen. Dazu finden die Messung der Widerstande
(Pulsatilitatsindex) der uterinen Gefale (Aa. uterinae) und die Bestimmung des Pregnancy-
associated plasma protein A (PAPP-A) und dem Placental growth factor (PIGF) statt.

Hiermit wird vor allem das Risiko an einer friheinsetzenden, der sogenannten Early-Onset
Praeklampsie, vor der 34. Schwangerschaftswoche ermittelt (9,10).

Insgesamt zeigt sich bei diesem Frihscreening ein betrachtlicher negativer pradiktiver Wert
von Uber 95 % (1,11).

Zu den Screening-Methoden im zweiten und dritten Trimenon gehdren vor allem die
regelmafligen Blutdruckmessungen und die Detektion einer Proteinurie im Rahmen der
geltenden Richtlinien der Mutterschaftsvorsorge.

In  Kombination mit den Doppleruntersuchungen des Pulsatilitatsindexes und der
postsystolischen Inzisur (notching) in den Aa. uterinae beidseits spricht man hier von einer
Pradiktion mit Sensitivitat von 93% (11).

Ab der 30. Schwangerschaftswoche kdnnen ergédnzende Untersuchungen der angiogenen
Faktoren, welche lediglich als unterstitzend zur Diagnosestellung Praeklampsie angesehen
werden, erfolgen. Hier ist das Screening mit Bestimmung des s-Flt-1/PIGF-Quotienten
gemeint. S-Flt-1 steht dabei fir soluble Fms-like Tyrosine Kinase-1 (12—-14).

Eine Studie (PROGNOSIS-Studie) konnte zeigen, dass ein sFlt-1/PIGF-Quotient < 38 einen
hohen negativen pradiktiven Wert von 99,3 % fir die Entwicklung einer Praeklampsie binnen
einer Woche aufweist (15). Weitere Studien konnten Prognoseraten von ca. 30 % in der 28.

Schwangerschaftswoche beschreiben (16).



1.5 Pravention

Um das bestehende Risiko der Schwangeren, die eine Praeklampsie hatten oder bei denen
ein positives Screening im ersten Trimenon vorliegt, zu senken, sollte bereits in der
Frihschwangerschaft (bis spatestens zur 16. Schwangerschaftswoche) mit der Einnahme von
taglich 100 mg Acetylsalicylsdure (ASS) begonnen werden (17). Die Einnahme sollte bis zur
34. — 36. Schwangerschaftswoche fortgefihrt werden und dient der Pravention einer Early-
Onset-Praeklampsie, senkt das Risiko einer schweren Praeklampsie und
schwangerschaftsinduzierter Hypertonie (18,19).

Eine generelle prophylaktische Gabe von ASS sollte vermieden werden (1).

1.6 Diagnostik

Um eine Praeklampsie diagnostizieren zu kénnen, stehen vor allem die Blutdruckmessung
und die Detektion einer signifikanten EiweilRausscheidung im Fokus.

Bei auffalligen erhdéhten Einzelblutdruckmessungen sollte eine 24-Stunden-Blutdruckmessung
erfolgen, um eine mogliche Weillkittelhypertonie der Patientin ausschlielen zu kénnen.

Auch im ambulanten Setting sollten Patientinnen mit auffalligen Blutdruckwerten oder einer
diagnostizierten Praeklampsie regelmafige (zwei- bis dreimal taglich)
Blutdruckselbstmessungen durchfiihren.

Auf eine im Urin-Streifentest detektierte Eiweillausscheidung von = 1+ Eiweil} sollte eine
Proteinurie-Quantifizierungsmethode folgen. Dabei lassen sich zwei Methoden anwenden:
Zum einen die 24-Stunden-Sammelurin-Messung auf Eiweil}, bei der ein Wert von = 300
mg/Tag als signifikant gewertet wird, und zum anderen die Bestimmung des Protein-Kreatinin-
Quotienten aus dem Spontanurin. Hier ist ein Wert von = 30 mg/mmol signifikant und kann mit
den = 300 mg Eiweil} aus der 24 h-Messung gleichgesetzt werden (20,21).

Die oftmals vorkommende Odembildung im Rahmen der Praeklampsie ist ein eher
unspezifisches Symptom, sollte jedoch bei = 1 kg Gewichtszunahme pro Woche im dritten
Trimenon nicht aul3er Acht gelassen werden (22).

Ebenfalls kénnen folgende laborchemische Parameter Veranderungen zeigen:

Tabelle 1: Empfohlene Laborparameter bei Hypertonie in der Schwangerschaft (1)

Parameter pathologisch

Blut

Hamoglobin < 13 g/dl (Abfall bei HELLP-Syndrom)
Hamatokrit > 38 %

Erythrozytenanzahl 0




Thrombozytenanzahl <100 000/pl
Leber

ALT T

AST T

LDH T

Bilirubin (indirekt) > 1,2 mg/Tag
Gerinnung

Antithrombin [lI <70 %
D-Dimere 0

Fibrinogen { <150 mg/dI

Verschiedene

Harnsaure

> 5,9 mg/dl ab 32. Schwangerschaftswoche

Eiweill im Urin

2300 mg in 24 Stunden

Kreatinin > 0,9 mg/di
Haptoglobin { (Abfall bei HELLP-Syndrom)
sFIt-1/PIGF-Quotient > 85

1.7 Therapie

Das Therapieziel besteht vor allem in der Verhinderung von zerebrovaskularen und
kardiovaskularen Komplikationen der Schwangeren.

Dabei ist die antihypertensive Therapie bei Blutdruckwerten von = 150 systolisch und/oder =
100 mmHg diastolisch indiziert. Das Medikament der ersten Wahl ist dabei alpha-Methyl-Dopa.
Die Blutdruck-Zielwerte liegen dabei bei < 150/80-100 mmHg (1).

Die Eklampsie-Prophylaxe wird in der Regel mittels einer Magnesium-Applikation durchgefuhrt
und bei moglichen Vorboten wie unter anderem Kopfschmerzen, Erbrechen, Ubelkeit,
Hyperreflexie begonnen.

Die Entbindung ist die einzige kausale Therapie und sollte anhand der Klinik mit Blick auf den
fetalen und maternalen Zustand sowie auf die Schwangerschaftswoche erfolgen. Hierzu gibt
die Sk2-Leitlinie Geburtseinleitung die entsprechenden Empfehlungen (1,23).

Bei der Entscheidung zur Entbindung gilt es immer abzuwagen zwischen Frihgeburtlichkeit
mit moglichen fetalen Komplikationen und erhéhter maternaler Morbiditat. Das Ziel ist es, die
richtige Entscheidung zu finden zwischen abwartendem Verhalten und Prolongation der
Schwangerschaft, um eventuell eine Frihgeburtlichkeit zu verhindern.

Die Entscheidung zur Entbindung hangt somit zu einem Grofdteili von der
Schwangerschaftswoche ab. Hierzu spricht die Leitlinie entsprechende Empfehlungen fur die

jeweiligen Schwangerschaftswochen aus.



1.8 Immuntoleranz in der Schwangerschaft

Eine intakte und physiologische Schwangerschaft erfordert eine regulierte Immuntoleranz an
der maternalen-plazentaren Schnittstelle. Dies erfordert ein Zusammenspiel unter anderem
zwischen den fetalen Trophoblasten, dezidualen Stromazellen sowie mutterlichen dezidualen
Immunzellen an der Grenzzone zwischen Mutter und Kind.

Der auBere Teil der Blastozyste entwickelt sich zum Trophoblasten, welcher sich dann
wiederum in einen villdsen und einen extravilldbsen Trophoblasten (EVT) unterteilt. Der
extravillése Trophoblast invadiert dazu in die Dezidua und der villdse Teil bildet spater die
plazentaren Zotten. Die Dezidua sollte Immuntoleranz aufbringen, aber auch immunologische
Protektion gegen mogliche lokale Infektionen bieten (24).

Die beteiligten Immunzellen lassen sich einteilen in Zellen, die zur angeborenen Immunitat
gehoren sowie in Zellen, die Teil der erworbenen oder der adaptiven Immunitat gehoéren.

Die folgende Abbildung 1 gibt uns dazu einen Uberblick zu den unterschiedlichen Zellen.
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Die natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) der Dezidua sind vom Phantotyp CD56°" CD16"
und machen circa 50-70 % der dezidualen Immunzellen aus (25). Dieser Phanotyp ist im
Vergleich zu den peripheren NK-Zellen weniger zytotoxisch und spielt eine sehr wichtige Rolle

im Umbau der uterinen Spiralarterien sowie die Regulation der Trophoblasteninvasion (26).

An den Trophoblasten der menschlichen Plazenta mangelt es an den klassischen humanen
Leukozytenantigenen (kurz: HLA; Englisch: human leukocyte antigen) der Klasse | HLA-A, -B
und -C. Stattdessen dominiert das nicht-klassische HLA der Klasse Ib HLA-G auf der
mutterlichen Seite der Plazenta.

Die Interaktion zwischen den NK-Zellen mit dem HLA-G schraubt die NK-Zellen-Zytotoxizitat
herunter und unterstitzt eine adaquate Plazentation (27).

Eine weitere Zellpopulation, die zur angeborenen Immunitdt gehort, circa 20 % der
Immunzellen der Dezidua ausmacht und eine wesentliche Rolle in der Immuntoleranz der
Schwangerschaft spielt, sind die Makrophagen (25). Zu den Hauptaufgaben dieser Zellen
gehdren im Allgemeinen die Phagozytose mit Elimination von toten Zellen und Mikroben sowie
die Antigen-Prasentation zu T-Zellen.

Makrophagen lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen: M1-Makrophagen und M2-
Makrophagen. Dabei zahlen die M1-Makrophagen zu den proinflammatorischen Zellen und
die M2-Makrophagen zu den anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Zellen. Die
dezidualen Makrophagen in einer physiologisch ablaufenden Schwangerschaft, die wir an der
maternalen-fetalen Schnittstelle der Plazenta finden, dhnein den M2-Makrophagen, haben
eine immunosuppressive Funktion und exprimieren hohe Level an Interleukin-10 (IL-10). Sie
tragen zur regulierten Phagozytose von apoptotischen Zellen, die durch die Plazentation
entstanden sind, sowie zur physiologischen Umformung der Spiralarterien bei.

Die Interaktionen zwischen dem EVT und den Zellen der angeborenen Immunitat sind in der
friihen Schwangerschaft von groflier Bedeutung.

Aufgrund der zuvor beschriebenen Besonderheit der HLA-G des extravillésen Trophoblasts
wird die Zytotoxizitat der dezidualen NK-Zellen heruntergeschraubt und die Apoptoserate halt
sich somit begrenzt. Die dezidualen Makrophagen konnen effizient arbeiten und es kommt
nicht zu einer Freisetzung und Anhaufung von intrazellularen Partikeln, die eine mogliche
letale Auswirkung auf den Fetus haben kénnen (28).

Die dendritischen Zellen der angeborenen Immunitdt gehéren zu den Antigen-
prasentierenden Zellen des Immunsystems und lassen sich anhand ihres Reifegrades
unterteilen in unreife, semi-reife und reife dendritische Zellen. Sie machen circa 1 % der
dezidualen Immunzellen aus (29). Die unreifen dendritischen Zellen induzieren mithilfe der

Anergie die Immuntoleranz, die semi-reifen dendritischen Zellen unterstutzen die Entwicklung



von regulatorischen T-Zellen (Treg T-Zellen) und die reifen dendritischen Zellen aktivieren T-
Zellen mittels Antigen-Prasentation.

In der gesunden Plazenta dominieren deziduale dendritische Zellen, die den unreifen Zellen
entsprechen und eine T-Helfer-Zelldifferenzierung (Th-Zelldifferenzierung) von CD4 T-Zellen
zum Th2-Phanotypen unterstiitzen.

Bis das adaptive Immunsystem aktiv wird, vergehen Ublicherweise einige Tage. Zu den
Hauptakteuren gehoren die CD4* T-Zellen mit den Subpopulationen der regulatorischen Treg
T-Zellen, den Th17 T-Zellen sowie den Th1 und Th2 T-Zellen.

Erniedrigte Serumlevel des Zytokins Interleukin-10 (IL-10) fUuhren auferdem zu einem
Ungleichgewicht zwischen Th1 T-Zellen und Th2 T-Zellen. Dabei dominieren die Th1 T-Zellen
im Vergleich zu den immunsuppressiven Th2 T-Zellen. In physiologischen Schwangerschaften
wird jedoch ein Uberwiegen der Th2 T-Zellen beschrieben (30).

Die Treg T-Zellen konnen ebenfalls mithilfe von anti-inflammatorischen Zytokinen wie dem IL-
10 ein Supprimieren der Immunantwort und die Aufrechterhaltung von zentraler und peripherer
Toleranz gewahrleisten, die die Basis fur die Immuntoleranz gegentber der Plazenta und des
Fetus ist. Die ,Gegenspieler” dazu sind die Th17 T-Zellen, welche wiederum vorwiegend
proinflammatorische Zytokine freisetzen. Kommt es zu einer Dysbalance zwischen Treg und
Th17 T-Zellen, kdnnen chronische Inflammation, inadaquate Toleranz und mangelnde
Weitstellung der uterinen Spiralarterien die Folgen sein. Eine Praeklampsie kdnnte entstehen
(31).

1.9 Immuncheckpoints, ihr Einfluss auf die Praeklampsie und

pathophysiologische Zusammenhange

Bei den Immuncheckpoints handelt es sich um Molekiile, welche eine wichtige Rolle in der
Regulation der T-Zell gesteuerten Immunreaktionen und der zelluldren Immunitat einnehmen.
Sie dienen dabei als Barriere fiir mogliche Uberaktivierungen des Immunsystems und die
Eigentoleranz.

Bei heruntergeschraubter Aktivitdt der Immuncheckpoints (IC) werden vor allem
Autoimmunreaktionen, Verlust der peripheren Immuntoleranz und chronische Erkrankungen
beschrieben (32-34).

ICs werden durch Rezeptoren und auch Liganden gebildet. Dabei befinden sich die
Rezeptoren als Oberflaichenproteine auf zytotoxischen T-Zellen und die Liganden auf als
Pendent auf den Antigen-prasentierenden Zellen, die die Antigene den T-Zellen prasentieren

und so mit diesen interagieren (35).



Bei den beiden in dieser Arbeit untersuchten ICs handelt es sich um zwei inhibitorische
Immuncheckpoints der B7-Superfamilie: Programmed Death-1 (PD-1) mit dem Liganden
Programmed Death Ligand-1 (PD-L1) und V-domain containing |Ig suppressor of T-cell
activation (VISTA) (auf Deutsch: V-Domanen Ig-Suppressor der T-Zell Aktivierung). Der IC
PD-1 hat noch einen weiteren Liganden - Programmed Death Ligand-2 (PD-L2). In dieser
Arbeit wird jedoch nur PD-L1 betrachtet.

Die B7 Familie wird als eine der wichtigsten Superfamilien hinsichtlich T-Zell-Aktivierung und

Immuntoleranz gesehen (6,7,36).

1.9.1 PD-1 und PD-L1

PD-1 wurde im Jahr 1992 entdeckt, gehort zur Immunoglobulin-Superfamilie CD28-B7 und ist
ein viel untersuchter IC mit gro3er Relevanz in der heutigen Immuntherapie (35).

PD-1 befindet sich auf T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, natirlichen Killerzellen und Antigen-
prasentierenden Zellen (wie dendritische Zellen). Dabei ibt PD-1 insbesondere als Rezeptor
auf den B- und T-Zellen immuninhibierende Funktionen aus und fiihrt zur Suppression von
Entziindungsreaktionen und erhalt die periphere Toleranz (37).

Die Interaktion zwischen PD-1 und dem dazugehérigen Liganden PD-L1 fuhrt zu einer
Verringerung von Zytokinausschittung und Antikérperproduktion und somit zu einer
supprimierten Autoimmunreaktion, Anti-Tumor- und Anti-Infektionsreaktion (38).

Beim Liganden zu PD-1 — auch CD274 oder B7-H1 - handelt es sich um PD-L1, welcher
ebenfalls zur B7-Superfamilie der Oberflachen-Glykoproteine gehért. PD-L1  kommt
weitverbreitet auf Immunzellen im gesamten menschlichen Kérper vor. Die Expression des
Liganden wird durch Zytokine der y-Kette (Interleukin-2, -4, -7, -15, Interferon- y, GM-

CSF/Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) induziert (39).

1.9.2 VISTA

Bei VISTA handelt es sich um ein Typ | Transmembranprotein der B7 Familie (B7-H5) mit
groRer Ahnlichkeit zu PD-L1.

Proteine der B7 Familie befinden sich auf aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen und T-
Zellen und kdnnen entweder ko-stimulierende oder -inhibierende Wirkung ausldsen. Dabei
kommt VISTA hauptsachlich auf CD4*, CD8" T-Zellen sowie Treg T-Zellen und
tumorinfiltrierenden Lymphozyten vor. Dort agiert VISTA nicht nur als Rezeptor auf den T-
Zellen, sondern auch als Ligand auf den Antigen-prasentierenden Zellen (wie Makrophagen,
Monozyten, Dendritischen Zellen und Neutrophilen) (40). Man spricht von einer bidirektionalen
Funktion, die der von PD-L1 &hnelt (32).
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VISTA ist verantwortlich fir eine Balance im Immunsystem mit peripherer Toleranz und
Immunsuppression in dem CD4* und CD8* T-Zellen supprimiert werden, was dann wiederum
zu einer niedrigeren Zytokinausschuttung fuhrt (41).

Aulerdem hat VISTA einen inhibierenden Einfluss auf die Aktivierung und Proliferation von T-
Zellen sowie die Differenzierung zu Treg T-Zellen (32).

Insgesamt sollten einer Schwangerschaft herunterregulierte immunologische Bedingungen zu
Grunde liegen, die die periphere Toleranz ermdglichen kdénnen. VISTA, welches sich in den
Dezidualzellen der Plazenta befindet, kann zur Regulation der maternal-fetalen Immuntoleranz
beitragen (7).

Der IC VISTA kann durch sein Vorkommen auf Antigen-prasentierenden Zellen und T-Zellen
Einfluss auf die Regulierung des angeborenen und das erworbenen Immunsystems nehmen.
Die nachfolgende Abbildung soll die Funktion von VISTA als Ligand auf einer Antigen-
prasentierenden Zelle mit daraus resultierendem Supprimieren der T-Zell-Proliferation und
Zytokinproduktion versus die Funktion als Rezeptor auf einer T-Zelle darstellen.

In beiden Fallen resultiert es in der Unterdrickung von T-Zellen (42).

a T cell-extrinsic ligand function of VISTA

P Proliferation, cytokine

TAPC 9 0 T production

!

b T cell-intrinsic function of VISTA

- - — P=o _.I Proliferation, cytokine
\ G - P T production

VISTA —&8
VISTA-Receptor ==

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Ligand-oder-Rezeptor Paradigma von VISTA hinsichtlich der
Regulierung von T-Zellen (42)
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1.9.3 Entstehung der Praeklampsie: Zwei-Phasen-Modell

Eine klare Antwort auf die Frage des Entstehungsmechanismus der Praeklampsie gibt es
bisher nicht und ist dadurch weiterhin Teil von vielen Forschungsprojekten.

Dazu werden drei groRe Hypothesen diskutiert: die hereditare Hypothese, die maternale
Hypothese/Hypothese der Umweltfaktoren und die immunologische (4).

Untermauert wird die hereditare Hypothese dadurch, dass oftmals die Frauen, bei denen
vorherige Praeklampsie-Falle in der Familie vorkamen oder bei denen der Fetus genetische
Veranderungen wie zum Beispiel eine Trisomie 13 aufweist, eine Praeklampsie entwickeln
(43). In einer danischen Studie, die 2013 publiziert wurde und Schwangerschaften zwischen
den Jahren 1978 und 2008 untersuchte, wird davon berichtet, dass Frauen mit einer positiven
Familiengeschichte ein sehr hohes Risiko fiir die Entwicklung einer Praeklampsie aufweisen
— besonders die Entwicklung der friiheinsetzenden Praeklampsie (44).

Risikofaktoren wie unter anderem Adipositas und eine vorangegangene Schwangerschaft mit
Praeklampsie untermauern die Hypothese der maternalen Faktoren und Umweltfaktoren
(45,46).

Die Grundlage dieser Forschungsarbeit wird vornehmlich durch die immunologische
Hypothese gebildet. Die Annahme der immunologischen Atiologie wird hauptsédchlich durch
eine Maladaption des maternalen Immunsystems gegentber dem Fetus gebildet (47). Oftmals
seien gerade junge Erstgebarende und Frauen, bei denen es sich um das erste Kind mit dem
zugehdrigen Partner handelt, von einer Praeklampsie betroffen (1).

Die zentrale Rolle der Plazenta in der Entstehung der Praeklampsie steht bereits fest und wird
dadurch untermauert, dass die Entbindung der Schwangeren mit der daraus resultierenden
Entfernung der Plazenta die kausale Behandlung darstellt.

Die Grundlage fur eine physiologische Schwangerschaft ist ein gut funktionierendes
Gefalsystem der Plazenta.

Mit Hilfe der nachfolgenden Abbildung, in der die Praeklampsie vereinfacht dargestellt und in
zwei Phasen eingeteilt wird, soll die Pathophysiologie mit den mdoglichen

Entstehungsmechanismen und Folgen schrittweise erklart werden.
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Genetic Factors: ?Maternal/Environmental Factors: ?Immunological Factors:

Maternal & Fetal sFit1 SNPs Absence of smoking Placental Th1 Predominance
Decidual Transcriptome Diabetes Mellitus/Hyperglycemia/History of AKI Immunogenic HLA-C on trophoblast
Heme Oxygenase Isoform Imbalance Baseline Renal Disease/Chronic Hypertension Decidual Natural Killer Cells

Abnormal Placentation:
Proliferative > Invasive Trophoblasts
Superficial Invasion
Narrow Maternal Vessels

Stage 1 - Abnormal Placentation
(15 & 2 Trimesters) l
0xidative Persistent
Stress: Hypoxia: :
miochondrial | Placental § e | Small-for-gi:tattuonal
: g age infan
Stress |5Chem|a HIF-2a B!
vs. ER Stress 2 AntiATL
Antibodies
MCirculating sFit1 & 1sEng

Psyncytial debris & pro-inflammatory cytokines in
maternal circulation
+/- maternal risk factors (e.g| vasculopathy, obesity, SLE)
Stage 2 - Maternal Syndrome i

(Late 2¢ & 3 Trimesters)

Systemic vascular dysfunction

Proteinuria Hypertension Visual Disturbances/Headache/Cerebral HELLP syndrome/Coagulation
/Glomerular Endotheliosis Edema & Seizures (Eclampsia) abnormalities

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Entstehung der Praeklampsie. Genetische Faktoren,
immunologische Faktoren, andere maternale Faktoren verursachen die plazentare Dysfunktion, was
wiederum zur Freisetzung von antiangiogenetischen Faktoren und anderen Entziindungsmediatoren
fuhrt (4)

Das zwei-Phasen-Model der Praeklampsie beinhaltet die Phase 1, die das erste und frihe
zweite Trimester und die Phase 2, die das spate zweite und dritte Trimester der
Schwangerschaft betrifft.

In der ersten Phase besteht eine fehlgesteuerte Implantation, die aufgrund der
unzureichenden GefalBumformung (das sogenannte Remodeling) der Spiralarterien zur
plazentaren Ischamie fuhrt.

Die zweite Phase bezieht sich auf das daraus resultierende maternale Syndrom mit all seinen

klinischen Symptomen bis hin zum mdglichen maternalen Multiorganversagen.

Bleibt die optimale Umformung der kleinlumigen in grof3lumige uterine Spiralarterien zwischen
dem Ende des ersten Trimenons bis hin zur 18. — 20. Schwangerschaftswoche aus, entsteht

ein gestortes Gefalsystem.
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Die daraus bedingte verminderte Perfusion der Plazenta flhrt zu einer Unterfunktion der

Plazenta mit daraus resultierender moglicher Wachstumsretardierung des Fetus (48).

Gestation

Vein
Arteriole
Arteriole
Vein
Arteriole

Deep decidua

Invasion
Uterine wall

" superficial decidua

Cytotrophoblasts

Placenta

Intervillous
space

Syncytiotrophoblasts

Maternal bloodflow

Abbildung 4: Trophoblastendifferenzierung (48)

In Abbildung 4 wird die Plazentaentwicklung in drei aufeinanderfolgenden Schritten dargestellt.
Im Abschnitt A der Abbildung wird die frihe Entwicklung gezeigt mit der typischen Proliferation
der Zytotrophoblasten. Im nachsten Schritt — hier in B dargestellt — migrieren die zuvor
proliferierten Zytotrophoblasten in die maternalen Arterien der uterinen Dezidua.

In der frihen Phase der Implantation herrscht eine sauerstoffarme Umgebung, welche die
Proliferation von Trophoblasten positiv beeinflusst. Die Trophoblasten verbinden die
Blastozyten mit den Spiralarterien des maternalen Gewebes und intervilldse Raume der
Plazenta kdnnen entstehen, der maternale Blutfluss und der Sauerstoffpartialdruck werden
gesteigert.

Im Abschnitt B zu C finden weitere essenzielle Schritte statt, sodass es zu der adaquaten
Umwandlung vom kleinlumigen, proliferativen zum grof3lumigen, invasiven Phanotyp der
Spiralarterien kommt. Diese Umwandlung ist dadurch bedingt, dass die Zytotrophoblasten
weiter in die Arteriolen migrieren und das maternale Endothel dieser Arterien ersetzen und
somit zu einer Weitstellung dieser flihren (4).

Findet jedoch eine inaddquate Trophoblasteninvasion statt, kann sich eine Praeklampsie
entwickeln (48).
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Bei der Praeklampsie ist die Zytotrophoblasteninvasion gestért und flacher. Die
Transformation der Spiralarterien unterbleibt. Dadurch kann schon frih eine Veranderung in
den Doppleruntersuchungen aufgewiesen werden, da sich bereits im ersten Trimenon ein

erhohter Pulsatilitadtsindex der A. uterina zeigen kann (49).

Myometrium

Cytotrophoblast Fetal
stem cell blood vessel °

0 o Cytotrophoblast
ki . < Tunica media

O X smooth muscle
D Anchoring
villus

Floating o cytotrophoblast  \. 7‘ Maternal
villus " column g endothelial cell
Preeclampsia

a0 on TP <5
Rl

o

Decidua

Abbildung 5: Abnormale Plazentation in der Praeklampsie (50)

Die mangelhafte Spiralarterieninvasion kann zu oxidativem Stress fiihren. Dieser wiederum
soll durch erhéhte mitochondriale Aktivitdt die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
und antiangiogenetischen Faktoren (wie sFlt-1) fordern. Zuriickzufuhren auf die mangelhafte
Spiralarterieninvasion herrsche in der Praeklampsie-erkrankten Plazenta somit ein erhOhtes

Level des oxidativen Stresses (4).
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Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der immunologischen Regulation der Praeklampsie (rot umrandet
= Einfluss der negativen Immuncheckpoints PD-1/PD-L1; dunkelrot ausgeflllt = Hauptmerkmale der
Phase 2 der Praeklampsie) (Quelle: Studienprotokoll ,Eine Pilotstudie zur Erforschung der

immunologischen Regulation der Préaeklampsie® von Dr. rer. nat. L. Dubbel)

Um die in Abbildung 6 rot dargestellte Symptomatik des maternales Syndroms (Phase 2 der
Praeklampsie) und ihre Entstehungsweise genauer zu beleuchten, soll in den folgenden
Abschnitten die dazugehdérige Pathogenese weiter beschrieben werden. Dabei wird der Fokus

auf die immunologische Hypothese der Entstehung einer Praeklampsie gelegt.

Die uterinen nattrlichen Killerzellen (UNK) gehdren zu den Hauptbeteiligten der erforderlichen
Immuntoleranz und spielen ebenfalls eine Rolle in der Regulierung der Trophoblasteninvasion

und Umwandlung der Spiralarterien (26).
Die uNK erkennen die eigenen maternalen Haupthistokompatibilitaitskomplexe (abgekurzt

MHC von Englisch Major Histocompatibility Complex) und nicht-eigenen allogenen vaterlichen
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MHCs. Maternale uNKs exprimieren Killer Cell Immunoglobulin-like Receptors (KIR) und die
fetalen Trophoblasten die KIR Liganden Humanes Leukozytenantigen-C (HLA-C) (51). Diese
fur jede Schwangerschaft einzigartigen Kombinationen beeinflussen den Erfolg der
Plazentation. Somit kann eine Inhibierung der uNK zur fehlgesteuerten

Spiralarterienumwandlung fuhren (52).

Eine Vielzahl von Untersuchungen beschreiben die Dominanz von proinflammatorischen
Zellen. Diskutiert werden dabei als moglicher Mitausloser erniedrigte PD-L1 Level, die eine
Imbalance zwischen Treg T-Zellen und Th17 T-Zellen mit dabei dominierenden Th17 Zellen
zur Folge haben kénnen (53).

Auf diese beschriebene Treg/Th17 T-Zellen-Imbalance folgt ein erhéhtes Vorkommen von
CD19*CD5* B-Zellen, die wiederum zur vermehrten Produktion von anti-Angiotensin 1-
Autoantikdrpern (AT1-Autoantikdrpern) fuhren. Die Folge daraus ist die Entwicklung der
Hypertonie im Rahmen des maternalen Syndroms (54), welche ebenfalls durch die gesteigerte
Sensitivitat auf Angiotensin Il angestol3en wird (55,56).

Statt dass ein Uberwiegen der Th2 T-Zellen wie in physiologischen Schwangerschaften
herrscht, kann durch erniedrigte Serumlevel des Zytokins IL-10 ein Ungleichgewicht zwischen
Th1 T-Zellen und Th2 T-Zellen hervorgerufen werden. Dabei dominieren die
proinflammatorischen Th1 T-Zellen im Vergleich zu den immunsuppressiven Th2 T-Zellen
(30).

Auch VISTA ist ein wichtiger Teil bei der T-Zell Differenzierung in Hinblick auf die
physiologischen Treg T-Zellen, welche in der Praeklampsie reduziert scheinen im Vergleich
zu den, wie oben beschriebenen, proinflammatorischen Th17 T-Zellen (32).

Ebenso wird eine Uberlegenheit der proinflammatorischen M1-Makrophagen in der
Praeklampsie, im Gegensatz zu den dominierenden anti-inflammatorischen M2-Makrophagen
in gesunden Plazenten, genannt (53).

Zusammenfassend Uberliegen somit proinflammatorische Verhaltnisse im Rahmen der
Praeklampsie - M1-Makrophagen, Th17 T-Zellen, Th1 T-Zellen sowie Bildung von
Angiotensin-lI-Rezeptor 1-Autoantikérpern. Im Vergleich dazu sind die immunologischen
Zellen in physiologischen Schwangerschaften die anti-inflammatorischen M2-Makrophagen,
Treg T-Zellen und Th2 T-Zellen Uberlegen.

Erhohte Level der antiangiogenetischen Faktoren wie sFlt-1, welcher die I8sliche Form des
VEGF-1-Rezeptors (Vascular endothelial growth factor) ist, und von s-ENG (soluble Endoglin)
werden in den Blutserumuntersuchungen detektiert. Sowohl sFlt-1 als auch sENG korrelieren
mit dem Schweregrad der Praeklampsie und fallen nach der Entbindung ab (4). Im Gegensatz

dazu sind die angiogenetischen Faktoren VEGF und PIGF erniedrigt (57).
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Weitere Konsequenz der Durchblutungsstérung im plazentaren Gefalisystem und
Einschwemmung von plazentaren Faktoren in den maternalen Kreislauf ist eine generalisierte
Fehlfunktion des Endotheliums, welche alle Organsysteme betreffen kann. Besonders darauf
hinweisend ist der Anstieg des Plasmalevels von Fibronektin, einem Glykoprotein der
extrazelluldren Matrix und Marker fur Gefaflendothelschadigung (58).

Die dadurch bedingte Gefalpermeabilitit kann ursachlich sein fir die oftmals zu
beobachtende Odembildung im Rahmen der Praeklampsie. Mit der schon oben
beschriebenen gesteigerten Empfindlichkeit der Gefalle auf Vasopressoren wie Angiotensin Il
mit folgender Uberaktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System kommt es zur
Praeklampsie typischen Hypertonie (59).

Eine unkontrollierte Aktivierung von Gerinnungsfaktoren kann zu Veranderungen in der
Hamostase mit unter anderem disseminierter intravasaler Koagulation fiihren (58).

Aufgrund von mangelnden fruhzeitigen diagnostischen Testmoglichkeiten zur Friherkennung
beziehungswiese Prognosebestimmung einer Praeklampsie soll in dieser Arbeit auf die
immunologische Hypothese zur Entstehung einer Praeklampsie weiter eingegangen werden.
Es wird angenommen, dass der Praeklampsie eine gestoérte Immuntoleranz zu Grunde liegt.
Um eine intakte Immuntoleranz zwischen Fetus und Mutter ermdglichen zu kénnen, spielen
die Immuncheckpoints eine essenzielle Rolle. Immuncheckpoints sind dazu in der Lage,
zytotoxische Zellen zu blocken. Dieses fuhrt wiederum zur Immuntoleranz (7).

AulBerdem spielt der immuninhibierende Effekt der ICs eine wichtige Rolle im Hinblick auf die

Differenzierung von Th2 T-Zellen und Treg T-Zellen.
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1.10 Zielsetzung

Die Diagnose der Praeklampsie ist oftmals mit Iangeren stationaren Aufenthalten verbunden,
was viel Zeit und Kosten in der Klinik in Anspruch nehmen und auch zu Uberdiagnostik und
Ubertherapien fiihren kann.

Aufgrund von mangelnden fruhzeitigen diagnostischen Testmoglichkeiten zur Friherkennung
beziehungswiese Prognosebestimmung einer Praeklampsie soll das Ziel dieser Arbeit sein,
auf die immunologische Hypothese zur Entstehung einer Praeklampsie weiter einzugehen.
Es wird angenommen, dass der Praeklampsie eine gestérte Immuntoleranz zu Grunde liegt.
Um eine intakte Immuntoleranz zwischen Fetus und Mutter ermdglichen zu kénnen, spielen
die ICs eine essenzielle Rolle. ICs sind dazu in der Lage, zytotoxische Zellen zu blocken.
Dieses fuhrt wiederum zur Immuntoleranz (7).

AulBerdem spielt der immuninhibierende Effekt der ICs eine wichtige Rolle im Hinblick auf die
Differenzierung von Th2 T-Zellen und Treg T-Zellen. Beide kommen in reduzierter Menge in
Praeklampsien vor und flhren zur typischen Klinik der Praeklampsie (32,60).

Bisherige Untersuchungen bezogen sich bisher vornehmlich auf den Immuncheckpoint PD-1
und den dazugehdrigen Liganden PD-L1 und beschreiben vor allem die erniedrigte Expression
von diesem in Schwangerschaften mit Praeklampsie im Vergleich zu unauffalligen
Schwangerschaften (30,61).

In dieser Arbeit sollen die bisherigen Untersuchungen von PD-L1 durch den Immuncheckpoint
VISTA erganzt werden.

Gemeinsam sind PD-L1 und VISTA in der Lage einen Grol3teil des Immunsystems zu steuern.
Diese Arbeit soll uns zeigen, dass sowohl PD-L1 als auch VISTA niedrigere Expressionen in
Plazenten von Schwangeren mit bekannter Praeklampsie aufweisen und uns damit einen
Schritt ndher zur Optimierung der Pradiktion einer Praeklampsie bringen.

Optimalerweise sollte die Friherkennung der Praeklampsie zukinftig verbessert werden
kénnen und zur Entwicklung von Prognosemarkern beitragen, um sowohl die maternale als

auch fetale Morbiditat und Mortalitat weiter zu senken.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Studiendesign

Fir die Untersuchungen wurde fixiertes Plazentagewebe verwendet. Dabei wurden Plazenten
von Patientinnen mit Praeklampsie und Plazenten von Patientinnen ohne Hinweis auf eine
Praeklampsie miteinander verglichen.

Aus fixiertem Plazentagewebe wurden Gewebeschnitte angefertigt und mithilfe einer
immunhistologischen Farbung am Mikroskop ausgewertet. Die Auswertung erfolgte anhand
der Intensitat der Farbung und Anzahl der gefarbten Zellen.

Um eine spezifische von einer unspezifischen Farbung zu unterscheiden, nutzten wir
Zweitantikorper-Kontrollen und Immunoglobulin-G-Kontrollen (IgG).

AnschlieRend konnte die Ribonukleinsdure (RNS) aus dem Plazentagewebe isoliert werden,
um eine qRT-PCR (quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion, engl.: quantitative real-
time polymerase chain reaction) durchzufiihren.

Alle Patientinnen wurden durch uns angeschrieben und um eine Einwiligung zur
Untersuchung der bereits in der Pathologie vorliegenden Plazenten gebeten. Sobald das
Einverstandnis vorlag, konnten wir mit den Probenanalysen am fixierten Plazentagewebe
beginnen.

Es handelt sich um eine Pilotstudie, da noch keinerlei Daten zu VISTA bei Praeklampsie
vorliegen und nur wenige Daten zu PD-L1 bei Praeklampsie bisher erhoben wurden. Diese
Arbeit dient zur Hypothesengenerierung und soll einen Uberblick tiber die Expression beider
NCRs liefern. Diese Arbeit beinhaltet ein Patientinnen-Kollektiv von zehn Patientinnen mit
diagnostizierter Praeklampsie und zehn Patientinnen ohne Praeklampsie.

Der Ethikantrag ,Eine Pilotstudie zur Erforschung der immunologischen Regulation der

Praeklampsie® (2021-116) lag uns vor Beginn der Studie vor.

2.2 Material

Tabelle 2: Verwendetes Pufferrezept

Pufferrezept
TBS-T 500 ml fir die Immunhistochemie 1x TBS 1L:

2,423 g Tris 20 mM

9 g NaCl 154 mM

Auf 1 L mit H20 auffillen, pH auf 7,4 einstellen.

TBS-T:
500 ml 1x TBS
250 pl Tween 20 0,05%
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Tabelle 3: Verwendete Antikorper

Antigen Klon Wirt Hersteller/Herkunft

Maus IgG1 kappa G3A1 Maus IgG1 Cell Signaling
Technology

Kaninchen I1gG DA1E Kaninchen IgG Cell Signaling
Technology

PD-L1 405.9A11 Maus IgG1 Cell Signaling
Technology

VISTA D1L2G Kaninchen IgG1 Cell Signaling
Technology

Tabelle 4: Verwendetes Kit

Kit Hersteller
Kit Reagenzien des ZytoChem Plus (HRP) Polymer Zytomed
Kits

DAB (3,3'-Diaminobenzidin) Substrat Kit Zytomed

Tabelle 5: Verwendete Primer

Primer Funktion Vorwarts Basenfolge Riickwirts Basenfolge 5->3
5¢->3¢

GAPDH Referenzgen AATGGGCAGCCG GCCCAATACGAC
TTAGGAAA CAAATCAGAG

RPLPO Referenzgen CCTCATATCCGG CCTCATATCCGG
GGGAATGTG GGGAATGTG

PD-L1 Immuncheckpoint-Ligand TGGCATTTGCTGA AGTGCAGCCAGG
ACGCATTT TCTAATTGT

VISTA Immuncheckpoint GCGGATGGACAG TGACTTTGGCCTC
CAACATTC GGGTATC

2.3 Methoden

2.3.1 Immunhistologische Farbung

Die Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeblocke lagen uns durch die Pathologie
Oldenburg bereits vor. Bei den Gewebeblécken handelte es sich um zur Untersuchung
postpartal eingeschickte Plazentaproben.

Die 3 ym Gewebeschnitte, die mithilfe des Rotationsmikrotoms erstellt wurden, wurden auf die
SuperFrost Objekttrager Ubertragen und Uber Nacht getrocknet. Anschlieend folgte die 30-

minltige Fixierung bei 52 °C im Trockenschrank.
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Die darauffolgende Deparaffinierung erfolgte folgendermalfien (ber eine absteigende
Alkoholreihe: 10 Minuten in Xylol, 2 Minuten 99,8 % Ethanol, 2 Minuten 80 % Ethanol, 2
Minuten 70 % Ethanol, 2 Minuten 50 % Ethanol, 2 Minuten 20 % Ethanol und als letzter Schritt
2 Minuten deionisiertes Wasser.

Fir die VISTA Farbung folgte im nachsten Schritt das Aufkochen der Schnitte in 98 °C Citrat
(10 Minuten) sowie fur PD-L1 in 98 °C kochendem EDTA (15 Minuten). Zum Kihlen folgte das
Tauchen der Objekttrager im Eiswasser.

Die nachsten Schritte waren das dreimalige Waschen der Schnitte fur je 5 Minuten mit
deionisiertem Wasser, 10-minltiges Bedecken der Schnitte mit 3 %-igem H.O. und zwei
weitere Male die Waschung mit deionisiertem Wasser (je 5 Minuten).

Im nachsten Schritt erfolgte die Spulung mit dem Puffer TBS-T (Tris-gepufferte Salzldsung mit
0,03 % Triton X-300) sowie eine einstindige Blockierung mit 10 % FCS (Fetal Calf
Serum/Fetales Kalberserum) in TBS-T und FC Block (1:500) verdinnt.

Eine weitere Waschung in TBS-T far 5 Minuten folgte.
Im weiteren Prozess wurden Primarantikérper in TBS-T verdunnt (VISTA und PD-L1 je 1:200),
FC-Block hinzugegeben und alles Gber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert.

Als nachstes folgte eine weitere Waschung mit TBS-T (zweimal je 5 Minuten).

Ab diesem Zeitpunkt erfolgten alle weiteren Schritte mittels Kit Reagenzien des ZytoChem
Plus (HRP) Polymer Kits. Die zweimal 5-minltige Waschung mit Waschpuffer folgte. Im
Anschluss fand der 20-minutige Postblock statt. Dazu wurde Reagenz 2 des Kits verwendet.
Mit den folgenden Schritten wurde fortgeflhrt: zweimal 5-minitige Waschung mit
Waschpuffer, 30-minitige Inkubation mit dem HRP Polymer (Horseradish Peroxidase
Polymer/Meerrettichperoxidase-Polymer) (Reagenz 3 des Kits) und anschliefender 5-
minatiger Waschung mittels Waschpuffer.

Zur Immunfarbung mit einer Meerrettichperoxidase wird DAB (3,3‘-Diaminobenzidin) (50 pl
DAB Chromogen auf 1 ml Substrat Puffer) flr 5 Minuten auf die Objekttrager gegeben.

Als nachstes folgte eine weitere Waschung mit deionisiertem Wasser und darauf die Farbung
mit Hdmalaun (2 Minuten). Im Anschluss wurde alles mit Leitungswasser abgesplilt, bis keine
Farbwolken mehr abgingen.

Die weiteren Schritte dienten zur Rehydrierung. Die Objekttrdger wurden jeweils flr eine
Minute in eine aufsteigende Alkoholreihe (20 %, 50 %, 70 %, 80 %, 99,8 %) und anschlie3end
zweimal fur 10 Minuten in Xylol gegeben.

Zum Eindeckeln gab man erst einige Tropfen Eukitt Eindeckelmedium auf die Objekttrager mit
den Gewebeschnitten und dann je ein Deckglaschen.

Die komplettierten Farbungen wurden dann Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet.
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2.3.2 RNS-Isolation aus einer Probe Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem Gewebe

Far die Isolation wurden 4-11 x 16 pm dicke Schnitte aus den Paraffinblocken geschnitten
(abhangig von der Menge des bendtigten Gewebes auf dem Block) und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal} tberflihrt.

Die Entfernung des Paraffins erfolgte folgendermalfien: 1000 ul Xylol wurden hinzugegeben
und mittels Vortex vermengt. Dann folgte die 5-minltige Zentrifugation (16 200 xg bei
Raumtemperatur). Das dabei entstandene Pellet wurde belassen. Das Ganze wurde ein
weiteres Mal wiederholt.

In den weiteren Schritten folgte die Rehydrierung: Dazu wurden 1000 ul 99,8 %-iger Ethanol
hinzugegeben und dann fir 5 Minuten bei 1500 Upm RT auf dem Schuttler inkubiert.

Im nachsten Schritt folgte dann die Zentrifugation fur 5 Minuten bei 16 200 xg RT. Das dabei
entstandene Pellet wurde wieder belassen.

Der letzte Schritt wurde daraufhin mit 75 % Ethanol wiederholt.

Zum Pellet wurden 1000 yl DEPC-H20O (Diethylpyrocarbonat behandeltes Wasser) gegeben
und fur 90 Minuten auf Eis gelegt. Im nachsten Schritt folgte die Zentrifugation fur 10 Minuten

bei 16 200 xg bei Raumtemperatur. Der Pellet wurde belassen.

Fir die geplante Lyse wurden pro Probe 750 ul Digestion Solution, 5,5 ul B-Mercaptoethanol
und 300 pl Proteinase K gegeben und grindlich vermischt. Das Ganze wurde fir eine Nacht
bei 1500 Upm (Inkubation auf Schuttler) und 55 °C inkubiert.

Um die RNS-Isolation durchzufiihren, wurden die Reaktionsgefalie fir 5 Minuten bei 13.000
Upm und 4 °C zentrifugiert. 500 ul der verdauten Losung wurden anschlie3end in ein neues 2
ml Reaktionsgefald iberfihrt und mit 100 pl 3 M Na-Acetat (pH 5,5), 630 yl ROTI-Aqua-Phenol
(pH 7,7) und 270 pl Chloroform versetzt, grindlich vermischt, fur 15 Minuten zur
Phasentrennung auf Eis gegeben und dann 20 Minuten bei 16 200 xg und 4 °C zentrifugiert.
Der dabei entstandene wéssrige Uberstand wurde vorsichtig von der darunterliegenden
organischen Phase mit Desoxyribonukleinsaure (DNS) und Proteinen sowie der
darlberliegenden Interphase mit Proteinfragmenten abpipettiert und mit 1 yl Glykogen und 1
Volumen Isopropanol fir eine Stunde bei Raumtemperatur versetzt. Im Anschluss folgte eine
20-minUtige Zentrifugation bei 16 200 xg und 4 °C. Der entstandene Uberstand wurde entsorgt.
Das Pellet wurde daraufhin mit 75 % Ethanol (eiskalt) versetzt, fur 15 Minuten bei 16 200 xg
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde entsorgt. Der letzte Schritt wurde dann ein
weiteres Mal mit 75 % Ethanol wiederholt. Um ein vollkommen trockenes Pellet zu bekommen,

musste das Ethanol fur eine gewisse Zeit verdampft werden lassen.
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2.3.3 RNS-Konzentrationsmessung

In einem weiteren Schritt wurde das Pellet in 20 pl DEPC-H20O geldst, um die qualitative und
quantitative Bestimmung der RNS (wieviel uyg RNS pro 1 uyl Probe enthalten sind) mittels
Spektralphotometer (UV Spektrometrie) ermitteln zu kénnen.

Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm (A260). Die Messung der
Absorption fand somit im Spektralbereich von 230-320 nm statt.

Daraus konnte die RNS-Konzentration folgendermal3en berechnet werden:

C [ug/ml] = A260 x Verdunnungsfaktor x Extinktionskoeffizient (62)

Aulerdem wurden die Proben hinsichtlich Verunreinigung durch Proteine (Verhaltnis
A260/A280) und Verunreinigung durch organische Verbindungen und chaotrope Stoffe
(Verhaltnis A260/A230) untersucht.

Eine reine RNS-Probe zeigt einen Wert dieser Verhaltnisse von jeweils = 1,8.

2.3.4 DNase-Behandlung

Eine sogenannte Desoxyribonuklease (DNase)-Behandlung war notwendig, um in einem
nachsten Schritt noch potenziell vorhandene genomische DNS zu zerstoren.

Die DNase-Behandlung erfolgte folgendermafen: Jeweils 2 uyg RNS wurden mit 3 ul iScript
Reaction Mix, 1 yl DNase und DEPC-Wasser vermengt, sodass ein Gesamtvolumen von 32
ul entstand.

Falls einige Proben keine 2 ug RNS enthielten, wurde die Behandlung mit 1 ug RNS und
entsprechend der jeweiligen Halfte der Reagenzien durchgefiihrt. Dafir war es somit

notwendig, dass die Proben mindestens 1 ug RNS einhielten.

Die Menge der eingesetzten RNS wurde in den weiteren Schritten berucksichtigt.
AnschlieRend erfolgte die DNase Behandlung im PCR-Block (CFX Connect Real-Time System
von BioRad) mit den folgenden Temperatureinstellungen:

Schritt 1: 25 °C fir 5 min

Schritt 2: 75 °C fur 5min
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2.3.5 Umschreiben der RNS in cDNS

Zum Synthetisieren der cDNS bendtigte man ein Gesamtvolumen von 40 pl. Dieses konnte
durch das Hinzugeben von 5 pl iScript Reaction Mix, 2 ul iScript Reverse Transkriptase (RT)
und 1 yl DEPC-Wasser zum 2 yg Ansatz, welches aus der DNase Behandlung entstanden ist,
erreicht werden.

Falls im vorherigen Schritt die Behandlung mit der Halfte aller Reagenzien stattgefunden hat,
erhielt man in diesem Schritt ebenfalls nur die Halfte vom Gesamtvolumen (20 pl).

Das Umschreiben der RNS in ¢cDNS wurde im PCR-Block mit dem iScript cDNA Synthese
Programm durchgefinhrt.

Folgende Temperaturen wurden dazu benétigt: funf Minuten bei 25 °C zum Markieren der
Startsequenz (Priming), 20 Minuten bei 46 °C zur Reaktion der RT und zum Abschluss eine

Minute bei 95 °C zur Inaktivierung der RT.

2.3.6 qRT-PCR SybrGreen
Zur Qualitatskontrolle wurden die Proben als Duplikate in der gRT-PCR angefertigt. Die
verwendeten Primer (siehe Tabelle 5) wurden dazu in folgende Ansatze pipettiert um eine

Effizienz von 90-110 % zu erreichen:

Tabelle 6: qRT-PCR-Ansatze

Gen Primerkonzentration cDNS Primerhybridisierung | Effizienz
[mM] Konzentration Temperatur [%]
[nd] [°C]
GAPDH 300 75 48 101,9
RPLPO 250 75 48 96,4
PD-L1 300 75 48 98,4
VISTA 250 50 50,8 98,4

10 pl Universal SYBR Green Supermix wurden den Primeransatzen jeweils hinzugefugt. Mit
DEPC-Wasser erfolgte die Aufflllung anschlieBend auf ein Gesamtvolumen von 20 ul. In
jedem Synthesedurchgang waren zwei Wasserproben mit den jeweiligen spezifischen Primern
beinhaltet sowie eine Probe zur internen Kalibrierung.

Der Farbstoff SYBR-Green mit seiner Fluoreszenz erméglichte uns die Quantifizierung der
durch die Synthese entstandenen Produkte.

Die Synthese erfolgte im PCR-Block mit den spezifischen Temperaturprofilen, die fur die fur

den jeweiligen Primer noétig waren.
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Das gRT-PCR Protokoll ist wie folgt:

Schritt 1: 95 °C flir 3 min

Schritt 2: Denaturierung 95 °C flir 5 s

Schritt 3: Paarung komplementarer einzelstrangiger DNS und Elongation 48/50,8 °C flir 15 s
Messung der Fluoreszenz

Wiederholung Schritt 2-3 39-mal

Schritt4:95°C 10 s

Schritt 5: 65 °C 3 s

Schmelzkurve: 65 - 95 °C, in 0,5 °C Schritten alle 5 s

Die Auswertung der qRT-PCR wurde mit der Geratesoftware (BioRad CFX Maestro) von
BioRad durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurden die Proben, die den Primer-spezifischen
Schwellenwert (Tabelle 7) nicht Gberschritten haben, ausgeschlossen. Sollten Wasserproben
ein ablesbares Signal von 38 vor dem Schwellenwertzyklus zeigen, erfolgte auch hier der
Ausschluss der Proben.

Wenn der Schwellenwertzyklusabstand zweier Proben groRer als 0,5 war, fand auch hier der
Ausschluss der Duplikate statt. Falls sich abweichende Schmelzkurven hinsichtlich des
Verlaufs und der Schmelzpunkte ergaben, wurden auch diese Proben ausgeschlossen. Die
Stabilitat der Referenzgene GAPDH und RPLPO wurde durch die Software bewertet. Die
anschlieRende relative Quantifizierung wurde mit der 2-**°T Methode durchgefiihrt (63).

Die Proben wurden mit einem T-Test nach Tukey statistisch ausgewertet.

Tabelle 7: Primerspezifische Schwellenschwerte

Primername Schwellenwert
GAPDH 542,79

RPLPO 589,44

PD-L1 402,08

VISTA 326,3
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2.3.7 Auswertung der mikroskopischen Bilder mittels FIJI Imaged Software

Zur Immunfarbung mit einer Meerrettichperoxidase wurde DAB, wie zuvor beschrieben,
genutzt.

Fir die Auswertung der mikroskopischen Bilder ist es wichtig zu beachten, dass das
Chromogen DAB Licht streut und sich nicht linear verhalt.

Des Weiteren kdonnen die Antigen-Antikdrper-Reaktionen mit den daraus entstehenden
Farbungen aufgrund ihres fehlenden stéchiometrischen Verhaltens nicht eins zu eins mit der
mdglichen Expression eines Antigens gleichgesetzt werden.

DAB folgt nicht dem Beer-Lambert-Gesetz, welches ein lineares Verhaltnis zwischen der
Konzentration einer Verbindung und die Absorption der Verbindung beschreibt (64). Aus
diesem Grund kénnen bei der Auswertung nicht die Intensitdten der Farbungen, sondern
lediglich die gefarbten Flachen, analysiert werden.

Far die Analyse werden folgende Schritte innerhalb der Software FIJI Imaged getatigt:

Das gewlnschte mikroskopische Bild, welches zuvor mit dem Axio vert A1 von Zeiss
aufgenommen wurde, wird im Programm FIJI ImageJ gedffnet.

Alle weiteren Schritte werden zur Vereinfachung und der aus Griinden der Ubersichtlichkeit
mithilfe von Pfeilen, die die jeweiligen Schritte anzeigen, dargestellt.

Die Grundlage fiur unser Vorgehen ist ein verdffentlichtes Protokoll ,Semi-quantitative
Determination of Protein Expression Using Immunohistochemistry Staining and Analysis: An
Integrated Protocol” (65).

Unter dem Reiter Image wird Colour gewahlt - Colour deconvolution > ,H DAB* auswahlen.
Es o6ffnen sich drei Varianten des zuvor aufgerufenen mikroskopischen Bildes:

Im Farbkanal 2 (Colour 2) befindet sich das DAB-Signal des Bildes, im Farbkanal 1 (Colour 1)
befindet sich das Hamatoxylin-Signal des Bildes und im Farbkanal 3 (Colour 3) wird ein Bild,
vergleichbar mit einem Durchlicht-Kanal, gezeigt. Das Bild Colour 3 wird flr unsere
Auswertung nicht benétigt.

Um fortzufahren, wird der Farbkanal 2 aufgerufen und der Schwellenwert flir DAB festgelegt
(Image - Adjust > Threshold - der untere Wert sollte 0 sein, der obere wird je nach IgG-
Kontrolle zwischen 55 — 155 festgelegt). Der obere Wert entscheidet sich nach den jeweiligen
IgG-Kontrollen, die uns anzeigen, ab welchem Wert wir ein echtes Signal haben. Der Wert, an
dem die IlgG-Kontrollen negativ sind, wird dann eingestellt, um spezifische von unspezifischen
Signalen unterscheiden zu kénnen. Dieser Schritt wird mit Apply bestatigt.

Im nachsten Schritt 6ffnet sich automatisch ein Fenster, in dem sowohl der minimale als auch
der maximale Schwellenwert bei 255 stehen, da das Bild mit diesem Schritt in ein binares Bild

umgewandelt wurde. Diese Voreinstellung wird so Ubernommen.
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Im Folgeschritt wird unter Analyze > Set measurements folgende Auswahl getroffen: Area,
Mean grey value, Display label, Area fraction und bestatigt, um festzulegen, welche Parameter
bei einer Messung angezeigt werden sollen.

Um die Ergebnisse fur Mean grey value und % Area zu erhalten, wird Analyze - Measure
gewahlt. Der Parameter des Mean grey value zeigt uns die Intensitat des Grauwertes
beziehungsweise die Positivitdt des Bildes, da es sich um ein binares Bild (schwarz/weil)
handelt.

In einem Zwischenschritt wird die DurchschnittsgroRe der Nuklei bestimmt. Hierzu wird der
Farbkanal 1 aktiviert und das ,gerade Linie-Werkzeug® der FIJI ImageJ Software gewahlt und
die Distanz innerhalb des Nukleus gemessen, in dem eine Linie durch den jeweiligen Nukleus
gezogen wird. Um die jeweiligen Ergebnisse zu erhalten, werden Analyze -> Measure
angewabhlt. Die Ergebnisse zeigen den Durchmesser des Nukleus. Um den Durchschnittswert
zu erhalten, sollten diese Messungen an circa zehn Nuklei erfolgen.

Fir unsere Auswertungen haben wir den niedrigsten Wert, hier 5,8, verwendet, um alle
Zellkerne in die Auswertung einflieRen zu lassen, aber keine Artefakte, die die entsprechende
GrolRe unterschreiten.

Diesen Wert nutzen wir dann fur den nachsten beschrieben Abschnitt.

Wir aktivieren den Farbkanal 1 und machen folgende Schritte fir die Festlegung der
Schwellenwerte: Image = Adjust = Threshold = Minimum: 0, Maximum: zwischen 165 — 185,
je nach Blaustich des Bildes. Im nachsten Schritt 6ffnet sich wie zuvor das binare Bild, in dem
sowohl der minimale als auch der maximale Schwellenwert bei 255 stehen. Diese
Voreinstellung wird auch jetzt so Gbernommen.

In einem zusatzlichen Schritt wird unter dem Reiter Process der Punkt Binary gewahlt und
Watershed eingefuigt. Dadurch werden die Nuklei, die verbunden scheinen, voneinander
getrennt und kdénnen einzeln die Auswertung einbezogen werden.

Im nachsten Schritt wird unter Analyze - Analyze particles folgende Auswahl getroffen: 5,8,
Infinity, Exclude edges, Summarize und bestatigt. 5,8 bis Infinity beschreibt die
durchschnittliche Zellkerngréfie, die im vorherigen Schritt ermittelt wurde. Die Einstellung
Summarize wird eine Zusammenfassung der Partikelanalyse erstellen und Exclude edges
fuhrt dazu, dass die Zellkerne, die am auReren Rand des Bildes liegen, nicht mit in die
Auswertung einbezogen werden.

Die resultierenden Ergebnisse konnen dann in die Excel-Tabelle fur die weitere Auswertung
eingefligt werden. Die Partikelanalyse liefert folgende Parameter: Mittlerer Grauwert (Mean
grey value), Anteil positiver Kerne in Prozent und die Flache des DAB-Signals in Prozent.
Far die Semi-Quantifikationsanalyse des Immunhistochemie-Bildes (IHC) findet mithilfe der
Excel-Tabelle und den dort eingefligten Ergebnissen die weitere Auswertung statt. Fir jedes

Bild wird der mittlere Grauwert (Mean grey value) durch die Anzahl der Nuklei dividiert. Dieser
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ermittelte Wert reprasentiert dann die Intensitat der DAB-Farbung normalisiert durch die
Kerne.

Mithilfe eines Morphologie-Plug-Ins (Morphology plug-in) kann Binary Reconstruct betatigt
werden. Als Maske sollte der Hamatoxylin Nukleus Kanal (Colour 1) eingegeben und fir Seed
sollte der Kanal der DAB-Farbung (Colour 2) eingegeben werden (66).

Das daraus resultierende Ergebnis zeigt dann ein Bild aller Zellkerne, die DAB positiv sind.
Von diesem Bild kann erneut der mittlere Grauwert (Mean grey value) und Flache des Signals
(% Area) berechnet werden (Analyze - Measure).

Um die DAB positiven Kerne zu analysieren, wird erneut eine Partikelanalyse durchgeflihrt
(Analyze - Analyze particle) - Eingabe des Bereichs von ,5,8 — Infinity“. AnschlieRend
kénnen wir die Anzahl der DAB positiven Zellkerne (Count), die Gesamtflache der DAB
positiven Zellkerne, die durchschnittliche GroRe (Average size) und die Flache der DAB
positiven Zellkerne in Prozent (% Area) ermitteln.

Um eine Angabe zum Prozentteil der positiven Kerne zu erhalten, wird folgende Rechnung
gemacht: a/ (b/100)

a: Anzahl DAB positiver Zellkerne (Partikelanalyse Morphologie Plug-In)

b: Anzahl aller Zellkerne (Partikelanalyse des Hamatoxylin Kanals)

2.3.8 Statistische Analyse

ANOVA und t-Test nach Tukey

Zur Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit dient eine einfaktorielle Varianzanalyse (Analysis
of Variance; ANOVA).

Die Nullhypothese, die Uberprift wird, ist dabei folgende:

Ho: u1 =p2 = ... =

Die Mittelwerte verschiedener Gruppen wurden auf Gleichheit gepruft.

Die Alternativhypothese ist folgende:

Hi: i #

Um signifikant voneinander abweichende Mittelwerte (vorliegender p-Wert von < 0,05) zu
markieren, wurden diese mit Sternchen (*) versehen. Ein Konfidenzintervall von 95 % wurde
genutzt und es erfolgte der Vergleich nach Tukey.

Der t-Test nach Tukey testet anhand von Mittelwerten zweier Gruppen, ob ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen vorliegt. Im Kontrast dazu, wird die ANOVA fir den

Vergleich zwischen mehr als zwei Gruppen genutzt.
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Shapiro-Wilk-Test

Um die Voraussetzungen fir eine ANOVA zu testen, wurde der Shapiro-Wilk-Test
durchgefuhrt. Die Anwendung einer ANOVA ist nur moglich, wenn eine Normalverteilung der
Proben vorliegt. Der Shapiro-Wilk-Test kann somit als Vortest fur eine nachfolgende ANOVA
dienen.

Der Shapiro-Wilk-Test eignet sich fur das Priifen einer Normalverteilung insbesondere fir

kleinere Stichproben mit n < 50.

Die Nullhypothese ist dabei folgende:

Ho: X~ N (M)

Die meisten Berechnungsprogramme geben den ermittelten Wert als sogenannten p-Wert an.
Dieser gibt die Wahrscheinlichkeit an, eine Stichprobe zu erhalten, die zuvor gezogen wurde,
mit der Annahme, dass die Probe aus einer Normalverteilung stammt. Trifft dieses zu, ist die
Nullhypothese wahr und p > o (festgelegtes Signifikanzniveau). Das Signifikanzniveau liegt
ublicherweise bei 5 %.

Ho wird jedoch verworfen, wenn p < a.

Die Auswertung erfolgte durch die Software BioRad CFX Maestro.
Ein p-Wert < 0,05 wirde bedeuten, dass keine Normalverteilung vorliegt. In unseren
Untersuchungen liegen alle p-Werte dariber. Somit kann in allen Zeilen eine Normalverteilung

bestatigt werden (67).
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3 Ergebnisse
3.1 Auswertung der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Zur Vervielfaltigung von Nukleinsduren mit anschlieRender Quantifizierung der DNS eignet
sich die quantitative Echtzeit-PCR.

Dieser Schritt wurde wie zuvor im Methodenteil beschrieben, durchgefihrt.

Die folgende Abbildung 7 zeigt uns das Ergebnis der relativen Quantifizierung in Form einer
Kastengrafik (Box-and-Whisker Plot).

Relative Mormalized Expression

= B

T : T
PO-L1 VISTA
Target

[ regPrisklampsie & posPrisklampsie * [P0.050] |

Abbildung 7: Relative Quantifizierung der PD-L1 und VISTA Expression im Plazentagewebe

(Praeklampsie-negativ versus Praeklampsie-positiv) in Form eines Box-and-Whisker Plots

Auf der x-Achse befinden sich die untersuchten Zielgene PD-L1 auf der linken Seite und VISTA
auf der rechten Seite.

Beide genannten Gene werden jeweils unterteilt in Kastendiagramme, die Praeklampsie-
positive (posPraeklampsie, orange) und Praeklampsie-negative (negPraeklampsie, grin)
Patientinnen-Kollektive beschreiben.

Die y-Achse der Abbildung 7 zeigt die relative normalisierte Expression.

Bei PD-L1 kann uns die Kastengrafik mit Hilfe der Ausdehnung der Box zeigen, dass sich die
mittleren 50 % (zwischen dem ersten und dritten Quartil) der gewonnenen Daten zu PD-L1 in
Praeklampsie negativen Patientinnen im Bereich zwischen 0,75 und 3,75 auf der Y-Achse
befinden. Wobei die gesamte Spannweite, die den gesamten Wertebereich darstellt, mit den
oberen Ausreillern bei bis zu 7 liegt. Der Median der beschriebenen Verteilung liegt bei ca.

1,75. Das obere Quartil wird durch das obere Ende der Box gebildet und liegt bei knapp 2.
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Das bedeutet, dass 75 % der Werte unter diesem Bereich liegen oder diesem Wert gleich sind
(68).

Die Antennen zu den Kasten werden nach der Definition von John W. Tukey auf die Lange
des maximal 1,5-fachen Interquartilsabstandes beschrankt. Werte, die aulderhalb dieser
Grenze liegen, werden als Punkte dargestellt und beschreiben die Ausrei3er. Der Median liegt
hier bei ca. 1,75.

Dem Datensatz von PD-L1 der Praeklampsie negativen Patientinnen (griin) werden die Daten
von PD-L1 zu den Praeklampsie positiven Patientinnen (orange) gegenubergestellt.

Die Spannweite des orangen Kastens mit PD-L1 in Praeklampsie positiven Patientinnen weist
eine wesentlich grolRere Spannweite der mittleren 50 % im Vergleich zu den Praeklampsie
negativen Patientinnen auf. Die relative normalisierte Expression, die sich anhand des Kastens
zeigt, liegt zwischen ca. 1 und 6. Ausreilder gibt es im letztgenannten Diagramm keine.
Zwischen den Datensatzen von PD-L1 in Praeklampsie-positiven und -negativen Patientinnen

zeigen sich keine signifikanten messbaren Unterschiede.

Die Kastenausdehnung der VISTA Datensatze zu den Praeklampsie-negativen Patientinnen
(griin) befindet sich zwischen 1 und 4. Die Spannweite, der somit gesamte Wertebereich des
Datensatzes, liegt mit den Ausreif’ern nach oben bei bis zu ca. 14. Der Median befindet sich
bei ungefahr 2.

Es zeigt sich im Kastendiagramm mit den Daten von Praeklampsie-negativen Patientinnen
eine sehr geringe Ausdehnung. Die mittleren 50 % der Daten liegen dabei zwischen 0,75 und
2 und es zeigt sich nur eine geringe Streuung. Ebenfalls zeigen sich keine Ausreil3er.

Im VISTA-Vergleich zwischen den Praeklampsie-positiven und -negativen Patientinnen wird
eine signifikant geringere Expression von VISTA in Praeklampsie-positiven Patientinnen
deutlich.

Der p-Wert (mit * markiert) liegt bei p < 0,05 und erweist sich somit als statistisch signifikant

bei einem Konfidenzintervall von 95 %.

Die nachfolgende Abbildung 8 =zeigt die Ergebnisse der Genstudie in Form eines
Streudiagramms (Dot Plot). Auch in diesem Diagramm befinden sich die untersuchten
Zielgene PD-L1 und VISTA auf der x-Achse und werden jeweils unterteilt in Praeklampsie-
negative (grun) und Praeklampsie positive (orange) Patientinnen. Die Datensatze der
untersuchten Plazenten werden hier durch Punktwolken dargestellt.

Auf der y-Achse befindet sich die relative normalisierte Expression.

Die Muster der Punktwolken von Praeklampsie-negativen und -positiven Patientinnen bei PD-

L1 zeigen auch in diesem Streudiagramm keinen relevanten messbaren Unterschied.
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Wie schon im vorherigen Kastendiagramm kann aber ein messbarer Unterschied hinsichtlich
VISTA in Praeklampsie-negativen und -positiven Patientinnen gezeigt werden.

Die Streuung bei PD-L1, sowohl bei Praeklampsie-Negativitdt als auch Praeklampsie-
Positivitat zeigt sich deutlich grofier als bei VISTA.

Die Expression von VISTA zeigt sich in Praeklampsie-positiven Patientinnen im Vergleich zu

den Praeklampsie-negativen Patientinnen statistisch signifikant erniedrigt (P-Wert < 0,05).

ve Normalized Expression

Rexlati

PD-L1 VISTA

|I:I negFrasklampsie 0 posFrasklampsie * [P0.050] |

Abbildung 8: Relative Quantifizierung der PD-L1 und VISTA Expression im Plazentagewebe
(Praeklampsie-negativ versus Praeklampsie-positiv) in Form eines Dot Plots

AnschlieRend werden die ermittelten Daten in einem Vulkandiagramm (Volcano Plot), einer
Art Streudiagramm zum Beweis der statistischen Signifikanz, dargestellt (Abbildung 9).

Dazu werden folgende Einstellungen im Programm BioRad CFX Maestro getroffen:

Die biologische Kontrollgruppe wird von den Praeklampsie-negativen Patientinnen gebildet.
Die Praeklampsie-positiven Patientinnen bilden die experimentelle biologische Gruppe. Als
Schwellenwert wird die 4,00-fache Expressionsanderung (Fold change threshold) festgelegt.
Die vertikalen Linien in Grin und Rot grenzen den angegebenen Schwellenwert ein.

Die horizontale blaue Linie markiert das 95%ige Konfidenzintervall und damit einen p-Wert
von 0,05.

Der schwarze Punkt im oberen linken Bereich der Abbildung 9 steht fur das Zielgen VISTA
und befindet sich mit einem p-Wert von 0,032 oberhalb der blauen Linie.

Wie der Abbildung 9 zu entnehmen ist, kann mit einer 2,33-fachen Expressionsanderung im
Vulkandiagramm bei VISTA von einem signifikanten Unterschied in der Expression von VISTA

in Praeklampsie-negativen versus Praeklampsie-positiven Patientinnen gesprochen werden.
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Abbildung 9: Volcano Plot zum Beweis der statistischen Signifikanz. Die biologische Kontrollgruppe
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wird von den Praeklampsie-negativen Patientinnen gebildet. Die Praeklampsie-positiven Patientinnen
bilden die experimentelle biologische Gruppe.

Tabelle 8: Volcano Plot

PD-L1

NegPraeklampsie -1,42

0,593

Nein

Herunterreguliert

VISTA

NegPraeklampsie 2,33

0,032

Herunterreguliert

Ein signifikantes Ergebnis zeigt sich in der beigefiigten Tabelle 10 zur ANOVA.

Die Gruppen (negPraeklampsie — posPraeklampsie) hinsichtlich VISTA weisen eine

statistische Signifikanz auf. Bei PD-L1 konnte kein signifikantes Ergebnis erzielt werden (69).

Tabelle 9: ANOVA Varianzanalyse

posPraeklampsie

negPraeklampsie - | 0,702 | 0,180 2,734 0.593 Nein
posPraeklampsie

VISTA 0,032 0,063 Nein
negPraeklampsie - | 2,334 | 1,086 5,012 0,032 Ja




Anhand der Tabelle 10 zum Shapiro-Wilk-Test kann eine Normalverteilung der Daten zu PD-
L1 und VISTA in Praeklampsie-negativen und Praeklampsie-positiven Patientinnen

aufgewiesen werden.

Tabelle 10: Shapiro-Wilk Test zum Vorweisen einer Normalverteilung

Ziel Biologische Anzahl P-Wert Normal
Gruppe

PD-L1 negPraeklampsie 10 0,529 Ja
posPraeklampsie 10 0,147 Ja

VISTA negPraeklampsie 10 0,618 Ja
posPraeklampsie 10 0,301 Ja

3.2 Ergebnisse der Auswertung mikroskopischer Bilder mittels FIJI ImagedJ

Mithilfe der Software FIJI Imaged konnten die nachfolgenden Ergebnisse ermittelt werden.
Die Ergebnisse erlangten wir durch die im Methodenteil beschriebenen Partikelanalysen.
Diese konnten dann als Box-Plot-Diagramme mit den zugehoérigen Korrelationsanalysen
prasentiert werden.

Die Auswertung erfolgte in der Software nach einer ANOVA. Da in dieser Arbeit aber zwei
Gruppen gegeneinander getestet wurden, handelte es sich hier um einen einfaktoriellen T-

Test nach Tukey.

3.2.1 Mittlerer Grauwert

Die Abbildungen zeigen die Auswertung zum mittleren Grauwert fur VISTA (Abbildung 10) und
PD-L1 (Abbildung 11). Der Parameter des mittleren Grauwertes beschreibt uns die Intensitat
des bindren Bildes (schwarz/weil}).

Die beiden Kastendiagramme stellen die genannten Gene dar. Es werden Praeklampsie-
negative (griin) und Praeklampsie-positive (orange) Patientinnen-Kollektive beschrieben. In
allen nachfolgenden Box-Plot-Diagrammen wird die Darstellung auf diese Art und Weise

erfolgen.
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VISTA mittlerer Grauwert
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Abbildung 10: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des
mittleren Grauwerts bei VISTA.

Bei den Praeklampsie-negativen Patientinnen stellt sich die Box vom unteren Quartil bei 1,49
bis zum oberen Quartil bei 23,11 dar. Das Maximum befindet sich mit Ausreiern bei bis zu
knapp 90, wobei die obere Antenne sich bis zu 40 erstreckt und die untere Antenne bei nahezu
0 liegt. Der Median dieser Box liegt bei 6,49.

Im Vergleich dazu kénnen beim Kastendiagramm des Praeklampsie-positiven Patientinnen-
Kollektivs geringere Werte hinsichtlich des mittleren Grauwertes gezeigt werden. Das untere
Quartil befindet sich bei 0,01 und das obere Quartil bei 9,56. Der Median liegt bei nahezu 0.
Aulerdem liegt das Maximum mit einem einzelnen Ausreil3er bei ca. 32.

Der mittlere Grauwert bei VISTA zeigt insgesamt geringere Werte bei den Praeklampsie-
positiven im Vergleich zu den Praeklampsie-negativen Proben.

Ebenfalls werden in der Abbildung 11 die Praeklampsie-negativen Patientinnen in Griin und
die Praeklampsie-positiven Patientinnen in Orange dargestellt. In dieser Abbildung geht es
jedoch um das Gen PD-L1.
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Abbildung 11: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des

mittleren Grauwerts bei PD-L1.

Hier fallt eine grofte Streuung mit einer Standardabweichung von 17,33 im Kastendiagramm
der Praeklampsie-negativen Patientinnen und mit Ausreif3ern bis zu 80 auf. Die obere Antenne
befindet sich jedoch bei ca. 20 und das obere Quartil bei 9,1. Der Median liegt bei 4,052.
Dem gegenlber stehen die Praeklampsie-positiven Patientinnen mit einer geringeren
Standardabweichung (13,44), bedingt durch deutlich weniger Ausrei3er nach oben. Das obere
Quartil liegt hier bei 18,41, das untere bei 0,38.

Der Median liegt bei den Praeklampsie-positiven Patientinnen bei einem geringeren Wert als

beim Praeklampsie-negativen Kollektiv.
Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den beiden betrachteten Genen zu ermitteln,

wurde der Auswertung mittels ImagedJ jeweils eine Korrelationsanalyse angeschlossen.
Hier in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt.
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Abbildung 12: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Negativitat. Dabei wurde der mittlere

Grauwert betrachtet.

Bei Betrachtung des Zusammenhangs zwischen PD-L1 und VISTA im Hinblick auf den
mittleren Grauwert beim Praeklampsie-negativen Patientinnen-Kollektiv, zeigt sich eine leichte
positive Korrelation. Wenn man jedoch die Starke der Korrelation (R) betrachtet, liegt diese

bei ca. 0,63, was einen hohen Zusammenhang zwischen den beiden Genen beschreibt.

In der nachfolgenden Abbildung 13 wird ebenfalls der Zusammenhang zwischen den beiden
Genen dargestellt. Hier geht es jedoch um den mittleren Grauwert im Praeklampsie-positivem
Patientinnen-Kollektiv.

Bereits auf den ersten Blick fallt eine positive Korrelation auf und auch die Starke des

Zusammenhangs zeigt sich mit einem Wert von R = 0,85 sehr hoch.
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Abbildung 13: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Positivitadt. Dabei wurde der mittlere

Grauwert betrachtet.

3.2.2 Flache DAB-Signal

Fir die Immunfarbung mit einer Meerrettichperoxidase wurde DAB wie oben beschrieben,
genutzt. Der Prozentteil der Flache, der DAB-positiv ist, wurde mittels ImagedJ ermittelt und in
den Abbildungen 14 (fur VISTA) und 15 (fir PD-L1) dargestellt.

Sowohl in der Grafik zu VISTA als auch in der Grafik zu PD-L1 zeigen sich bei den
Praeklampsie-negativen Patientinnen groRere Standardabweichung im Vergleich zu den
Praeklampsie-positiven Patientinnen. Die Ausreilder, die bei VISTA bei ca. 35 und bei PD-L1
bei ca. 13 liegen, bilden die hohen Maxima.
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Abbildung 14: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des
DAB-Signals in Prozent bei VISTA.

In Abbildung 14 liegen die oberen Quartilen des Praeklampsie-negativen Patientinnen-
Kollektivs insgesamt bei einem héheren Wert (9,1) als bei den Praeklampsie-positiven
Patientinnen (3,75). Die unteren Quartilen liegen bei sehr niedrigen Werten < 1.

In der Abbildung 15 hingegen, die die Diagramme zu PD-L1 und der Flache des DAB-Signals
zeigt, liegt das obere Quartil des Praeklampsie-positiven Kollektivs héher (7,22) als beim

Praeklampsie-negativen Kollektiv (3,57).

PD-L1 Flache DAB Signal [%]

35.0
30.0 *
E o
= 25.0
c
&£ 200
o 9 ’
< o
oL 150 o
(0]
<
2 10.0
(N

5.0 %
.0
[ Prieklampsie negativ [l Priaeklampsie positiv

Abbildung 15: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des
DAB-Signals in Prozent bei PD-L1.
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Fir die Flache des DAB-Signals wurden ebenfalls Korrelationsanalysen durchgefiihrt.
Abbildung 16 stellt dabei den Zusammenhang zwischen den beiden Genen in Praeklampsie-
negativen Patientinnen dar, wohingegen die Abbildung 17 den Zusammenhang in

Praeklampsie-positiven Patientinnen abbildet.

Flache DAB Signal [%]
Praeklampsie negativ

30
y = 0,6281x + 1,8202 o
25 R?=0,6303

20

15

VISTA

10

PD-L1

Abbildung 16: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Préaeklampsie-Negativitat. Dabei wurde die Flache

des DAB-Signals in Prozent betrachtet.

Vergleichbar mit der vorherigen Korrelationsanalyse zeigt sich auch hinsichtlich des DAB-
Signals (in Prozent) eine positive Korrelation mit einer ebenso hohen Starke (R = 0,63) in der

Grafik zu den Praeklampsie-negativen Patientinnen.

Betrachtet man die Situation des Praeklampsie-positiven Patientinnen-Kollektivs in der
nachfolgenden Abbildung 17, so erkennt man ebenfalls eine positive Korrelation zwischen PD-
L1 auf der x-Achse und VISTA auf der y-Achse. Der R-Wert von 0,85 spricht auflerdem fur

eine sehr hohe Starke des Zusammenhangs.
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Abbildung 17: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Positivitat. Dabei wurde die Flache

des DAB-Signals in Prozent betrachtet.

3.2.3 Intensitat/Nukleus

Fir jedes Bild wurde im Rahmen der IHC-Bildanalyse der mittlere Grauwert (Mean Grey Value)
durch die Anzahl der Nuklei dividiert. Der daraus resultierende Wert reprasentiert dann die
Intensitat der DAB-Farbung normalisiert durch die Kerne. Hierzu zeigen die Abbildungen 18

und 19 die Ergebnisse in Form von Box-Plot-Diagrammen.

VISTA Intensitat/Nukleus
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Intensitat/Nukleus
o

Abbildung 18: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich
Intensitat/Nukleus bei VISTA.
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In der Grafik zu VISTA zeigt sich in der Praeklampsie-negativen Gruppe (griin) eine Box mit
einem unteren Quartil von nahezu null und ein oberes Quartil bei ca. 0,001. Die Antenne
erstreckt sich jedoch bis nahezu 0,004 und dartber hinaus gibt es eine relativ grof3e Streuung
mit Ausreifdern mit Werten bis zu ca. 0,0055 (Standardabweichung von 0,0015). Im Vergleich
dazu zeigt sich bei der Gruppe der Praeklampsie-positiven (orange) eine geringere Streuung
(Standardabweichung von 0,0008). Die Ausreil3er liegen bei ca. 0,0025. Insgesamt erstreckt
sich die zugehdrige Box ebenfalls von nahezu null im unteren Quartil und bis zu ca. 0,0007 im

oberen Quartil.

PD-L1 Intensitat/Nukleus
.006000

.005000
.004000 °
.003000
.002000

o
.001000 x
O

.0000

Intensitat/Nukelus

B Prieklampsie negativ [l Praeklampsie positiv

Abbildung 19: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich
Intensitat/Nukleus bei PD-L1.

In der Abbildung zu PD-L1 mit Intensitat/Nukleus (Abbildung 19) zeigen sich zwar bei den
Praeklampsie-negativen Patientinnen niedrigere Werte hinsichtlich der Erstreckung der Box
als mit den Praeklampsie-positiven Patientinnen, aber insgesamt zeigen sich deutliche Werte
zu den Ausreiltern der Praeklampsie-negativen Gruppe (bis zu ca. 0,0052). Der héchste
AusreilRer bei der orangen Box (Praeklampsie-positiv) liegt hingegen bei ca. 0,0036.

Sowohl bei der Abbildung zu VISTA als auch zu PD-L1 zeigen sich hoher liegende
Medianwerte bei den Praeklampsie-positiven Gruppen.

Die Intensitat der DAB-Farbung normalisiert durch die Kerne zeigt sich also sowohl bei VISTA
als auch bei PD-L1 insgesamt geringer in der Praeklampsie-positiven als in der Praeklampsie-

negativen Gruppe.
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Im Anschluss zeigen sich die dazugehdrigen Korrelationsanalysen.

In Abbildung 20 wird die Korrelation zwischen PD-L1 und VISTA in der Praeklampsie-
negativen Gruppe betrachtet. Es zeigt sich auch hier eine positive Korrelation mit einer hohen
Starke des Zusammenhangs (R = 0,74).

Insbesondere, wenn man die gréReren Werte auf x- und y-Achse betrachtet, wird der

Zusammenhang deutlich.
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Abbildung 20: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Negativitdt. Dabei wurde die

Intensitat/Nukleus betrachtet.

In Abbildung 21 kann der Zusammenhang zwischen PD-L1 und VISTA in den Praeklampsie-
positiven Patientinnen ebenfalls gezeigt werden. Es zeigt sich eine positive Korrelation mit

einer hohen Zusammenhangsstarke (R = 0,65).

44



Intensitdt/Nukleus
Praeklampsie positiv

3,00E-03
y=0,5637x+3E-05
2,50E-03 R?=0,6494 ®
2,00E-03
P
% 1,50E-03
> o ©
1,00€-03
Mk o
5,00E-04 e L

0,00E+00 @9 %o
0,00E+005,00E-04 1,00E-03 1,50E-03 2,00E-032,50E-03 3,00E-033,50E-034,00E-03

PD-L1

Abbildung 21: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Positivitit. Dabei wurde die

Intensitat/Nukleus betrachtet.

3.2.4 Flache positiver Kerne

Wie im Methodenteil beschrieben, wurde der Anteil der DAB positiven Zellkerne von der
Gesamtheit aller Zellkerne berechnet.

Die Abbildungen 22 und 23 geben uns Informationen zu den daraus resultierenden
Ergebnissen.
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Abbildung 22: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des
Anteils positiver Kerne in Prozent bei VISTA.
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Abbildung 22 stellt die Ergebnisse zu VISTA dar. Die griine Box, die wie zuvor auch die
Praeklampsie-negative Gruppe reprasentiert, erstreckt sich vom unteren Quartil bei 6,94 bis
zum oberen Quartil bei 34,42. Der Median liegt dabei bei 13,17. Die Antenne reicht nach oben
bis zu ca. 68. Die Streuung mit einer Standardabweichung von 19,48 zeigt sich im Vergleich
zu der Praeklampsie-positiven Gruppe héher (hier bei 15,97).

Die oben dargestellte Box zu den Praeklampsie-positiven Patientinnen hat einen etwas
grofieren Interquartilsabstand als die der Praeklampsie-negativen Gruppe. Das untere Quartil
liegt bei 0,12 und das obere bei 30,14. Der Median ist im Vergleich zur Praeklampsie-

negativen Gruppe geringer und liegt bei lediglich 3,58.

Wenn man in Abbildung 23 die Box zu PD-L1 in der Praeklampsie-negativen Gruppe
betrachtet, fallt eine tiefer angesetzte Box als bei VISTA auf.
Das untere Quartil liegt bei 4,5, das obere Quartil bei 20,72 und der Median bei 12,9. Die

Antenne liegt bei ca. 35, das Maximum jedoch bei knapp 80 mit einem Ausreil3er.
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Abbildung 23: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder hinsichtlich des

Anteils positiver Kerne in Prozent bei PD-L1.

Die Box der Praeklampsie-positiven Patientinnen weist einen grofieren Interquartilsabstand
auf, wobei das untere Quartil bei 3,44 und das obere Quartil bei 34,83 liegt. Der Median liegt
jedoch im Vergleich zu der Praeklampsie-negativen Gruppe bei einem geringeren Level von
9,13. Insgesamt zeigt sich eine etwas geringere Streuung bei der Praeklampsie-positiven

Gruppe im Vergleich zu der negativen Gruppe.
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Wie schon in den vorherigen Analysen, kénnen in den Abbildungen 24 und 25 ebenfalls
Zusammenhange zwischen den Genen PD-L1 und VISTA in den Praeklampsie-negativen und

Praeklampsie-positiven Patientinnen-Kollektiven gezeigt werden.
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Abbildung 24: Auswertung der immunhistochemisch gefarbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Negativitat. Dabei wurde der Anteil

positiver Kerne in Prozent betrachtet.

In der Abbildung 24 zeigt sich in der Gruppe der Praeklampsie-negativen Patientinnen eine
insgesamt positive Korrelation mit einer noch knapp hohen Starke des Zusammenhangs bei
einem R-Wert von 0,51.

Im Vergleich dazu, liegt uns die Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA in der
Praeklampsie-positiven Gruppe in Abbildung 25 vor. Es zeigt sich eine deutlich positive
Korrelation zwischen den beiden Genen mit einer sehr hohen Starke des Zusammenhangs

bei einem vorliegenden R-Wert von 0,84.
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Abbildung 25: Auswertung der immunhistochemisch geférbten mikroskopischen Bilder als
Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA bei Praeklampsie-Positivitat. Dabei wurde der Anteil
positiver Kerne in Prozent betrachtet.

Die Abbildung 26 zeigt uns Beispiele flr die untersuchten immunhistochemisch gefarbten
Bilder.

Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung von Plazentagewebe mit Hamalaun als Kernsignal
sowie PD-L1/VISTA als DAB-Signal in 10-facher Vergréfierung. A: PD-L1 als DAB-Signal bei einer
Praeklampsie-positiven Plazenta. B: VISTA als DAB-Signal bei einer Praeklampsie-positiven
Plazenta. C: PD-L1 als DAB-Signal bei einer Praeklampsie-negativen Plazenta, B: VISTA als DAB-
Signal bei einer Praeklampsie-negativer Plazenta.
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4 Diskussion

Die Annahme bestand darin, dass eine erniedrigte Expression der Immuncheckpoints PD-L1
und VISTA eine essenzielle Rolle in der gestérten Immuntoleranz zwischen Fetus und Mutter
spielt und somit die Grundlage fir die Entwicklung einer Praeklampsie sind (7).

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten eine erniedrigte Expression der beiden ICs VISTA und
PD-L1 aufweisen. Wobei die von VISTA signifikant war.

4.1 PD-L1 in Expression in Plazenten mit und ohne Praeklampsie

In der Auswertung der immunhistologischen Farbungen, die anhand eines standardisierten
Farbeprotokolls mittels einer Meerrettichperoxidase und DAB durchgefuhrt wurden, zeigte sich
eine erniedrigte, jedoch nicht signifikante Expression von PD-L1 im Plazentagewebe der
Praeklampsie-positiven Patientinnen. Zwar zeigte sich hier auch eine erniedrigte Tendenz,
diese war jedoch aufgrund der Streuung nicht signifikant.

Generell wird bei Farbungen eine grollere Streuung als bei quantitativen
Auswertungsmethoden erwartet. Somit diente die immunhistologische Untersuchung als
Trend, welcher in einer qRT-PCR naher betrachtet wurde.

Wie im Methodenteil beschrieben, erfolgte die Auswertung der Farbungen mittels
Partikelanalysen durch die Software FIJI ImageJ und betrachtete dabei den mittleren
Grauwert, die Flache des DAB-Signals, Intensitat/Nuklei (mittlerer Grauwert durch die Anzahl
der Nuklei dividiert) sowie die Flache DAB positiver Kerne. In allen Bereichen der Auswertung
konnte die erniedrigte, nicht signifikante Expression von PD-L1 gezeigt werden.

Um die Ergebnisse dieser Pilotstudie vorangegangen Studien zur Expression von PD-L1 in
Praeklampsie gegeniberzustellen, beziehe ich mich auf eine Studie aus dem Jahr 2017 um
Zhang et al., bei der eine signifikant erniedrigte Expression von PD-L1 in praeklamptischen
Plazenten beschrieben wird (61).

In der Studie wurde der Einfluss des PD-1/PD-L1-Pfades auf das Treg/Th17-Gleichgewicht in
der Praeklampsie untersucht. Dabei wurden die Schliisse gezogen, dass der PD-1/PD-L1-
Pfad die Entwicklung der Treg T-Zellen férdert und die Th17-Proliferation hingegen inhibierend
beeinflusst. Im Kontrast dazu, flihre ein gestérte PD-1/PD-L1 Expression zu einer moglichen
Praeklampsie-Entwicklung aufgrund eines Treg-/Th17 Ungleichgewichts mit Dominanz der
Th17-Zellen.

Im Gegensatz zu dieser Arbeit wurde in der genannten Studie aus 2017 insbesondere die
fetal-maternale Schnittstelle der Plazenta untersucht (61). Da es sich bei dem Studiendesign

dieser Arbeit um eine retrospektive Pilotstudie handelt, wurden bereits histologisch praparierte
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und bereits archivierte Plazentaproben verwendet, bei denen es keine gezielte Entnahmestelle
beziehungsweise keinen Einfluss auf die Schnittfiihrung gab. Dieser Unterschied kann auch

die Differenzen der Signifikanz der Ergebnisse erklaren.

Mithilfe der gRT-PCR konnte eine Expressionsanalyse durchgefihrt und verschiedene
biologische Gruppen miteinander verglichen werden - Praeklampsie-negative mit
Praeklampsie-positiven Patientinnen. Diese Schritte wurden sowohl fiir den IC PD-L1 als auch
VISTA durchgeflnhrt.

Die Ergebnisse zu PD-L1 im Vergleich von Praeklampsie-negativen zu Praeklampsie-
positiven Patientinnen ergaben keine signifikant messbaren Unterschiede in den beiden
Gruppen. Auch hier konnte in unserer Pilotstudie zwar die Tendenz der erniedrigten
Expression von PD-L1 in Praeklampsie-positiven Patientinnen dargestellt werden, jedoch im
Vergleich zu vorherigen Studien nicht mit entsprechender Signifikanz.

In den anderen Studien, in denen die Ergebnisse auf eine signifikant erniedrigte Expression
von PD-L1 hinwiesen, wurde im Gegensatz zu dieser Arbeit insbesondere die fetal-maternale
Schnittstelle untersucht (4,30,53). Wir untersuchten nicht explizit die fetal-maternale
Schnittstelle.

Wie in den Veroffentlichungen von Hsu & Nanan (2014) beschrieben, befindet sich PD-1
hauptsachlich als Rezeptor auf den B- und T-Zellen und flhrt im Zusammenspiel mit PD-L1
immuninhibierende Funktionen aus, die zum Erhalt der peripheren Toleranz beitragen (70).
Die eindeutig erniedrigte Expression von PD-L1 in vorherigen Studien kann dadurch bedingt
sein, dass im Bereich der fetal-maternalen Schnittstelle eine besonders hohe Dichte an
Immunzellen vorliegt und diese dann zu den entsprechenden Ergebnissen fihrt.

Die physiologische Schwangerschaft erfordert eine regulierte Immuntoleranz an der
maternalen-plazentaren Schnittstelle im Zusammenspiel zwischen den fetalen Trophoblasten,
dezidualen Stromazellen sowie mutterlichen dezidualen Immunzellen.

Die Dezidua sollte Immuntoleranz aufbringen, aber auch immunologische Protektion gegen
mogliche lokale Infektionen bieten, sodass gerade in diesem Bereich ein besonders hohes
Aufkommen von Immunzellen herrscht (24). Gibt es hier eine Fehlsteuerung, so kann diese
zu beschriebenen immunologischen Veranderungen, die in der Praeklampsie herrschen,
fUhren.

Auch die Studie um Jena et al. aus dem Jahr 2019 benennt ein erniedrigtes PD-L1 Level als
modgliche Ursache flr die Imbalance zwischen Treg T-Zellen und Th17 T-Zellen, was eine
Dominanz der Th17 T-Zellen zur Folge haben kann und dann zur fehlgesteuerten

Immuntoleranz fuhrt (53).
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4.2 VISTA in Expression in Plazenten mit und ohne Praeklampsie

Bisherige Studien bezogen sich bisher vor allem auf den Immuncheckpoint PD-1 und den
dazugehdrigen Liganden PD-L1 und beschreiben vor allem die erniedrigte Expression von
diesem in Schwangerschaften mit Praeklampsie im Vergleich zu unauffalligen
Schwangerschaften (30,61).

In dieser Arbeit wurden die bisherigen Untersuchungen von PD-L1 durch den
Immuncheckpoint VISTA erganzt. Dazu fand ebenfalls die Auswertung der
immunhistologischen Farbungen hinsichtlich der VISTA Expression statt. In allen Bereichen
der Auswertung der Farbungen (mittlerer Grauwert, Flache des DAB-Signals, Intensitat/Nuklei,
Flache DAB positiver Kerne) konnten signifikante Ergebnisse erlangt werden — eine signifikant
erniedrigte Expression des ICs VISTA in praeklamptischen Plazenten.

Eine mdgliche Ursache fiir die Ergebnisunterschiede hinsichtlich der Signifikanz zwischen den
ICs konnte die unterschiedliche Expression von VISTA und PD-L1 in der Plazenta sein.
VISTA wird durch Antigen-prasentierende Zellen, T-Zellen der Dezidua und die Plazenta-
Trophoblasten exprimiert und zeigt sich in den IHC-Farbungen des Projekts in nahezu allen
Teilen der Plazenta (32, 70). VISTA hat eine ausgepragte Expression auf hdmatopoetischen
Geweben wie Milz, Lymphknoten und Blut sowie in Geweben, die durch eine hohe Anzahl an
Leukozyten gepragt sind.

Wohingegen bei PD-L1 eher im Bereich des Synzytiotrophoblasten eine Akkumulation
festzustellen war. Die Immunzelldichte und die dort veranderte Expression von PD-L1 ist
sicherlich ein Grund, weshalb wir die Ergebnisse nicht reproduzieren konnten.

Vorherige Studien haben bisher kaum den Einfluss von VISTA auf die Praeklampsie
untersucht. In einer Studie um Zhao et al. wurde aber bereits der immunsupprimierende
Einfluss des ICs VISTA auf die maternal-fetale Immuntoleranz in der Schwangerschaft
beschrieben. Diese Modifikation der T-Zell-Aktivierung sowie die daraus resultierende noétige
Immuntoleranz bildet eine der Grundlagen fir eine physiologische Plazentaentwicklung (7).
Da es sich bei der Praeklampsie um eine gestdrte Immuntoleranz handelt und wir eine
signifikant erniedrigte Expression von VISTA zeigen konnten, gehen die Ergebnisse mit denen
der vorherigen Studien einher (41).

Auch eine Studie um Wang et. al aus dem Jahr 2014 beschreibt die supprimierende Wirkung
von VISTA auf CD4* und CD8" T-Zellen, was dann wiederum zu einer verringerten Produktion

der Zytokine IL-10, TNF-alpha und IFN- vy fiihrt (34). Besteht eine verringerte Expression von

VISTA, so kann eine gesteigerte Autoimmunitat beschrieben werden.
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Auch fir VISTA wurde eine Gene Study mittels qRT-PCR durchgefiihrt, um die Expression in
praeklamptischen und nicht praeklamptischen Plazenten zu untersuchen. Hier konnten die
Ergebnisse der Farbungen untermauert werden.

Mittels t-Test nach Tukey konnten die zwei Gruppen (negPraeklampsie - posPraeklampsie)
verglichen werden und zeigten hinsichtlich VISTA eine statistische Signifikanz auf.

VISTA ist laut einer Studie eine wichtige Saule flir die Aufrechterhaltung der peripheren
Toleranz und immunologische Balance — die Voraussetzung flr eine physiologische
Schwangerschaft (34). Die signifikant erniedrigte Expression von VISTA in der Praeklampsie,
die wir in unserer Pilotstudie zeigen konnten und durch eine gestdrte Immuntoleranz
hervorgerufen wird, erscheint damit plausibel und geht mit den vorangegangenen Studien

einher.

4.3 Einfluss der Immuncheckpoints PD-L1 & VISTA auf praeklamptische

Plazenten

Der Einfluss der ICs wurde in bisherigen Untersuchungen vor allem anhand von PD-1/PD-L1
untersucht (30,61). Es wird jedoch ein Zusammenspiel mit unter anderem VISTA beschrieben.
Dieses Zusammenspiel habe einen Einfluss auf die Immunzelldifferenzierung und
Toleranzentwicklung und sei auch in der Immuncheckpoint-Therapie von Tumoren aufgefallen
(7).

Um den Zusammenhang der beiden ICs hinsichtlich der Praeklampsie-Entwicklung zu
betrachten, haben wir in dieser Pilotstudie PD-L1 und VISTA in Kombination untersucht.

Wir flhrten eine Korrelationsanalyse zwischen PD-L1 und VISTA in Praeklampsie-positiven
Plazenten durch, die aus der Auswertung der immunhistologischen Farbungen ermittelt
werden konnte. Dabei zeigte sich eine deutlich positive Korrelation zwischen den beiden
Genen mit einer sehr hohen Starke des Zusammenhangs.

Beide ICs sind Molekile, die eine wichtige Rolle in der Regulation der T-Zell gesteuerten
Immunreaktionen und der zellularen Immunitat einnehmen. Sie dienen dabei als Barriere fiir
mogliche Uberaktivierungen des Immunsystems und Eigentoleranz.

Bei heruntergeschraubter Aktivitat der ICs werden vor allem Autoimmunreaktionen, Verlust
der peripheren Immuntoleranz und chronische Erkrankungen beschrieben (32—-34).
Besonders in der Studie um Liu et al. zeigen die Ergebnisse, dass eine Stérung beider ICs
VISTA und PD-L1 die Fehlsteuerung von T-Zellen und deren Uberaktivierung auslose (33).
Da VISTA Teil der B7 Familie der immunregulatorischen Proteine, zu der auch PD-L1 gehért,
ist und besonders der extrazellulare Teil dem Transmembran-Molekuls Liganden PD-L1 sehr

ahnlich ist, werden hier auch funktionelle Gemeinsamkeiten erwartet und beschrieben (71).
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Es konnte sowohl eine erniedrigte Expression von PD-L1 als auch von VISTA in
praeklamptischen Plazenten gezeigt werden. Wobei nur die Expression von VISTA signifikant

erniedrigt war.

4.4 Limitationen der Arbeit

Die groRte Limitation dieser Arbeit ist die geringe Anzahl an Proben, die uns fur die Auswertung
der Immuncheckpoints in Plazenten von Patientinnen mit Praeklampsie vorlag.

Bei dieser Pilotstudie wurde insgesamt nur eine kleine Stichprobe von 20 Plazenten
untersucht.

Fir die vorliegende Arbeit wurden Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE)
Plazentaproben aus der Pathologie Oldenburg genutzt. Das Einsenden der Plazenten in die
Pathologie findet aufgrund von verschiedenen Indikationen wie beispielsweise
Frihgeburtlichkeit, intrauteriner Wachstumsretardierung des Fetus (Fetal Intrauterine Growth
Retardation/IUGR) oder diagnostizierter Praeklampsie statt. Das Einsenden von Plazenten
aus komplett unauffalligen Schwangerschaften in die Pathologie ist (blicherweise nicht
vorgesehen. Daher besteht unsere Kontrollgruppe nicht aus Plazenten von komplett
unauffalligen Schwangerschaften, sondern in den meisten Fallen aus gesunden, jedoch
frihgeburtlichen Plazenten aus Schwangerschaftswochen < 36+6 SSW. Plazenten mit
entziindlichen Prozessen, wie beispielsweise Chorioamnionitis, wurden ausgeschlossen, da
entziindliche Prozesse die Expression von Immuncheckpoints beeinflussen kénnen.

Hinzu kommt als weitere Limitation dieser Arbeit die Immunfarbung der Gewebeschnitte
mittels Meerrettichperoxidase und 3,3-DAB. Bei DAB handelt es sich um ein Chromogen,
welches Licht streut, sodass sich die Absorption nicht linear verhalt. Das bedeutet, dass die
Antigen-Antikdrper-Reaktionen mit den daraus resultierenden Farbungen nicht eins zu eins
mit der mdglichen Expression eines Antigens gleichgesetzt werden kénnen. Somit konnten bei
der Auswertung der mikroskopischen Bilder nicht die Intensitaten der Farbungen, sondern nur
die Flachen der angefarbten Bereiche der mikroskopischen Bilder analysiert werden. Die
praferierte Methode der Fluoreszenzfarbung mit vorhandener Stéchiometrie, konnte aufgrund

der Autofluoreszenz der Plazenta nicht etabliert werden.

Zusatzlich limitierend ist in dieser Arbeit die zufallige Probenentnahme innerhalb der jeweiligen
Plazentaproben — zentral oder an der fetal-maternalen Schnittstelle.

In anderen Studien, in denen die Ergebnisse auf eine eindeutige erniedrigte Expression von
PD-L1 hinwiesen, wurde im Gegensatz zu dieser Arbeit insbesondere die fetal-maternale
Schnittstelle untersucht (4,30,53,61).
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Da es sich bei dem Studiendesign dieser Arbeit um eine retrospektive Pilotstudie handelt,
wurden bereits histologisch praparierte und bereits archivierte Plazentaproben verwendet, bei
denen es keine gezielte Entnahmestelle beziehungsweise keinen Einfluss auf die
Schnittfhrung gab.

Wie in den Veréffentlichungen von Hsu und Nanan (2014) beschrieben, befindet sich PD-L1
vornehmlich auf den Lymphozyten (70). Die eindeutig erniedrigte Expression von PD-L1 in
vorherigen Studien kann dadurch bedingt sein, dass im Bereich der fetal-maternalen
Schnittstelle eine besonders hohe Dichte an Immunzellen vorliegt und diese dann zu den
dementsprechenden Ergebnissen fiihrt. Wir untersuchten nicht explizit die fetal-maternale
Schnittstelle.

Hinzu kommt, dass eine nahezu unerreichbare Verfiigbarkeit von Plazenten aus
Frihschwangerschaft, insbesondere die fetal-maternale Schnittstelle, herrscht. Bei allen in
dieser Arbeit untersuchten Plazenten handelte es sich um Plazenten von Entbindungen in
lebensfahigen Schwangerschaftswochen. Diese Situation wird ebenfalls in der aus 2014
stammenden Studie von Hsu und Nanan erldutert und geht mit dieser Arbeit einher (70).
Eine darauffolgende Studie aus dem Jahr 2016 um Tian et al. betrachtet die Veranderung des
PD-1/PD-L1 Signalwegs mit Erniedrigung von PD-L1 in praeklamptischen Rattenplazenten
und daraus resultierender Imbalance von Treg & Th17 T-Zellen. Auch hier wird statt der

ganzen Plazenta insbesondere die fetal-maternale Schnittstelle untersucht (72).

Da es sich um eine Pilotstudie handelt, konnten nicht gentigend Patientinnen eingeschlossen
werden, um die Gruppe der Patientinnen mit Praeklampsie weiter zu unterteilen.

Eine Unterteilung nach Schweregrad (mild — schwer), Zeitpunkt der Praeklampsie (friih — spat)
sowie der Vergleich zu verwandten Syndromen, wie z.B. dem HELLP-Syndrom ware in einer
Folgestudie winschenswert. Wir kbnnen mit den Ergebnissen somit keine Aussagen uber die
Expression der ICs in verschiedenen Auspragungen der Praeklampsie machen.

In dieser Arbeit wurden ebenfalls keine Unterscheidungen zwischen Friihgeborenen (< 36+6
SSW), reifen Neugeborenen (= 37+0 SSW) oder im Allgemeinen der Schwangerschaftswoche

zum Entbindungszeitpunkt gemacht.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass diese Arbeit trotz ihrer beschriebenen
Limitationen die Forschungsfrage beantworten kann.

Es konnte durch die Untersuchungen an fixiertem Plazentagewebe mittels Immunfarbung und
gRT-PCR der immunologische Hintergrund der Praeklampsie beleuchtet werden und eine
signifikante erniedrigte Expression des Immuncheckpoints VISTA und eine erniedrigte
Expression von PD-L1 in der Praeklampsie festgestellt werden.

Besonders die Ergebnisse zu VISTA geben uns neue Erkenntnisse Uber die erniedrigte
Expression in praeklamptischen Plazenten, die bisher nicht in vorangegangen Studien zur
Praeklampsie erlangt wurden.

Bei dieser durchgefuhrten Pilotstudie handelt es sich um eine kleine Studie, jedoch bietet sie
die Méglichkeit noch weitere Studien zu etablieren.

Dabei konnten beispielsweise in weiteren Schritten die Schweregrade der Praeklampsie, auch
im Vergleich mit dem HELLP-Syndrom, weiter differenziert und untersucht werden. Sinnvoll
ware es sicherlich, dazu eine deutlich gréRere Kohorte zu betrachten und die Expression der
ICs in einer frihen (early-onset) Praeklampsie mit der einer spaten (late-onset) Praeklampsie
zu vergleichen.

Mit weiteren methodischen Ansatzen kénnte die bessere Charakterisierung der Praeklampsie
und die bessere Einschatzung Uiber den Verlauf der Krankheit ermoglicht werden.

Hierfur sollte in weiteren Projekten bevorzugt plazentares Frischgewebe genutzt werden.
Dieses bietet durch die ausbleibende Fixierung eine deutlich héhere Vergleichbarkeit zu den
naturlichen Prozessen in der Plazenta als die fixierten Gewebebldcken.

Zusatzlich erméglicht die Nutzung von Frischgewebe weitere Methoden, wie das Anlegen von
Zellkulturen und die Durchflusszytometrie.

Da Frischgewebeproben direkt in der Universitatsklinik flir Gynakologie und Geburtshilfe
entnommen werden wirden, kdnnte dann auch die Lokalisation der Probennahme
standardisiert werden. Damit waren Untersuchungen exakt an der fetal-maternalen

Schnittstelle oder ein Vergleich der Schnittstelle zu zentralen Bereichen maglich.

In der Immuntherapie werden bereits Blocker des PD-1/PD-L1 Signalwegs zur Behandlung
von Krebs genutzt. In einer Studie um Tian et al. aus dem Jahr 2022 wurde die 16sliche Form
des ICs PD-L1 im Blut als mdglicher Prognosemarker untersucht, um eine Aussage Uber das
Uberleben der Patientinnen vorhersagen zu kénnen oder mogliche unnétige Therapien zu
vermeiden (72).

Die Diagnose der Praeklampsie ist oftmals mit [angeren stationaren Aufenthalten verbunden,
die viel Zeit und Kosten in der Klinik in Anspruch nehmen und auch zu Uberdiagnostik und

Ubertherapien fiihren kénnen.
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Aufgrund von mangelnden friihzeitigen diagnostischen Testméglichkeiten zur Friherkennung
beziehungswiese Prognosebestimmung einer Praeklampsie ware es winschenswert, dass
auch die I6slichen Formen von PD-L1 und VISTA im Blut zukunftige Prognosemarker bilden
kénnten. Da es sich jedoch um eine erniedrigte Expression in Praeklampsie-positiven
Patientinnen handelt, ist dies zum aktuellen Zeitpunkt noch unrealisierbar.

Vielleicht kdnnten die in weiteren Studien geplanten Untersuchungen von Nabelschnurblut und

Frischgewebe von praeklamptischen Patientinnen hierzu neue Erkenntnisse bringen.

In einer Studie um Tian et al. aus dem Jahr 2016 wurden bereits Therapieansatze an
praeklamptischen Ratten untersucht. Auch diese Studie zeigte eine abgewandelte Aktivitat
des PD-1/PD-L1 Pfads und erprobte daraufhin die Therapie der Praeklampsie an Ratten
mittels PD-L1-Fc (Fc-Domane; kleiner extrazellularer Anteil des Immunoglobulins), einem
Aktivator des Signalwegs. Es kam zur deutlichen Verbesserung der Praeklampsie-
Symptomatik der Ratten (72).

Als Zukunftsvision kénnte dieser Therapieansatz auch fir die Behandlung der Praeklampsie
am Menschen dienen. Auf dem Weg dahin missten jedoch noch diverse Hlirden genommen
werden, da eine maoglichst lokale und nebenwirkungsfreie Therapie angestrebt werden muss.

Daher ware die Entwicklung eines lokal wirkenden Aktivators an der Plazenta erstrebenswert.

AbschlieRend wird deutlich, dass diese Arbeit uns eine erste Antwort auf die Frage gibt, ob
Immuncheckpoints in der Praeklampsie erniedrigt sind und damit eine Rolle in der
immunologischen Regulation der Praeklampsie spielen.

Aulerdem bietet diese Pilotstudie die Maoglichkeit der Etablierung von weiteren
Forschungsprojekten, die die hier bereits erlangten Ergebnisse weiter untermauern kdnnen
und die die Medizin im besten Fall zu einer frihzeitigen diagnostischen Testmdglichkeit zur
Friherkennung, Prognosebestimmung oder mdglichen Therapieansatzen der Praeklampsie

bringen kénnte.
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5 Zusammenfassung

Die Praeklampsie gehort zur Gruppe der hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft
und ist in ihrer klassischen Form durch Bluthochdruck (= 140/90 mmHg) und Proteinurie
gekennzeichnet.

In der Regel handelt es sich um eine Erkrankung, die sich ab der 20. Schwangerschaftswoche
entwickelt und etwa 2 % aller Schwangerschaften in Europa betrifft.

Die Plazenta spielt eine Schllsselrolle bei der Entstehung der Praeklampsie, die genaue
Atiologie ist jedoch noch nicht vollstindig geklart - eine gestérte mitterlich-fetale
Immuntoleranz wird diskutiert.

Diese Pilotstudie konzentriert sich auf die immunologischen Hintergrinde dieser komplexen
schwangerschaftsassoziierten Erkrankung und analysiert insbesondere den Einfluss der
Immuncheckpoints Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) und V-Domain Immunoglobulin-
Suppressor der T-Zell-Aktivierung (VISTA) auf die Entwicklung der Schwangerschaft. Beide
haben immunsuppressiven Einfluss, indem sie zytotoxische Zellen blockieren, so zu
Immuntoleranz fihren und Autoimmunitat verhindern. Daher erwarteten wir bei Praeklampsie-
Patientinnen eine verminderte Expression von PD-L1 und VISTA. Diese konnte auch bereits
in anderen Studien flir PD-L1 gezeigt werden.

Fir die Untersuchungen wurde fixiertes Plazentagewebe von Patientinnen mit Praeklampsie
und gesunde Plazenten verwendet. Die Gewebeschnitte wurden dann mit einer
immunhistochemischen Farbung mit einer Meerrettichperoxidase und dem Chromogen 3,3-
Diaminobenzidin (DAB) unter dem Mikroskop untersucht.

Eine Gruppe von 10 praeklamptischen und 10 gesunden Patientinnen waren Teil dieser
Pilotstudie. Alle wurden im Jahr 2021 in der Klinik fir Geburtshilfe und Gynakologie des
Klinikums Oldenburg AGR entbunden.

Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte mit Hilfe der Software FIJI ImageJ und
ermdglichte eine Trendanalyse der ersten Ergebnisse beziglich der Expression von PD-L1
und VISTA in praeklamptischen im Vergleich zu gesunden Plazenten.

AnschlieRend wurde die RNS isoliert, um eine gqRT-PCR (quantitative Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion) durchzufiihren.

Mit Hilfe dieser gqRT-PCR konnte eine Genstudie durchgefiihrt werden. Sie zeigte eine
signifikante Abnahme der VISTA Expression bei Praeklampsie, im Vergleich zu gesunden
Plazenten. Im Gegensatz dazu waren die Ergebnisse bezuglich der Abnahme der Expression
von PD-L1 bei Praeklampsie nicht signifikant.

Unsere Ergebnisse konnten die Vorergebnisse einer reduzierten PD-L1 Expression nicht

bestatigen. Dies ist mit technischen Faktoren zu begriinden. Die Studien, die diese Reduktion
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sehen, nutzten ausschliellich die maternale-fetale Ubergangszone der Plazenta, wahrend wir
Stanzen aus verschiedenen Plazentabereichen nutzen mussten.

Trotz dieser nicht optimalen Proben konnten wir ein signifikantes Ergebnis fur VISTA erlangen.
Das spricht flr eine zentrale Rolle dieses Immuncheckpoints bei der Immuntoleranz in der
Schwangerschaft. Bisher gab es keinerlei Studien zu VISTA in Praeklampsie Plazenten,
sodass diese Pilotstudie die Grundlage fur weitere Studien tber VISTA in Praeklampsie legt.
Das langfristige Ziel stellt die Entwicklung von Prognosemarkern und die mogliche Behandlung

der Praeklampsie hinsichtlich der immunologischen Atiologie dar.
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6 Summary

Preeclampsia belongs to the group of hypertensive disorders in pregnancy and is
characterized in its classic form by hypertension (= 140/90 mmHg) and proteinuria.

It is usually a condition that develops from the 20th week of pregnancy and affects about 2%
of all pregnancies in Europe.

The placenta plays a key role in the development of preeclampsia, but the exact etiology is not
fully understood - impaired maternal-fetal immune tolerance is discussed.

This pilot study focuses on the immunological background of this complex pregnancy-
associated disease, in particular analyzing the influence of the immune checkpoints
programmed death ligand 1 (PD-L1) and V-domain immunoglobulin suppressor of T-cell
activation (VISTA) on pregnancy development. Both have immunosuppressive effects by
blocking cytotoxic cells, leading to immune tolerance and preventing autoimmunity. We
therefore expected to see reduced expression of PD-L1 and VISTA in preeclampsia patients.
This has been shown in other studies for PD-L1.

Fixed placental tissue from patients with positive preeclampsia and healthy placentas were
used for the studies. The tissue sections were then immunohistochemically stained with a
horseradish peroxidase and the chromogen 3,3-diaminobenzidine (DAB) under a microscope.
A group of 10 preeclamptic and 10 healthy women were included in this pilot study. All of these
patients gave birth in 2021 at the Clinic for Obstetrics and Gynecology of the Oldenburg
Hospital A6R.

Histological slides were analyzed using FIJI ImagedJ software, allowing trend analysis of initial
results regarding the expression of PD-L1 and VISTA in preeclamptic placentas compared to
healthy placentas.

RNA was then isolated for qRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction).

This gRT-PCR was used to perform a gene study. It showed a significant decrease in VISTA
expression in preeclampsia, compared to healthy placentas. However, the results for the
decrease in PD-L1 expression in preeclampsia were not significant.

Our results could not confirm the preliminary findings of reduced PD-L1 expression. This can
be explained by technical factors. The studies that found this reduction only used the maternal-
fetal transition zone of the placenta, whereas we had to use samples from different areas of
the placenta.

Despite these less optimal samples, we were able to obtain a significant result for VISTA.
This supports the central role for this immune checkpoint in immune tolerance during
pregnancy. To date, there have been no studies of VISTA in preeclamptic placentas, so this
pilot study lays the groundwork for further studies of VISTA in preeclampsia. The long-term
goal is to develop prognostic markers and potential treatments of preeclampsia with respect

to its immunological etiology.
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8 Anhang

8.1 Erganzendes Material

Tabelle 11: Verwendete Gerate

Gerite Hersteller
Eismaschine Scotsman
Deckglaschen Carl Roth

Mikroskop Axio vert A1 Zeiss

PCR-Block (CFX Connect Real-Time System) Bio-Rad

PCR-Platten Sarstedt

Pipetten Proline Plus Sartorius
Reaktionsgefalie Sarstedt/Laborbedarf
Rotationsmikrotom HistoCore BIOCUT Leica

Photometer BioDrop DUO

Fisher Scientific

SuperFrost Objektrager Menzel

neolab

Vortex-Schittler

CellMedia

Zentrifugen

Heraeus, neolab

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Fetales Kalberserum VWR

3 %-iges H202 Carl Roth

5,5 ul B-Mercaptoethanol Carl Roth
Chloroform Sigma Aldrich
Citrat Zytomed Systems
Deionisiertes Wasser Laborbedarf
DEPC-H20 Carl Roth
EDTA Zytomed Systems
Eindeckmedium Eukitt

Ethanol Laborbedarf
Farbstoff SYBR-Green Bio-Rad

FC Block Fisher Scientific
Glykogen Merck
Hamalaun Merck

iScript Reaction Mix Bio-Rad

iScript Reverse Transkriptase Bio-Rad
Isopropanol Carl Roth
Natriumacetat (pH 5,5) Fisher Scientific
NaCl Laborbedarf
Proteinase K Merck
ROTI-Aqua-Phenol (pH 7,7) Carl Roth

Tris Laborbedarf
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Tween 20 0,05% Bio-Rad
Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad
Waschpuffer Zytomed Systems
Xylol Laborbedarf

Tabelle 13: Verwendete Softwares, Programme

Weiteres (Softwares, Programme)

Hersteller/Entwickler

Geratesoftware CFX Maestro

Bio-Rad

iScript cDNA Synthese Programm

Bio-Rad

Software FIJI ImageJ

Wayne Rasband

Tabelle 14: gqRT-PCR Quantifizierungszyklus (Cq) Rohwerte (Mittelwerte)

Patientin | Block-Nr. Praeklampsie-Status | Cq Rohwerte (Mittelwerte) gRT-PCR

PD-L1 VISTA GAPDH RPLPO
1. H40084-21D Negativ 36,055 33,61 33,585 -
2. H40209-21D Negativ 34,34 33,085 33,965 -
3. H40548-21C Negativ 34,57 33,055 34,61 -
4, H40603-21C Negativ 37,72 32,81 33,16 37,97
5. H40602-21D Negativ 34,09 33,045 32,07 -
6. H40919-21D Negativ 34,58 33,99 32,42 -
7. H40007-21D Negativ 33,68 34,82 27,49 35,04
8. H40364-21C Negativ 34,82 34,445 28,585 39,29
9. H40918-21C Negativ 37,975 33,75 35,29 -
10. H40975-21C Negativ 34,26 35,53 27,625 -
11. H40037-21D Positiv 31,303 32,52 30,23 -
12. H42417-21D Positiv 34,50 34,375 28,635 34,625
13. H43169-21C Positiv 34,25 32,39 32,535 37,73
14. H43690-21C Positiv 33,825 33,535 32,40 39,63
15. H44949-21H Positiv 32,98 34,035 31,80 38,64
16. H45386-21H Positiv 33,25 33,675 32,35 39,86
17. H47430-21D Positiv 33,955 33,55 32,05 36,485
18. H47703-21D Positiv 32,256 32,26 30,975 34,42
19. H49577-21C Positiv 30,585 32,2 25,03 31,37
20. H50355-21E Positiv 33,445 34,46 27,89 34,335
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Abbildung 27: Beispiel Schmelzkurven von einer PD-L1 qRT-PCR Platte
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Abbildung 28: Beispiel Schmelzkurven von einer VISTA qRT-PCR Platte
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Abbildung 29: Uberprifung der Primerspezifitat von PD-L1 bei verschiedenen
Hybridisierungstemperaturen per 1,5 %igen Agarosegel
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Abbildung 30: Uberpriifung der Primerspezifitét von VISTA bei verschiedenen
Hybridisierungstemperaturen per 1,5 %igen Agarosegel
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Abbildung 31: Immunhistochemische Farbung von Plazentagewebe mit Hamalaun als Kernsignal
sowie IgG-Kontrolle Maus (PD-L1) & IgG-Kontrolle Kaninchen (VISTA) als DAB-Signal in 10-facher
VergrofRerung. A: IgG-Kontrolle Maus (PD-L1). B: IgG-Kontrolle Kaninchen (VISTA).
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