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Zusammenfassung

Die Schwangerschaft geht mit einer tiefgreifenden Modulation des maternalen Immunsystems
einher, welche bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen eine verminderte Krankheitsaktivitéat
bedingt. Im Kontext der Multiplen Sklerose (MS) fuhrt die Schwangerschaft zu einer Reduktion
der Schubrate um 70-80 % im dritten Trimester, gefolgt von einem Anstieg der MS-Aktivitat in
den ersten sechs postpartalen Monaten. Wahrend dieser protektive Effekt der Schwangerschaft
auf die MS-Krankheitsaktivitat in zahlreichen Studien belegt wurde, sind die zugrunde liegenden
biologischen Mechanismen kaum verstanden. Die natirlichen Killerzellen (NK) kdnnten hier von
Bedeutung sein, so wurde eine erhéhte CD56""9" NK-Zell-Frequenz im dritten Trimester der
Schwangerschaft bei MS berichtet. Aufgrund ihrer immunregulatorischen Kapazitat wird die
protektive Rolle der CD56""9" NK-Zellen in der MS-Pathogenese diskutiert. Mit Blick auf die
Expansion der CD56""9" NK-Zellen in der Schwangerschaft bei MS fehlen jedoch weitere Studien,
die diese Beobachtung verifizieren und dartiber hinaus detaillierte Informationen dazu liefern, wie

NK-Zellen zur Protektion vor Autoimmunitat wahrend der Schwangerschatft beitragen kénnten.

Mittels multiparametrischer Durchflusszytometrie zeigt die vorliegende Monografie erstmals im
Detail, dass NK-Zellen im Verlauf der Schwangerschaft bei MS einen regulatorischen Phanotyp
annehmen. Ubereinstimmend mit der bisherigen Literatur wiesen die acht langsschnittlich
beobachteten MS-Patientinnen einen signifikanten Anstieg der CD569" NK-Zell-Frequenz im
dritten Trimester der Schwangerschaft auf, gefolgt von einer Reduktion in den ersten drei
postpartalen Monaten. Die CD56%™ NK-Zellen folgten entsprechend einem inversen Muster. In
der vertiefenden Charakterisierung des NK-Zell-Phéanotyps fand sich wahrend der spaten
Schwangerschaft eine erhthte Expression von NK-Zell-Rezeptoren, die fir Zellaktivierung und
Zytotoxizitat relevant sind, wie etwa die Hochregulierung von NKp46 und NKG2A auf CD56"9
und CD56%™ NK-Zellen. Mit Hilfe der Algorithmen-basierten Analyse gelang die Identifikation
einer CD56P"9" Subpopulation mit CD16* NKG2D"" NKp46"9" NKG2A"" Phanotyp, die das
vorherrschende CD56""" Subset wahrend der Schwangerschaft bildete und in der postpartalen
Phase wiederum abnahm. Zusatzlich wiesen die MRT-Aufnahmen in der gleichen Kohorte auf
eine postpartale Zunahme der entziindlichen MS-Aktivitat, die zeitlich mit der Reduktion der
CD56"9" NK-Zellen zusammenfiel. Insgesamt deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf
hin, dass die Schwangerschaft bei MS eine Expansion von regulatorischen CD56""" NK-Zellen
induziert, die Uber eine erhdhte Expression verschiedener aktivierender und inhibierender
Rezeptoren verfigen. Obwohl die explorativen Ergebnisse dieser Arbeit vorerst in grol3eren
Studien bestétigt werden missen, wéare denkbar, dass der hier beobachtete Phanotyp eine
gesteigerte regulatorische NK-Zell-Aktivitdt begiinstigt und somit z.B. Uber die Suppression
autoreaktiver T-Zellen zur Reduktion der autoimmunen Aktivitat wahrend der Schwangerschaft

betragt.
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Abstract

Pregnancy induces a profound modulation of the maternal immune system resulting in a
substantially diminished activity of many autoimmune diseases. In multiple sclerosis (MS),
relapse rate decreases by 70-80% in the third trimester in comparison to pre-pregnancy followed
by an increase in the first 6 months postpartum. Whereas the clinical impact of pregnancy on MS
disease activity has been consistently observed over the past decades, the biological
mechanisms driving these effects remain incompletely understood. CD569" natural killer (NK)
cells have been reported to exhibit elevated frequencies during the third trimester of pregnancy
in MS. Due to their immunoregulatory capacity that seems to be impaired in MS and re-
established through disease-modifying drugs, CD56""9" NK cells are considered to exert a
protective role in MS pathogenesis. With regard to pregnancy in MS, however, the expansion of
CD56"M"" NK cells has not been replicated yet, nor do detailed information on NK cell phenotype

exist that could explain how NK cells contribute to protection from autoimmunity during pregnancy.

Utilising multicolour flow cytometry, the present thesis demonstrates for the first time in detail that
NK cells shift toward a regulatory phenotype over the course of preghancy in MS. Longitudinal
observation of 8 MS patients indicated a significant increase of CD56""9" NK cell frequency in the
third trimester compared to first trimester followed by a sustained decrease by 3 months
postpartum, thus, replicating previous findings in the literature. Accordantly, CD56%™ NK cells
followed an inverse pattern. In-depth phenotyping in the same cohort revealed an enhanced
expression of NK cell receptors relevant for cell activation and cytotoxicity during late pregnancy,
e.g., NKp46 and NKG2A on both CD56""9" and CD56%™ NK cells. Within the CD569" population,
machine learning algorithms identified a CD16* NKG2D"9" NKp46Ms" NKG2AM" cluster that
represented the dominant CD56P"9" subset in late-pregnancy and decreased postpartum.
Additionally, MRI data on T2 lesion volume showed a postpartum increase in brain inflammation
occurring simultaneously to the reduction of CD56"""NK cells. Together, the data presented here
indicate that pregnancy in MS promotes an expansion of regulatory CD56P9" NK cells with
elevated levels of activating and inhibitory receptors. Although findings need to be confirmed in
larger studies, this pregnancy-associated phenotype might enhance the immunoregulatory
capacity of NK cells, e.g., their potential to suppress autoreactive T cells or to shape dendritic

cells, thus, contributing to the protective effect of pregnancy on human autoimmunity.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 NK-Zellen als Teil des angeborenen Immunsystems

Das Immunsystem sichert die Integritat des menschlichen Organismus vor endogenen und
exogenen Schadigungen, etwa durch Abwehr von infektiosen Mikroorganismen, aber auch durch
Elimination gestresster oder mutierter Kérperzellen. Realisiert werden diese Aufgaben durch eine
Kombination aus zellularer Antwort — ein komplexes Netzwerk aus spezialisierten Immunzellen
Uberwacht periphere und lymphatische Gewebe — und humoralen Mechanismen — |8sliche
Proteine wie Antikérper und Komplement. Eingeteilt wird das Immunsystem zudem in einen
angeborenen und einen adaptiven Arm. Die angeborene Immunitat bietet sofort greifende
Mechanismen der Abwehr. Die Pathogenerkennung erfolgt dabei Uber ubiquitar verbreitete,
mikrobielle Strukturen (pathogen-associated molecular patterns = PAMPS) und die resultierende
Immunreaktion dient v.a. zwei Zielen: der raschen Elimination des Erregers durch
Effektormechanismen wie Phagozytose oder Zytotoxizitat und der Rekrutierung weiterer
Immunzellen durch Zytokine und Chemokine. Kernmerkmal der adaptiven Immunitat ist ihre
Antigenspezifitdt. Die somatische Rekombination von Immunglobulinen bzw. T-Zell-Rezeptoren
bedingt ein enormes Repertoire von einzelnen T- und B-Lymphozyten, die jeweils eine
Rezeptorvariante mit Spezifitdt fir ein bestimmtes Antigen exprimieren. Im Fall einer Infektion
werden diejenigen Lymphozyten mit Spezifitat fir die Peptidstrukturen des Erregers selektioniert
und klonal expandiert. Auf diese Weise kann nach einigen Tagen eine hochspezifische

Elimination des Pathogens erfolgen. (Uberblick basierend auf (1).

Die Natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren zur Gruppe der angeborenen lymphatischen
Zellen (ILC, innate lymphoid cells) (2). Als Lymphozyten, die keine somatisch rekombinierten
Antigenrezeptoren exprimieren, werden sie dem angeborenen Immunsystems zugeordnet (3).
Die Bezeichnung Killerzelle' erhielten die NK-Zellen, weil zuerst ihre spontane zytotoxische
Aktivitat gegenlber bestimmten Tumorzelllinien entdeckt wurde (1975 in (4, 5)). NK-Zellen
verfigen sowohl tber die Fahigkeit dysregulierte Zielzellen durch Zytotoxizitdt ohne vorherige
Immunisierung abzutéten, als auch immunmodulatorische Zytokine (z.B. IFN-y) zu sezernieren.
Entsprechend sind NK-Zellen als Effektorzellen der angeborenen Immunitat essentiell an der
Abwehr intrazelluldarer Erreger sowie der Immuniberwachung von Tumorzellen beteiligt,
modulieren Uberdies als regulatorische Zellen die angeborene und adaptive Immunantwort und

Uiben als geweberesidente NK-Zellen organspezifisch Funktionen aus (6, 7).



Einleitung

1.1.1 Populationen und Diversitat der humanen NK-Zellen

Innerhalb des peripheren Bluts (PB) finden sich aus der ILC-Gruppe fast ausschlie3lich NK-
Zellen, die hier neben T- und B-Zellen mit etwa 5-15% eine der drei Lymphozyten-Linien bilden
(7). lhre Entwicklung geht vom gemeinsamen ILC-Progenitor (CILP) aus und bedarf der
Transkriptionsfaktoren T-box Transkriptionsfaktor (T-bet) und Eomesodermin (Eomes) (2). Die
Klassifikation humaner NK-Zellen orientiert sich an der variierenden Expression von CD56
(neurales Zelladhasionsmolekul-1, NCAM1) und CD16 (Fcy-Rezeptor llla). Hiernach bilden
CD56%™ CD16* und CD56"9" CD167™ (im Folgenden als CD56%™ und CD56""9" bezeichnet)
distinkte NK-Zell-Populationen des peripheren Bluts (8).

CD56%™ NK-Zellen als zytotoxische Killer

CD56%™ NK-Zellen stellen die tUberwiegende Mehrheit der PB NK-Zellen dar (ca. 90%) und
werden aufgrund ihres hohen zytotoxischen Potentials auch als zytotoxische NK-Zellen
bezeichnet. Ihr Phanotyp ist durch eine hohe Expression von CD16 (CD16""9") Perforin und
Granzymen (in intrazelluldren Granula) sowie durch hohe Level der stark polymorphen KIR (,killer
immunoglobulin-like receptors’) gekennzeichnet. U.a. die KIR ermdglichen es den CD569™
virusinfizierte und entartete Zellen zu identifizieren und abzutéten, die aufgrund fehlender MHC-
I-Merkmale vor dem Angriff durch zytotoxische CD8" T-Zellen geschiitzt sind. Somit
komplementieren CD56%™ die T-Zell-Zytotoxizitat in der Tumor-Surveillance und durch die

frihzeitige Kontrolle intrazellularer Infektionen (7).

CD569M NK-Zellen (aber auch CD56""") konnen Zielzellen tGber verschiedene Modi (dargestellt
in (9)) der Zytotoxizitat abtoten: (i) NK-Zell-Rezeptoren getriggerte natirliche Zytotoxizitat und (ii)
antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC)
vermittelt Uber den Fcy-Rezeptor llla (CD16), welcher (ber Ligation mit gebunden
Immunglobulinen auf der Zielzelle die NK-Aktivierung triggert, resultieren in der Degranulation
von zytolytisch wirksamen Perforin und Granzymen. Ein weiterer Mechanismus besteht im (iii)

Todesrezeptor-vermittelten Killing (z.B. Fas und TRAIL).

CD56""" NK-Zellen als Immunregulatoren

Die CD56"9" NK-Zellen finden sich in weit geringerem Ausmaf im Blut (<15% aller PB NK-
Zellen). Sie exprimieren nur geringe Level von KIR, CD16 und zytolytischen Granula, jedoch hohe
Mengen an CD94/NKG2A. Oft als regulatorische NK-Zell-Population beschrieben, kénnen
CD569" rasch groRe Mengen verschiedener Zytokine produzieren und somit die angeborene
und adaptive Immunantwort beeinflussen (7). Das von CD56""9" innerhalb von Minuten nach

Aktivierung in grol3en Mengen freigesetzte IFN-y gilt als Leitzytokin der NK-Zellen und verfugt
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Uber eine Reihe immunmodulatorischer Eigenschaften (Review in (9)). IFN-y stimuliert die
Zytokinsekretion und MHC-I-Expression der antigen-prasentierenden Zellen (APCs), triggert das
Killing intrazellular infizierter Zellen durch Makrophagen, beeinflusst Th1-Immunantwort und wirkt
antiproliferativ auf infizierte oder entartete Zielzellen. Des Weiteren werden von NK-Zellen TNF-
a und IL-10, Wachstumsfaktoren wie GM-CSF und Chemokine, die der Colokalisation mit

anderen Immunzellen im entziindeten Gewebe dienen, freigesetzt (3).

Diversitat humaner NK-Zell-Populationen

Die dichotome Einteilung der NK-Zellen anhand der CD56-Expression stof3t jedoch zunehmend
an die Grenzen neuer Erkenntnisse zur biologischen Realitat. So kann ausgehend von den
phanotypischen Prototypen CD56%™ und CD56"9" keine Aussage zur funktionellen Kapazitat
getroffen werden. CD569™ NK-Zellen, lange Zeit v.a. als hocheffektive Killerzellen betrachtet,
kdnnen im Kontakt zur Zielzelle ebenfalls Uberaus rasch IFN-y produzieren (10). Nach adaquater
Aktivierung erreichen CD56""" NK-Zellen eine zytotoxische Aktivitat vergleichbar mit der der
CD56"™, etwa gegeniber autologen CD4* T-Zellen (11).

High Throughput Methoden wie Single Cell RNA-Sequenzierung oder Massenzytometrie
ermdglichen zudem den Blick auf die bisher unterschatze Diversitat humaner NK-Zell-
Populationen im peripheren Blut (12, 13). Wachsende Erkenntnisse zu den NK-Zellen im Gewebe
(z.B. Lymphknoten, Leber, Uterus) beschreiben dariiber hinaus eine heterogene Population
geweberesidenter CD56""9" CD16~ NK-Zellen (tissue-resident NK cells’, trNK), die sich
phanotypisch und funktionell von den konventionellen NK-Zellen des peripheren Bluts

unterscheiden (14).

1.1.2 NK-Zell-Aktivierung als Resultat inhibierender und aktivierender Signale

NK-Zellen verfugen uber ein komplexes Set an nicht-rekombinierten inhibierenden und
aktivierenden Rezeptoren. Die Summe aus aktivierenden und inhibierenden Signalen in
Interaktion mit der Zielzelle und dem Zytokin-Microenvironment reguliert die Aktivierung einer NK-
Zelle; in Form eines ,dynamischen Equilibriums’ resultierte entweder Aktivierung oder Inhibition

je nach dominierendem Einfluss (6).

Inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren erkennen die von Korperzellen konstitutiv exprimierte Selbst-
Merkmale, darunter hauptsachlich MHC-Klasse-I-Molekuile (6). Zu den inhibitorischen MHC-I-
Rezeptoren gehodren die KIR (,killer immunoglobulin-like receptors‘) sowie das C-Typ-Lektin-
ahnliche Rezeptorheterodimer CD94/NKG2A (15). Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren erfassen die
Signale von zellularem Stress und fremde, infektions-assoziierte Molekile (3). Vertreter sind u.a.
NKG2D, DNAM-1, die natirlichen Cytotoxizitatsrezeptoren (NCR); aber auch aktivierende KIR
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und das aktivierende CD94/NKG2C existieren (15). Die Disinhibtion der NK-Zelle bei fehlenden
MHC-I-Signalen stellt eine entscheidende Voraussetzung zur Aktivierung dar (sog. ,missing self,
(16)). Allerdings bedarf es zusatzlich der Stimulation der aktivierenden Rezeptoren, welche das

inhibitorische Input Giberwiegen muss, um zur NK-Zell-Aktivierung zu fihren (3).

Die aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren spielen auch bei der ,NK-Zell-Lizensierung® eine
Rolle, die sicherstellt, dass reife NK-Zellen tolerant gegenuber korpereigenen Zellen sind. Um
eine regelrechte Funktionalitdt zu erlangen, mussen NK-Zellen wahrend der Entwicklung tber
ihre inhibitorischen MHC-I-Rezeptoren mit korrespondierenden MHC-I-Molekulen interagieren.
Fehlt diese Interaktion, verbleiben die Zellen in einem hyporesponsiven Zustand, in dem auf
Bindung aktivierender Signale keine oder nur geringe zytolytische Aktivitat folgt (17).

1.1.3 Immunregulation durch NK-Zellen

NK-Zellen schitzen iber Zytotoxizitdt und immunstimulierende Zytokine nicht nur direkt vor
intrazellularen Pathogenen und Malignitat, sondern modulieren auf diese Weise auch die
Immunreaktion des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Die NK-Zell-vermittelte
Immunregulation kann sowohl durch Stimulation, aber auch durch suppressives ,Shaping‘ von
anderen Immunzellpopulationen  erfolgen. NK-Zellen sind z.B. in der Lage
Makrophagen/Monozyten und Neutrophile durch direkte Zytotoxizitdt abzuttten (18, 19). In
Interaktion mit DCs kénnen CD569" zum einen die DC-Maturation durch TNF-a und GM-CSF
fordern; sie Uben aber auch Zytotoxizitat gegentber immature DCs aus, was vermutlich einen
Editierungsvorgang zur Reduktion hyporesponsiver DCs darstellt (20). Im Kontakt zu T-Zellen
tragen CD56P9" einerseits mittels IFN-y direkt zum Priming von CD4* Thi-Zellen bei (21),
andererseits ist die NK-T-Zell-Interaktion wesentlich vom Abt6ten autologer CD4* T-Zellen durch
NK-Zellen gepragt (22). Ort dieser Interaktionen bildet die parafollikulare Zone der Lymphknoten,

in der CD5619" NK-Zellen in unmittelbarer Nahe zu DCs und T-Zellen vertreten sind (23).

Diese modulatorischen NK-Zielzell-Interaktionen verweisen bereits auf das destruktive und
protektive Potential von NK-Zellen im Kontext der Autoimmunitat. Es ist nach wie vor umstritten,
ob NK-Zellen z.B. durch Induktion von APCs bzw. durch zytotoxische Attacken direkt im Gewebe
die autoimmune Inflammation propagieren oder aber durch Suppression der autoreaktiven
adaptiven Immunantwort zur Protektion beitragen (24, 25). Die sog. NK-Degeneration — Defizite
der NK-Zell-Frequenz bzw. der NK-Zytotoxizitat, die bei vielen Autoimmunerkrankungen
beobachtete wurden — deutet auf eine grundsatzlich protektive Rolle der NK-Zellen hin, die jedoch

im Rahmen der Pathogenese eingeschrankt ist (25).
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1.2 NK-Zellen in der Pathogenese der Multiplen Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch inflammatorische und neurodegenerative Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Weltweit sind ca. 2,5 Millionen Patienten betroffen. Das
Manifestationsalter liegt im Durchschnitt bei 30 Jahren. Als haufigster Grund neurologischer
Beeintrachtigung im jungen Erwachsenenalter stellt die MS eine erhebliche individuelle sowie

soziobkonomische Belastung dar (26).

Das klinische Bild der MS ist Ausdruck der ortlich und zeitlich disseminierten, autoimmunen
Inflammation im ZNS. Es werden zwei Verlaufsformen unterschieden: die schubférmige MS
(relapsing-remitting, RRMS) tritt in 85-90% der Falle auf, zeigt einen Erkrankungsgipfel um das
30. Lebensjahr und betrifft etwa dreimal haufiger Frauen; die primér progrediente MS (PPMS)
betrifit 10% der Patienten (mittleres Erkrankungsalter 40 Jahre) und weist keinen
Haufigkeitsunterschied zwischen den Geschlechtern auf. Charakteristisch fir die schubférmige
MS sind akute Episoden neurologischer Dysfunktion, welche das klinische Korrelat der
inflammatorischen, demyelinisierenden L&sionen sind und sich abhangig von der
Lasionslokalisation in Sensibilitdtsstorungen, Paresen, Gangstdrungen, Sehstorungen bei
einseitige Optikusneuritis oder Hirnnervenausfélle aul3ern. Auf die Schibe folgen typischerweise
Phasen der Remission, in denen die entzindliche Aktivitat riicklaufig ist und von kompletter oder
inkompletter Symptomriickbildung begleitet wird. Im Verlauf kann die RRMS eine sekundér-
progrediente Form (SPMS) Ubergehen, die von einer kontinuierlichen Krankheitsprogression mit

akkumulierenden neurokognitiven und motorischen Defiziten gepragt ist (27).

Die Diagnose MS kann gestellt werden, wenn (@) neurologische Defizite in Anamnese und
klinisch-neurologischer Untersuchung objektiviert wurden, die typisch fiir zentralnervose,
demyelinisierende Ereignisse sind, (b) eine drtliche und zeitliche Dissemination des
Krankheitsprozess entsprechend der McDonald-Diagnosekriterien vorliegt (Nachweis i.d.R.

mittels MRT) und (c) mégliche Differentialdiagnosen ausgeschlossen wurden (28).

1.2.1 Uberblick zur Atiologie und Pathogenese der MS

Zusammenspiel von genetischer Pradisposition und Umwelteinfliissen

Die definitiven Ursachen fur die Entstehung von MS sind nach wie vor unklar. Vermutet wird, dass
die Krankheit zur Auspragung kommt, wenn bei Vorliegen einer entsprechenden genetischen
Suszeptibilitat unterschiedliche Umweltfaktoren einwirken. Etwa ein Drittel des Gesamitrisikos fir
MS wird dem Einfluss genetischer Varianten zugeschrieben, die hauptséchlich Bezug zu
Funktionen des Immunsystems haben (z.B. erhéhtes Risiko bei bestimmte HLA-Haplotypen oder

bei Polymorphismen in Genen, die flr Zytokin-Rezeptoren wie IL2R und IL7R kodieren) (26, 29).
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Zu den etablierten umweltabhangigen Risikofaktoren werden die Infektion mit dem Epstein-Barr-
Virus (EBV), Rauchen und geringe Vitamin D-Spiegel gezahlt. Uberdies werden Ubergewicht
wahrend der Adoleszenz, ein gestorter zirkadianer Rhythmus sowie eine Dysbalance des
Mikrobioms als mdgliche Risikofaktoren berichtet (30). Zudem wird der Geschlechtsbias von
Autoimmunerkrankungen im Allgemeinen und von der RRMS im Besonderen auf X-
chromosomale Effekte (z.B. genetisches Imprinting, inkomplette X-Inaktivierung) und die Wirkung

von Sexualhormonen zurtickgefuhrt (31, 32).

Pathogenese

Die Pathogenese der MS ist gepragt von einer multizellular-vermittelten Inflammation. Anfanglich
ist diese v.a. auf lokale Lasionen in der wei3en und grauen Hirnsubstanz begrenzt und
infiltrierende Immunzellen fihren durch direkte Zellkontakte und Entziindungsmediatoren zu
Demyelinisierung, Apoptose von Oligodendrozyten und neuroaxonale Schaden. Spater im
Krankheitsverlauf gewinnen progrediente neurodegenerative Prozesse an Bedeutung, welche
durch eine diffus verteilte Inflammation angetrieben werden. Aufgrund unvollstdndig bekannter
Ausldser bleibt umstritten, ob die initiale Aktivierung der beteiligten Immunzellen in der Peripherie
oder innerhalb des ZNS ihren Ausgang nimmt. Das Konzept des ZNS als immunprivilegiertes
Organ bestarkt die Hypothese der peripheren Aktivierung, bei der autoreaktive Lymphozyten auf
Grundlage gestorter Selbsttoleranz-Mechanismen in den peripheren Lymphknoten aktiviert
werden (z.B. beeintrachtigte periphere Toleranz durch Bystander-Aktivierung, molekulares
Mimikry oder defekte regulatorische T-Zellen), ins ZNS migrieren und dort von bereits
vorhandenen Makrophagen und DCs reaktiviert werden. Im Kontrast hierzu steht die ZNS-
intrinsische Initiation durch noch unbekannte Ausloser. Patrouillierende Memory-T-Zellen im
Liquor oder ZNS-residente Astrozyten und Mikroglia kdnnten etwa die intrinsische Inflammation
im ZNS initiileren, welche dann die Rekrutierung peripherer autoreaktiver Lymphozyten nach sich

zieht (extrahiert aus den Ubersichtsarbeiten (26, 33)).

Autoreaktiven T-Zellen, insbesondere CD4* T-Zellen, wird eine zentrale Rolle in der Pathogenese
der MS zugeschrieben. Sie finden sich bereits in den frihen entziindlichen MS-L&sionen (34).
Entscheidende proinflammatorische Funktionen Uben dabei die CD4* T-Zellen Subsets Th1- und
Thl7-Zellen aus, wobei umstritten ist, welches Subset den grofReren Einfluss hat (35). Nicht
eindeutig geklart sind die spezifischen ZNS-Autoantigene, die CD4* T-Zellen und andere
autoreaktive Lymphozyten aktivieren. Myelin-assoziierte Antigene wie das Myelin basische
Protein (MBP) oder das Myelin-Oligodendrozyten Protein (MOG) wurden intensiv untersucht, ein
direkter Nachweis bleibt jedoch nach wie vor schwierig (36). Im Vergleich zu CD4* T-Zellen finden
sich CD8* T-Zellen in hoherer Anzahl in den MS-L&sionen. Es wurde gezeigt, dass CD8* T-Zellen

MHC-I-vermittelte axonale Schéden verursachen konnen (35). Auch B-Zellen wird eine
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pathogenetische Bedeutung zugeschrieben, etwa als Produzenten von Antikérpern mit MOG-
Spezifitét, die intrathekal und in MS-Lasionen nachgewiesen wurden, sowie aufgrund der
Modulation der T-Zell-Proliferation durch Zytokine und ihrer Rolle als antigen-préasentierende
Zellen (37). Immer gréfRere Aufmerksamkeit erhalten zudem angeborenen Immunzellen wie die
ZNS-residente Mikroglia und Astrozyten, aber auch infiltrierende Monozyten, DCs und NK-Zellen,
die sowohl durch pro- als auch antiinflammatorische Funktionen die MS-Pathogenese

beeinflussen (38).

1.2.2 Rolle der NK-Zellen in der Pathogenese von EAE und MS

Wie bereits erwahnt wurde NK-Zellen sowohl ein protektives als auch destruktives Potential in
autoimmunen Prozessen zugesprochen (25). Im Fall der MS deutet der Uberwiegende Teil der

Ergebnisse auf eine immunregulatorische Rolle der NK-Zellen hin (Ubersicht in (22, 39)).

Hinweise aus dem EAE-Modell

Studien im EAE-Modell haben widersprichliche Ergebnisse produziert, nach denen die Depletion
von NK-Zellen entweder zu einer verringerten oder verstarkten EAE-Aktivitat fuhrt
(zusammengefasst (40)). Dennoch lassen sich aus den beteiligten Mechanismen Ruckschliusse
auf die potentielle Pathogenese ableiten. In einem IL-18-Knockout-Modell lieBen sich nur bei
Anwesenheit von IFN-y produzierenden NK-Zellen IL-18-abhéngig EAE-Symptome induzieren
(41). Die Bedeutung der NK-Zellen fiir die Regulation der ZNS-intrinsischen Inflammation zeigte
sich in CX3CR1™" defizienten Mausen. CX3CR1 ist ein Chemokin-Rezeptor, der fur die Migration
von NK-Zellen in das ZNS erforderlich ist (42). CX3CR1” defizienten Mausen entwickelten einen
schweren Verlauf der EAE, was v.a. allem mit einer verminderten Rekrutierung reifer NK-Zellen
ins ZNS assoziiert war (43). lhre protektive, regulatorische Funktion innerhalb der ZNS-
Inflammation in der EAE Giben NK-Zellen mittels direktem zytotoxischem Killing von autoreaktiven
T-Zellen (44) und Suppression residenter Mikroglia aus (45). Hierfur relevant scheint u.a. die
Interaktion zwischen dem inhibitorischen NKG2A und dessen Liganden Qa-1 (murines Aquivalent
fur HLA-E). Die Blockade der Interaktion flihrte zu einer verstarkten NK-Zytotoxizitat gegeniber

T-Zellen und Mikroglia und zur verminderten ZNS-Inflammation (45).

Inwieweit NK-Zellen an der Neuroinflammation mitwirken oder diese begrenzen, scheint u.a.
abhangig vom lokalen Zytokinmilieu (46). Aber auch die Phase der Erkrankung konnte
entscheidend sein. So wurde fur die chronische, spate Phase der EAE eine vermehrte
zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegeniber neuronalen Stammzellen (NSC) in der
subventrikularen Zone nachgewiesen (47). Entsprechend ist denkbar, dass NK-Zellen einerseits

die anfanglich akute Entzindung durch Suppression autoreaktiver Zellen begrenzen,
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andererseits chronisch neurodegenerative Prozesse durch Stérung der Reparaturmechanismen
befeuern (22).

NK-Zellen in der Pathogenese der MS

Humane NK-Zellen kénnen autologe Oligodendrozyten nach Aktivierung mit IL-2 in vitro abtéten
(48). Dieser Prozess wurde als NKG2D-abhangig beschrieben (49). Auch wenn hieraus das
Potential von NK-Zellen abgeleitet wurde, im inflammatorischen Milieu aktiver MS-Lasion an der
Gewebedestruktion beteiligt zu sein (48, 49), deuten die meisten Studien eher auf eine Stérung
der Funktionen von NK-Zellen bei MS hin. In der Tat zeigen NK-Zellen von MS-Patienten keine
gesteigerte, sondern eine reduzierte Zytotoxizitat in funktionellen Assays (39), die mit
radiologischer und klinischer MS-Aktivitat assoziiert wurde (50, 51). Kastrukoff et al. identifizierten
in longitudinalen Studien mehrwochige Episoden defizienter zytotoxischer NK-Zell-Aktivitat,
welche in zeitlicher Korrelation zum Auftreten klinischer Schibe und der Zunahme aktiver
Lasionen im MRT standen (51). Diese Phasen erhohter Suszeptibilitat fir MS-Aktivitat, so die

Autoren, seien das Resultat einer gestorten NK-Zytotoxizitat gegenlber ihren Zielzellen (52).

Ahnliche Hinweise geben die von Takahashi et al. durchgefiihrten Studien weitere Hinweise (53,
54). Periphere NK-Zellen von MS-Patienten in Remission wiesen einen CD95"9" (Fas) Phanotyp
auf, der mit erhéhter Produktion antiinflammatorischen IL-5 und der Kapazitét verbunden war, die
Antwort IFN-y produzierende Th1-Zellen direkt zu supprimieren. Erstaunlicherweise verloren die
NK-Zellen wahrend eines akuten Schubs diesen regulatorischen Phanotyp. Die Ergebnisse
unterstreichen den protektiven Einfluss regulatorischer NK-Zellen, deuten jedoch auch darauf hin,
dass in Phasen akuter MS-Aktivitét eine eingeschrankt suppressive Kapazitat regulatorischer NK-

Zellen zur UberschieRenden Immunantwort autoreaktiver Zellen beitragen kénnte.

In diesem Zusammenhang stellen sich zwei Fragen: Welcher NK-Zell-Phanotyp wirkt protektiv
auf die pathogenetischen Vorgange ein? Uber welche NK-Zielzell-Interaktionen und

Mechanismen wird diese Protektion gewahrleistet?

Aufgrund ihrer regulatorischen Kapazitat wurden CD56P"9" NK-Zellen als Suppressoren von
Autoimmunitat propagiert (55). Nicht zuletzt die Beobachtungen, dass verschiedene MS-
Therapien, insbesondere der monoklonale Antikorper Daclizumab, zu einer Expansion und
gesteigerten Zytotoxizitat der CD569" NK-Zellen fiihren, bestarkten die Annahmen zu einer
potentiell protektiven Rolle dieses NK-Zell-Subsets (Review in (39)). Beobachtungsstudien zur
Frequenz von CD569" im peripheren Blut bei MS sind jedoch nicht eindeutig. De Jager et al.
beschrieben eine Reduktion der Frequenz von CD8"°" CD56* CD3" CD4 Zellen bei RRMS und
interpretierten dieses Zellpopulation als potentiell regulatorische NK-Zellen (56). Infante-Duarte
et al. fanden unreife CX3CR1 NK-Zellen (einem Phanotyp, der typisch fur CD569" ist) bei
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stabiler MS erhodht vor, wohingegen diese Zellen in klinisch aktiven Phasen reduziert und
CX3CR1* NK-Zellen erhoht waren (57). Andere Studien konnten keine Verédnderung in der
Frequenz des CD569" Subsets bei MS nachweisen, berichteten jedoch funktionelle Defizite in
dieser NK-Zell-Population (58, 59). So zeigten Linemann et al. eine deutlich eingeschréankte
Proliferation und IFN-y-Produktion von CD56"9" CD16~ NK-Zellen bei RRMS-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (58).

Als Ziel der suppressiven NK-Zell-Aktivitat kommen grundsatzlich verschiedene adaptive und
angeborene Immunzellpopulationen in Betracht (siehe Kapitel 1.1.3). Neuere Publikationen
fokussierten v.a. auf unterschiedliche Mechanismen, mittels derer NK-Zellen aktivierte CD4* T-
Zellen supprimieren (Review in (22)). Eine Ubersicht zu den Mechanismen der NK-T-Zell-

Interaktion und ihrer Relevanz bei MS findet sich in Tabelle 1.

Zwei Studien zur suppressiven Kapazitat der NK-Zellen bei MS wiesen auf Stérungen in der NK-
T-Zell-Interaktion hin. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigten Laroni et al. eine signifikant
reduzierte Kapazitat der CD56"9" NK-Zellen von MS-Patienten die Proliferation von autologen
T-Zellen zu inhibieren (59). Die Autoren identifizierten als méglichen Mechanismus dieses Defizits
eine verstarkte Inhibition der CD56""" {iber die Interaktion zwischen inhibitorischem NKG2A und
dessen Ligand HLA-E. Bei phénotypisch unveréanderten NK-Zellen war die HLA-E-Expression auf
den T-Zellen der Patienten erhoht. Durch die Blockade der HLA-I-Molekile der T-Zellen wurde
die Funktionsfahigkeit der NK-Zellen wiederhergestellt. Gross et al. berichteten (60), dass NK-
Zellen von MS-Patienten durch eine deutlich geringere Expression des aktivierenden Rezeptors
DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) sowie eine reduzierte zytotoxische Aktivitat gegentuber
aktivierten CD4* T-Zellen charakterisiert waren. Gleichzeitig regulierten die T-Zellen der MS-
Patienten bei Aktivierung den DNAM-Ligand CD155 in verringerten Mal3 hoch, was diese weniger
anfallig fir zytotoxisch Attacken der NK-Zellen machte. Beide Studien zeigen, die Kontrolle der
autologen T-Zellen durch NK-Zellen ist bei MS beeintrachtigt. Ursachlich hierfiir scheint weniger
eine NK-intrinsischer Defekt als vielmehr eine T-Zell-Resistenz gegenlber der Zytotoxizitat von
NK-Zellen zu sein (22).



Tabelle 1. NK-Zell-vermittelte Kontrolle von T-Zellen.

Einleitung

Involvierte NK-Zell- Effekt auf aktivierte, Notwendige Rolle bei MS
Rezeptoren/Molekille  autologe CD4* T-Zellen Stimuli far
(NK-Subset) NK-Zellen
NKG2D NK-Zell-Zytotoxizitat IL-2, IL-12, IL- Verstarkte Inhibition
A _ _ _ bright i
CD94/NKG2A (verstarkt durch NKG2A- 15, IL-18, IFN- der CD56 uber
Blockade) a (IL-7, 1L-21 NKG2A-HLA-E-
dim bright
(CDSE™/CD56™E) nur bei Interaktion (59)
(11) CD56bright)
DNAM-1 NK-Zell-Zytotoxizitat IL-2 DNAM-1-CD155-
4 . Interaktion zw. NK-
(CD564Mm/CD56P19M)
Zellen und T-Zellen
(60) beeintrachtigt,
Wiederhergestellt
durch Daclizumab (60)
Granzym K (CD56"19")  NK-Zell-Zytotoxizitat Anti-IL2-Ra,  Verstarkt durch
(61) (Caspase-unabhanig) IL-2 Daclizumab (61)

NKp30
NKp46

(CD5619M) (59)

NK-Zell-Zytotoxizitdt  (via 1L-12, IL-15

Granzym B)

Anti-proliferativer Effekt

Nicht beeintrachtigt

(59)

Adenosin

(CD5619) (62)

Anti-proliferativer Effekt

Nicht bekannt

Perforin

(CD561M) (63)

Anti-proliferativer Effekt IL-27

Nicht bekannt

Die Darstellung in dieser Tabelle orientiert sich am Ubersichtsartikel von Gross et al. (22).
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Die meisten Erkenntnisse zu NK-Zellen bei MS basieren auf Untersuchungen des peripheren
Bluts. Es liegen jedoch auch Hinweise fiur einer regulatorischen Rolle der NK-Zellen direkt
innerhalb der autoimmunen ZNS-Inflammation vor. Intrathekal bilden CD56'9" sowohl bei
gesunden Kontrollen als auch bei MS-Patienten die vorherrschende NK-Population (60, 64).
CD56""9" weisen dabei eine hohere Kapazitat auf, tiber die Blut-Hirn-Schranke zu migrieren (60),
und kénnten zuséatzlich tber die lymphatischen Gefalie des ZNS einwandern (22). In aktiven MS-
Lasionen fanden sich Granzym K* CD56" CD3" NK-Zellen, suggestiv fir einen CD569
Phéanotyp, in unmittelbarer Nachbarschaft zu T-Zellen, was einen regulatorischen Einfluss dieser
Zellen nahelegt (60). Zuséatzlich konnten in MS-Plaques eine Hochregulierung von HLA-E
beobachtet werden, die mit einer beeintrachtigten zytotoxische NK-Zell-Aktivitéat einherging (65).
Entsprechend ist eine gestorte Immunregulation durch NK-Zellen in der ZNS-intrinsischen MS-

Pathogenese denkbar.

Im Hintergrund der NK-Zell-Studien bei MS steht die grundsatzliche Frage, welche Mechanismen
eine Protektion vor Autoimmunitat vermitteln kdnnen. Erkenntnisse zur Beeintrachtigung der
immunregulatorischen NK-Zell-Funktionen bei MS-Patienten und Patientinnen deuten auf eine
protektive Rolle der NK-Zellen in der MS-Pathogenese. Es zeigt sich jedoch auch, dass der
Einfluss der NK-Zellen wesentlich von der Erkrankungsphase, dem lokalen, gewebespezifischen
Mikromilieu und dem jeweiligen NK-Subset abhdngen kdnnte. Zeitgleich wird die phanotypische
Diversitat der humanen NK-Zell-Populationen zunehmend bekannt, die es in ihrer
physiologischen und pathogenetische Bedeutung zu verstehen gilt (13). Die bisherigen NK-Zell-
Studien bei MS fokussierten allerdings gar nicht oder begrenzt auf CD56""9" und CD56%™ auf
unterschiedliche Subsets, haufig in einem querschnittlichen Studienansatz. Weitere Studien sind
daher notwendig, um die spezifische NK-Zell-Populationen zu bestimmen, die mit klinischer MS-
Aktivitat und Inaktivitat assoziiert sind, und somit die Grundlage flr ein besseres mechanistisches

Verstandnis der MS und der potentiellen Targets fiir die Immuntherapie zu schaffen.

1.3 Endogene Immuntoleranz wéhrend der Schwangerschaft

Die Schwangerschaft stellt eine Herausforderung fir das maternale Immunsystem dar. Zum
einen gilt es Immunreaktionen gegen Alloantigene des Fetus effektiv zu unterdriicken; zum
anderen muss hierbei die Immunkompetenz der Mutter gegeniiber Pathogenen erhalten bleiben.
Durch eine komplexe Immunmodulation — ,vor Ort“ an der fetomaternalen Barriere der Plazenta
und ,systemisch® bezliglich der Antwort des peripheren Immunsystems — wird ein Zustand der
endogenen Immuntoleranz erreicht. Hieraus ergeben sich Konsequenzen fiir die maternale

Immunantwort auf Pathogenen aber auch auf Selbst-Antigene.
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1.3.1 Grundkonzept zum Immunsystem wéhrend der Schwangerschaft

Dem ,Allograft-Paradigma folgend wurden Fetus und Placenta lange Zeit mit einem
Organtransplantat verglichen, welches jedoch keine AbstoRungsreaktion auslost. Das
immunologische Paradoxon wurde zum einen durch die Immunevasion der fetalen Antigene und

zum anderen durch eine globale Suppression des maternale Immunsystems erklart (66, 67).

Im gegenwartigen immunologischen Paradigma wird die Schwangerschaft von einem ,komplexen
Netzwerk der Immunmodulation® gekennzeichnet, in welchem die Immuntoleranz gegeniber
fetale Antigene Folge einer kooperativen Interaktion zwischen Mutter und Fetus ist (67). Die

folgenden Aspekte pragen das maternale Immunsystem:

Fetale Antigene werden durch das maternale Immunsystem erkannt. Entgegen dem Konzept der
Immunevasion verursachen fetale Antigene die Bildung antigenspezifischer Tieg-Zellen (68). Es
existieren verschiedene Kontakte zwischen Mutter und Fetus, die eine Antigenerkennung
ermdglichen. An der fetomaternalen Kontaktfliche (engl. fetomaternale interface) der Plazenta
treten fetal Trophoblastenzellen mit den maternalen Immunzellen in Kontakt, sowohl in Form des
die Dezidua infiltrierenden extravillosen Trophoblasten (EVT), als auch in Gestalt des villése
Trophoblasten, welcher die Plazentazotten auskleidet und somit in Kontakt maternalen
Immunzellen der Blutzirkulation steht. Uber diesen lokalen Kontakt im Uterus hinaus werden
Mirkopartikel des Trophoblasten in das maternale Blut freigesetzt und fetale Zellen migrieren aktiv
durch Zirkulation und Gewebe der Mutter (69).

Die Toleranz gegeniiber fetalen Antigenen ist Resultat aktiver Immunregulation sowohl lokal an
der fetomaternalen Kontaktzone als auch systemisch im maternalen Immunsystem. Neben der
Restriktion der Expression klassischer MHC-Molekile auf dem Trophoblasten (69) tragen
maternale und fetale Zellen zur Etablierung eines tolerogenen Umgebung in der Plazenta bei
(70). Systemisch wirken eine Vielzahl von immunmodulatorischer Mechanismen zusammen —
von zirkulierenden Hormonen bis hin zu regulatorischen Zellen des angeborenen und adaptiven
maternalen Immunsystems (siehe Kapitel 1.4.2). Es wird vermutet, dass derartige
Anpassungsmechanismen des maternalen Immunsystems an die plazentare Schwangerschaft
als Produkt des hohe evolutionédren Selektionsdruck auf die Reproduktion zustande gekommen
sind (71).

Je nach Phase der Schwangerschaft dominiert pro- oder antiinflammatorische Prozesse.
Implantation und Plazentation sind gepragt von Gewebezerstérung und Umbauprozesse. Diese
Vorgdnge werden durch eine starke proinflammatorische Antwort unterstitzt, welche das
Immunsystem und klinische Befinden der Mutter im ersten Trimester der Schwangerschaft
bestimmen. Im zweiten Trimester stellt sich eine symbiotische Beziehung zwischen Mutter und

wachsenden Fetus ein, in welcher antiinflammatorische Prozesse vorherrschen. In Vorbereitung
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auf den Geburtsvorgang werden im dritten Trimester Immunzellen in das Myometrium rekrutiert
und eine erneute Inflammation stimuliert. Die prézise und dynamische Regulation pro- und

antiinflammatorischer Signale ist essentiell fir eine erfolgreiche Schwangerschatft (67).

Die veranderte Immunantwort auf Infektionen ist der Immunmodulation wahrend der
Schwangerschaft geschuldet. Schwangere Frauen zeigen fur bestimmte Infektionen eine erhdhte

Suszeptibilitat (z.B. Malaria) bzw. einen schwereren Krankheitsverlauf (z.B. Influenza) (72).

Toleranzmechanismen des fetomaternalen Interface

Im Detail am besten verstanden, sind die Vorgange in der Dezidua, die reich an maternalen
Immunzellen ist (73). Neben Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen bilden CD56P" 9"
CD16 NK-Zellen mit 70% die grofdte Population unter den Immunzellen (74). Die dezidualen NK-
Zellen steuern v.a. die Trophoblasten-Invasion und die anschlielende Vaskularisierung der
Plazenta (75). Die Interaktion der dezidualen NK-Zellen mit dem EVT wird Uber die polymorphen
HLA-C1/2 und nicht-klassische HLA-E und HLA-G etabliert (69). Anscheinend sind die deziduale
NK-Zellen jedoch nicht essentiell fur die Etablierung der fetomaternalen Toleranz in utero (76).

Eine zentrale Rolle in der Suppression anti-fetaler Immunitat wird den lokalen T.eg-Zellen der
Plazenta zugeschrieben. Sie expandieren wahrend der frihen Schwangerschaft in der humanen
Dezidua (77) und eine Depletion dieser Zellen im Mausmodell verhindert die allogene aber nicht
die syngene Schwangerschaft (78).

Das tolerogene Milieu der fetomaternalen Kontaktzone wird von einer Vielzahl von exprimierten
und sezernierten Faktoren gepréagt (ausfihrlich beschrieben in (73)). Diese werden von fetalen
und maternalen Zellen produziert. Beispielsweise exprimiert der villése Trophoblast den Fas-
Liganden, was einen potentiellen Mechanismus darstellt, Gber den die Migration von aktivierte
anti-fetale T-Zellen in den Fetus verhindert werden kann. Gall auf uterinen NK-Zelle induziert
toleranzférdernde dendritische Zellen. TGF- und IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase)

stimulieren u.a. Zytokine der Th2-dominierten Immunantwort im Uterus.

1.4 Immunregulatorische Mechanismen wéhrend der Schwangerschaft bei
MS

Die schwangerschafts-induzierte Immuntoleranz wirkt sich auch auf die autoimmune

Inflammation aus. Die Krankheitsaktivitat vieler Autoimmunerkrankungen verringert sich in der

Schwangerschaft (z.B. MS und RA) (79). Wahrend die lokalen Toleranzmechanismen

unerlasslich fur den Erfolg der Schwangerschaft sind, scheinen die systemischen Veranderungen
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der maternalen Immunitat jedoch fir den protektiven Effekt auf die Autoimmunitat relevanter zu
sein (32).

1.4.1 Protektion vor klinischer Aktivitat wahrend der Schwangerschaft bei MS

Die Schwangerschaft bei MS geht mit einer tempordren Reduktion der Krankheitsaktivitat um 70-
80% (je nach Studie) einher, gefolgt von einem ,rebound®-artigen Anstieg der MS-Aktivitat in der
postpartalen Phase. Confavreux et al. (80) zeigten in einer multinationalen Studie mit 254
Patientinnen, dass sich die jahrliche Schubrate von 0,7 (Schibe pro Frau/Jahr) vor der
Schwangerschaft auf 0,2 im dritten Trimester der Schwangerschaft reduzierte. Innerhalb der
ersten 3 Monate postpartal stieg die Schubrate auf 1,2 pro Frau pro Jahr einem Rebound-
Phanomen ahnlich Uber das Level der Krankheitsaktivitat vor der Schwangerschaft an, um sich
diesem anschlieRend wieder anzugleichen. Diese Ergebnisse wurden in einer Metaanalyse von
insgesamt 13 epidemiologischen Studien zur MS-Aktivitdt vor, wéhrend und nach der
Schwangerschaft durch Finkelsztejn et al. hoch-signifikant bestatigt (81). Der protektive Effekt
der MS-Schwangerschaft ist auch deshalb beeindruckend, weil der therapeutische Effekt

etablierter MS-Medikamente mit einer Schubreduktion um 30-60% deutlich Gbertroffen wird (32).

1.4.2 Systemische Anpassungen der maternalen Immunitat wéhrend der

Schwangerschaft

Die biologischen Mechanismen, welche die Protektion wahrend der Schwangerschaft bei MS
vermitteln, sind kaum verstanden. Da die Schwangerschaft bei anderen Autoimmunerkrankungen
auch mit einer gesteigerten Entziindungsaktivitat einhergehen kann (z.B. SLE) (79), ist eine
ubiquitar wirkende Immunsuppression unwahrscheinlich. Stattdessen wird vermutet, dass die
Veranderung der autoimmunen Aktivitdt als Nebeneffekt der komplexen Modulation des
maternalen Immunsystems auftritt (82), abhangig davon ob sich die regulativen Mechanismen
gunstig oder ungiinstige auf die jeweilige autoimmune Pathogenese auswirken. Aktuell werden
verschiedene Aspekte der systemischen Immunmodulation als relevant fiir die Schwangerschaft
bei MS diskutiert (Review in (32, 82, 83)).

Systemische Zytokin-Shifts

Nach dem Th1/Th2-Paradigma kommt es in der Schwangerschaft zur Verschiebung hinzu einer
Th2-dominierten Antwort im peripheren Immunsystem. Dieser Th2-Shift wurde lange Zeit als
zentraler Mechanismus herangezogen, um die klinische Besserung der von Thl- und Th17-Zellen
gepragten Autoimmunerkrankungen wie MS sowie die verstéarkte Krankheitsaktivitat bei Th2-Zell-

dominierter Erkrankungen wie dem SLE zu erklaren (84). In mehreren longitudinalen Studien
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konnte der Shift von einer Thl- zu einer antiinflammatorischen Th2-Antwort im peripheren Blut
schwangerer MS-Patientinnen auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden (siehe
Ubersicht in (83)). Wahrend der Th2-Shift vor allem die systemische Immunantwort ab dem
zweiten Schwangerschaftstrimester zu betreffen scheint, erklart eine generellen,
antiinflammatorischen Th2-Antwort jedoch kaum die nuancierten Immunmodulation in der

Schwangerschatft (82).

Hormonelle Immunregulation

Die erhohten Spiegel systemisch zirkulierender Hormone wahrend der Schwangerschaft stellen
den wohl am besten untersuchten Erklarungsansatz fur die Reduktion der MS-Krankheitsaktivitat
dar. Die Sexualsteroide Estrogen und Progesteron; sowie Cortisol und Prolaktin stimmen
hinsichtlich ihres Anstiegs in der Schwangerschaft und einem raschen Abfall postpartal mit den
dynamischen Veranderungen der klinischen Aktivitat der MS wéhrend und nach der
Schwangerschaft Uberein (82). Sie verfiigen Uber potente immunmodulatorischen Eigenschatft,

die in (85) dargestellt wurden.

Im Fall von Estrogen ist bereits eine erfolgreiche Translation in klinischen Studien gelungen
(Uberblick in (83)). In einer multizentrischen, randomisiert-kontrollierten Studie (RCT), die eine
Estrioldosis vergleichbar mit den Estriol-Leveln zur Mitte der Schwangerschaft verwendete,
wurde eine um 37% reduzierte jahrlichen Schubrate in der Estriol-Gruppe im Vergleich zur
Placebo-Gruppe (Add on mit Glatirameracetat) beobachtet (86). Allerdings bildet die
therapeutische Gabe von Estriol die schwangerschafts-assoziierte Schubreduktion nur
unvollstandig nach, sodass weitere protektive Mechanismen in der Schwangerschaft notwendig
sind (83).

Schwangerschaftsabhangige T-Zell-Antwort

Systemische Hormone und Th2-Zytokine machen die breiten, nicht-selektiven Komponenten der
Immunmodulation in der Schwangerschaft aus. Zunehmend werden jedoch auch die zell- und

antigenspezifischen Vorgange bekannt.

Fur die murine und humane Schwangerschaft im Gesunden wurde ein ansteigender Antell
zirkulierender Teg Mit Maximum zur Mitte der Schwangerschaft und postpartaler Reduktion
berichtet (78, 87). Neuere Beobachtungen dazu, dass die stark suppressiven CD49™ CD25" Teq
im zweiten Trimester bei gesunden Schwangeren vermindert sind (88), und inkonsistente
Ergebnisse in Studien zur Schwangerschaft bei MS erschweren jedoch eine sichere Aussage
(Ubersicht in (82)). Wahrend dieses uneinheitliche Bild vermutlich z.T. durch abweichende Treq-

Definitionen begrindet ist, kdnnte in den Ty dennoch ein Schllissel zur antigenspezifischen
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Toleranz liegen. Die Existenz zirkulierender alloantigen-spezifischen Tweg wurde in der murinen
und humanen Schwangerschaft nachgewiesen (68, 89). Dass diese zur Wiederherstellung der
Toleranz gegenliber Autoantigenen beitragen kénnten, zeigt u.a. eine Studie im Mausmodell der
autoimmunen Arthritis. Mittels des adoptiven Transfers der Ty von schwangeren Mausen
konnten in nicht-schwangeren Mausen eine Protektion vor autoimmuner Arthritis erzeugt werden
(90). Kirzlich publizierte Erkenntnisse riicken zudem die Modulation des T-Zell-Repertoire in den
Fokus (91). Die Schwangerschaft bei MS fuhrt hiernach zu einer Reduktion der T-Zell-Klonalitat,
d.h. einige wenige, patientenspezifische Klone, die vor der Schwangerschaft dominierten, werden

herunterreguliert und das Repertoire verteilte sich gleichmafiger auf viele Klone.

Ob diese Prozesse jedoch tatséchlich Einfluss auf die autoimmune Aktivitdit gegen MS-
spezifische Antigene haben, muss noch geklart werden. Darlber hinaus stellt sich die Frage,
welche Treiber die Induktion von alloantigen-spezifischen T, aber auch die Modulation der T-

Zell-Klone wahrend der Schwangerschaft bedingen.

Expansion der regulatorischen CD56""" NK-Zellen

In dieser Frage kénnten u.a. die NK-Zellen von Bedeutung sein, die tber die Fahigkeit verfligen,
das T-Zell-Kompartiment direkt und indirekt (Uber DCs) zu regulieren (siehe Kapitel 1.1.3).
Entsprechend relevant sind die Ergebnisse der finnischen Studie von Airas et al. (92, 93), nach
denen die regulatorischen CD569" NK-Zellen in der Zirkulation schwangerer MS-Patientinnen
expandieren. Untersucht wurden 42 MS-Patientinnen langsschnittich wéhrend der
Schwangerschaft und der postpartalen Phase. Fir die CD56"" NK-Zellen (sowohl CD16" als
auch CD16%) wurde ein signifikanter Frequenzanstieg im dritten Trimester im Vergleich zur friilhen
Schwangerschaft beobachtet, gefolgt von einer Reduktion postpartal. Dies war assoziiert mit
einer verminderten MS-Aktivitat wahrend der Schwangerschatft, verdeutlicht durch eine signifikant
verringerten jahrlichen Schubrate im dritten Trimester. Gleichzeitig zeigte sich eine Reduktion
der CD56%™ NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft. Uberdies bemerkenswert ist, dass die
beschriebenen NK-Zell-Shifts vermutlich eine allgemeine schwangerschaftsbezogene
Anpassung ausmachen, die nicht nur bei MS-Patientinnen, sondern auch bei den ebenfalls in der

Studie untersuchten gesunden Schwangeren beobachtet werden konnte.

Die Studienlage zu den NK-Zellen in der Schwangerschatft bei MS ist dariber hinaus sehr gering.
Lediglich zwei weitere Studien erganzen das Bild zu den CD569" NK-Zellen (94, 95). Die
Autoren konnten fiir CD56""" CD16~ NK-Zellen einen signifikanten Anstieg der Zellfrequenz in
der Gruppe gesunder Schwangerer im dritten Trimester nachweisen. Eine derartige Erhéhung
konnte jedoch nicht flr schwangere MS-Patientinnen bestatigt werden. Wichtig zu bemerken ist,
dass die Studien einerseits einen querschnittlichen Ansatz verfolgten und andererseits von der

CD56""" Definition nach Airas et al. abwichen. Unter Beachtung der uneinheitlichen und
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geringen Studienlage kann vorerst v.a. festgehalten werden, dass der beschriebene NK-Zell-Shift
vermutlich eine allgemeine Anpassung der Schwangerschaft bei Gesunden ausmacht (gezeigt
auch von Airas et al. (92)).

Die Rolle der NK-Zellen in der Schwangerschaft bei MS bedarf hingegen einer Untersuchung in
weiteren Studien. Dies ist aus zweierlei Hinsicht relevant. Zum einen sind die biologischen
Mechanismen, die den protektiven Effekt der Schwangerschatft auf die Autoimmunitat vermitteln,
bisher unzureichend verstanden — eine Fragestellung, die in direktem Bezug zu der weit
grundsatzlicheren Frage steht, was Protektion vor Autoimmunitat bedingt. Zum anderen kdnnen
die in Kapitel 1.2.2 aufgeworfenen Fragen zur Rolle der NK-Zellen in der MS-Pathogenese (u.a.
zu spezifischen NK-Zell-Populationen und den Details der NK-vermittelten Regulation) in Studien
zur Schwangerschaft bei MS optimal aufgegriffen werden, da die Schwangerschaft aufgrund des
raschen Wechsel zwischen autoimmuner Inaktivitdt und Aktivitat ein informatives
wissenschaftliches Paradigma zur Erforschung von Mechanismen der Immuntoleranz bildet
(beschrieben in (91)).
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2 Zielsetzung

NK-Zellen verfugen Uber die Fahigkeit autoimmune Inflammation einzuddmmen und wurden
daher als protektiver Akteur in der MS propagiert. Die Defizienz ebendieser regulatorischen
Funktion von NK-Zellen scheint jedoch ein ,Hallmark’ der MS-Pathogenese zu sein. Welche
Mechanismen hierbei beeintrachtigt sind und welcher NK-Zell-Phanotyp im Detail protektiven
Einfluss austbt, ist nicht abschlielend geklart. In diesem Zusammenhang konnte die
Schwangerschaft als einzigartiges Forschungs-Paradigma fungieren. Die erhebliche Reduktion
der MS-Schubrate wahrend der Schwangerschaft scheint Ausdruck einer endogenen
Immunregulation mit substantiell protektivem Einfluss auf die maternale Autoimmunitat zu sein.
Die zugrundeliegenden biologischen Mechanismen dieser Protektion sind jedoch weitgehend
unbekannt. Obwohl die Expansion regulatorischer CD56""9" wahrend der MS-Schwangerschaft
als moglicher protektiver Faktor beschrieben wurde, fehlen Studien, die diese Beobachtung
bestatigen und abseits der reinen Enumeration der klassischen NK-Zell-Populationen detaillierte

Informationen zu NK-Zellen wahrend der MS-Schwangerschatft liefern.

In dieser Arbeit sollte daher ein Beitrag zum Verstandnis der biologischen Mechanismen des
protektiven Effekts der Schwangerschaft auf die MS-Aktivitat geleistet werden. Das
Ubergeordnete Ziel bestand in der Untersuchung des NK-Zell-Phanotyps wéhrend und nach der

Schwangerschaft bei MS-Patientinnen auf Basis der folgenden Hypothese:

Die Schwangerschaft induziert bei MS-Patientinnen die Verdnderungen der NK-Zellen hin zu

einem regulatorischen Phanotyp.

Mittels multiparametrischer Durchflusszytometrie sollten in einer zeitlich engmaschigen

verfolgten, longitudinalen Pilotstudie folgende Teilaspekte analysiert werden:

1) Ermittlung der Frequenz der Gesamt- sowie der CD56"9"/CD569™ NK-Zellen

2) Explorative Charakterisierung des Phanotyps von CD56"9" und CD569™ NK-Zellen
bezlglich der Expression von aktivierender und inhibierender NK-Zell-Rezeptoren,
Chemokinrezeptoren sowie Maturationsmarkern

3) Korrelation des NK-Zell-Ph&notyps mit der radiologischen Krankheitsaktivitat

Die Ergebnisse dieser explorativen Studien sollen Uberdies das Verstdndnis der

Immunpathogenese der MS sowie neue zielgerichtete Therapieansétze unterstitzen.
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3 Material und Methodik

3.1 Patientinnen

3.1.1 Uberblick zur Schwangerschaftskohorte

Die Patientinnen wurden im Rahmen der Studie ,Datenbank zur Familienplanung und
Schwangerschaften bei Multipler Sklerose“ (PreCoMS) durch Studienarzte der AG Klinische
Neuroimmunologie des NeuroCure Clinical Research Center (NCRC), Charité
Universitatsmedizin Berlin rekrutiert. Eingeschlossen wurden Patientinnen mit Kinderwunsch
bzw. bestehender Schwangerschaft und mit nach McDonald 2010-Kriterien gesicherter
schubférmiger oder progredienter Multipler Sklerose oder Klinisch-isoliertem Syndrom (CIS). Die
Studie fokussierte auf die Datenerhebung zu den Auswirkungen einer Schwangerschaft auf die
MS-Erkrankung sowie zu den Folgen der MS fir eine Schwangerschaft. Der longitudinalen
Studienverlauf umfasste eine Baseline-Studienvisite vor der Schwangerschaft (optional,
abhangig davon, ob die Patientinnen zum Zeitpunkt des Studieneinschluss bereits schwanger
waren), eine Visite im ersten, zweiten sowie dritten Trimenon und postpartale Visiten innerhalb

des ersten Monats sowie drei, sechs, neun und zwolf Monate nach Entbindung.

Entsprechend des Studienziels wurden zu den einzelnen Visitenzeitpunkten klinische Daten zum
MS-Krankheitsverlauf wie Schubanzahl und -symptome, Behinderungsgrad nach Expanded
Disability Status Scale (EDSS), Therapie und Therapieansprechen erhoben. Des Weiteren
erfolgte ein Monitoring der radiologischen Aktivitdt mittels Magnetresonanztomografie (MRT) zu
den Zeitpunkten vor und nach der Schwangerschaft. Zu jeder Visite wurde zudem peripherer
mononukledrer Zellen (PBMC) aus peripher-vendsem Blut der Patientinnen isoliert und

kryopreserviert.

Zum Zweck der NK-Zell-Phanotypisierung im Rahmen des hier beschrieben Promotionsprojekts
wurden nur Patientinnen der PreCoMS-Kohorte ausgewahlt, die samtliche Studienvisiten vom
ersten Trimenon bis 12 Monate postpartal vollstandig durchlaufen haben. Auf diese Weise sollte
eine zeitlich moglichst enge Uberwachung der immunologischen Mechanismen pra- und
postpartal gewahrleistet werden. Entsprechend wurden acht Patientinnen ausgewahlt. Einen
Uberblick iiber die Datenerhebung, Krankheitsaktivitit und Therapie wahrend der Studie
vermittelt die Abbildung 1. Patientin 3, 4 und 6 wurden bei bereits bestehender Schwangerschaft
im ersten Trimester in die Studie eingeschlossen, sodass die PBMC-Probe sowie eine MRT-

Aufnahme fir den Baseline-Zeitpunkt bei diesen Patientinnen nicht vorlagen.
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Abbildung 1. Uberblick zu den Patientinnen. Die farbigen Balken zeigen den Studienverlauf fiir die
einzelnen Patientinnen und ob postpartal eine Therapie (disease-modifying therapy (DMT), blau, bzw.
intravendése Immunglobulin-Gabe (IVIg), hellgrin) begonnen wurde. Auf3erdem ist zu jedem
Studienzeitpunkt angegeben, welches Material/Daten (Blutentnahme, MRT) gesammelt wurde. Zeitpunkte
der Studienvisiten: Baseline-Visite vor Schwangerschaft (pre), Visite wahrend Schwangerschaftswoche 10
+ 2 (erstes Trimenon, Tril), Schwangerschaftswoche 22 =+ 2 (zweites Trimenon, Tri2) und
Schwangerschaftswoche 34 + 2 (drittes Trimenon, Tri3), postpartale (PP) Visiten innerhalb des ersten
Monats nach Entbindung (PPO0), drei (PP3), sechs (PP6), neun (PP9) und zwélf Monate nach Entbindung
(PP12); Informationen zum Verlauf der MS vor der Schwangerschaft: Schubférmig remittierende MS
(RRMS), Klinisch-isoliertes Syndrom (CIS), Angaben in Klammern (Krankheitsdauer zu Beginn der Studie
in Jahren (t)/ Gesamtanzahl der Schiibe vor Studienbeginn (n)). Grafik wurde erstellt mit Microsoft Power
Point und Biorender.com.

Die Untersuchungen folgten der aktualisierten Deklaration von Helsinki (2008 und 2013). Die
Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité unter der Antragsnummer EA1/173/13
genehmigt. Ein schriftliche Einwilligungserklarung zur Studienteilnahme wurde vor Einschluss
von allen Patientinnen basierend auf einer schriftichen und muandlichen Aufklarung durch den
Studienarzt oder die Studienarztin eingeholt. Fir die MRT erfolgte zusatzlich eine separate

Aufklarung jeweils vor der Untersuchung.
3.1.2 Demografische und klinische Merkmale

Informationen zu Demografie und Klinik jeweils nach den einzelnen Patientinnen aufgeschliisselt

finden sich in der nachfolgenden Tabelle 2 - Tabelle 4 und in der Abbildung 2.
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Abbildung 2. Grad der Behinderung nach Expanded Disability Status Scale (EDSS). Dargestellt sind
die individuellen Datenpunkte pro Patientin und der Median vor, wahrend und nach der Schwangerschaft.
Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ergab keine
signifikante Veranderung. Studienzeitpunkte: vor der Schwangerschaft (pre), wahrend des ersten (Tril),
zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PPO)
sowie 3, 6, 9 und 12 Monate nach Entbindung (PP3-12).

3.1.3 Gewinnung des Zellmaterials

Blutentnahme, Isolierung und Kryopreservation der mononuklearen Zellen des peripheren Bluts
(PBMC) wurde durch das Personal des Studienlabors im NeuroCure Clinical Research Center,

Charité nach den dortigen Protokollen durchgefuhrt.

Zu jeder Studienvisite erfolgte die Entnahme von peripher-vendésem Vollblut in Heparin-haltige
Entnahmerdhrchen. Direkt im Anschluss wurde das Vollblut 1:1 mit Phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) verdinnt, zu je 25ml auf 15ml Biocoll-Trennlésung (Dichte 1,077 g/ml)
aufgeschichtet und bei 760g 20 Minuten ohne Dezeleration zentrifugiert. Die PBMCs wurden aus
dem dabei entstandenen Dichtegradienten separiert. Mehrere Waschschritten mit PBS und
Waschmedium (enthielt Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium mit 20% fetalem
Kéalberserum (FCS) und 1% Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-Puffer (HEPES)) folgten.
Die Zellzahl wurde nach Anfarben mit Trypanblau in der Neubauerzdhlkammer bestimmt.
AbschlieRend wurden jeweils 7,5x10° Zellen pro Kryorohrchen in Einfriermedium bestehend aus
RPMI-1640 Medium mit 20% FCS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) aliquotiert. Der
Einfrierprozess schloss sich sofort nach Hinzugabe des DMSO an. Zuerst erfolgte eine
kontinuierliche Absenkung der Temperatur im Mr. Frosty auf -80°C. Anschliel3end wurden die

Zellen dauerhaft im Stickstofftank des NCRC gelagert.

Das Patientenmaterial wurde in flissigem Stickstoff vom NCRC in das Institut fir Medizinische
Immunologie, Charité, transportiert, in dem nach Zwischenlagerung im Stickstofftank die

durchflusszytometrische Messung der PBMCs erfolgte.
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3.1.4 Magnetresonanztomografie

Die in dieser Arbeit analysierten Daten zu Anzahl und Volumen der T2-gewichteten MRT-
Lasionen wurden durch die Mitarbeiter des NeuroCure Clinical Research Center, Charité,
generiert und bereitgestellt. Die anschlieRende statistische Auswertung erfolgte eigenstandig

durch mich.

Im Rahmen der PreCoMS-Studie wurden MRT-Messung zur Detektion cerebraler Lasionen
wahrend der Baseline-Visite vor Schwangerschaft sowie zu allen postpartalen Visiten
durchgefuhrt (Schema der MRT-Datenerhebung bezogen auf die einzelnen Patientinnen siehe
Abbildung 1). Eine Aufklarung der Patientinnen erfolgte zum Studieneinschluss sowie unmittelbar
vor jeder MRT-Untersuchung. Aufgrund von Klaustrophobie wurden bei Patientin 8 keine MRT

durchgefinhrt.

Die Durchfihrung und Auswertung der MRT-Messungen erfolgte nach dem Protokoll des
NeuroCure Clinical Research Center, Charité. Alle MRT-Daten wurden hiernach im selben 1,5
Tesla MR-Tomografen (MAGNETOM Sonata Siemens, Erlangen, Deutschland) generiert. Es
wurde die folgenden Sequenzen verwendet: volumetrische hochauflosende T1-gewichtete
Sequenz (MPRAGE, magnetization prepared rapid acquisition gradient echo;
Parametereinstellungen: repetition time [TR] = 2,110 ms; echo time [TE] = 4.38 ms; inversion time
[TI] = 1100 ms; FOV=256 x 256 mmz2; slice thickness 1mm); axiale T2-gewichtete Sequenz
(TIRM, ,turbo inversion recovery magnitude‘; Parameter: TR/TE/TI = 10,000/108/2,500 ms; FOV
= 256 x 256 mm2, slice thickness 3.0 mm). Zur Bestimmung des Gesamt-Lasionsvolumen wurde
die Segmentierung der T2-gewichteten TIRM-Aufnahmen (turbo inversion recovery magnitude)
aller Patientinnen mittels MATLAB-basierten Lesion Segmentation Toolbox (LST) fir Statistical
Parametric Mapping (96) von drei geschulten Assistenten halbautomatisch durchgefiihrt und
verifiziert. Die Supervision erfolgte durch einen Neuroradiologen unter Verwendung von ITK-
SNAP (www.itksnap.orqg) (97).

3.2 Material

In der nachfolgenden Tabelle 5 - Tabelle 10 sind die Materialien aufgelistet, die fur dieses

Promotionsprojekt verwendet wurden.
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Tabelle 5. Medien/Puffer

Material und Methodik

Puffer/Medium Zusammensetzung

Hersteller

Auftaumedium RPMI-1640

10% Fetales Kalberserum

Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

(FCS)
FACS-Puffer PBS
0,5% Bovines Serumalbumin  Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
(BSA)
Phosphate buffered 137 mM NacCl Gibco®, Life Technologies, Darmstadt,
saline (PBS), pH 7,2 2.7 MM KCl Deutschland

1,5 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4

Trypanblau-L6ésung PBS

0,4% Trypanblau

Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Tabelle 6. Weitere Reagenzien

Produktbezeichnung

Hersteller

FcR Blocking Reagent (Fc Block)
Lebend-Tot-Farbstoff (L/D) Zombie NIR™
VersaComp Antibody Capture Bead Kit

Miltenyi Biotec, B. Gladbach, Deutschland
Biolegend, San Diego, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Tabelle 7. Antikorper

Antikorper Klon Hersteller

CCR7 Bv421 GO043H7 Biolegend, San Diego, USA
CD127 BV785 A019D5 Biolegend, San Diego, USA
CD14 Alexa700 63D3 Biolegend, San Diego, USA
CD16 BUV395 3G8 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
CD19 Alexa700 HIB19 Biolegend, San Diego, USA
CD20 Alexa700 2H7 Biolegend, San Diego, USA
CD27 BV711 M-T271 Biolegend, San Diego, USA
CD27 PE M-T271 Biolegend, San Diego, USA
CD3 Alexa700 UCHT1 Biolegend, San Diego, USA
CD56 PE/Dazzle594 5.1H11 Biolegend, San Diego, USA
CD94 APC DX22 Biolegend, San Diego, USA
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Antikorper Klon Hersteller

CX3CR1 BV605 2A9-1 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
DNAM1 PerCP/Cy5.5 11A8 Biolegend, San Diego, USA

NKG2A PE/CY7 Z199 Beckman Coulter, Brea, USA

NKG2C Alexa488 #134591 R&D Systems, Minneapolis, USA
NKG2D BV510 1D11 Biolegend, San Diego, USA

NKp46 BV650 9E2 Biolegend, San Diego, USA

Um die Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, finden sich die Lang-Bezeichnungen der Fluorochrome im
Abkirzungsverzeichnis. Die Antikdrper wurden in den in Tabelle 12 angegeben Verdiinnungen verwendet.

Tabelle 8. Verbrauchsmaterialien

Materialbezeichnung

Hersteller

Combitips® 5/ 10 ml

Eppendorf Réhrchen 1,5/ 2 ml

Falcon™ Réhrchen (konisch,15 / 50 ml)
Falcon™ Réhrchen (rund, 5 ml, mit Filteraufsatz)
Micronic Réhrchen 1,10 ml

Parafilm

Pipettenspitzen 10 / 200 / 1000 pl

Serologische Pipetten 5/10/25 /50 ml
Sterican® Kanulen

Vasco® Nitril Handschuhe

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Micronic, Lelystad, Niederlande

American Can Company, Greenwich, USA
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland
BD Medical, Heidelberg, Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Tabelle 9. Gerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Durchflusszytometer LSR Fortessa™
GFL Wasserbad

Heraeus Multifuge 3SR+

Mikroskop Wilovert S Inverted
Multipette®

Neubauer Z&hlkammer

Pipetten 2 /10/20 /200 /1000 l
Pipetus®

Sterilbank HeraSafe

Vacuum Pumpe

Vortex Genie 2

BD Pharmigen, Heidelberg, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

KNF Neuberger Inc., Trenton, USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA
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Tabelle 10. Software

Bezeichnung Hersteller

BD FACSDiva™ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Biorender Science Suite Inc., Toronto, Kanada
Cytobank Cytobank Inc., Santa Clara, USA
Endnote X7.8 Thomson Reuters, USA

FlowJo v10.4 FlowJo LLC, Ashland, USA

GraphPad Prism v8 GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
SPSS Statistics 26 IBM, Armonk, USA

3.3 Durchflusszytometrie

3.3.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Funktionsweise der Durchflusszytometrie ist dadurch charakterisiert, dass einzelne Zellen in
einem Flusssystem an einer Lichtquelle vorbeigefuhrt und die resultierenden optische Signale fir
jede Zelle individuell detektiert und analysiert werden. Auf diese Weise kann innerhalb kiirzester
Zeit die multiparametrische Vermessung einer hohen Anzahl von Einzelzellen (500 bis zu tber
5000/s) erfolgen. In der Immunologie konnen somit Zellen hinsichtlich physikalischer
Eigenschaften (Zellgré3e, Granularitat) und molekularer Merkmale (Nachweis einzelner Proteine
auf der Zelloberflache oder intrazellular nach Farbung mit fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern)
charakterisiert werden. Die Messprinzipien der Durchflusszytometrie wurde in Abbildung 3
zusammengefasst. Details finden sich in der Publikation von Givan et al. (98) sowie in den

,Guidelines for the use of flow cytometry and cell sorting in immunological studies’ (99).

In dieser Promotionsarbeit wurde das Durchflusszytometer LSR Fortessa™ von BD Pharmigen
genutzt, welches Uuber finf verschiedene Laser und 18 Detektionskandle (PMTs) fir
Fluoreszenssignale verfugt. Angaben zu den Fluorochromen des Multicolor-Antikérper-Panels

sowie zu dessen Etablierung finden sich in den folgenden Abschnitten.
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Abbildung 3. Messprinzipien der Durchflusszytometrie. In der Durchflusszelle findet die
hydrodynamische Fokussierung des Zellstroms statt. Am Messpunkt trifft der Laserstrahl auf die voruber
flieBenden Einzelzellen. Dies fihrt zur Streuung des Lichts (FSC/SSC) sowie zur Emission von
Fluoreszenzlicht (bei Farbung mit fluorochrom-gekoppelten Antikbrpern), welches durch ein System von
Spiegeln und Filtern nach Wellenlange aufgetrennt wird. Die einzelnen Photomultiplier Tubes (PMT)
detektieren das zugefihrte Licht, welches abhangig von den vorgeschalteten Filtern in einem spezifischen
Wellenl&angenbereich liegt. Diesen wellenlangen-spezifischen Detektionskanale (,detection channels’) kann
jeweils ein bestimmtes Fluorochrom (entsprechend des Emissionsspektrums) zugeordnet werden. Das
Lichtsignal wird durch den Photodetektor (PMT) in ein elektrisches Signal umgewandelt und verstarkt.
AbschlieRend werden die Informationen zu Hohe, Lange und Flache des Signalpulses extrahiert. LP, Long
Pass-; SP, Short Pass-; BP, Band Pass-Filter. Abbildung modifiziert nach (98).

3.3.2 Oberflachenfarbung mit fluorochrom-gekoppelten Antikérpern

In der vorliegenden Studie wurden NK-Zellen hinsichtlich der Expression von relevanten
Molekulen auf der Zelloberflache phanotypisiert. Nach Vorbereitung der kryopreservierten
PBMCs wurde hierzu eine Oberflachenfarbung mit einem 14-farbigen Antikorper-Panel

durchgefuhrt (genaue Zusammensetzung siehe Tabelle 12).

In Vorbereitung auf die Antikérperfarbung wurden die bei -168°C kryopreservierten PBMCs im
Kryordhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad uberfuhrt und hier fir 9 Minuten aufgetaut. Um
DMSO aus der Zellsuspension zu entfernen, wurde diese vorsichtig in 9ml Auftaumedium (auf
37°C vorgewarmt) verdinnt und zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte im Rahmen der
Vorbereitung und Férbung der Zellen wurden fir 7 min bei 400 x g und Raumtemperatur
durchgefuhrt. Nach Resuspension erfolgte die Zellzahlbestimmung (inkl. Bestimmung des Anteils

toter Zellen) unter Verwendung von Trypanblau, einem Farbstoff zum Nachweis sterbender bzw.
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toter Zellen, in der Neubauerzahlkammer. Fir die Antikorperfarbung wurden 1,2 x 10° Zellen in

ein 1,1 ml Micronic-Réhrchen uberfuhrt, mit 1ml PBS gewaschen und zentrifugiert.

Die Oberflachenfarbung mit fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern wurde im Dunklen bei

Raumtemperatur durchgefiihrt und umfasste drei Arbeitsschritte:

1. Inkubation mit anti-human Fc-Block in 50 ul (1:50 in PBS) fUr 5 min. zur Reduktion von
Antikérperbindungen an die Fc-Rezeptoren der Zellen, anschlieRendes Waschen mit 1 ml
PBS und Zentrifugation;

2. Farbung mit 50 pl Antikdrperlosung aus anti-CCR7 und Farbstoff zur Lebend-Tot-
Diskrimination (L/D) in PBS fur 15 min.;

3. Direkte Hinzugabe der zweiten Antikdrperlésung (50 ul) bestehend aus allen restlichen
Antikérpern des NK-Zell-Panels in FACS-Puffer und Inkubation fir weitere 15 min. (totales

Farbevolumen in diesem Schritt: 100 pl).

Die Antikorperldsungen sowie die Fc-Block-Losung wurden im Vorhinein angesetzt, um eine

schnelle Hinzugabe sowie eine konstante Inkubationszeit zu gewéahrleisten.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und
in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde unter Verwendung eines Filters
mit 30 um Poren gefiltert und fir die unmittelbar folgende durchflusszytometrische Messung in
FACS-Rd6hrchen transferiert.

3.3.3 Etablierung des Multicolor-Antikérper-Panels

Die sorgfaltige Etablierung des multiparametrischen Antikérper-Panels bildet das Fundament fir
aussagekraftige, qualitativ hochwertige Daten. Hierbei missen Fehlerquellen und technische
Limitationen der Durchflusszytometrie korrigiert sowie das Verhdltnis von Signal zu Rauschen
(signal-to-noise ratio, SNR) optimiert werden. Der Prozess der Etablierung des in dieser Studie

verwendeten NK-Zell-Panels umfasste die folgenden Schritte:

1. Auswahl von NK-Zell-Markern nach dem neusten Stand der Fachliteratur

2. Paneldesign — Zuordnung der biologischen Marker zu adaquaten Fluorochromen und
Detektionskanalen

Titration der Antikdrperkonzentrationen

Identifikation optimaler PMT-Einstellungen

Kontrolle des spektralen Spillovers (Kompensation) und des Backgrounds (FMO)

o o bk~ w

Tests und Optimierung des Panels
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Die einzelnen Etablierungsversuche wurden nach dem oben beschriebenen Farbeprotokoll
durchgefuhrt. Das Zellmaterial (kryopreservierte PBMCs) stammte von gesunden

Kontrollpersonen.

Auswahl| der NK-Zell-Marker

Um den NK-Zell-Phanotyp detailliert zu beschreiben, wurden auf Basis einer strukturierten
Literaturrecherche 12 relevante NK-Zell-Oberflichenmolekile identifiziert. Der Fokus der
Literaturrecherche lag auf dem aktuellen Kenntnisstand zur allgemeinen NK-Zell-Biologie
(Ph&notypen und Funktionsweise) sowie zur Bedeutung der NK-Zellen in Schwangerschaft und
Autoimmunitat (im Speziellen bei MS) und der Identifikation hiermit assoziierter NK-Zell-
Biomarker. Als Grundgerust der NK-Zell-Analyse wurden die Molekile CD56 und CD16
ausgewahlt, mittels derer sich die klassischen NK-Zell-Subpopulationen definieren lassen (siehe
(8)). Fur die tiefergehende Studie des NK-Zell-Phéanotyps wurden Marker eingeschlossen,
anhand derer sich das Potential der NK-Zellen zur Aktivierung (aktivierende und inhibierende NK-
Zell-Rezeptoren), die Migrationskapazitat sowie der Maturationsstatus beurteilen lassen (siehe
Tabelle 11).

Zusatzlich wurden die CD-Antigene CD3, CD19, CD20 und CD14 als Lineage-Marker bestimmt,
um T- und B-Zellen sowie Monozyten innerhalb der PBMC-Probe zu identifizieren, diese von der

Analyse auszuschlieen und entsprechend selektiv die NK-Zell-Population zu analysieren.

Um zudem einen Uberblick von der schwangerschaftsbezogenen Entwicklung der Frequenz der
ILCs (innate lymphoid cells) zu erhalten, wurde der pan-ILC-Marker CD127 miteinbezogen.

CD127 wurde zusatzlich in der Analyse des NK-Zell-Phanotyps verwendet.
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Tabelle 11. Marker der NK-Zell-Ph&notypisierung

Marker Biologische Funktion CD56Pright  CD56%™ Bedeutung bei MS

Marker zur Definition der NK-Zell-Populationen

CD56 neurales Zelladhasionsmolekil-1 (NCAM1) vermittelt homophile — ++ + Protektive Rolle der CD56P19" in Pathogenese
Zellbindungen, Bedeutung fur die NK-Zell-Maturation (100) und Therapie der MS vermutet (22, 39)

CD16 Low-affinity Fcy-Rezeptor-llla bindet die Fc-Region von an + ++ Reduktion der CD16* Perforin* NK-Zellen bei
Zielzellen gebundenen Immunglobulinen und vermittelt die MS-Patienten und MS-Patientinnen (39)
antikdrper-abhéangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) (9)

Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren

CD94/NKG2C  C-Typ-Lektin-dhnliches Rezeptorheterodimer, bindet MHC-Ib- + * Expansion NKG2C* NK-Zellen bei HCMV*
Molekul HLA-E (Maf3 der Gesamt-MHC-la-Expression einer Status assoziiert mit geringerer MS-

Zelle), aktivierende Wirkung Uber zytoplasmatische ITAM- Progression (102)
Sequenz?! vermittelt (15)

Marker des adaptiven NK-Zell-Phanotyps CD564m

CD94/NKG2C* bei HCMV* Individuen? (101)

NKp46 Naturlicher Cytotoxizitatsrezeptor (NCR), induziert Uber NK-Zell-  ++ + NKp46-Expression nicht verandert bei MS im

Degranulation (Perforin, Granzym) die Zytolyse der Zielzelle, als Vergleich zu gesunden Kontrollen (59, 103)
i i 3
Ligand wird HA HN? vermutet (9) Gesteigerte NKp46-Expression bei Therapie
Selektiv auf NK-Zellen exprimiert, pan-NK-Zell-Marker (100) mit Glatirameracetat korreliert mit gesteigerter
Relevanz fiir NK-Zell-vermittelte Suppression von T-Zellen* NK-Zytotoxizitat (104)
NKG2D C-Typ-Lektin-&hnliches Rezeptorhomodimer, bindet Zellstress- ++ + NKG2D-Expression nicht verandert bei MS im

induzierte Selbst-Molekiile (MIC-A/B, ULBP), induziert NK-Zell-
Aktivierung und Degranulation/Zytolyse (9, 105)

Vergleich zu gesunden Kontrollen (60),



Marker Biologische Funktion CD56PMient  CD569™  Bedeutung bei MS
Relevanz fir NK-Zell-vermittelte Suppression von T-Zellen* NKG2D-abhénige Suppression von Th17 durch
NK-Zellen nach aHSCT?® bei MS (106)
DNAM DNAX accessory molecule-1 (DNAM) bindet die Liganden + ++ Polymorphismen im DNAM-1-Gen mit
CD155 (Poliovirusrezeptor, PVR) und CD112 (Nectin-2), erhdhtem MS-Risiko assoziiert (108)
unterstitzt Induktion der NK-Zell-Zytotoxizitét (15, 107) Reduzierte NK-Zytotoxizitit gegeniber
Relevanz fiir NK-Zell-vermittelte Suppression von T-Zellen* aktivierten CD4* T-Zellen assoziiert mit
beeintrachtigter DNAM-CD155-Interaktion,
Wiederherstellung durch Daclizumab (60)
Inhibierende Rezeptoren
CD94/NKG2A  C-Typ-Lektin-ahnliches Rezeptorheterodimer, bindet MHC-lb- ++ + Verstarkte Inhibition der CD5619M (iber
Molekil HLA-E (Maf3 der Gesamt-MHC-la -Expression einer NKG2A-HLA-E-Interaktion bei MS (59)
Zelle), inhibitorische Wirkung tber zytoplasmatische ITIM-
Sequenz! vermittelt (15)
Relevanz fir NK-Zell-vermittelte Suppression von T-Zellen*
Maturations- und Migrationsmarker
CD27 TNF-Rezeptor-Familie, Maturationsmarker wird auf Phase 4 NK-  + + NK-Zellen des Liquors zeigen immaturen
Zellen (CD569n) exprimiert und bei der Entwicklung zu Phase 5 CD56V1ight CD27+ CX3CR1- Phanotyp bei MS
NK-Zellen (CD569M) herunterreguliert, CD27- NK-Zellen zeigen (64)
hohe zytolytische Aktivitat (109)
CX3CR1 Interaktion zwischen CX3CR1/CX3CR1-L (Fractalkine) vermittelt - ++ Erhohte Frequenz unreifer CX3CR1- NK-Zellen

die Mirgation von NK-Zellen ins ZNS im Tiermodell (42)

im PB von MS-Patienten und MS-Patientinnen
korrelieren mit klinisch stabilen Phasen (57)



Marker Biologische Funktion CD56PMient  CD569™  Bedeutung bei MS
Maturationsmarker, der auf terminal differenzierten, reifen EAE-Exazerbation in CX3CR1* defizienten
CD569m exprimiert wird, CX3CR1* NK-Zellen zeigen erhohte Ma&ausen assoziiert mit verminderter
zytotoxische Aktivitat (57, 110) Rekrutierung reifer NK-Zellen ins ZNS (43)
CCR7 Chemokin-Rezeptor, bindet die Liganden CCL19 und CCL21, ++ - Therapie mit Fingolimod fuihrt zur Reduktion

Weitere Marker

CD127

vermittelt NK-Zellen-Migration in die sekundar lymphatisches
Gewebe (SLT) als Ort des Crosstalks von NK-Zellen mit DCs und
T-Zellen (111)

a-Kette des IL-7-Rezeptors (IL-7Ra), Bedeutung fiir die NK-Zell-  + -
Homostase und NK-Zell-Survival (113)

von CD56P1ight CD62L* CCR7* NK-Zellen im PB
(Blockade des Egress aus den Lymphknoten)
(112)

Polymorphismus in IL-7Ra-Gene mit erhéhtem
MS-Risiko assoziiert (114)

Erhohung der IL-7Ra-Expression auf CD56b"ght
NK-Zellen bei MS-Patienten und MS-
Patientinnnen (115)

Expression des Markers auf NK-Zell-Populationen CD56"19ht und CD56¢™ (Angaben aus (55, 100)): ++, hohe Expression; +, schwache Expression; + Expression
nur auf einer Subpopulation; -, keine Expression; * Aminosauresequennzen der zytoplasmatischen Doméane des Rezeptors: ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) oder ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif); 2 Infektion mit dem humane Cytomegalievirus (HCMV) verursacht die
Generation adaptiver NK-Zellen; 3 Hamagglutinin des Influenzavirus (HA HN) ; 4 siehe Tabelle 1; 5> autologe hamatopoetische Stammzelltransplantation (aHSCT)
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Design des Multicolor-Antikdrper-Panels

Die Aussagekraft der multiparametrischen Durchflusszytometrie steht und fallt mit der Erstellung
qualitativ hochwertiger Multicolor-Panel. Im Fokus steht die moglichst optimale Auflésung
zwischen negativer, dim- und bright-positiver Zellpopulation fir jeden einzelnen Marker. In
diesem Zusammenhang ist das Phanomen ,Spreading Error’ (SE) von erheblicher Tragweite und
ein sorgfaltiges Paneldesigns muss in erster Linie die Folgen dieses Messfehlers bertcksichtigen
und minimieren. Die alleinige Reduktion des spektralen Overlaps ist hingegen nachrangig fur die
Qualitat von Multicolor-Panels, da dieser durch Kompensation adéaquat korrigiert werden kann
(99).

Vor diesem Hintergrund wurden die ausgewahlten NK-Zell-Marker den passenden
Fluorochromen und Detektionskanalen des Durchflusszytometer LSR Fortessa™ zugeordnet.
Das komplexe Design des Multicolor-Panels erfolgte in Kollaboration mit der Firma Biolegend und
dem Dipl.-Biol. Mathias Streitz (Leiter der Core Facility Flow Cytometry des IMI) (siehe Kapitel
3.6).

Titration der Antikdrper

In Hinblick auf die Sensitivitat der Merkmalsdetektion macht die Identifikation der optimalen
Antikérper-Konzentration (Titration) einen essentiellen Schritt der Panel-Etablierung aus.
Innerhalb einer Titrationsreihe gilt diejenige Konzentration als optimal, bei der der
Saturationspunkt der Antikérperfarbung erreicht ist, d.h. eine weitere Steigerung der

Konzentration nicht zu einer weiteren Verbesserung des Signals fihrt. (99).

Im Rahmen des Promotionsprojekts wurden samtliche Antikdrper fir die Zielpopulation NK-Zellen
und nach den experimentellen Bedingungen der Oberflachenfarbung (siehe Protokoll in Kapitel
3.3.2) titriert. Hierfir wurden kryopreservierte PBMCs verwendet. Mittels einer 1:2 Dilutionsreihe
wurde jeder Antikdrper in vier Schritten ausgehend von der Konzentration der Hersteller-Angaben
verdinnt. Da die erforderliche Antikdrper-Konzentration zum Teil erheblich in Abhangigkeit von
der Lymphozyten-Linie variiert (z.B. erhohte Konzentration von anti-CD27 zum Nachweis von
CD27 auf NK-Zellen im Vergleich zu T-Zellen notwendig), wurde die Titration spezifisch fur die

NK-Zell-Population beurteilt, welche durch Gating der Lin" Lymphozyten identifiziert wurden.

Die Beurteilung der Titration erfolgte a) nach der Auftrennung zwischen positiver und negativer
Population im Dot-Plot und b) nach dem sog. Staining Index (SI, Berechnung nach (116)) als Mal3
fur die SNR (Vorgehen exemplarisch fir anti-CD27 in Abbildung 4). Als optimal wurde i.d.R. die
Konzentration mit der besten Positiv-Negativ-Separation sowie dem hdchsten S| ausgewabhilt. In

Einzelfallen (z.B. bei sehr hellen Fluorochromen) wurde sub-saturierende Konzentrationen (99)
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gewahlt — vorausgesetzt die Auftrennung im Dot Plot wurde dadurch nicht beeintrachtigt (siehe
Abbildung 4).

A B
s 601
1:50 =
(2 pg/ml) -§ 404
=
£
c
‘T 20-
7}
1:100
(1 pg/ml) 0 T T T T
0,25 0,5 1 2
< Konzentration (pg/ml)
3
]
(MFl,0s— MFl,c,)
1:200 SE - .

(0.5 pg/ml) ((84. Perzentile MFl, o, - MFI,,)/0,995)

1:400
(0,25 pg/ml)

Abbildung 4. Titration des anti-CD27 Antikdrpers (Klon M-T271) konjugiert mit PE. Dargestellt ist die
CD27-Expression der Lin- Lymphozyten, d.h. v.a. die NK-Zellen als Zielpopulation der Studie. (A)
Pseudocolor Density Plots der einzelnen Verdiinnungsstufen 1:50 - 1:400. Die Analysefenster fur die CD27-
und CD27* Population wurden fur jede Stufe angepasst. Es wurde die 1:200 Verdinnung (0,5 pg/ml)
ausgewahlt, da hier eine hinreichend gute Auftrennung zwischen negativer und positiver Population erreicht
wurde. (B) Staining Index als Mafl3 fur die Sensitivitat der Detektion des Signals (positive Population)
gegentber dem Background (negative Population), kalkuliert nach der abgebildeten Formel nach Telford
et al. (116). Der Saturationspunkt der Titration war bei einem Titer von 1 ug/ml erreicht. Da bei einer
Konzentration von 0,5 pg/ml immer noch eine gute Auftrennung von CD27- und CD27*+ gewahrleistet war
(siehe A), wurde diese im Sinne einer sub-saturierenden Konzentration fir die Verwendung gewabhilt.
MFlposineg, Median der Fluoreszenzintensitat der positiven bzw. negativen Population.

Einstellung der PMT-Voltages

Die Spannung der PMTs bestimmt direkt den Grad der Amplifikation des Lichtsignals und

beeinflusst so die Auflésung zwischen Signal und Background (99).

Die optimale Spannung wurde zu Beginn einer jeden Titrationsmessungen fur die verwendeten
PMTs einzeln ermittelt. Hierbei wurde das in den Cytometer Setup and Tracking (CS&T)-
Einstellungen angegebene Spannungs-Minimum und -Maximum des jeweiligen PMTs beachtet,
um eine Signaldetektion im linearen Bereich zu gewdahrleisten. Die Spannung wurde nach
folgenden Aspekten adjustiert: Zuerst wurde die Lage und Breite der negativen Population

(Background) in Bezug auf die Log-Skala bei CS&T Spannungs-Minimum beurteilt. Anschliel3end
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wurde die Auftrennung zwischen positiver und negativer Population optimiert. Durch schrittweise
Erhéhung der Spannung wurde jener Wert als optimal ausgewahlt, welcher eine gute Auflésung

bei gleichzeitig moglichst geringem Spread der negativen Population zeigte.

Kompensation

Der Fluoreszenz-Spillover stellt ein Grundproblem der Multicolor-Durchflusszytometrie dar.
Spillover beschreibt das Signal eines Fluorochroms in einem sekundaren, fur ein anderes
Fluorochrom spezifischen Detektionskanal (siehe Uberblick in (99)). Ursachlich hierfiir ist, dass
Fluorochrome in der Regel relativ breite Emissionsspektren aufweisen und somit tber den primar
zugeordneten Detektionskanal hinaus auch in weiteren Kandlen detektiert werden. Hieraus

resultiert in den vom Spillover betroffenen Channels ein falsch-positives Signal.

Die Korrektur des Spillovers erfolgt mittels software-gestiitzter Kompensation unter Verwendung
sog. Spillover-Werten (spillover values, SOV), die in Einzelfarbung (Kompensationskontrollen)
mit dem jeweiligen Fluorochrom ermittelt werden. Die Genauigkeit der SOVs und damit die
fehlerfreie Kompensation sind erheblich von der Qualitdt der Kompensationskontrollen abhangig.

Daher wurden die folgenden Gtekriterien fir Kompensationskontrollen angewendet (99):

1. Die Fluorochrome der Kompensationskontrollen waren identisch zu denen, die bei der
Messung des Studienmaterials verwendet wurden.

2. Es wurde sichergestellt, dass die fluorochrom-negative Population die gleiche
Autofluoreszenz wie die positive Population aufweist. Hierzu wurden innerhalb der
gleichen Kompensationskontrolle entweder Zellen oder Beads gefarbt.

Kryopreservierte PBMCs wurden bevorzugt verwendet. Fir einzelne Konjugate konnte
hierdurch jedoch keine ausreichende Helligkeit der Farbung erreicht werden. In diesem
Fall kamen Antikérper-Capture Beads (VersaComp, Beckman Coulter) zur Anwendung.

3. Es wurde eine mdglichst hohe Helligkeit der positiven Population (mindestens so hell wie

die Vollfarbung) erreicht.

4. Es wurden ausreichend Events (i.d.R. 20.000) je Kontrolle aufgezeichnet.

Die Kompensation wurde mittels der Software BD FACSDiva™ (wahrend der Messung) und
FlowJo v10.4 (finale Kompensationsmatrix) kalkuliert. AnschlieRend wurde die Auto-
Kompensationsmatrix auf Uber- bzw. Unterkompensation uberpruft und im Einzelfall unter
Kontrolle der mittleren Fluoreszenzintensitat der Positiv- und Negativ-Population in dem vom

Spillover betroffenen Channel korrigiert.
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Fluorescence Minus One-Kontrollen (FMO)

Im Kontext der Multicolor-Durchflusszytometrie dienen FMO-Kontrollen der Bestimmung des
Background-Signals in einem gegebenen Detektionskanal. Hierzu enthélt diese alle Antikorper
des Experiments bis auf den zu kontrollierenden Antikorper. Auf diese Weise kann der
Background, aufgrund von Autofluoreszenz und Spread, durch anderen Fluorochromen im
jeweiligen Channel beurteilt und der Schwellenwert zwischen negativem und positivem Signal
ermittelt werden. Im Resultat kénnen mittels FMO-Kontrollen die Analysefenster zur Definition
von Negativ-/Positiv-Population (sog. Gating) akkurat gesetzt werden, was insbesondere fir

Channels, die einen hohen SE aufweisen oder Dim-Marker detektieren, relevant ist.

Tests und Optimierung des Panels

Nach Abschluss der Zusammenstellung des Panels, der Antikorpertitration sowie der PMT-
Einstellungen wurde das gesamte NK-Zell-Panel an kryopreservierten PBMCs getestet. Hierzu
wurden neben der Test-Vollfarbung, in der alle Antikdrper gleichzeitig gefarbt wurden,

Kompensationskontrollen und FMO-Kontrollen fir jeden Antikdrper eingemessen.

In der Evaluation zeigte sich ein Fehler in der Detektion der Lineage-Merkmale CD3, CD19 und
CD20 identifiziert (allesamt durch verschiedene Alexa Fluoro700-konjugierte Antikorper gefarbt),
beschrieben in Abbildung 5A. Der Spreading Error im Alexa700-Kanal machte eine sichere
Positiv/Negativ-Diskriminierung unmdoglich. Entweder wiirde, bei Verwendung des FMO-Cut-offs
(durchgezogene Linie) fir das Lin" Gate, eine Kontamination der subsequenten Analyse mit Lin*
Zellen resultieren. Oder die konservative Definition des Cut-offs (gestrichelte Linie) wirde ein
Verlust wichtiger Lin" Zellen nach sich ziehen (aufgrund des Spreads v.a. CD27* Zellen, die i.d.R.
CD569" NK-Zellen darstellen). Beide Szenarien waren hinsichtlich der tiberaus kritischen Rolle
der Lineage-Detektion fur die Validitat der Daten nicht hinnehmbar. Eine Modifikation des

urspriinglichen Panel-Entwurfs wurde daher notwendig.

CD27 wurde einem neuen Fluorochrom/Detektionskanal zugeordnet. Nach erneuter Titration
wurde anti-CD27 von nun an in Konjugation mit PE verwendet. Zusatzlich wurde die Helligkeit
der Lineage-Farbung erneut titriert und optimiert. Da die Farbung mit anti-CD19 trotz optimalem
Titer keine besonders hohe Helligkeit der positiven Population aufwies, wurde eine weiterer
Alexa700-konjugierter Antikorper mit CD20-Spezifitdt zur Optimierung der B-Zell-Farbung
hinzugefiigt. Im Resultat konnte eine gute Auftrennung zwischen Lin- und Lin® Zellen erreicht
werden (siehe Abbildung 5B).
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Abbildung 5. Spreading Error im Alexa700 Channel. (A) Beeintrachtigte Auflésung zwischen Lin- und
Lin* Zellen vor der Anpassung des Panels. Im mittleren Plot (obere Reihe) zeigt sich die Ursache: Das
Fluorochrom BV711 verursacht einen deutlichen Spread in den Alexa700-Kanal, in welchem die Lineage-
Marker detektiert werden. Die roten Linien verdeutlichen die voneinander abweichenden Schwellenwerte
der Alexa700-Positivitat in Abhangigkeit von der BV711-Fluoreszenz. Im rechten und linken Plot (obere
Reihe) zeigen sich die Folgen des Spreads. Dieser filhrt zu einer Verbreiterung der Alexa700- (Lin")
Population (siehe FMO-Kontrolle fir Lineage-Farbung). Die roten Linien zeigen die Schwellenwerte der
Alexa700-Positivitat nach FMO (durchgezogene Linien) und nach rein optischen, konservativ angesetzten
Gating-Kriterien (gestrichelte Linien). Bei gleichzeitig geringer Helligkeit des Alexa700-positiven Signals
resultiert eine Uberlagerung der negativen und positiven Population im Bereich zwischen der gestrichelten
und der durchgezogenen Linie (Doppelpfeil). (B) Gute Auflosung zwischen Lin- und Lin* Zellen nach
Anpassung des Panels. Die Verbesserung wurde durch den Wechsel des Antikdrperkonjugats fur CD27
(neues Fluorochrom PE), Hinzunahme von anti-CD20 und eine erhéhte CD3-Konzentration erreicht.

3.3.4 Ubersicht zum durchflusszytometrischen Panel der NK-Zell-Studie

Als Resultat der Etablierung zeigt die Tabelle 12 die finale Version des Antikdrper-Panels zur NK-
Zell-Phanotypisierung. Insgesamt kamen 14 verschiedene Fluorochrome gleichzeitig zur

Anwendung. Die Antikdrper wurden in der angegebenen Konzentration verwendet.
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Tabelle 12. Multicolor-Panel zur NK-Zell-Phénotypisierung

Detektionskanal Fluorochrom-konjugierter Antikérper
LP-Filter BP-Filter Spezifitat Fluorochrom Verdiunnung! Konzentration
(Hg/ml)
e leer 386/23 CD16 BUV395 1:100 2
5
Lo
o™
>
>
705 780/60 CD127 BV785 1:25 2
e 635 660/20 NKp46 BV650 1:100 0,6
c
g
S 600 610/20 CX3CR1 BV605 1:50 4
©
§ 505 525/50 NKG2D BV510 1:20 6
leer 450/50 CCRY7 Bv421 1:25 5,6
e 685 695/40 DNAM1 PerCP-Cy5.5 1:50 4
e
[0 0]
¥ 505 525/50 NKG2C Alexa488 1:100 0,2
&
m
c 750 780/60 NKG2A PE-Cy7 1:100 0,25
c
% 600 610/20 CD56 PE-Dazzle594 1:200 0,5
c
g leer 585/15 CD27 PE 1:200 0,5
o)
©
o
750 780/60 L/D Zombie NIR 1:1000
g 685 710/50 CD3 Alexa700 1:100 5
2 CD19 1:100 5
© CD14 1:400 0,5
2 CD20 1:1600 0,3
leer 670/14 CD9%4 APC 1:50 0,5

Laser-/Filter-Konfiguration des LSR Fortessa™; ! Verdiinnung bezogen auf ein Gesamtvolumen von 100ul.
Abkiirzungen: LP, Long Pass Filter; BP, Band Pass Filter. Um die Ubersichtlichkeit zu gewéhrleisten, finden
sich die Lang-Bezeichnungen der Fluorochrome im Abklrzungsverzeichnis.
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3.3.5 Durchflusszytometrische Messung

Die Messung im Durchflusszytometer (LSR Fortessa™) erfolgte direkt im Anschluss an die

Oberflachenfarbung der kryopreservierten PBMCs.

Da durchflusszytometrische Daten zwischen verschiedenen Messtagen deutlich variieren konnen
(sog. Batch-Effekte), wurden je Messtag alle Proben des longitudinalen Studienverlaufs von
jeweils zwei Patientinnen gemessen. Zusatzlich wurden messtagspezifische FMO-Kontrollen fur
alle Marker aufgenommen. Die Kompensation wurde am ersten Messtag der Studie erstellt und

auf alle zeitlich nah beieinander liegenden Messtage angewendet.

Vor Beginn jeder Messung wurde die Performance des Zytometers mittels standardisierter Beads
(Rainbow Beads) kontrolliert. Es wurden die durch die Etablierung ermittelten PMT-Voltages
verwendet. Wahrend des Messvorgangs wurde die Datenaufzeichnung mittels der Software BD
FACSDiva™ visualisiert und gesteuert. Fir jedes Event wurden hinsichtlich der Fluoreszenz die
Flache (A, area) und Hohe (H) des Signalpulses aufgezeichnet. Es wurde jeweils das gesamte

Probenvolumen je Studienzeitpunkt aufgenommen.

Zum Zweck der Erhéhung der n-Zahl wurden die Proben von zwei Patientinnen nachtréglich
eingemessen. Hierfir wurden die PMT-Voltages sowie die Kompensation entsprechend

angepasst.

3.4 Analyse der durchflusszytometrischen Daten

In einem integrativen Prozess aus manueller und automatisierter Analyse wurde der generierte
Datensatz zum NK-Zell-Phanotyp in Bezug auf die MS-Schwangerschaft ausgewertet. Das
traditionelle bivariaten Gating diente einer ersten, orientierenden Analyse der bekannten NK-Zell-
Populationen und ihrer Markerexpression. Mittels neuer Algorithmen des maschinellen Lernens
sollten anschlieRend in einem automatisierten und ungebiasten Verfahren relevante NK-
Zellpopulationen im hochdimensionalen Datensatz identifiziert und visualisiert werden, um 1) die
Ergebnisse der manuellen Analyse zu validieren und 2) im Sinne der Exploration bisher

unerkannte Populationen mit Relevanz fir die MS-Schwangerschaft zu erschliel3en.

3.4.1 Manuelle Analyse mittels sequentiell bivariaten Gatings

Die bivariate Analyse der kompensierten Daten erfolgte unter Verwendung der Software FlowJo.
Hierbei wurden zur Definition der Zielpopulation mehrere Analysefenster (sog. ,Gates’) in
aufeinanderfolgenden, zweidimensionalen Plots manuell gesetzt. Die Grol3e und Eigenschaften
der auf diese Weise definierten NK-Zell-Populationen wurden durch die folgenden Malde

beschrieben: prozentualer Anteil der Marker-positiven Zellen (Frequenz) und/oder geometrischer
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Mittelwert der Fluoreszenzintensitat (kurz ,MFI‘) als Mal3 fur die Expressionsdichte der

biologischen Merkmale.

Die Gating-Strategie, nach der die NK-Zell-Populationen CD56P9" und CD56%™ innerhalb aller
gemessenen PBMCs identifiziert wurden, findet sich in Abbildung 6. Die Gesamtheit der NK-
Zellen wurde demnach als Lin- CD56" Lymphozyten definiert. AnschlieRend wurde die Frequenz
der CD56""" und CD56%™ NK-Zellen (siehe Abbildung 6B) bestimmt. Fur die subsequente
Analyse des NK-Zell-Phanotyps wurden im Plot CD56 gegen CD16 die Subpopulationen
CD56M" CD167%™ und CD569™ CD16P" (im Folgenden als CD56"9" und CD56%™ bezeichnet)
ausgewahlt (siehe Abbildung 6C). Abbildung 7 zeigt das Gating fir die einzelnen NK-Zell-Marker
auf CD56PM9vdm  NK-Zellen.Die Grenzen der Gates wurden fur alle Marker mittels
messtagspezifischer FMO-Kontrollen festgelegt. Da ein Fehler in der Farbung mit dem
Lebend/Tot-Farbstoff bei vier der acht Patientinnen zu einem unzureichenden L/D-Signal fiihrte,

wurde aus Grunden der Einheitlichkeit auf den Ausschluss von toten Zellen verzichtet.
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Abbildung 6. Gating-Strategie zur Identifikation der NK-Zellen. (A) Um die NK-Zellen in allen
gemessenen PBMCs zu identifizieren, wurden nacheinander Lymphozyten, Einzelzellen, Lineage- Zelle
und CD56* Zellen ausgewahlt. Mittels des Lineage- Gates wurden CD3* T-Zellen, CD14* Monozyten und
B-Zellen (CD19/20*) ausgeschlossen. Innerhalb der CD56* NK-Zellen wurde anschlieRend (B) der
prozentuale Anteil der NK-Zellpopulationen CD56"9" und CD56%™ bestimmt sowie (C) CD56ght und
CD569m NK-Zellen fiir die subsequente Analyse der Expression verschiedener NK-Zell-Marker ausgewahlt
(fett gerahmte Gates). Die manuelle Analyse der Markerexpression bezieht sich somit auf CD569"t CD16-
ldim NK-Zellen und CD564m CD16Pria"t (in den Abschnitten zur manuellen Markeranalyse nur als CD56Pright
und CD569m bezeichnet). Abgebildet sind reprasentative Plots. Der prozentuale Anteil bezieht sich jeweils
auf die Population im vorherigen Plot.
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Abbildung 7. Analyse der Markerexpression auf CD56P"9" und CD56%™ NK-Zellen. Auf den nach
Abbildung 6C definierten CD56P19t und CD56¢™ NK-Zellen wurde die Expression von (A) aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren, (B) Maturations- und Migrationsmarkern, (C) eines inhibierenden NK-Zell-Rezeptors
sowie (D) weiterer Oberflachenmolekile analysiert. Abgebildet sind reprasentative Plots/Histogramm
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jeweils fur CD56bright und CD564™m NK-Zellen. Der prozentuale Anteil bezieht sich jeweils auf alle CD56Pright
NK-Zellen oder auf alle CD5649™ NK-Zellen.

3.4.2 Automatisierte Analyse mittels bioinformatischer Methoden

Aus der Verwendung der multiparametrischen  Durchflusszytometrie  resultieren
hochdimensionale Datensétze, welche nur noch begrenzt durch manuelle Methoden erfasst
werden konnen. Der in diesem Projekt generierte Datensatz beschreibt beispielsweise jede
Einzelzelle anhand von 12 verschiedenen Parametern (nach Auswahl der Lin" Lymphozyten). Die
Limitationen des traditionell bivariates Gating in diesem Kontext wurden in (117)

zusammengefasst.

Vor diesem Hintergrund wurde das Potential des generierten Datensatzes unter Verwendung
neuster Methoden aus dem Bereich der Bioinformatik (engl. computational biology) weiter
erschlossen. Konkret kamen Algorithmen des Maschinellen Lernens (ML, engl. machine learning)
zum Einsatz, welche anhand eines gegebenen Datensatzes Modelle erlernen, die eine
zuverlassige Generalisierung der dominierenden Muster Uber die Beispieldaten hinaus zulassen
(siehe Ubersicht in (117)). Im Rahmen des Lernprozesses werden alle Parameter, die einen
Datenpunkt beschreiben, simultan analysiert. Die ML-basierte Analyse in diesem Projekt folgte
zwei Fragen/Zielen: Lassen sich die Ergebnisse der manuellen Analyse mittels automatisierter
Methoden bestatigen (Validierung)? Existieren weitere NK-Zell-Populationen, die in der
manuellen Analyse bisher nicht aufgefallen sind, jedoch signifikante Veranderungen in Bezug auf
Schwangerschaft bei MS und postpartale Phase zeigen (Exploration)? Entsprechend wurden

zwei Algorithmen ausgewabhlte, mittels derer jeweils beide Fragen beantwortet werden sollten.

Funktionsprinzipien der verwendeten Algorithmen

Beide Algorithmen basieren u.a. auf dem Clustering der Daten. Clustering wird zu den Methoden
des nicht-supervidierten ML gezahlt, mittels derer Datenpunkte (Zellen) anhand ihrer Ahnlichkeit
im hochdimensionalen Raum distinkten Gruppen (sog. Clustern) zugeordnet werden. Die
einzelnen Cluster setzten sich jeweils aus Zellen mit &hnlichem Marker-Profil zusammen,

reprasentieren dementsprechend individuelle Zelltypen/ Populationen (117).

Der FlowSOM-Algorithmus ermdglicht das Clustering von durchflusszytometrischen Daten
anhand von selbstorganisierenden Karten (SOM, engl. self-organizing maps), einem speziellen
Typ kunstlicher neuronaler Netze. Der Algorithmus setzt sich aus vier verschiedenen
Analyseschritten zusammen, die in der Publikation von Van Gassen et al. detailliert beschrieben
sind (118). Im Resultat reprasentieren die identifizierten Cluster und Metacluster phanotypisch
distinkte Zellpopulationen, die mittels der Visualisierung in SOM-Netz und MST annotiert und

hinsichtlich ihrer Markerexpression charakterisiert werden kénnen.
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Ziel der vorliegenden Studie zum NK-Zell-Phanotyp wahrend und nach der MS-Schwangerschaft
war es, biologische Mechanismen zu identifizieren, die den protektiven Effekt der
Schwangerschaft auf die autoimmune Aktivitat erklaren kénnten. Fir derartige Fragestellungen
existieren Algorithmen, die der ldentifikation von Biomarker — d.h. Merkmale, die mit einer
bestimmten phéanotypischen Kondition (z.B. erkrankt vs. gesund, schwanger vs. postpartal)
assoziiert sind — dienen. Wéahrend FlowSOM lediglich ein Clustering des Datensatzes liefert und
die Identifikation der fur die Schwangerschatft relevanten Zellpopulationen im Nachhinein manuell
erfolgen muss, ermdéglicht der Algorithmus Citrus eine voll-automatisierte Biomarker-

Identifikation.

Der Citrus-Algorithmus identifiziert stratifizierende Cluster in einem multiparametrischen
Datensatz mittels voll-automatisierter ,Cluster Identifikation, Charakterisierung und Regression’
(siehe Details in (119)). Voraussetzung der Citrus-Analyse als Form des supervidierten ML ist,
dass die FCS-Dateien der einzelnen Proben im Vorfeld einer der experimentellen Gruppen
zugeordnet werden (d.h. in der vorliegenden Studie friihe (Tril) vs. spate Schwangerschaft (Tri3)
vs. postpartal (PP)). Nach einem initialen Clustering identifizieren regularisierte Klassifikations-
Modelle (supervidierter ML-Schritt) Cluster mit stratifizierenden Verhalten, d.h. die z.B. in ihrer
Zellfrequenz zwischen den experimentellen Gruppen differieren. Je nach verwendetem Modell
werden diejenigen Zellcluster ausgewahlt, die entweder am besten eine bestimmte
experimentelle Gruppe vorhersagen (pradiktives PAM, Prediction for Microarrays) oder damit

korrelieren (korrelatives SAM, Significance Analysis of Microarrays).

Workflow der automatisierten Analyse

Praktisch durchgefiihrt wurde die automatisierte Analyse mittels der Online-Plattform Cytobank.
Der Analyse-Workflow gliederte sich in folgende Phasen: Pre-Processing der Daten, Festlegung
der Algorithmus-Einstellungen, Analyse mittels Algorithmus zur Identifikation von
Zellpopulationen (Clustering) und anschlieRender Selektion relevanter Populationen (ebenfalls

automatisiert oder manuell) und Beurteilung der Ergebnisse.

Das Pre-Processing umfasste folgende Schritte: Die kompensierten Daten wurden im FCS-
Format in Cytobank importiert, mittels Arcsin-Funktion transformiert und skaliert. Durch manuelles
Pre-Gating wurden die relevanten Zellen als Startpopulation fiur die Analyse ausgewahlt. Hierbei
kam die Gating-Strategie in Abbildung 6 unter geringer Modifikation (Auswahl der Lin- CD56*
Zellen in einem Plot von CD56 gegen Lineage) und unter dem Einsatz von FMO-Kontrollen zur
Anwendung. Als Startpopulation der FlowSOM-Analyse fungierten alle Lin- CD56" NK-Zellen, fur
Citrus wurden in verschiedenen Durchlaufen neben den Lin- CD56" NK-Zellen auch die Subsets

CD56Mighvdim yarywendet. Um die Variabilitdt der Fluoreszenzintensitat zwischen den einzelnen
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Proben (z.B. Batch-Effekte aufgrund des Messtags) zu minimieren, erfolgte eine per-Channel

Normalisierung der Daten.

Im nachsten Schritt wurden die Algorithmus-Parameter festgelegt. Fir beide Algorithmen wurde
der Event Sampling-Modus ,gleiche Anzahl von Events pro Probe‘ eingestellt, die einzelnen
Events wurden dabei zuféllig ausgewahlt. Es wurden nur diejenigen Channels im Clustering
verwendet, die nicht bereits im Pre-Gating zur Anwendung kamen (Ausnahme CD56). Des
Weiteren wurde die Anzahl der Cluster/Metacluster fiir FlowSOM bzw. die minimale Clustergréf3e
(MCS, engl. minimal cluster size) fur Citrus bestimmt. Ein weiterer FlowSOM-spezifische
Parameter bestand in der Anzahl der lIterationen, die angibt wie haufig ein Trainings-Datenset
dem Algorithmus zur Kalkulation der SOM prasentiert wird. FlowSOM wurde standardmafig mit
10 Iterationen durchgefiihrt. Fir die Funktion von Citrus waren folgende weitere Einstellungen
relevant: Zuordnung der einzelnen Proben zu den experimentellen Gruppen frihe
Schwangerschaft’ (Tri1), ,spate Schwangerschaft’ (Tri3) und ,3 Monate postpartal’ (PP3);
Auswahl des Assoziationsmodelle (PAM und SAM) und der hierfir glltigen False Discovery Rate
(FDR) sowie der Anzahl der CV-Wiederholungen (nur fir PAM); Charakterisierung der Cluster im
Gruppenvergleich entweder anhand der Frequenz der Zellen des jeweiligen Clusters.

Hinsichtlich der Schritte Populations-ldentifikation und Selektion relevanter Cluster unterschieden
sich FlowSOM- und Citrus-Workflow. Wahrend Citrus eine voll-automatisierten Prozess fiur beide
Schritte bietet, wurden im Fall von FlowSOM nach dem automatisierten Clustering eine manuelle

statistische Analyse notwendig.

Fur die Analyse mit FlowSOM wurden die Proben der Zeitpunkte friihe (Tril) und spéate
Schwangerschatft (Tri3) sowie 3 Monate postpartal (PP3) in einem Datensatz aggregiert und nach
dem oben erlauterten Algorithmus analysiert. Um die optimale Reprasentation der
Zellpopulationen im FlowSOM-Spannbaum zu gewahrleisten, wurde eine Reihe von Durchlaufen
mit unterschiedlicher voreingestellter Cluster- und Metacluster-Zahl durchgefuhrt. Ausgewahlt
wurde die Anzahl, bei der die kleinste Population von Interesse durch ein Metacluster
reprasentiert wurde. Dies war bei einer Cluster-Anzahl von 81 und einer Metacluster-Anzahl von
20 erreicht. AnschlieBend wurde die Zellfrequenz der einzelnen Metacluster je Probe (bezogen
auf die analysierte Gesamtzellzahl in einer Probe) fur die Selektion signifikanter Zellpopulationen
exportiert. In einem manuellen, statistischen Vergleich der drei analysierten Zeitpunkte wurden
die Metacluster mit signifikant veranderter Zellfrequenz identifiziert. Es wurde ein statistischer

Test zum Vergleich nicht-parametrischer, gepaarter Daten verwendet.

Citrus wurde nach den obigen Parametern und Algorithmus-Schritten angewendet. Es wurden
Durchlaufe mit verschiedenen Startpopulationen durchgefuhrt und signifikante Ergebnisse

ausgewdhlt. In Bezug auf die von Citrus verwendeten Klassifikations-Modelle ist eine
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entscheidende Limitation zu beachten: das statistische Testprinzip wurde fiir ungepaarte Daten
entwickelt. Fur die Testung der gepaarten Daten des vorliegenden Projekts resultiert daher eine
reduzierte Teststarke, d.h. die Wahrscheinlichkeit, dass ein Cluster keinen Unterschied zeigt,
obwohl in Wahrheit ein Unterschied vorliegt, ist erhéht. Gleichzeitig bedeute dies jedoch auch,
dass die von Citrus identifizierten Unterschiede mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsachlich wahr

sind.

Im letzten Schritt des Workflows erfolgte die Beurteilung der Ergebnisse. Hierzu wurden die
identifizierten Cluster in einer nachvollziehbaren, zweidimensionalen Reprasentation visualisiert
und entsprechend ihrer Zugehorigkeit zu einzelnen Zellpopulationen annotiert. Im Fall von
FlowSOM wurde die Performance des Clusterings im Vergleich mit den Populationen des
manuellen Gatings Uberprift (siehe Kapitel 4.1.2). Alle Cluster mit signifikanten Frequenz-
Unterschieden zwischen den Gruppen wurden abschlieend hinsichtlich der Expression der NK-
Zell-Marker charakterisiert (finale 2D-Reprasentation fir FlowSOM in Abbildung 8 sowie fir Citrus
in Abbildung 9).
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Abbildung 8. Markerexpression der FlowSOM-Metaclustern. Mittels FlowSOM wurden alle Lin- CD56*
NK-Zellen (vorgegatete Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C NKp46, DNAM,
NKG2D, NKG2A, CD27, CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert (Details zum Workflow siehe Kapitel
3.4.2). Die einzelnen Knoten des resultierenden minimalen Spannbaums (MST) entsprechen den einzelnen
Clustern (Anzahl: 81). Je naher zwei Cluster im MST verortet sind, desto ahnlicher ist die Markerexpression
der enthaltenen Zellen. Die Farbe der Knoten steht fiir den Median der Fluoreszenzintensitat von CD56
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(siehe Farblegende). Die GréRRe der Knoten zeigt die Anzahl der Zellen in diesem Cluster (je gréRer, desto
mehr Zellen). Die Zugehorigkeit der einzelnen Cluster zu den 20 Metacluster ist durch den farbigen
Hintergrund der Knoten gekennzeichnet (siehe Legende Metacluster in B). (A) Annotation der CD56Pright
und CD564m NK-Zell-Populationen im MST anhand der Expression von CD56 und CD16. CD56bright
Populationen sind grau hinterlegt. (B) Expression der einzelnen NK-Zell-Molekile. Die Clusterfarbe zeigt
den Median der Fluoreszenzintensitat des entsprechenden Markers auf den Zellen des Clusters an.
Expressionslevel: (-) keine Expression; (+) schwachpositiv exprimiert (dim); (++) hochpositive exprimiert

(br).
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Abbildung 9. Markerexpression der Citrus-Cluster. Die Citrus-Analyse umfasste das automatisierte
Clustern der Startpopulation CD5619"t NK-Zellen anhand der in (B) aufgefiihrten NK-Zell-Molekile und die
anschlielende Bestimmung von Clustern, deren Zellfrequenz zwischen den experimentellen Gruppen Tril,
Tri3 und PP3 signifikant variierte (bei einer false discovery rate (FDR) von 1%). Hierzu wurde das
korrelative Assoziationsmodell SAM verwendet. (A) Hierarchische Organisation der CD56Prg"t Cluster im
Citrus-Baum. Die Baumstruktur ist hierarchisch und redundant organisiert, d.h. ein Cluster enthalt jeweils
alle Zellen der Cluster, die nach seiner dichotomen Auftrennung folgen. Die stratifizierenden Cluster A und
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B mit signifikanten Unterschieden ihrer Zellfrequenz zwischen den Gruppen sind rot gefarbt. (B) Expression
der einzelnen NK-Zell-Molekile. Die Clusterfarbe zeigt den Median der Fluoreszenzintensitat des
entsprechenden Markers auf den Zellen des Clusters an. Expressionslevel: (-) keine Expression; (+)
schwachpositiv exprimiert (dim); (++) hochpositive exprimiert (br). Die Farbcodierung der Expression von
CD16, CX3CR1 und CD127 als (++) oder (+) ist immer als schwachpositiv zu werten, da diese Molekile
generell nicht hochpositiv auf den CD569"t NK-Zellen exprimiert werden.

3.4.3 Probenqualitat und Konsequenzen fur die Datenanalyse

Eine entscheidende Herausforderung fir die Datenanalyse bestand in der stark variablen Qualitat
des kryopreservierten Zellmaterials. Ein Teil der Proben, welche jeweils zu den einzelnen
Studienvisiten gewonnen wurden, wies eine erheblich reduzierte Zellviabilitat auf; in einzelnen

Proben waren lediglich tote Zellen nachweisbar.

Um die Auswirkungen der verminderten Probenqualitdt auf die durchflusszytometrischen
Ergebnisse zu beurteilen, wurde die Zellviabilitat jeder gemessenen Einzelprobe klassifiziert. Weil
die Verwendung des L/D-Signals aufgrund einer fehlerhaften Farbung nicht fir alle Proben
zuverlassig war, wurde auf die Informationen im FSC/SSC-Plot zuriickgegriffen. Auch wenn diese
Methode weniger exakt als die Verwendung von fluoreszierenden L/D-Farbstoffen ist, Iasst sich
hiermit dennoch eine zuverlassige Aussage zur zelluldaren Viabilitat treffen (99). Apoptotische
Zellen weisen hiernach ein reduziertes FSC-Signal bei gleichzeitig leicht erhéhtem SSC-Signal
auf, sodass sich apoptotische von lebenden Lymphozyten unterscheiden lassen (siehe getrennte
Populationen in Abbildung 10A). Das Verhaltnis von lebenden zu apoptotischen Lymphozyten
wurde nach optischer Beurteilung des FSC/SSC-Plots in vier Kategorien eingeteilt (siehe
Abbildung 10A). Anhand dieser Einteilung der Einzelproben zeigte sich folgender
Zusammenhang: Je geringer die Probenqualitat, d.h. je héher der Anteil apoptotischer Zellen in
einer Probe, desto geringer auch die Fluoreszenzintensitat (Expression) der gemessenen Marker
auf den NK-Zellen innerhalb der lebenden Lymphozyten. Ein Ausschluss der toten Zellen
innerhalb der lebenden Lymphozyten-Population (getestet in den Proben mit funktionierender
L/D-Farbung) veranderte diesen Zusammenhang nicht. Dies liegt vermutlich darin begriindet,
dass bei geringer Probenqualitdt auch in der Lebend-Fraktion vermehrt geschéadigte Zellen
auftreten, die bei intakter Zellmembran noch nicht mit dem L/D-Farbstoff markiert werden, aber

bereits ihre Molekilexpression andern (siehe Batch-Effekt aufgrund von erhdéhtem Zelltod, in

(99)).
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Abbildung 10. Probenqualitat. (A) Lebende und apoptotische Lymphozyten sind mit einem elliptischen
Gate gekennzeichnet. Jede Probe wurde hinsichtlich der Zellviabilitat beurteilt und anhand des
Verhaltnisses von lebenden zu apoptotischen Lymphozyten (FSC/SSC-Plot) einer der folgenden
Kategorien zugeordnet: Kategorie A (Grun), Uberwiegend lebende Zellen; Kategorie B (helles Grau),
gleicher Anteil von lebenden und apoptotischen Zellen; Kategorie C (mittleres Grau), mehr apoptotische
als lebende Zellen; Kategorie D (dunkles Grau), lediglich tote Zellen. (B) Die einzelnen Felder stehen
jeweils fur eine Probe. Die Feldfarbe zeigt die Probenqualitat nach den in (A) definierten Kategorien. Die
farbigen Rahmen markieren, welche Proben in welchen Analyseabschnitt eingeschlossen wurden (siehe
Legende).

Um trotz variabler Probenqualitat die Vergleichbarkeit der Ergebnisse Uber den gesamten
longitudinalen Studienverlauf zu gewahrleisten, wurde vor Beginn der Analyse zu jedem
Analyseabschnitt ein Cut-off fir die erforderliche Probenqualitat festgelegt. Hierzu wurde das
Verhaltnis Lebend/Apoptotisch (siehe Kategorien in Abbildung 10A) verwendet. Es wurde nur
Proben in den jeweiligen Analyseabschnitt eingeschlossen, die diese Anforderung erfillten
(Abbildung 10B; Tabelle 13). Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die beobachteten
MFI-Veranderungen auf einen biologischen Effekt und nicht lediglich auf die wechselnde Viabilitat

der Zellen zuriickzufihren sind.
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Tabelle 13. Cut-off-Kriterien zur Probenqualitat

Analyseabschnitt Cut-off fur das Verhéltnis
Lebend/Apoptotisch

Manuelle Analyse

Frequenz Gesamt-NK-Zellen/ CD127* CD56 Zellen Kategorie C oder besser
Frequenz CD5gPrighvdim 1 Kategorie C oder besser
Markerexpression auf NK nur Kategorie A

Automatisierte Analyse?
Kalkulation FlowSOM (MST) Kategorie C oder besser
Citrus Kategorie C oder besser

Definition der Kategorien siehe Abbildung 10A. ! Es konnten auch Proben mit geringerer Qualitat
einbezogen werden, da die Unterscheidung zwischen CD5619"t und CD564™ Population (Gating nach
Abbildung 6B) auch bei qualitats-bedingt reduzierter MFI fir CD56 mdoglich war. 2 Weil im Vorfeld der
automatisierten Analyse die Daten hinsichtlich der Variation der Fluoreszenzintensitdt per Channel
normalisiert wurden, konnten auch hier zwei Proben der Kategorie C eingeschlossen werden (ansonsten
nur Kategorie A). Lediglich fur den kritischen Schritt der Kalkulation der selbstorganisierenden Karte in
FlowSOM wurden nur Proben der Kategorie A verwendet.

3.5 Statistik

Im Rahmen der Studienplanung wurde die statistische Methodik festgelegt. Eine
Normalverteilung der intervallskalierten Daten wurde nicht angenommen. Entsprechend dieser
Voraussetzungen wurde ein nicht-parametrischer Signifikanztests fir mehr als zwei verbundene
Stichproben ausgewahlt, um Unterschiede zwischen den Stichproben (Zeitpunkten)

nachzuweisen.

Nach der Beurteilung der Probenqualitdt und dem Ausschluss von Proben mit geringer Qualitat
(siehe Kapitel 3.4.3) musste diese statistische Analysestrategie angepasst werden. Aufgrund
fehlender Werte im Datensatz (siehe Abbildung 10B) war die Durchfihrung eines Tests fir
verbunden Stichproben mit Messwiederholung nicht moglich. Samtliche gemessene Merkmale
wurden daher nach der folgenden Systematik getestet: Vergleich zwischen den Stichproben friihe
Schwangerschaft (Tril) vs. spate Schwangerschaft (Tri3) und spate Schwangerschaft (Tri3) vs.
3 Monate postpartal (PP3) anhand des nicht-parametrischen Tests fiur zwei verbundene
Stichproben (Wilcoxon-Test). Alle weiteren Zeitpunkte wurden in den Abbildungen dieser
Monografie — mit dem Ziel der Visualisierung — ebenfalls gezeigt, jedoch statistisch nicht

miteinander verglichen.
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3.5.1 Wilcoxon-Test

Mit dem Wilcoxon-Test (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) kann Uberprift werden, ob ein
Unterschied der zentralen Tendenz zwischen zwei verbundenen Stichproben vorliegt. Eine
Normalverteilung der ZielgréRe wird nicht vorausgesetzt, es handelt sich um einen nicht-
parametrischen Test. Die Berechnung der Teststatistik basiert dabei auf der Zuordnung von
Rangen entsprechend der Differenz der Werte eines jeden Messpaares. Soweit nicht anders
angegeben beziehen sich die Ergebnisse der Wilcoxon-Tests fir Effekte wahrend
Schwangerschaft auf den Vergleich Tril vs. Tri3 und fir Effekte der postpartalen Phase auf den
Vergleich Tri3 vs. PP3. Das Signifikanzniveau wurde a priori auf a=0,05 festgelegt. Bei einem p-
Wert < 0,05 wurde die Nullhypothese (kein Unterschied) zugunsten der Alternativhypothese
(Unterschied vorhanden) abgelehnt. Statistische Signifikanz wurde wie folgt markiert: p<0,05,*
und p<0,01,**.

Die Kalkulation der Tests sowie der deskriptiven Statistik erfolgt mit der Software GraphPad Prism
und SPSS. Die Effektstarken (Cohen’s d) wurden unter Zuhilfenahme des Online-Tools
Psychometrica (120) berechnet und wie folgt interpretiert; d=0,2 bis 0,5 kleiner Effekt; d=0,5 bis
0,8 mittlerer Effekt; d=0,8 grofer Effekt (121).

3.5.2 Multiples Testen

Zur Untersuchung des NK-Zell-Phanotyps wahrend und nach der MS-Schwangerschaft wurde
eine Vielzahl von Hypothese getestet. Hieraus ergibt sich eine versuchsbezogene
Irrtumswahrscheinlichkeit — d.h. die Wabhrscheinlichkeit mindestens einer der getesteten
Nullhypothesen abzulehnen, obwohl diese wahr ist — die nicht mehr durch Einhaltung des lokalen
Signifikanzniveau a kontrolliert wird. Diesem Problem kann durch eine Korrektur fur multiples

Testen begegnet werden (122).

Die p-Werte der Analyse zur Zellfrequenz von CD56""9" und CD56%™ NK-Zell-Population wurde
mittels Bonferroni-Methode korrigiert. Dartber hinaus wurde aufgrund des explorativen
Charakters der Analyse der Markerexpression keine formale Adjustierung fur multiples Testen
vorgenommen (siehe Empfehlung in (122)). Stattdessen wurden die Tests auf die
wissenschaftlich relevantesten Vergleiche (d.h. Tril vs. Tri3, Tri3 vs. PP3) begrenzt und
statistisch signifikante Ergebnisse unter dem Vorbehalt der Exploration interpretiert. Im Rahmen
des Vorbehalts bei dieser explorativen Studie gilt Uberdies, dass eine Validierung der Ergebnisse

in weiteren, unabhangigen Studien zwingend notwendig ist.
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3.6 Angaben zu Kollaborationen

Die hier verwendeten demografischen, klinischen und radiologischen Patientinnen-Daten sowie
das kryopreservierte Zellmaterial wurden durch die AG Klinische Neuroimmunologie (Leiter: Prof.
Dr. Friedemann Paul), NeuroCure Clinical Research Center (NCRC), Charité -
Universitatsmedizin  Berlin, bereitgestellt. Die demografischen/klinischen Daten wurden
selbststandig aus den bereitgestellten Clinical Research Files extrahiert und analysiert. Die Daten
zu Anzahl und Volumen der T2-gewichteten MRT-L&sionen wurden von den Mitarbeitenden des
NCRC generiert und ausgewertet und von mir visualisiert und statistisch analysiert (betrifft
Ergebnisse in Kapitel 4.3).

Das Antikorper-Panel wurde in Kollaboration mit der Firma Biolegend und dem Dipl.-Biol. Mathias
Streitz, Leiter der Core Facility Flow Cytometry des Instituts fir Medizinische Immunologie,
Charité — Universitatsmedizin Berlin, erstellt. Die Firma Biolegend stellte die Antikdrperkonjugate
auf Grundlage der von mir vorgegebenen NK-Zell-Marker zusammen. Die Etablierung, Testung
und Fehlerbehebung wurden selbststéandig durchgefuhrt. Dipl.-Biol. Mathias Streitz wurde bei

komplexen Problemen beratend hinzugezogen.

In Fragen der automatisierten Analyse des durchflusszytometrischen Datensatzes wurde Dr.
Stephan Schlickeiser, Bioinformatiker am Institut fir Medizinische Immunologie, beratend
hinzugezogen. Samtliche Analyseschritte vom Pre-Processing bis zur Beurteilung der Ergebnisse
fuhrte ich wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben selbststéndig durch. Die jeweils in Abbildung 18,
Abbildung 24 und Abbildung 25 gezeigte Heatmap, die der Visualisierung der Markerexpression
der einzelnen FlowSOM-Metacluster dient, wurde von Dr. Schlickeiser mittels der Software R

erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen wahrend und nach
der Schwangerschaft bei MS

4.1.1 Anteil der angeborenen lymphatischen Zellen

Unveranderter Anteil der CD56* NK-Zellen

Um in einem ersten Schritt die grundlegende Entwicklung des gesamten NK-Zell-Kompartiments
im peripheren Blut der acht MS-Patientinnen (n=8) zu verfolgen, wurde der prozentuale Anteil der
CD56* NK-Zellen innerhalb der Lymphozyten-Population untersucht (siehe Abbildung 11 und
ausfiihrliche Statistik in Tabelle 14). Im Vergleich der Zeitpunkte frihe gegen spate
Schwangerschaft (Tril vs. Tri3) zeigte sich keine signifikante Veranderung der Frequenz der
CD56* NK-Zellen. Drei Monate postpartal wurde ein nicht-signifikanter Trend hin zu einem
Anstieg der CD56* NK-Zellen (Mediane: 5,54% (Tri3) vs. 8,03% (PP3), p=0,055) beobachtet.

Gesamt-NK-Zellen
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Abbildung 11. Frequenz der CD56* NK-Zellen innerhalb der Lymphozyten. Frequenz der als Lineage-
CD56" definierten Gesamt-NK-Zellen an der Doubletten-bereinigten Lymphozyten-Population (Gating
siehe Abbildung 6A). Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin
(Legende) und der Median. Gezeigt werden dabei nur Datenpunkte von Messungen, die die Kriterien der
Probenqualitat erfullen (siehe Kapitel 3.4.3). Studienzeitpunkte: vor der Schwangerschaft (pre), wahrend
des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten
Monats (PPO0) sowie 3, 6, 9 und 12 Monate nach Entbindung (PP3-12).

Abweichendes Muster der Veranderungen des Anteils der CD127" CD56 Zellen

Neben den NK-Zellen zirkulieren im peripheren Blut noch weitere Subgruppen der ILCs, jedoch
in weitaus geringerem Anteil (£ 2% aller ILCs des peripheren Bluts). Hierzu zahlen ILC2s und

NKp44- ILC3s (2, 123). Wie sich die Proportionen dieser ILC-Subgruppen im peripheren Blut
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wahrend der Schwangerschaft bei Gesunden bzw. MS-Patientinnen verhalten, ist bisher nicht
untersucht worden. Zwecks einer ersten Orientierung wurde in dieser Studie anhand des pan-
ILC-Markers CD127 der Anteil der CD127* CD56° Zellen im peripheren Blut der acht MS-
Patientinnen bestimmt (n=8). Es zeigte sich keine Veranderung der Frequenz der CD127* CD56
Zellen innerhalb der Lin'Lymphozyten wahrend und nach der Schwangerschaft (Tabelle 14). Dies
galt zumindest fur die statistischen Tests nach dem geplanten Vergleichsschema. Allerdings fiel
der Anteil der CD127* CD56° Zellen vom ersten Trimester (Median: 4,89%) zum ersten Monat
nach der Geburt (Median: 2,62%) signifikant ab (p=0,016), gefolgt von einem signifikanten
Anstieg zur Visite 6 Monate postpartal (Median: 5,0%; p= 0,031; siehe Abbildung 12).

Die CD127* CD56° Zellen wurden absichtlich nicht als ILC2/3 bezeichnet, da aufgrund des
vorrangigen Ziels der Studie NK-Zellen zu phéanotypisieren, auf die Vollstandigkeit des Lineage-
Mix zur Bestimmung der ILC2/3s (siehe Anforderung in (123)) verzichtet wurde. Die Ergebnisse
sind daher unter dem Vorbehalt einer méglichen Kontamination durch andere CD127* Zellen (z.B.

Basophile) zu interpretieren.
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Abbildung 12. Frequenz der CD127* CD56 Zellen innerhalb der Lin- Lymphozyten. (A) Gating der
CD127* CD56 Zellen (reprasentativer Plot). Der abgebildete Plot zeigt alle Lineage-Doubletten-bereinigten
Lymphozyten entsprechend des Gatings in Abbildung 6A. Um die Frequenz der CD127+* CD56- Zellen
innerhalb der Lin- Lymphozyten zu bestimmen, wurde das untere, rechte Quadranten-Gate (fett gerahmt)
ausgewahlt. (B) Frequenz der CD127* CD56- Zellen innerhalb der Lin- Lymphozyten. Vergleich der
Gruppen Tril vs. PPO (n=7) und PPO vs. PP6 (n=6) erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (*, p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der
Median. Gezeigt und analysiert wurden dabei nur Datenpunkte von Messungen, die die Kriterien der
Probenqualitat erfiillen (siehe Kapitel 3.4.3) Studienzeitpunkte: vor der Schwangerschaft (pre), wahrend
des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten
Monats (PPO0) sowie 3, 6, 9 und 12 Monate nach Entbindung (PP3-12).
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4.1.2 Veranderung der klassischen NK-Zell-Populationen CD56°"9"/CD56%™

Die Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen — CD56"9" NK-Zellen als Subset mit
immunregulatorischen Funktionen und CD56%™ NK-Zellen als zytotoxische Effektoren — standen
im Fokus des nachsten Analyseabschnitts. Ihr Anteil innerhalb aller CD56" NK-Zellen wurde

mittels manueller und automatisierter Methodik ausgewertet.

Expansion der CD56""9" NK-Zellen wahrend der MS-Schwangerschaft gefolgt von einer

postpartalen Reduktion

Fur einen ersten Uberblick wurde das Verhaltnis der Frequenz der CD56%™ NK-Zellen zur
Frequenz der CD56"9" NK-Zellen erfasst (n=8, siehe Abbildung 13A). Die Ratio
CD569M/CD56""9" fiel im Verlauf der Schwangerschaft ab (Median Tril vs. Tri3: 7,76 vs. 5,91;
adjustiertes p=0,031) und stieg anschliel3end in der friihen postpartalen Phase wieder an (Median
PP3: 12,3; adjustiertes p=0,016; siehe ausfihrliche Statistik in Tabelle 14). Beide Effekte waren
der Effektstdrke d nach Cohen zufolge als gro3 zu bewerten (d=1,48 und d=1,63 flr

Schwangerschaft und Postpartum).

Worauf sich anhand der Entwicklung der Ratio CD56%™/CD569" bereits schlieRen lieR, wird in
Abbildung 13B verdeutlicht. Wahrend der Schwangerschaft bei MS nahm der Anteil der CD56""9"
NK-Zellen innerhalb aller CD56* NK-Zellen vom ersten zum dritten Trimester um 4,53% zu
(mediane Paardifferenz, 95% Konfidenzintervall (KI) [1,21; 7,31]; adjustiertes p=0,047; groR3e
Effekt mit d=1,35; ausfiihrliche Statistik siehe Tabelle 14). Innerhalb der ersten drei Monate
postpartal folgte eine Reduktion der CD56P"9" NK-Zell-Frequenz um 6,68% (mediane
Paardifferenz, 95% KI [-10,7; -3,77]; adjustiertes p=0,016; d=1,62). Die CD56Y™ NK-Zellen
zeigten ein inverses Muster. Vom ersten zum dritten Trimester der Schwangerschaft nahm die
Frequenz der CD569™ NK-Zellen ab (mediane Paardifferenz: -4,5%, 95% KI [-7,25; -1,15];
adjustiertes p=0,047; d=1,35), um postpartal wieder anzusteigen (mediane Paardifferenz: 6,65%,
95% K [3,8; 10,75]; adjustiertes p=0,016; d=1,63).
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Abbildung 13. Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen CD56°9" und CD569™ im
Kontext der Schwangerschaft bei MS. Die Frequenz der CD56"19ht und CD56¢m NK-Zellen innerhalb aller
Lin- CD56* NK-Zellen wurde mittels Gating bestimmt (siehe Abbildung 6A und B). (A) Verhaltnis von
CD564m NK-Zell-Frequenz zur CD56Pright NK-Zell-Frequenz. (B) Frequenz der CD56P19ht und CD569™ NK-
Zellen einzeln betrachtet. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die p-Werte wurden mittels Bonferroni-Methode adjustiert (*,
p<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median (farbige
Linie), wobei nur Datenpunkte von Messungen gezeigt werden, die die Kriterien der Probenqualitat erfillen
(siehe Kapitel 3.4.3.). Studienzeitpunkte: vor der Schwangerschaft (pre), wahrend des ersten (Tril),
zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft (grau hinterlegt) und innerhalb des ersten
Monats (PPO0) sowie 3, 6, 9 und 12 Monate nach Entbindung (PP3-12).

Schwangerschaftsbezogener Shift der Subsets CD56""9" und CD56%™ bestatigt sich in

automatisierter Analyse

Zur weiteren Uberprifung des beobachteten CD56Y9"/CD56%™ Shifts kam der nicht-
supervidierter Machine Learning-Algorithmus FlowSOM zum Einsatz. Die Analyse folgte der
Rationale: Wenn die Verschiebungen der NK-Zell-Populationen CD56P9" und CD56%™
hinreichend robust sind, so wirden sich diese auch in einer automatisierten, weniger von Bias
beeinflussten Analyse bestédtigen. FlowSOM identifiziert Zellpopulationen mittels Clustering.
Unter Verwendung von selbstorganisierenden Karten (SOM, engl. self-organizing maps) und

einem zusétzlichen Metaclustering-Schritt werden die Zellen nach ihrer Ahnlichkeit im
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hochdimensionalen Datenraum in Clustern gruppiert. Als Startpopulation fur das FlowSOM-
Clustering wurden die Lin- CD56" NK-Zellen ausgewahlt. Alle prozentualen Angaben beziehen
sich auf diese Startpopulation. Als Dimensionen, anhand derer die Zellen geclustert wurden,
dienten die gemessen NK-Zell-Merkmale CD56 und CD16 sowie alle weiteren NK-Zell-Marker.

Details zur Methodik und dem angewendeten Workflow finden sich in Kapitel 3.4.2 .

Vor Beginn der statistischen Analyse der FlowSOM-Ergebnisse wurde die Performance des
Clusterings mit Blick darauf evaluiert, wie exakt die Metacluster die klassischen NK-
Zellpopulationen reprasentierten. Hierzu wurde die Visualisierung der Metacluster im MST
(Minimum Spanning Tree) verwendet. In einem ersten manuellen Annotations-Schritt wurden die
Metacluster entsprechend ihrer CD56- und CD16-Expression den klassischen NK-Zell-
Populationen CD56""9" und CD56%™ zugeordnet (siehe CD56"9" CD16*, CD56%™ CD16""9" und
CD56%™ CD16* in Abbildung 8 und Abbildung 14A). AnschlieRend erfolgte der Vergleich des
Clusterings mit dem manuellen Gating. Dabei wurde die Homogenitat der Zellen innerhalb der
einzelnen Metacluster anhand der Kreisdiagramme in Abbildung 15 beurteilt, welche den Anteil
der manuell gegateten NK-Zell-Populationen CD569" (aufgeteilt in CD56""9" CD16™ und
CD56"9" CD16%) und CD56%™ (aufgeteilt in CD569™ CD16™, CD56%™ CD16%™, CD56%™ CD16
identisch zum Gating in Abbildung 6C) fiir jedes Cluster des MST anzeigten. Es zeigte sich, dass
die Metacluster ganz tiberwiegend homogen zusammengesetzt waren, also entweder CD56""9"
oder CD56"™ NK-Zellen enthielten. Das hohe MaR an Ubereinstimmung von automatisierten
Clustering und manuellem Gating gewéhrte somit eine zuverldssige Reprasentation der

klassischen NK-Zell-Populationen durch die Metacluster und die Annotation des MSTs.

Auf dieser Basis konnten die schwangerschaftsabhdngigen Veranderungen der NK-Zell-
Populationen CD569" und CD56%™ auch anhand der FlowSOM-Ergebnisse nachvollzogen
werden (siehe Abbildung 14). Die Frequenzen der Metacluster innerhalb der Startpopulation Lin®
CD56* NK-Zellen wurden entsprechend ihrer Annotation als CD569" oder CD56%™ addiert.
Hieraus ergab sich die Gesamtfrequenz der CD56""9" Population (d.h. aller CD56"9"

Metacluster), der CD56%™ Population sowie die daraus bestimmte Ratio CD569™/CD56P" 9",

Konsistent mit den Ergebnissen der bivariaten Analyse, fand sich mittels FlowSOM eine
Reduktion der Ratio CD56%™/CD569" in der Schwangerschaft (Median Tril vs. Tri3: 7,06 vs.
5,32; adjustiertes p=0,046) und ein subsequenter Anstieg in der postpartalen Phase (Median
PP3: 14,49; adjustiertes p=0,016; siehe Abbildung 14B und ausfiihrliche Statistik in Tabelle 14).
Wahrend die Frequenz der CD56""9" NK-Zellen, reprasentiert durch die entsprechenden Cluster,
vom ersten zum dritten Schwangerschaftstrimenon stieg (mediane Paardifferenz: 5,58%;
adjustiertes p=0,046), fiel der Anteil der CD56™ in diesem Zeitraum in entsprechender Weise

(adjustiertes p=0,046). Postpartal zeigte sich — ebenfalls in Ubereinstimmung mit der manuellen
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Analyse — eine Reduktion der CD56P"" NK-Zell-Frequenz (mediane Paardifferenz: -7,19%;
adjustiertes p=0,016) sowie eine Erhthung der CD56"™ (adjustiertes p=0,008). Alle Effektstarken
fur die beschriebenen Unterschiede wurden als gro3 eingestuft (siehe Tabelle 14). Anhand der
Visualisierung in Abbildung 14C (reprasentative Daten einer Patientin) lasst sich anschaulich die
Expansion der CD56P"" in der Schwangerschaft und die anschlieBende postpartale Reduktion

des Subsets nachvollziehen.

Zwischenfazit

Die Ergebnisse der manuellen und automatisierten Analyse vermittelten ein kohérentes Bild der
Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen wéhrend und nach der Schwangerschatft bei
MS. Wahrend die Schwangerschaft von einer Expansion des regulatorischen NK-Zell-Subsets
CD56""9" und einer Reduktion der zytotoxischen Effektor-NK-Zellen CD569™ gepragt war, zeigte
sich in der postpartalen Phase eine deutliche Abnahme der CD56P9" sowie Zunahme der
CD56%™ NK-Zellen. Evidenz fur die beschriebenen NK-Zell-Shifts lieferte hierbei nicht nur die
manuelle Analyse. Mittels FlowSOM-Algorithmus gelang die automatisierte Konfirmation der
Effekte, wobei sich die Ergebnisse beider Analyseansatze als hochgradig konsistent erwiesen.
Zudem standen die Beobachtungen zu den NK-Zell-Populationen im Einklang mit der bisherigen

Fachliteratur sowie der unveroffentlichten Voruntersuchung unserer Arbeitsgruppe.
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Abbildung 14. Klassische NK-Zell-Populationen CD56P79" und CD56Y™ analysiert mit dem
FlowSOM-Algorithmus. Mittels FlowSOM wurden alle Lin- CD56* NK-Zellen (vorausgewahite
Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C NKp46, DNAM, NKG2D, NKG2A, CD27,
CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert (Details zum Workflow siehe Kapitel 3.4.2). Die einzelnen
Knoten des resultierenden minimalen Spannbaums (MST) entsprechen den einzelnen Clustern (Anzahl:
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81). Je nédher zwei Cluster im MST verortet sind, desto dhnlicher ist die Markerexpression der enthaltenen
Zellen. Die Farbe der Knoten steht fir den Median der Fluoreszenzintensitdt von CD56 (siehe
Farblegende). Die Grol3e der Knoten zeigt die Anzahl der Zellen in diesem Cluster (je gréRer, desto mehr
Zellen). Die Zugehdrigkeit der einzelnen Cluster zu den 20 Metacluster ist durch den farbigen Hintergrund
der Cluster-Knoten gekennzeichnet (Legende in Abbildung 15). (A) Verschiedene CD561ght uynd CD56%m
NK-Zell-Populationen im MST. Die verschiedenen Populationen wurden anhand ihrer Expression von
CD56 und CD16 annotiert. CD56M9" Populationen sind grau hinterlegt. (B) Schwangerschaftsbezogene
Veranderungen der Frequenz der CD569" und CD569™ Population innerhalb der Startpopulation Lin-
CD56* Zellen sowie der Ratio aus diesen Frequenzen. Es wurden alle Frequenzwerte der als CD56Pright
annotierten Metacluster addiert, woraus sich die hier angegebene Gesamtfrequenz der CD56bright
Population ergab. Analog hierzu wurde die Gesamtfrequenz der CD569™ Population bestimmt, in die
ebenfalls die zwei gemischt zusammengesetzten Metacluster einbezogen wurden (siehe Abbildung 15).
Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (n=8). Die p-Werte wurden mittels der Bonferroni-Methode adjustiert (*, p<0,05). Dargestellt sind die
individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten
(Tril), und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3). (C)
Repréasentative Visualisierung des FlowSOM fiur eine Patientin im Verlauf der Schwangerschaft und
postpartal. Die zu- und abnehmenden CD569"t Cluster sind grau eingefasst.
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Abbildung 15. Beurteilung der Performance des FlowSOM-Clustering. Die verschiedenen
Populationen wurden anhand ihrer Expression von CD56 und CD16 annotiert. CD56Pr9ht Populationen sind
grau hinterlegt. Die Zugehdrigkeit der einzelnen Cluster (einzelne Knoten) zu den 20 Metacluster ist durch
den farbigen Hintergrund der Cluster-Knoten gekennzeichnet. Die Kreisdiagrammen zeigen fur jedes
einzelne Cluster den Anteil der manuell gegateten NK-Zell-Populationen (siehe Legend ,Manuelles Gating’,
vgl. Abbildung 6C). Die Metacluster sind demnach Uberwiegend homogen entweder aus CD56%19ht oder
CD5649m NK-Zellen zusammengesetzt. Lediglich die zwei Metacluster 3 und 7 weisen eine gemischte
Zusammensetzung aus CD569" und CD569™ NK-Zellen auf (siehe die zwei nicht annotierten
Metacluster). Gezeigt sind die Ergebnisse eines Studienzeitpunkts von einer Patientin (reprasentativ fur
die Ergebnisse aller Patientinnen).
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4.2 Detaillierte Charakterisierung des NK-Zell-Phadnotyps wahrend und

nach der Schwangerschaft bei MS

Die Aktivierung und Funktion von NK-Zellen wird durch eine Vielfalt von aktivierenden und
inhibierenden Oberflachenrezeptoren reguliert (siehe Kapitel 1.1.2). Die Expression der NK-Zell-
Rezeptoren gestaltet sich mit Blick auf die Einzelzelle Uberaus variabel, sodass daraus eine
enorme Diversitdt von phanotypisch unterschiedlichen NK-Zell-Populationen resultiert (13).
CD56""" und CD569™ NK-Zellen des peripheren Bluts reprasentieren in dieser Komplexitat
prototypische NK-Zell-Phanotypen, denen spezifische Funktionen und Rollen innerhalb des

Immunsystems zugeschrieben wurden (siehe Kapitel 1.1.1).

Fur die Schwangerschaft, insbesondere bei Patientinnen mit MS, liegen bisher keine
Informationen zum Expressionsmuster relevanter Rezeptoren auf den NK-Zellen vor. Lediglich
die Proportionen der CD56P9"/CD56%™ NK-Zellen wurden beschrieben. Um die potentiell
protektive Rolle der NK-Zellen besser entschlisseln zu konnen, bedarf es jedoch eines

genaueren Bildes zum NK-Zell-Phanotyp wéahrend der Schwangerschaft bei MS.

Zu diesem Zweck bildet die detaillierte Phanotypisierung der NK-Zellen im Kontext der
Schwangerschaft bei MS das Kernstlick der vorliegenden Arbeit. Im Folgenden werden die
Ergebnisse der multiparametrischen Durchflusszytometrie zu entscheidenden NK-Zell-Molekiilen
dargestellt, anhand derer Rickschlisse auf das Aktivierungspotential (aktivierende und
inhibierende Rezeptoren), die Migration (Chemokinrezeptoren) und Maturation der Zellen méglich
sind (siehe Details zu den einzelnen Molekilen in Tabelle 11). Die Darstellung folgt dem
integrierenden Ansatz aus manueller und automatisierter Analyse. Mittels bivariaten Gating wird
zuerst die Expression der einzelnen NK-Zell-Marker auf CD56P"9" und CD569™ NK-Zellen
betrachtet. AnschlieRend werden die anhand von Machine Learning-Algorithmen identifizierten
NK-Zell-Populationen (Uberwiegend als CD56""" und CD569™ Subsets) nach zwei Fragen
ausgewertet: Lassen sich die Ergebnisse der manuellen Analyse bestatigen (Validierung)?
Existieren bisher nicht erkannte NK-Subpopulationen, die mit der Schwangerschaft bei MS
assoziiert sind (Exploration)? In Kombination der Ergebnisse aus manueller und automatisierter
Analyse sollen fur den Kontext der Schwangerschaft bei MS relevante Biomarker abgeleitet

werden.

4.2.1 Schwangerschaftsbezogener Phanotyp der CD56""9" NK-Zellen — Ergebnisse der

manuellen Analyse

Vor dem Hintergrund der berichteten Zunahme der CD569" NK-Zellen wahrend der
Schwangerschatft bei MS, stellt sich die Frage, welche Merkmale den Phanotyp dieser Population

in Bezug auf die Schwangerschaft pragen. Einen Uberblick zu den schwangerschafts-bezogenen
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Veranderungen des CD569" NK-Zell-Phanotyps gibt Tabelle 15: Die MS-Schwangerschaft ist
hiernach vorrangig mit einer Modulation aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf den
CD56""  NK-Zellen assoziiert. Die detaillierten Ergebnisse werden in den folgenden

Unterabschnitten erlautert.

Die Ergebnisse zum CD56"9" Phanotyp beziehen sich hierbei grundsétzlich auf die nach der
manuellen Gating-Strategie definierten CD56P"" NK-Zellen (siehe CD56"9" CD167d™ in
Abbildung 6A und C) von sechs MS-Patientinnen (n=6). Die Messungen von zwei Patientinnen
wurden ausgeschlossen, da bei stark variabler Zellviabilitit der einzelnen Proben die
Markerexpression im Verlauf der Schwangerschaft nicht sicher beurteilt werden konnte (Details
siehe Kapitel 3.4.3). Je nach prinzipiellen Verteilungsmuster der einzelnen Marker wurde priméar
entweder der prozentuale Anteil der Marker-positiven Zellen (bei bimodaler Verteilung) oder der
geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitat (MFI bei normaler Verteilung) als Malf3 fir die
Markerexpression bestimmt (siehe Gating in Abbildung 7). Zeigte sich dabei ein statistisch

signifikantes Ergebnis, wurde zuséatzlich auch das jeweils andere Mal3 beurteilt.

Tabelle 15. Markerexpression auf CD56""" NK-Zellen.

Schwangerschaft Postpartal
(Tril - Tri3%) (Tri3 - PP3?)
Effekt p-Wert Effekt p-Wert
Aktivierende Rezeptoren
CD94/NKG2C (%°) — 0,438 — 0,875
NKp46 (MFI*) (1) 0,063 ! 0,031
DNAM (MFI) — 0,219 — 0,563
NKG2D (MFI) 0 0,031 ! 0,031
Inhibierende Rezeptoren
CD94/NKG2A (%) (1) 0,063 ! 0,031
Maturation und Migration
CD27 (%) — 0,844 (1) 0,094
CX3CR1 (MFI) — >0,9999 — 0,438
CCR7 (MFI) 0 0,031 — 0,688
Weitere Marker
CD94 (%) — >0,9999 — 0,250
CD127 (MFI) — >0,9999 — 0,688

Vergleiche der Gruppen frilhe Schwangerschaft (Tril) gegen spéte Schwangerschaft (Tri3) sowie 2spate
Schwangerschaft gegen 3 Monate postpartal (PP3) erfolgten jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (n=6). Verglichen wurde primar entweder der 3Anteil der Marker-positiven Zellen (%) an allen CD56bright

64



Ergebnisse

NK-Zellen (bei bimodaler Verteilung des Markers, z.B. NKG2C) oder der “geometrische Mittelwert der
Fluoreszenzintensitat (MFI) des Markers auf allen CD56ight NK-Zellen (bei normaler Verteilung des
entsprechenden Markers, z.B. NKp46 oder DNAM). Statistisch signifikante Unterschiede bei a=0,05 sind
fett gedruckt hervorgehoben.

Schwangerschaft und postpartale Phase modulieren Expression von aktivierenden und

inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren

Fur die aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren NKp46 und NKG2D konnte eine gesteigerte
Expression auf den CD569" NK-Zellen in der MS-Schwangerschaft sowie ein Abfall dieser in
der postpartalen Phase beobachtet werden (siehe Abbildung 16A und B). Eine detaillierte
Darstellung der Statistik zu diesen und allen anderen auf den CD56P"" NK-Zellen untersuchten

Markern finden sich in Tabelle 16.

Der Uberwiegende Anteil von CD569" NK-Zellen exprimierte NKp46 (ca. 90% [Median] zum
Zeitpunkt Tril), welches als naturlicher Zytotoxizitatsrezeptor (NCR) die Aktivierung und Zytolyse
gegenuber den Zielzellen induzieren kann. War zum dritten Trimenon der Schwangerschaft nur
ein Trend zur Erhdhung der MFI fir NKp46 und der Frequenz NKp46* CD56""9" (jeweils p=0,063)
zu erkennen, der auf ein erhohtes NKp46-Level auf den CD56P9" deutet, konnte in der
anschlieRenden postpartalen Phase eine signifikante Reduktion der MFI fir NKp46
nachgewiesen werden (p=0,031; siehe Abbildung 16A und Tabelle 16). Fur den Anteil der NKp46*
Zellen wurde lediglich ein Trend zur postpartalen Reduktion beobachtet (p=0,094).

Ein deutlicheres Bild zeigte sich fir NKG2D, einem aktivierenden NK-Zell-Rezeptor, der
Zellstress-Signale auf Zielzellen detektiert (siehe Abbildung 16B). CD56"9" NK-Zellen
exprimierten signifikant mehr NKG2D in der spaten Schwangerschaft, was sich an einer
gesteigerten MFI sowie einem Anstieg der NKG2D* CD56"9" um 4,2% (mediane Paardifferenz,
95% KI [0,95; 6,95], p=0,031) ablesen lie3. Dieser Anstieg wurde gefolgt von einem signifikanten
Abfall der NKG2D* CD569" um 2,5% innerhalb der ersten drei Monate postpartal (mediane
Paardifferenz, 95% Kl [-3,65; -1,8], p=0,031), ebenfalls reflektiert durch eine postpartal erniedrigte
MFI fir NKG2D. Die EffektgréRe fur diese Veranderungen lag bei d=1,65, was innerhalb der

Stichprobe von sechs MS-Patientinnen einen grol3en Effekt anzeigt.

Parallel zur Hochregulierung aktivierender NK-Zell-Rezeptoren in der MS-Schwangerschaft, stieg
auch die Expression des inhibierenden Rezeptor-Heterodimers CD94/NKG2C auf den CD56P19M
NK-Zellen (siehe Abbildung 16C). Fir die Frequenz der CD94/NKG2A* Zellen, die im ersten
Trimester im Median 95,3% aller CD569" NK-Zellen ausmachten, lieR sich nur ein Trend zum
Anstieg identifizieren (p=0,063). Betrachtet man jedoch die Expressionsdichte von NKG2A (MFI)
auf den CD94/NKG2A" Zellen, fiel eine signifikante Erhdhung auf (p=0,031). Postpartal zeigte

sich, vergleichbar mit der Entwicklung der aktivierenden Rezeptoren, eine Reduktion der NKG2A-
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Expression, verdeutlicht durch einen signifikanten Abfall der CD94/NKG2A* Zellen (p=0,031) und
einen Trend zur MFI-Reduktion.
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Abbildung 16. Aktivierende und inhibierende Rezeptoren auf CD56P"9" NK-Zellen. Analysiert wurden
die CD56"9"t NK-Zellen (Gating siehe Abbildung 6A/C und Abbildung 7A/C). Fir (A) NKp46 und (B)
NKG2D ist die Frequenz der Marker-positiven Zellen innerhalb aller CD5619" und die Fluoreszenzintensitat
(MFI) auf allen CD56"9ht abgebildet. (C) Zeigt die die Frequenz der CD94/NKG2A* Zellen innerhalb der
CD56"9"t und die Fluoreszenzintensitat von NKG2A auf CD94/NKG2A* CD56 et NK-Zellen. Vergleich der
Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=6, *,
p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median.
Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril),
Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PP0) sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).

zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der
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Gesteigerte CCR7-Expression in der spaten Schwangerschaft

Der Chemokinrezeptor CCR7 vermittelt die Migration der CD56°"9" NK-Zellen in die sekundéaren
lymphatischen Gewebe (Expression tuberwiegend auf CD56""9" kaum auf CD56%™). In dieser
Studie wurde CCR7 wéahrend des ersten Trimesters auf knapp der Halfte der CD56""9" NK-Zellen
exprimiert (Median 45,95% CCR7* CD569"), Wahrend der spaten Schwangerschaft wiesen die
CD56""9" NK-Zellen eine signifikant erhohte CCR7-Expression (MFI) auf (p=0,031; siehe
Abbildung 17B). Obwohl keine Signifikanz fur die Entwicklung der Frequenz der CCR7* CD5619"
bestand, suggerierte der Schatzwert einen Anstieg von 7,85% (mediane Paardifferenz, 95% Ki [-
1,5; 17,9], siehe Tabelle 16). In der postpartalen Phase bestand kein Anhalt fir eine Veranderung
der CCR7-Expression (Frequenz und MFI) auf den CD569" NK-Zellen.

A % CCR7* Zellen B MFI CCR7
*

= 100 & 15007
= = o Pat2
8 s{od oo @ o O 5c
2 ° ° a2 1000 o = Pat3
‘é 60 + EN‘: g @O B g ¢ Pat4
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Abbildung 17. CCR7-Expression auf CD56" 9" NK-Zellen. Analysiert wurden die CD56ight NK-Zellen
(Gating siehe Abbildung 6A/C und Abbildung 7B). (A) zeigt die Frequenz (%) der CCR7* Zellen in allen
CD569nt, |n (B) ist die Fluoreszenzintensitat (MFI) von CCR7 auf den CD569" abgebildet. Vergleich der
Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=6, *,
p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median.
Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der
Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PP0O) sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).

Trend eines postpartalen Anstiegs der CD27* CD56""" NK-Zellen

Als Maturationsmarker, der im Verlauf der Zellreifung herunterreguliert wird, wird CD27 auf
immaturen NK-Zellen exprimiert. Entsprechend findet sich CD27 v.a. auf den weniger reifen
CD56"9" NK-Zellen, wie in dieser Studie auf 40,1% der CD56""9" (Median zum Zeitpunkt Tril).
Fur die postpartale Phase liel3 sich ein Trend hin zu einem Anstieg der CD27* Zellen innerhalb
aller CD56""9" peobachten (mediane Paardifferenz 6,05%, 95% KI [-0,95; 10,1], p=0,094, siehe
Tabelle 16).
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4.2.2 Schwangerschafts-assoziierte NK-Zell-Subsets innerhalb der CD56""9" NK-Zellen

— Ergebnisse der automatisierten Analyse

Aus der manuellen Analyse zum Expressionslevel der einzelnen NK-Zell-Rezeptoren auf den
CD56"M9" NK-Zellen ergibt sich eine wichtige Orientierung zum schwangerschafts-assoziierten
Phanotyp dieser Zellen. Allerdings erweist sich das traditionell bivariate Gating als grundsatzlich
limitiert, wenn der vorliegende multidimensionale Datensatz nach den explorativen
Gesichtspunkten der Studie ausgewertet werden soll (117). Die Methoden der computational
biology, wie sie hier im Rahmen der FlowSOM- und Citrus-Analyse zur Anwendung kamen,
erbffnen  ebendiese  Optionen  zur  automatisierten, umfassenden  Exploration
durchflusszytometrischer Daten. Indem alle gemessenen Zellmerkmale simultan ausgewertet
werden, gruppieren ML-Algorithmen phénotypisch &hnliche Zellen in Clustern. Auf diese Weise
wurden in dieser Studie NK-Zell-Subpopulationen (auch als NK-Zell-Subsets bezeichnet) mit
spezifischen Markerprofilen identifiziert und visualisiert, wodurch auch der zunehmend
bekanntwerdenden NK-Zell-Diversitdit Rechnung getragen wurde. Aus der Vielzahl der
identifizierten NK-Zell-Subsets wurden diejenigen mit Relevanz fir die Schwangerschaft bei MS
ausgewahlt und hinsichtlich ihrer Rezeptorexpression charakterisiert.

FlowSOM: Zwei CD56""9" NK-Zell-Subsets mit einem CD167™ NKG2C™ NKp46"" NKG2A""

Phanotyp bestimmen die MS-Schwangerschaft

Wie bereits in Kapitel 4.1.2 beschrieben, wurden mittels FlowSOM alle Lin- CD56* NK-Zellen
(Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C NKp46, DNAM, NKG2D, NKG2A,
CD27, CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert. Die resultierenden Metacluster wurden
entsprechend ihrer CD56-/CD16-Expression als CD56"9" oder CD56%™ annotiert, wobei
insgesamt sechs CD569" Metacluster identifiziert wurden (siehe Abbildung 14A und Legende
in Abbildung 15, Metacluster sind durch farbigen Hintergrund der einzelnen Cluster-Knoten
gekennzeichnet). Mit ihren unterschiedlichen Markerprofilen reprasentieren die Metacluster
einzelne CD569" NK-Zell-Subpopulationen, deren Assoziation mit der MS-Schwangerschaft
nachfolgend thematisiert wird. Details zu Methodik und Workflow der FlowSOM-Analyse finden
sich in Kapitel 3.4.2.

Bei einem ersten Blick auf die Visualisierung der CD56°" Metacluster im minimalen
Spannbaums (MST) fiel deren Verteilung auf zwei Regionen des MST auf, wobei sich Metacluster
in unmittelbarer Nachbarschaft generell am starksten ahneln. Zwei Metacluster wiesen einen
NKG2C* Phanotyp auf und fanden sich daher in der NKG2C* Region des MST getrennt von den
tbrigen NKG2C- Metaclustern (siehe Abbildung 8B). Die NKG2C" Metacluster exprimierten im
Vergleich zu den NKG2C* Metaclustern hdhere Level des inhibierenden NKG2A (Ausnahme
Metacluster 19).
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Um diejenigen CD56"9" NK-Zell-Subsets zu identifizieren, welche den schwangerschafts-
assoziierten Immunphénotyp pragen, wurden die Metacluster auf Veranderungen ihrer
Zellfrequenz im Kontext von Schwangerschaft und postpartaler Phase in der Stichprobe der acht
MS-Patientinnen untersucht (n=8). Hierbei zeigten zwei Metacluster (11 und 4) eine signifikant
erhohte Zellfrequenz zur spaten Schwangerschaft und einen Frequenzabfall postpartal (siehe
Uberblick in Tabelle 17; Details in Abbildung 18C und Tabelle 18). Abbildung 18A veranschaulicht
die Lokalisation dieser beiden Metacluster im MST. Der prozentuale Anteil von Metacluster 11 an
allen Lin- CD56" NK-Zellen (Startpopulation des Clusterings) stieg wéahrend der Schwangerschaft
um 1,74% (Median der Paardifferenzen, p=0,016, d=1,48), sodass dieses Metacluster mit 3,9%
aller CD56* NK-Zellen (Median) im dritten Trimenon das gréf3te CD56¢" NK-Zell-Subset bildete.
Postpartal fiel die Frequenz von Metacluster 11 wieder ab (mediane Paardifferenz: -1,61%;
p=0,008; d=1,62). Der Anteil des Metacluster 4 erhéhte sich zum dritten Trimenon signifikant um
1,25% (mediane Paardifferenz; p=0,039; d=1,23) und verringerte sich postpartal wieder (mediane
Paardifferenz: -1,39%; p=0,016; d=1,48).

Der Phanotyp dieser zwei Metacluster, die wahrend der Schwangerschaft signifikant
expandierten, wurde anschlieBend im Detail charakterisiert. Zur Auswertung der
Markerexpression wurden (1) die Informationen in der Heatmap (Abbildung 18B), die fur jedes
Metacluster gemittelte Expressionslevel zu den einzelnen Markern angibt, und (2) die Marker-
spezifischen MSTs (Abbildung 8B), welche die medianen Fluoreszenzwerte fir jedes einzelne
Cluster (reprasentiert durch die einzelnen Knoten des MSTs) farbcodieren, herangezogen. Eine
Ubersicht zum Phanotyp der CD56P9" Metacluster findet sich in Tabelle 17. Als gemeinsames
Expressionsmuster der beiden expandierenden CD56""9" NK-Zell-Subsets (Metacluster 11 und
4) bildete sich ein NKG2C- NKp46"9" NKG2A"" Phanotyp ab, wobei die Rezeptoren NKp46 und
NKG2A im Vergleich zu den meisten anderen CD56P"9" Subsets auf Metacluster 11 und 4
entsprechend starker exprimiert wurden. So weist neben der manuellen Analyse auch das
FlowSOM-Clustering auf eine mdgliche Relevanz dieser Molekiile fir die MS-Schwangerschatt.
Der aktivierende Rezeptor NKG2D wurde auf Metacluster 11 hochpositiv exprimiert; Metacluster
4 zeigte eine niedrigere NKG2D-Expression. CCR7 wurde auf den einzelnen Clustern innerhalb
der beiden Metacluster unterschiedlich exprimiert, sodass im Mittel eher eine niedrige CCR7-
Expression resultierte. Beide CD56"9" Metacluster enthielten zudem neben CD16" Zellen auch
einen wesentlichen Anteil an CD169™ Zellen, der nur in Metacluster 12 hoher war. Nahezu alle
durch FlowSOM identifizierten CD56""9" NK-Zell-Subsets zeigten einen CD94"" Phanotyp,
allerdings verfugten Metacluster 11 und 4 tber die jeweils hochste Expression dieses mit NKG2A
coexprimierten Rezeptors. Metacluster 11 exprimiert tberdies im Unterschied zu Metacluster 4
CD27 und CD127 schwachpositiv.
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Neben den beiden NKG2C- NKp46"" NKG2A"" Subsets fiel zusatzlich Metacluster 18 durch
einen nicht-signifikanten Trend zur Erhéhung der Zellfrequenz im dritten Trimester (p=0,055;
siehe Tabelle 18) und einen signifikanten Frequenzabfall postpartal (p=0,008) auf. Gepragt war
dieses Subset von einem CD16- NKG2C- NKG2A"" CCR7* CD127* Phanotyp.

Zum Abschluss der Beurteilung der FlowSOM-Ergebnisse soll ein weiterer genereller Aspekt
benannt werden. Die signifikante Reduktion Zellfrequenz postpartum, die bereits fur Metacluster
11, 4 und 18 beschrieben wurde, zeigte sich ebenfalls bei allen anderen CD56""" Metacluster
(siehe Tabelle 17, Tabelle 18). Diese Beobachtung scheint die generelle Reduktion der CD56P" 9"
postpartal auszudriicken, die alle CD56""" Subsets gleichermafRen betrifft. Umgekehrt scheint
die CD56P9" Expansion wahrend der Schwangerschaft von den hier charakterisierten Subsets

dominiert zu sein.

Tabelle 17. Zellfrequenz und Phanotyp der CD56P"9" FlowSOM-Metacluster

Meta- CD16- Merkmale des Metaclusters Tril— Tri3-

cluster  Expression Tri3  PP3

Metacluster mit signifikanter Veranderung der Zellfrequenz pré&- und postpartal

11 CD16-/dim NKG2C- NKp46++ DNAM++ NKG2D++ 1 l
NKG2A++ CD27+ CX3CR1- CCR7+ CD94++
CD127+
4 CD16-/dim NKG2C- NKp46++ DNAM++ NKG2D+ NKG2A++ 1 l

CD27- CX3CR1- CCR7+ CD94++ CD127-
Metacluster mit signifikanter Veranderung der Zellfrequenz postpartal
18 CD16- NKG2C- NKp46+ DNAM++ NKG2D+ NKG2A++ (1) !
CD27- CX3CR1- CCR7+ CD94++ CD127+
19 CD16- NKG2C- NKp46+ DNAM+ NKG2D- NKG2A+ — l
CD27- CX3CR1- CCR7+ CD94+
CD127+
12 CD16dim NKG2C++ NKp46++ DNAM++ NKG2D++ — !
NKG2A+ CD27+ CX3CR1- CCR7+ CD94++
CD127+
9 CD16- NKG2C++ NKp46+ DNAM++ NKG2D+ NKG2A+ — !
CD27- CX3CR1- CCR7+ CD94++ CD127+

Angegeben ist die Veranderung der Zellfrequenz der FlowSOM-Metacluster innerhalb der Lin- CD56* NK-
Zellen: 1, Anstieg; |, Reduktion; —, keine Veranderung. Vergleiche der Gruppen frilhe Schwangerschaft
(Tril) vs. spate Schwangerschaft (Tri3) sowie spate Schwangerschaft vs. 3 Monate postpartal (PP3)
erfolgten jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die zwei mittleren Spalten zeigen die
Markerprofile der Metacluster. Expressionslevels: (-) keine Expression, () Expression nur auf einzelnen
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Clustern, (+) schwachpositiv exprimiert (dim), (++) hochpositiv exprimiert (br); 1 (1) zeigt einen nicht
signifikanten Trend mit p=0,055.
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Abbildung 18. CD56""9"t Metacluster wahrend und nach der Schwangerschaft bei MS. Mittels
FlowSOM wurden alle Lin- CD56* NK-Zellen (Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C
NKp46, DNAM, NKG2D, NKG2A, CD27, CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert (Details zum
Workflow siehe Kapitel 3.4.2). Die Zugehorigkeit der einzelnen Cluster zu den 20 Metacluster ist durch den
farbigen Hintergrund der Cluster-Knoten gekennzeichnet. (A) Lokalisation der CD5619ht Metacluster in
zwei verschiedenen Regionen des MST: Metacluster 9 und 12 in der NKG2C* Region, restliche Metacluster
in der NKG2C- Region (vergleiche NKG2C-Expression in Abbildung 8). (B) Heatmap zur Markerexpression
der FlowSOM-Metacluster. Die Zeilen stehen jeweils fir ein NK-Zell-Molekul, Spalten reprasentieren die
Metacluster. CD56"9" Metacluster sind eingerahmt. Felder zeigen den Median der Fluoreszenzintensitat
des entsprechenden Antigens. Expressionslevel: (-) keine Expression; (+) schwachpositiv exprimiert (dim);
(++) hochpositiv exprimiert (br). (C) Schwangerschaftsbezogene Verédnderungen der Frequenz der
CD56aht Metacluster. Die Frequenzen zeigen den Anteil der im jeweiligen Metacluster enthaltenen
CD56Prig"t NK-Zellen an der Startpopulation der Lin- CD56* Zellen. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und
Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die p-Werte wurden nicht
adjustiert (Signifkanzniveaus *, p<0,05; **, p<0,01). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro
Patientin und der Median. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril), und dritten Trimenons (Tri3) der
Schwangerschaft sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).
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Citrus: Assoziation zwischen Schwangerschaft bei MS und CD56"" NK-Zellen mit einem
CD16" NKp46"h NKG2D"h NKG2A"" Phanotyp

Der explorativen Zielsetzung der NK-Zell-Studie folgend kam ein weiterer Machine Learning (ML)-
Algorithmus zur Anwendung. Citrus kombiniert ein initiales Clustering der Zellen mit
supervidierten ML-Modellen, welche diejenigen Cluster auswahlen, die mit einer der getesteten
Konditionen (in dieser Studie mit der Schwangerschaft) assoziiert sind. Dieser Prozess wird auch
als Biomarker-ldentifikation bezeichnet. Hierzu werden die Merkmale der identifizierten Cluster,
wie Zellfrequenz oder mediane Markerexpression, auf signifikante Unterschiede zwischen den
experimentellen Gruppen, die vorher entsprechend der Konditionen (im Fall dieser Studie: friihe
und spéate Schwangerschaft sowie postpartum) festgelegt wurden, untersucht. Vorteil von Citrus
ist, dass auf diese Weise relevante Biomarker in einem voll-automatisierten Prozess identifiziert
werden konnen. Weitere Details zu Methodik und Workflow der Citrus-Analyse finden sich in
Kapitel 3.4.2.

Die Citrus-Ergebnisse zu den CD569" NK-Zellen basieren auf folgenden Analyse-Bedingungen:
Als Startpopulation fur die Analyse wurden nur CD56""9" NK-Zellen ausgewahlt. Diese wurden
im Vorfeld durch manuelles Gating definiert. Den drei experimentellen Gruppen ,erstes Trimester
(Tri1), ,drittes Trimester* (Tri3) und ,drei Monate postpartal’ (PP3) wurden jeweils die
entsprechenden Proben der acht MS-Patientinnen zugeordnet (n=8 fir Tri3 und PP3), lediglich
in der Gruppe Tril konnte eine Probe aufgrund einer zu geringen Zellzahl nicht benutzt werden
(n=7 Tril). Das Clustering wurde anhand der NK-Zell-Merkmale CD16, NKG2C, NKp46, DNAM,
NKG2D, NKG2A, CD27, CX3CR1, CCR7 und CD127 durchgefiihrt. Es kam das korrelative
Modell SAM (Significance Analysis of Microarrays) zum Einsatz, welches alle Cluster
identifizierte, die mit einer der experimentellen Gruppen korrelierten. Die Cluster wurden dabei
auf Unterschiede ihrer Zellfrequenz (hier auch als Abundance bzw. Haufigkeit bezeichnet)
zwischen den experimentellen Gruppen untersucht. Weil das Funktionsprinzip von Citrus zu
einem entscheidenden Teil auf Zufalligkeit basiert, musste das Ergebnis durch mehrmalige
Wiederholung des erfolgreichen Citrus-Durchlaufs bei exakt gleichen Einstellungen validiert

werden.

Innerhalb der baumartigen Visualisierung der Citrus-Ergebnisse liel3en sich drei Hauptcluster
ausmachen: ein NKG2C* Cluster mit dem niedrigsten prozentualen Anteil an der
Gesamtpopulation der analysierten CD56""9" NK-Zellen und die zwei NKG2C- Cluster A und B
(siehe Abbildung 19A). In der Beurteilung und Annotation der Cluster war es entscheidend, die
prinzipiell hierarchische und redundante Struktur des Citrus-Baums zu beachten. Ausgehend von
einem zentralen Cluster (in Abbildung 19A mit (*) gekennzeichnet), welches alle Zellen der
Analyse enthdlt, trennen dichotome Aufzweigungen die Ubergeordneten Cluster anhand von

Merkmalsunterschieden der Zellen in immer kleinere Cluster auf. Dabei enthélt ein Cluster vor
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einer Aufzweigung alle Zellen der untergeordneten Cluster. Beispielweise enthielt Cluster A alle
Zellen aus den beiden untergeordneten, mit CD27- CX3XR1* bzw. CD27* CX3CR1 annotierten
Clustern und das Cluster CD27" CX3CR1" verfuigte Uber ein weiteres Untercluster.

Als Cluster mit stratifizierenden Verhalten identifizierte der Citrus-Algorithmus Cluster A und B,
d.h. beide Cluster wiesen signifikante Unterschiede ihrer Zellfrequenz zwischen den untersuchten
Gruppen auf (siehe Abbildung 19B). So stieg die Haufigkeit von Cluster A innerhalb aller
analysierten CD56""" NK-Zellen zur spaten Schwangerschaft (Tri3) an und fiel in den ersten drei
Monaten postpartal (PP3) wieder ab. Cluster B zeigte ein inverses Muster mit einer Reduktion

seines Anteils an den CD569" NK-Zellen im dritten Trimester und einer postpartalen Expansion.

Die Charakterisierung des Phanotyps von Cluster A und B erfolgte anschlie3end (1) anhand der
Histogramme, welche die Markerexpression der Zellen von Cluster A und B im Vergleich zu allen
anderen Zellen der Analyse (Background) darstellen (siehe Abbildung 19C), und (2) mittels der
Marker-spezifischen Citrus-Badume, die fir jedes Cluster des Citrus-Baums separat
aufschlusseln, wie stark die einzelnen Marker exprimiert werden (siehe Abbildung 9). Hiernach
wies Cluster A — als dominierendes CD56""9" NK-Zell-Subset in der spaten Schwangerschaft —
einen CD16" NKp46"" NKG2D"9" NKG2AM" Phanotyp auf, dessen Fluoreszenzintensitat fir
NKp46, NKG2D und NKG2A im Vergleich zu den anderen Clustern entsprechend hoéher lag.
Generell exprimieren CD56°9" NK-Zellen entweder kein oder nur geringe Level des Fcy-
Rezeptor-llla CD16. Ein Grof3teil der Zellen in Cluster A erwies sich als CD16", sodass Cluster A
das CD56"9" CD169™ Subset innerhalb des Citrus-Baums reprasentierte. Eine dichotome
Aufzweigung trennte Cluster A in zwei untergeordnete Cluster, welche den unterschiedlichen
Maturationsstatus der Zellen in Cluster A widerspiegelte: das eine Cluster enthielt relativ reife
CD5619" NK-Zellen mit einem CD27- CX3CR1* Phanotyp und der hochste CD16-Expression
innerhalb von Cluster A, wahrend das andere Cluster immature CD27* CX3CR1 Zellen mit
geringerer CD16-Expression, jedoch hoher CCR7-Expression umfasste. CCR7, aul3erdem auf
einem Teil der Zellen von Cluster B und dem NKG2C* Cluster exprimiert, erreichte auf den CD27*

Zellen von Cluster A die hdchste Expressionsdichte.

Postpartal kehrte sich das Verhaltnis zwischen der Frequenz von Cluster A und B innerhalb der
CD56M9" NK-Zellen um, sodass das CD16" Cluster B das vorrangige CD56P"9" Subset in der
postpartalen Phase bildete. Die Zellen des Cluster B zeigten eine deutlich geringere Expression
der NK-Zell-Rezeptoren NKp46, NKG2D und NKG2A und waren CD27". Einzelne Untercluster
exprimierten CD127, CCR7 sowie teils hohe DNAM-Level.
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Abbildung 19. CD56P"9" Citrus-Cluster wahrend und nach der Schwangerschaft bei MS. Die Citrus-
Analyse umfasste das automatisierte Clustern der Startpopulation CD5619" NK-Zellen anhand der in (C)
aufgefiihrten NK-Zell-Molekile und die anschlielRende Bestimmung von Clustern, deren Zellfrequenz
(Haufigkeit) zwischen den experimentellen Gruppen Tril, Tri3 und PP3 signifikant variierte (bei einer false
discovery rate (FDR) von 1%). Hierzu wurde das korrelative Assoziationsmodell SAM verwendet. Weitere
Bedingungen des Citrus-Laufs: Sampling der gleichen Zellzahl von 409 Zellen der Startpopulation
CD56"ight pro Probe; minimale ClustergrofRe 10. (A) Hierarchische Organisation der CD56P1ght Cluster
Citrus-Baum. Die Baumstruktur ist hierarchisch und redundant organisiert, d.h. ein Cluster enthalt jeweils
alle Zellen der Cluster, die nach seiner dichotomen Auftrennung folgen. (B) Stratifizierende Cluster A und
B (rot gefarbt in (A)) zeigen signifikante Unterschiede ihrer Zellfrequenz (H&aufigkeit) zwischen den
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Gruppen. Dargestellt ist die Haufigkeit der Zellen des Clusters bezogen auf alle analysierten CD56right NK-
Zellen pro Probe auf einer dekadisch-logarithmischen Skala. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril),
und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3). (C) Expression
der einzelnen NK-Zell-Molekiile auf Cluster A und B. Histogramme zeigen in Rot die Expression der
Clusterzellen, in Blau die Expression aller Zellen, die nicht zu dem jeweiligen Cluster gehdren.

Zur Validierung der Ergebnisse wurde der initiale Citrus-Lauf unter gleichen Bedingungen weitere
vier Male wiederholt (insgesamt flinf identische Citrus-Durchlaufe). Aufgrund der stochastischen
Natur des Clusterings ergaben sich unterschiedlich aufgebaute Citrus-Bdume, in denen anhand
des Markerprofils zu Cluster A/B aquivalente Cluster identifiziert und auf signifikante
Verédnderungen Uberprift wurden. Eine Korrelation zwischen der Zunahme von Clustern mit
CD16" NKp46Ma" NKG2D"9" NKG2A"" Phanotyp (Cluster A entsprechend) und der spaten
Schwangerschaft fand sich in 3 von 5 Durchlaufen. Ein Cluster analog zum Ph&notyp von Cluster
B fiel nur in einem weiteren Durchlauf (insgesamt 2/5) durch einen signifikante Frequenzanstieg

postpartum auf.

Bestétigung der Ergebnisse zum CD56""9" CD16%™ Phanotyp mittels manueller Analyse

Sowohl die Ergebnisse des FlowSOM- als auch des Citrus-Algorithmus deuteten auf CD16 als
eines der Molekdle, die den Phanotyp der CD56""¢" NK-Zellen wahrend der MS-Schwangerschaft
bestimmen. Der Fcy-Rezeptor-llla CD16 vermittelt durch Bindung von Antikérper, die an
Zielzellen gebunden sind, die antikbrper-abhéngige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) der NK-Zellen.
Zwar wurde CD16 gemeinsam mit CD56 als Marker zur Definition der klassischen NK-Zell-
Populationen herangezogen — hiernach wurden CD56""9" (CD167*) sowie CD56™ (CD16°"9") als
Populationen fiir die nachfolgende manuelle Analyse der Markerexpression ausgewahlt — eine
Quantifizierung der CD16-Expression auf den CD56""9" erfolgte jedoch nicht. AnschlieRend an
die automatisierte Analyse wurden die neuen Ergebnisse zu CD16 daher durch manuelles Gating

Uberpruift.

Analog zum Vorgehen der manuellen Analyse der anderen Marker auf CD56""" wurden alle
CD56M9" NK-Zellen (sowohl CD16™ als auch CD16%) ausgewahlt und der prozentuale Anteil der
CD16* an den CD56P9" pestimmt (in n=6, siehe Abbildung 20). Fur die Schwangerschaft wurde
ein Trend hin zu einer Erh6hung der Frequenz der CD16" Zellen von 42,15% im ersten Trimester
auf 52,75% im dritten Trimester (Mediane) beobachtet (p=0,063). Postpartal zeigte sich ein Trend
zu einem Abfall des Anteils der CD16* Zellen auf 45,15% (Median) innerhalb der ersten drei

Monate nach Geburt (p=0,063).
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Abbildung 20. Frequenz der CD16* Zellen innerhalb der CD5619" NK-Zellen. (A) Gating der CD16*
Zellen (reprasentativer Plot). Der abgebildete Plot zeigt alle CD56i9"t NK-Zellen, die nach der Gating-
Strategie in Abbildung 6A/C ausgewahlt wurden. Um die Frequenz der CD16* Zellen innerhalb der
CD56vright NK-Zellen zu bestimmen, wurde das fett gerahmte Gate gesetzt. (B) Frequenz der CD16* Zellen
innerhalb der CD5619nt NK-Zellen. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils
mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=6; * p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen
Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril),
zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PPO)
sowie 3, 6, 9 und 12 Monate nach Entbindung (PP3-12).

4.2.3 Schwangerschaftsbezogener Phanotyp der CD569™ NK-Zellen — Ergebnisse der

manuellen Analyse

CD56%™ NK-Zellen werden in der Regel als reife Effektor-NK-Zellen mit ausgepragter Zytotoxizitat
beschrieben. In dieser Studie konnte fiir die spate Schwangerschaft eine Reduktion der CD569™
NK-Zell-Frequenz beobachtet werden. In den ersten drei Monaten nach Geburt stieg der Anteil
der CD569™ NK-Zellen jedoch wieder deutlich an. Welche NK-Zell-Molekiile den Phanotyp der
CD56%™ NK-Zellen in Schwangerschaft und postpartaler Phase bestimmen, soll in diesem
Abschnitt besprochen werden. Tabelle 19 enthalt hierzu einen Uberblick. Die Ergebnisse
beziehen sich hierbei grundsatzlich auf die nach der manuellen Gating-Strategie definierten
CD569M NK-Zellen (siehe CD569™ CD16™9" in Abbildung 6 A und C) von sechs MS-Patientinnen
(n=6). Initial wurde je nach Verteilungsmuster der einzelnen Marker entweder der prozentuale
Anteil der Marker-positiven Zellen oder der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitat
(MFI) untersucht. Ausfuhrliche Informationen zur deskriptiven Statistik und zu den Ergebnissen

der Wilcoxon-Tests finden sich in Tabelle 20.
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Tabelle 19. Markerexpression auf CD56%™ NK-Zellen.

Schwangerschaft Postpartal
(Tril - Tri3h) (Tri3 - PP3?)
Effekt p-Wert Effekt p-Wert
Aktivierende Rezeptoren
CD94/NKG2C (%°) — 0,313 — 0,438
NKp46 (MFI%) (1) 0,063 ! 0,031
DNAM (MFI) — 0,438 — 0,094
NKG2D (MFI) — 0,219 (1) 0,063
Inhibierende Rezeptoren
CD94/NKG2A (%) — 0,563 ! 0,031
Maturation und Migration
CD27 (%) 0 0,031 ! 0,031
CX3CR1 (MFI) — 0,563 ! 0,031
CCR7 (MFI) — 0,528 — 1,000
Weitere Marker
CD94 (%) — 1,000 () 0,063
CD127 (MFI) 0 0,031 ! 0,031

Vergleiche der Gruppen frilhe Schwangerschaft (Tril) gegen spate Schwangerschaft (Tri3) sowie 2spate
Schwangerschaft gegen 3 Monate postpartal (PP3) erfolgten jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (n=6). Verglichen wurde primar entweder der 3Anteil der Marker-positiven Zellen (%) an allen CD569m
NK-Zellen (bei bimodaler Verteilung des Markers, z.B. NKG2C) oder der “geometrische Mittelwert der
Fluoreszenzintensitat (MFI) des Markers auf allen CD56"t NK-Zellen (bei normaler Verteilung des
entsprechenden Markers, z.B. NKp46 oder DNAM). Statistisch signifikante Unterschiede bei a=0,05 sind
fett gedruckt hervorgehoben.

Veranderte Expression des aktivierenden NKp46 und des inhibierenden NKG2A zeigt sich auch
auf den CD56%™ NK-Zellen in Bezug auf die Schwangerschaft

Im Vergleich zu den CD569" exprimiert generell ein geringerer Anteil der CD569™ NK-Zellen
den natirlichen Zytotoxizitatsrezeptor (NCR) NKp46; in dieser Studie lag die Frequenz der
NKp46* CD56%™ NK-Zellen zum ersten Trimester bei 64,0% (Median). Die NKp46-Expression
stellte sich dabei nicht als bimodal, sondern als Kontinuum von negativer, dim- bis bright-
Expression dar (siehe Abbildung 7A). Vergleichbar mit den CD56""9" NK-Zellen veranderte sich
auch die NKp46-Expression auf den CD56%™ NK-Zellen (siehe Abbildung 21A und Tabelle 20).
Im dritten Trimester der Schwangerschatft zeigte sich sowohl ein Trend hin zu einer erhéhten MFI
als auch zu einem héheren Anteil NKp46* Zellen (p=0,063). Postpartal fiel die NKp46-Expression
der CD56%™ erheblich, angezeigt durch eine jeweils deutliche und signifikante Reduktion der MFI
und der NKp46* Zellen (mediane Paardifferenz fir Letztere: -20,65%; p=0,031, d=1,65).
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Der Anteil der CD56Y™ Zellen, die das inhibierende Rezeptorheterodimer CD94/NKG2A
exprimierten, machte ebenfalls ca. 60% im ersten Trimenon aus. Obwohl sich dieser Anteil zur
spaten Schwangerschaft nicht veranderte, konnte ein signifikanter Anstieg der MFI fir NKG2A
auf den CD94/NKG2A* Zellen beobachtet werden, gefolgt von einem MFI-Abfall postpartal
(jeweils mit p=0,031 und d=1,65; siehe Abbildung 21B und Tabelle 20). In den ersten drei
Monaten nach Geburt sank aufRerdem die Frequenz der CD94/NKG2A* Zellen um 9,95%
(mediane Paardifferenz; 95% KI [-13,5; -7,9]; p=0,031, d=1,65) sowie damit verbunden die
Frequenz der CD94* CD56%™ NK-Zellen (Trend, p=0,063).

Erhéhung des Anteils CD27* CX3CR1* CD56%™ NK-Zellen wéhrend der MS-Schwangerschaft
gefolgt von einer postpartalen Reduktion

Nach dem linearen Modell der NK-Zell-Entwicklung stellen die CD569™ Zellen terminal
differenzierte, reife NK-Zellen dar. Entsprechend exprimieren CD56%™ NK-Zellen hohe Level des
auf reifen Zellen vorkommenden Chemokinrezeptors CX3CR1. So zeigten sich zur Basline im
ersten Trimester 94,6% der CD56%™ Zellen CX3CR1* (Median). Wahrend der Schwangerschaft
bestand kein Hinweis fir eine Veranderung der CX3CR1-Expression (sowohl im Anteil der
CX3CRL1* Zellen wie auch fiir die MFI). Postpartal fiel die MFI fur CX3CRL1 signifikant ab (p=0,031,
d=1,65); die Frequenz der CX3CR1* CD56%™ NK-Zellen blieb jedoch unverandert (siehe
Abbildung 22A und Tabelle 20).

Der Maturationsmarker CD27 wird wie bereits beschrieben auf immaturen NK-Zellen und damit
vorrangig auf CD569" NK-Zellen exprimiert. Ein kleines Subset von CD27* CD56%™ existiert
dennoch; in dieser Studie machte es 4,14% aller CD569™ NK-Zellen aus, wobei der tiberwiegende
Teil dieser Zellen gleichzeitig CX3CR1 exprimiert und somit einen intermediaren Phé&notyp
zwischen terminal differenzierten und immaturen NK-Zellen reprasentierte. Zur spéaten
Schwangerschaft stieg der Anteil der CD27* Zellen, genauer der Anteil der CD27* CX3CRL1*
Zellen (nicht der CD27* CX3CRL1), an (jeweils p=0,031), um sich in der postpartalen Phasen
wieder zu reduzieren (siehe Abbildung 22 B/C und ausftihrliche Statistik in Tabelle 20).

Gesteigerte Expression des IL7-Rezeptor a (CD127) auf CD56%™ NK-Zellen wéhrend der MS-

Schwangerschaft

Die a-Kette des IL7-Rezeptors, auch als CD127 bezeichnet, bildet eine der beiden Ketten dieses
heterodimeren IL-Rezeptors. CD56%™ NK-Zellen weisen eine dim-Expression fir CD127 auf, die
deutlich unter den CD127-Level der CD56"9" NK-Zellen liegt (115); so auch in der vorliegenden
Studie (siehe Abbildung 7D). Wéhrend der Schwangerschaft bei MS zeigte sich eine signifikante
Erhohung der CD127-Expression auf den CD569™ NK-Zellen sowohl in einem erhéhten Anteil der

CD127* CD56Y™ Zellen (mediane Paardifferenz: +4,6%; p=0,031) als auch in einer gesteigerten
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MFI far CD127 (p=0,031; siehe Abbildung 23 und Tabelle 20). Die postpartale Phase war
wiederum gepragt von einer Reduktion der MFI sowie des Anteils der CD127* Zellen (jeweils
p=0,031). Die Effektstarke lag jeweils bei d=1,65; die beobachteten Effekte fir CD127 waren

demnach als groR3 zu bewerten.
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Abbildung 21. Aktivierende und inhibierende Rezeptoren auf CD569™ NK-Zellen. Analysiert wurden
die CD56%m NK-Zellen mit CD161sht Expression (Gating siehe Abbildung 6A/C und Abbildung 7A/C). Fir
(A) NKp46 ist die Frequenz der Marker-positiven Zellen innerhalb aller analysierten CD56%™ und die
Fluoreszenzintensitat (MFI) auf allen CD56%™ abgebildet. (B) Zeigt die Frequenz der CD94/NKG2A* Zellen
innerhalb der CD56%™ und die Fluoreszenzintensitat von NKG2A auf CD94/NKG2A*+ CD569™m NK-Zellen.
Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (n=6, *, p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der
Median. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der
Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PP0) sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).
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Abbildung 22. Maturations- und Migrationsmarker auf CD56%™ NK-Zellen. Analysiert wurden die
CD564m NK-Zellen mit CD169ht Expression (Gating siehe Abbildung 6A/C und Abbildung 7B). Fir (A)
CX3CRL1 ist die Frequenz der Marker-positiven Zellen innerhalb aller analysierten CD569™ und die
Fluoreszenzintensitat (MFI) auf allen CD569™ abgebildet. (B) Zeigt die Frequenz der CD27+* Zellen und (C)
die Frequenz der CD27*CX3CR1* Zellen innerhalb der CD564™. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und
Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=6, *, p-Wert<0,05). Dargestellt
sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin (Legende) und der Median. Studienzeitpunkte: wéahrend
des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten
Monats (PP0O) sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).
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Abbildung 23. CD127-Expression auf CD56%™ NK-Zellen. Analysiert wurden die CD569™m NK-Zellen mit
CD16"iaht Expression (Gating siehe Abbildung 6A/C und Abbildung 7D). (A) Zeigt die Frequenz (%) der
CD127* Zellen in allen analysierten CD56¢™, In (B) ist die Fluoreszenzintensitat (MFI) von CD127 auf den
CD569m abgebildet. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (n=6, *, p-Wert<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin
(Legende) und der Median. Studienzeitpunkte: wahrend des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten
Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft und innerhalb des ersten Monats (PP0O) sowie 3 Monate nach
Entbindung (PP3).
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4.2.4 Schwangerschafts-assoziierte NK-Zell-Subsets innerhalb der CD569™ NK-Zellen —

Ergebnisse der automatisierten Analyse

Zum Zweck der Validierung und Exploration wurden auch die CD569™ NK-Zellen mittels
automatisierter Methoden ausgewertet. Die Citrus-Analyse identifizierte keine CD569™ NK-Zell-
Subsets, die signifikant mit Schwangerschaft oder postpartaler Phase assoziiert waren. Auch die
Ergebnisse der FlowSOM-Analyse, auf die im Folgenden kurz eingegangen wird, enthielten keine

substantiellen Hinweise fuir Subset-spezifische Veranderungen innerhalb der CD569™ NK-Zellen.

Analog zum Vorgehen bei den CD56P9" wurden ebenfalls die CD569™ NK-Zellen mittels
FlowSOM in der Kohorte der acht MS-Patientinnen untersucht (Details zu Methodik und Workflow
siehe Kapitel 3.4.2). Auf Basis des Clustering der Lin® CD56* NK-Zellen anhand samtlicher
gemessener NK-Zell-Merkmale konnten insgesamt 12 phanotypisch unterschiedliche CD569™
Metacluster ausgemacht werden, die sich Uber verschiedene Regionen des minimalen
Spannbaums (MST) verteilten (siehe Abbildung 8A). CD56%™ CD16""" NK-Zellen gruppierten
sich Uberwiegend in zwei Hauptregionen bestehend aus den drei Metacluster 1, 2 und 10. Die
restlichen Metacluster enthielten v.a. CD56%™ NK-Zellen mit einer geringen oder negativen
Expression fur CD16 (siehe Abbildung 8).

Lediglich ein CD56"™ Metacluster wies Veranderungen in seiner Zellfrequenz in Schwangerschaft
und postpartaler Phase auf (siehe Tabelle 21 und Tabelle 18). Metacluster 6 bildete mit einem
Anteil von gerade einmal 0,73% aller CD56" NK-Zellen (Median Tril) ein sehr kleines CD56%™
Subset, das wahrend des dritten Trimesters einen Trend hin zu einem Frequenzanstieg zeigte
(mediane Paardifferenz: +0,16%, p=0,063) und dessen Anteil postpartal wieder abfiel (mediane
Paardifferenz: -0,17%; p=0,023). Lokalisiert in der CD27* Region des MST, enthielt Metacluster
6 sowohl Zellen mit CD169" als auch mit CD169™ Expression (siehe Abbildung 24 und Abbildung
8). Neben einer NKp46* NKG2D"9" Expression waren die Zellen des Metacluster 6 durch einen
CD27* CX3CR1* Phanotyp gepréagt, sodass die Veranderung dieses Subsets vermutlich v.a. die
bereits manuell gezeigte Zunahme der CD27* CX3CR1* CD569™ Zellen widerspiegelt.

Zusatzlich zeigte ein weiteres Metacluster mit einem Anteil von <1% der CD56* NK-Zellen eine
Frequenz-Reduktion zum dritten Trimester (p=0,016, siehe Abbildung 24). Es enthielt lediglich
CD56YM CD16" Zellen, die bis auf eine DNAM* und CD127* Expression alle weiteren NK-Zell-

Rezeptoren herunterreguliert hatten.
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Tabelle 21. Zellfrequenz und Phanotyp der CD56%™ FlowSOM-Metacluster

Meta- CD16- Merkmale des Metaclusters Tril  Tri3
cluster Expression - -
Tri3 PP3
6 CD16dim/br NKG2C- NKp46+ DNAM- NKG2D++ NKG2A- (1! !
CD27+ CX3CR1+ CCR7- CD94+ CD127-
20 CD16- NKG2C- NKp46- DNAM+ NKG2D- NKG2A- CD27- l —

CX3CR1- CCR7- CD94- CD127++

Angegeben ist die Veranderung der Zellfrequenz der FlowSOM-Metacluster innerhalb der Lin- CD56* NK-
Zellen: 1, Anstieg; |, Reduktion; —, keine Veranderung. Vergleiche der Gruppen frilhe Schwangerschaft
(Tril) vs. spate Schwangerschaft (Tri3) sowie spate Schwangerschaft vs. 3 Monate postpartal (PP3)
erfolgten jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die mittleren Spalten zeigen die
Markerprofile der Metacluster. Expressionslevels: (-) keine Expression, (£) Expression nur auf einzelnen
Clustern, (+) schwachpositiv exprimiert (dim), (++) hochpositiv exprimiert (br); * (1) zeigt einen nicht
signifikanten Trend mit p=0,063.
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Abbildung 24. CD56%™ Metacluster wahrend und nach der Schwangerschaft bei MS. Mittels FlowSOM
wurden alle Lin- CD56* NK-Zellen (Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C NKp46,
DNAM, NKG2D, NKG2A, CD27, CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert (Details zum Workflow
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siehe Kapitel 3.4.2). Die Zugehorigkeit der einzelnen Cluster zu den 20 Metacluster ist durch den farbigen
Hintergrund der Cluster-Knoten gekennzeichnet. (A) Lokalisation der CD564m Metacluster 6 und 20 mit
signifikanter Veranderung ihrer Zellfrequenz wahrend/nach der Schwangerschaft. (B) Heatmap zur
Markerexpression der FlowSOM-Metacluster. Die Zeilen stehen jeweils fiir ein NK-Zell-Molekil, Spalten
reprasentieren die Metacluster. CD569™ Metacluster im eingerahmten Bereich. Felder zeigen den Median
der Fluoreszenzintensitat des entsprechenden Antigens. Expressionslevel: (-) keine Expression; (+)
schwachpositiv exprimiert (dim); (++) hochpositiv exprimiert (br). (C) Schwangerschaftsbezogene
Veranderungen der Frequenz der CD569™ Metacluster. Die Frequenzen zeigen den Anteil der im jeweiligen
Metacluster enthaltenen CD5649™m NK-Zellen an der Startpopulation der Lin- CD56* Zellen. Vergleich der
Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die
p-Werte wurden nicht adjustiert (*, p<0,05). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin und
der Median. Studienzeitpunkte: wéhrend des ersten (Tril), und dritten Trimenons (Tri3) der
Schwangerschaft sowie 3 Monate nach Entbindung (PP3).

4.2.5 Schwangerschafts-assoziierte NK-Zell-Subsets mit gemischter Zusammensetzung
aus CD56""9" und CD56%™ NK-Zellen

In diesem Abschnitt sollen Ergebnisse der automatisierten Analyse beleuchtet werden, die sich
nicht klar dem einen oder anderen klassischen NK-Zell-Kompartiment zuordnen lassen. Es
handelt sich eher um generelle Muster, die sowohl den schwangerschafts-assoziierten Phanotyp
der CD569" als auch der CD569™ betreffen.

FlowSOM: Metacluster, die CD56"" und CD56%™ NK-Zellen mit einem CD16* NKp46Md"
CD94"" NKG2A"" Phanotyp enthalten, nehmen in der Schwangerschaft zu

Das FlowSOM-Clustering der Lin® CD56* NK-Zellen (Startpopulation), welches anhand aller
durchflusszytometrisch gemessenen NK-Zell-Merkmale erfolgte, generierte zwei Metacluster, die
sich wahrend der initialen Annotation der FlowSOM-Cluster in keine der beiden NK-Zell-
Populationen CD569" oder CD56%™ einordnen lieRen. Eine Beschreibung, wie die Metacluster
im Einzelnen annotiert wurden, findet sich in Kapitel 4.1.2. In der Tat enthielten die betreffenden
Metacluster 3 und 7 sowohl CD569™ NK-Zellen mit einer CD16*9" oder CD16™ Expression als
auch CD56"9" NK-Zellen, hauptsachlich mit CD16%™ Expression (siehe Abbildung 15). Die
mediane CD56-Expression der beiden Metacluster lag folglich zwischen der der CD56"9" und
CD569M Metacluster (siehe Abbildung 25A/B).

Die Zellen dieser gemischt zusammengesetzten Metacluster wurden durch einen CD16*
NKp46hah CD94Msh NKG2AM" Phanotyp charakterisiert (siehe Tabelle 22 und Abbildung 25B).
Metacluster 7 wies zudem einen NKG2D"9" Phanotyp auf, Metacluster 3 zeigte eine ausgepragt
positive, jedoch nicht hochpositive NKG2D-Expression. Wahrend Metacluster 7 aus CD27*
CX3CR1* Zellen bestand, enthielt Metacluster 3 v.a. reife CX3CR1"* Zellen. Es scheint, dass vor
allem die besonders hohe Expression der Rezeptoren NKp46 und CD94/NKG2A — und nicht die

Zugehorigkeit zu CD56""9" und CD56%™ — das bestimmende Kriterium bildete, anhand dessen
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die Zellen in den beiden Metacluster zusammengefligt wurden. Insbesondere im Vergleich zum
Rest der CD56%™ NK-Zellen fallt auf, dass die in Metacluster 3 und 7 enthaltenen CD56%™ NK-
Zellen eine Subpopulation mit deutlich hdherer NKp46- und CD94/NKG2A-Expression
reprasentieren (siehe CD56%™ Regionen des MSTs in Abbildung 8).

Interessanterweise expandierten beide Metacluster wahrend der Schwangerschaft gefolgt von
einer postpartalen Reduktion. Zwar machten Metacluster 3 und 7 jeweils nur einen geringen Anteil
an allen CD56" NK-Zellen aus, verdoppelten jedoch ihren Anteil wahrend Schwangerschatft auf
gemeinsam 6,57% im dritten Trimester (siehe Abbildung 25C und Tabelle 18). Der Anstieg der
Zellfrequenz von Metacluster 7 war signifikant (p=0,008); Metacluster 3 zeigte einen Trend hin zu
einer Frequenzerhthung im dritten Trimester (mediane Paardifferenz: +2,21%; 95% KI [-0,23;
3,93]; p=0,078). In der anschlieRenden postpartalen Phase reduzierte sich der Anteil beider

Metacluster signifikant (jeweils p=0,008).

Tabelle 22. Zellfrequenz und Phanotyp der FlowSOM-Metacluster mit gemischter
Zusammensetzung aus CD56""" und CD56™ NK-Zellen

Meta- CD16- Merkmale des Metaclusters Tril  Tri3
cluster  Expression - -
Tri3 PP3

Metacluster mit signifikanter Veranderung pra- und postpartal

7 CD16dim/br NKG2C- NKp46++ DNAM+ NKG2D++ NKG2A++ 0 !
CD27+ CX3CR1+ CCR7- CD94++ CD127-

Metacluster mit signifikanter Verdnderung postpartal
3 CD16dim/br NKG2C- NKp46++ DNAM+ NKG2D+ NKG2A++ (1)* !
CD27- CX3CR1+ CCR7- CD94++ CD127-

Angegeben ist die Veranderung des Zellfrequenz der FlowSOM-Metacluster innerhalb der Lin- CD56* NK-
Zellen: 1, Anstieg; |, Reduktion; —, keine Veranderung. Vergleiche der Gruppen frilhe Schwangerschaft
(Tril) vs. spate Schwangerschaft (Tri3) sowie spate Schwangerschaft vs. 3 Monate postpartal (PP3)
erfolgten jeweils mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die mittleren Spalten zeigen die
Markerprofile der Metacluster. Expressionslevels: (-) keine Expression, () Expression nur auf einzelnen
Clustern, (+) schwachpositiv exprimiert (dim), (++) hochpositiv exprimiert (br); * (1) zeigt einen nicht
signifikanten Trend mit p=0,078.
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Abbildung 25. Metacluster mit gemischter Zusammensetzung aus CD56"9" und CD56%™ NK-Zellen
wahrend und nach der Schwangerschaft bei MS. Mittels FlowSOM wurden alle Lin- CD56* NK-Zellen
(Startpopulation) anhand der Merkmale CD56, CD16, NKG2C NKp46, DNAM, NKG2D, NKG2A, CD27,
CX3CR1, CCR7, CD94 und CD127 geclustert (Details zum Workflow siehe Kapitel 3.4.2). Die
Zugehorigkeit der einzelnen Cluster zu den 20 Metacluster ist durch den farbigen Hintergrund der Cluster-
Knoten gekennzeichnet. (A) Lokalisation der gemischt zusammengesetzten Metacluster im MST. (B)
Heatmap zur Markerexpression der FlowSOM-Metacluster. Die Zeilen stehen jeweils fir ein NK-Zell-
Molekil, Spalten reprasentieren die Metacluster. Gemischte Metacluster im eingerahmten Bereich. Felder
zeigen den Median der Fluoreszenzintensitat des entsprechenden Antigens. Expressionslevel: (-) keine
Expression; (+) schwachpositiv  exprimiert (dim); (++) hochpositiv exprimiert (br). (C)
Schwangerschaftsbezogene Veranderungen der Frequenz der gemischten Metacluster. Die Frequenzen
zeigen den Anteil der im jeweiligen Metacluster enthaltenen NK-Zellen an der Startpopulation der Lin-
CD56" Zellen. Vergleich der Gruppen Tril vs. Tri3 und Tri3 vs. PP3 erfolgte jeweils mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (n=8). Die p-Werte wurden nicht adjustiert (Signifkanzniveaus *, p<0,05; **, p<0,01).
Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin und der Median. Studienzeitpunkte: wahrend
des ersten (Tril), und dritten Trimenons (Tri3) der Schwangerschaft sowie 3 Monate nach Entbindung
(PP3).

Citrus: Limitierter Nutzen der Assoziationsmodelle

Auch Citrus wurde, analog zur Analyse mit FlowSOM, auf alle Lin- CD56* NK-Zellen als
Startpopulation angewendet — also nicht nur wie bereits beschrieben auf die CD56""" oder
CD56%™ NK-Zellen. Ziel war es, dem Ansatz von Validierung und Exploration folgend, zum einen

den generellen CD56""9"/CD569™ Shift in der Schwangerschaft bei MS mittels einer weiteren
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Analysemethode zu bestatigen und zum anderen Cluster mit spezifischem Markerprofil zu
identifizieren, die pragend fur den schwangerschafts-assoziierten NK-Zell-Phanotyp sind. Hierzu
wurden die Lin® CD56* NK-Zellen in Durchlaufen mit verschiedenen Parameter-Einstellungen
analysiert, z.B. wurden die identifizierten Cluster entweder auf Unterschiede zwischen den
experimentellen Gruppen (Tril, Tri3, PP3) hinsichtlich ihrer Zellfrequenz oder der medianen
Markerexpression ihrer Zellen getestet. Es kam sowohl das pradiktive Assoziationsmodell PAM

als auch das korrelative Modell SAM zur Anwendung (siehe Details in Kapitel 3.4.2).

Die entscheidende Limitation der Citrus-Assoziationsmodelle lag in ihrem statistischen
Testprinzip, welches auf den Vergleich von ungepaarten Gruppen ausgelegt ist. Fur den Kontext
der hier durchgefiihrten Vergleiche zwischen gepaarten Stichproben resultierte eine reduzierte
Teststarke (Power) hinsichtlich der Detektion tatsachlich existierender Unterschiede zwischen

den Gruppen.

Hierin liegt vermutlich der Grund, weshalb letztlich keine signifikanten Ergebnisse in der Analyse
der Gesamtpopulation der Lin- CD56" NK-Zellen durch Citrus ermittelt wurden. Zu geringe oder
nicht ausreichend robuste Effekte sind natirlich prinzipiell auch denkbar. Im Umkehrschluss
bedeutet die geringe Trennscharfe von Citrus jedoch auch, dass das Citrus-Ergebnis zur
Expansion der CD16" NKp46"9h NKG2D"" NKG2AMh CD56P1" NK-Zellen wéahrend der

Schwangerschaft mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsachlich wahr ist.

4.2.6 Synopsis zum NK-Zell-Phanotyp im Kontext der MS-Schwangerschaft

Die Kombination aus manueller und automatisierter Analyse ermdglichte es, den NK-Zell-
Phanotyp wahrend und nach der MS-Schwangerschaft aus verschiedenen Perspektiven zu
beurteilen und potentiell relevante Biomarker (z.B. einzelne NK-Zell-Marker oder NK-Zell-
Populationen mit spezifischem Markerprofil) herauszuarbeiten. Diese verschiedenen Ergebnisse

sollen nun zu einem Gesamtbild zusammengefihrt werden.

Schwangerschaftsbezogener CD56"™9" NK-Zell-Phénotyp

Als Ausgangspunkt der Analyse der CD56P9" NK-Zellen diente das manuelle Gating: Die
Ergebnisse zeigten wahrend der Schwangerschatft eine gesteigerte Expression der aktivierenden
bzw. inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren NKG2D, NKp46 (Trend) und NKG2A (Trend), die sich
postpartal wieder reduzierte. Die Expression des Chemokinrezeptors CCR7 nahm ebenfalls zum

dritten Schwangerschaftstrimenon zu, jedoch ohne Verénderung postpartal.

Wahrend das manuelle Gating auf die Auswertung jedes einzelnen NK-Zell-Markers fir sich
betrachtet fokussierte, erdffnete erst die automatisierte, simultane Analyse aller Marker den Blick

auf verschiedenen CD569" Subpopulationen mit jeweils spezifischem Markerprofil. Dabei
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bestatigten die Expressionsmuster der identifizierten Subsets weitestgehend die manuellen
Ergebnisse. FlowSOM ermittelte innerhalb der CD569" NK-Zellen zwei CD167™ NKp46Mdn
NKG2A"" Subpopulationen, die wahrend der MS-Schwangerschaft expandierten; die GroRere
dieser Subpopulationen zeigte zudem eine hochpositive Expression fir NKG2D. Das Citrus-
Cluster, welches die Spatschwangerschaft pragte, war ebenfalls durch einen CD16* NKp46Md"
NKG2D"" NKG2AM" Phanotyp charakterisiert. Fir CCR7 zeigte sich ein weniger eindeutiges
Bild, was u.a. damit zusammenh&ngen koénnte, dass sich die CCR7" Zellen nicht in einem
spezifischen Haupt- bzw. Metacluster gruppierten, sondern sich jeweils auf einzelne Cluster
innerhalb der verschiedenen Haupt-/Metacluster verteilten. So wies das mit der Schwangerschaft
assoziierte Citrus-Cluster lediglich in einer Unterregion eine hochpositive CCR7-Expression auf.
Die zwei FlowSOM-Metacluster enthielten einzelne Cluster, die CCR7 exprimierten, der Median
der CCR7-Expression dieser beiden Metacluster war jedoch eher gering. Allerdings verfiigte ein
weiteres FlowSOM-Subset (Metacluster 18) uber eine einheitlich positive CCR7-Expression und

zeigte zudem einen nicht-signifikanten Trend zur Expansion in der Schwangerschatft.

Zusatzlich lenkten die Algorithmen den Fokus auf ein weiteres Molekil, welches bis dahin in der
manuellen Analyse nicht ausreichend erfasst wurde. CD16 pragte den Phanotyp der wahrend der
Schwangerschaft expandierenden CD56°"9" Subsets. Unterstitzt wurde dieser Befund zum
einen durch die manuelle Nachanalyse, die auf einen erhéhten Anteil der CD569" CD16%™
Zellen in der spaten Schwangerschatft deutet, und zum anderen durch die Zunahme der gemischt-
zusammengesetzten FlowSOM-Metacluster in der Schwangerschaft, die neben CD569™ NK-

Zellen Uberwiegend CD56"9" NK-Zellen mit einer CD16%™ Expression enthielten.

In Zusammenschau aller Ergebnisse erwies sich somit eine CD16* NKp46"d" NKG2D"dh
NKG2ANsh CD56PM9"t NK-Zell-Population als dominierend in der MS-Schwangerschaft. Zudem
bestanden Hinweise flr eine schwangerschafts-assoziiert erhohte CCR7-Expression der
CD56P19 NK-Zellen.

Schwangerschaftsbezogener CD56%™ NK-Zell-Phanotyp

Die manuelle Auswertung der Markerexpression der CD569™ NK-Zellen erbrachte folgende
Ergebnisse: Ahnlich zu den CD569" wiesen auch die CD56%™ NK-Zellen einen Trend zu einer
erhohten NKp46- und NKG2A-Expression wahrend der MS-Schwangerschaft auf. Au3erdem
zeigten die CD569™ NK-Zellen der spaten Schwangerschaft eine gesteigerte CD127-Expression.
Vor allem aber nahm der geringe Anteil der CD27" CX3CR1" Zellen in der Schwangerschatft zu.
Der Phanotyp der CD569™ NK-Zellen in der postpartalen Phase war gepragt von einer teils
deutlichen Reduktion verschiedener NK-Zell-Rezeptoren, dazu zahlte die reduzierte Expression
von NKp46, CD94/NKG2A, CX3CR1 sowie CD127.
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Leider gelang es weder mit FlowSOM noch mit Citrus einzelne CD56™ Subpopulationen zu
identifizieren, die maRgeblich bestimmend fir den CD569™ Phanotyp wahrend der
Schwangerschaft oder postpartalen Phase waren. Lediglich ein FlowSOM-Metacluster mit sehr
geringer Zellzahl deutete auf die bereits manuell ermittelte Zunahme der CD27* CX3CRL1*
CD569M Zellen wahrend der MS-Schwangerschaft.

Insgesamt scheinen die CD56%™ NK-Zellen wahrend der MS-Schwangerschaft vor allem von der
generellen Reduktion ihrer Zellfrequenz gepragt zu sein. Innerhalb dieser reduzierten CD56%™
NK-Zellen nehmen CD27* CX3CR1* Zellen sowie die CD127-Expression zu. Postpartal ist der
Phanotyp der dann expandierenden CD56%™ Population durch eine reduzierte Expression einer
Reihe von NK-Zell-Rezeptoren bestimmit.

Gemeinsame Merkmale des CD56"" und CD56%™ Ph&notyps

Die Ergebnisse aus den verschiedenen Analyseabschnitten deuten darauf hin, dass die
Hochregulierung der Rezeptoren NKp46 und NKG2A — im Sinne eines generellen NK-Zell-
Phanomens der MS-Schwangerschaft — sowohl CD569" als auch CD56%™ NK-Zellen betrifft. So
zeigte sich in der manuellen Analyse fur beide NK-Zell-Populationen eine erhdhte bzw. ein Trend
zu einer erhohten NKp46- und NKG2A-Expression wahrend der Schwangerschaft. Weiter
bekraftigt wurden diese Ergebnisse durch die Zunahme der Frequenz zweier gemischt aus
CD56""9" und CD569™ NK-Zellen zusammengesetzten FlowSOM-Metacluster mit einem explizit
NKp46Msh NKG2AM" Phanotyp. Die deutlichste Evidenz bestand jedoch fir den CD56°9n
Phanotyp. Sowohl in der manuellen, FlowSOM- als auch Citrus-Analyse konnte die Zunahme der
NKp46- und NKG2A-Expression wahrend der Schwangerschaft bestatigt werden.

4.3 Klinische und radiologische Krankheitsaktivitat wahrend und nach der

Schwangerschaft bei MS

Fur ein vollstandiges Bild zur vorliegenden Pilotstudie ist es erforderlich, die Erkenntnisse zum
NK-Zell-Phénotyp im Kontext klinischer und radiologischer Merkmale der untersuchten Kohorte
von schwangeren MS-Patientinnen zu betrachten. Zusétzlich wird der Zusammenhang zwischen

der radiologischen Krankheitsaktivitat und dem NK-Zell-Ph&notyp beurteilt.

4.3.1 Klinische Merkmale der Kohorte

Im Rahmen des Datenbank-Projekts zur Schwangerschaft bei MS (PreCoMS) wurden klinische
Daten zur Krankheitsaktivitat und Therapie bei jeder Studienvisite vor, wahrend und nach der
Schwangerschaft durch die Mitarbeitenden des NCRC erfasst (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.1.2,
Ubersicht in Abbildung 1).
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Die acht Patientinnen, deren NK-Zell-Phanotyp in dieser Arbeit untersucht wurde, zeigten
mehrheitlich einen schubférmigen MS-Verlauf (RRMS n=7), bei einer Patientin bestand zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses ein klinisch-isoliertes Syndrom (siehe Details zu MS-Aktivitat
der einzelnen Patientinnen in Tabelle 3). Hinsichtlich der Krankheitsaktivitat vor
Studieneinschluss teilte sich die Gruppe in drei Patientinnen mit einer relativ kurzen
Krankheitsdauer von < 2 Jahren seit Erstsymptomatik und jeweils nur einem stattgehabten Schub
sowie in funf Patientinnen mit einer Krankheitsdauer = 6 Jahre seit Erstsymptomatik (mit 2-3
Schiiben vor Studieneinschluss), wobei sechs der acht Patientinnen in den zwei Jahren vor
Studieneinschluss einen Schub hatten. Im Beobachtungszeitraum der Studie stellt sich die
Krankheitsaktivitat wie folgt dar: Wéhrend der Schwangerschaft traten keine Schiibe auf.
Postpartal erlitt eine Patientin (Pat. 5) im fiinften Monat nach Entbindung einen Schub, sodass
eine Therapie mit Glukokortikoiden (GK) erfolgte. Leider wurde im Schub (vor GK-Gabe) kein
Studienblut abgenommen. Die Probe zum PP6-Zeitpunkt dieser Patientin wurde kurz nach
erfolgter GK-Therapie entnommen. Eine Beurteilung der NK-Zellen im Schub war daher aufgrund
des Einflusses des Glukokortikoids nicht moglich. Bei einer weiteren Patientin (Pat. 7) bestand
postpartal der Verdacht auf einen Schub, es erfolgt eine GK-Therapie kurz vor der Studienvisite
PP9.

Der Grad der Behinderung der Patientinnen blieb tUber den Studienzeitraum stabil. Die Werte
nach Expanded Disability Status Scale (EDSS) zeigten keine signifikanten Veranderungen
wahrend oder nach der Schwangerschaft (Mittelwert + SD: 1,4 + 0,82 (Tril) vs. 1,3 £ 1,0 (Tri3),
p=0,588; 0,94 + 1,1 (PP3), p=0,462). Das Maximum des EDSS-Scores lag Uber den gesamtem
Studienverlauf bei 3 bzw. 2,5 (siehe Abbildung 2).

Patientinnen mit langerer Krankheitsdauer wurden vor Studieneinschluss  mit
krankheitsmodifizierenden Substanzen therapiert (DMT), die zur Schwangerschaft abgesetzt
wurde (siehe Details zur Therapie in Tabelle 4). Die Patientinnen mit relativ kurzem Verlauf waren
vor der Studie DMT-naiv und erhielten auch Uber den gesamten Studienverlauf keine DMT.
Innerhalb der friihen postpartalen Phase (einschlief3lich Studienvisite PP3) bekamen bereits zwei
Patientinnen eine Dauertherapie (Pat. 3 mit intravendsen Immunglobulinen ab dem 1. Monat pp,
Pat. 8 mit Fingolimod ab dem 2. Monat pp). Im Mittel wurde die DMT sieben Monate nach

Entbindung wieder begonnen (n=5).

4.3.2 Beurteilung der MS-Aktivitat anhand radiologischer Merkmale

Mittels Magnetresonanztomografie lassen sich die fiur die MS typischen L&sionen im ZNS
nachweisen, anhand derer Ruckschlisse zur inflammatorischen Aktivitdat der Erkrankung

gezogen werden konnen. Nach dem PreCoMS-Studienprotokoll wurden cerebrale MRT-
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Untersuchungen zur Visite vor der Schwangerschaft sowie zu allen postpartalen Zeitpunkten
durchgefiihrt (Ubersicht in Abbildung 1). Die Auswertung der Aufnahmen und Bestimmung der
Lasionsanzahl/-volumen in der T2-gewichteten Sequenz erfolgte durch das NCRC (siehe
Protokoll Kapitel 3.1.4). Die Daten wurden anschlieend im Rahmen der vorliegenden Arbeit
visualisiert und statistisch analysiert. Da eine Patientin die MRT-Untersuchung ablehnte,

beziehen sich die hier dargestellten Ergebnisse zur radiologischen Krankheitsaktivitat auf n=7.

Fur die postpartale Phase zeichnete sich eine Erhéhung der MS-Lasionslast ab (siehe Abbildung
26). Aufgrund der geringen Fallzahl ist der Zeitpunkt vor der Schwangerschaft nur rein
beschreibend abgebildet. Im postpartalen Zeitraum stieg die Anzahl der T2-Lasionen bei Patientin
5 im Rahmen ihres postpartalen Schubs deutlich, bei den anderen Patientinnen aber nur gering
(n=2) oder gar nicht an (n=4). Allerdings konnte fiir das Lasionsvolumen ein signifikanter Anstieg
um 0,32 ml vom ersten (PP0) zum sechsten Monate nach Entbindung (PP6) beobachtet werden
(Median der Paardifferenzen, 95% Kl [0,06; 2,93], p=0,031). Dieser Effekt scheint u.a. durch die
Schubaktivitat von Patientin 5 beeinflusst. Aber auch bei den anderen Patientinnen zeigte sich
postpartal eine (leichte) Erh6hung des Lasionsvolumens als Ausdruck einer vermehrten

inflammatorische MS-Aktivitat nach der Schwangerschatt.
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Abbildung 26. Lasionslast vor und nach der Schwangerschaft bei MS. MS-typische Lasionen wurden
in der T2-gewichteten MRT-Sequenz nachgewiesen. (A) Anzahl der T2-Lasionen. (B) Volumen aller zu
einem Zeitpunkt nachgewiesenen T2-L&sionen in Millilitern (ml). Der Vergleich PPO vs. PP6 erfolgte mit
dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (n=7). Dargestellt sind die individuellen Datenpunkte pro Patientin
(Legende) und der Median. Studienzeitpunkte und Anzahl der verfigbaren MRT-Messungen: Vor der
Schwangerschaft (pre, n=3). Wahrend des ersten (Tril), zweiten (Tri2) und dritten Trimenons (Tri3) der
Schwangerschaft wurde kein MRT durchgefuhrt. Innerhalb des ersten Monats (PP0) sowie 6 und 12
Monate nach Entbindung (PP6, PP12) jeweils n=7. Zu den Zeitpunkten 3 und 9 Monate nach Entbindung
existierten keine Aufnahmen fur Pat. 3, daher n=6.
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4.3.3 Zusammenhang zwischen L&sionslast und NK-Zell-Ph&notyp in der postpartalen
Phase

Die Volumenzunahme der T2-gewichteten Lasionen in der MRT weist auf eine erhthte
entziindliche Aktivitdt der MS in der postpartalen Phase. Gleichzeitig konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die CD569" NK-Zell-Population — in der Literatur als regulatorisches
Subset mit potentiell protektivem Einfluss auf die MS beschrieben (22) — postpartal substantiell
abnimmt (siehe Kapitel 4.1.2). Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, inwieweit die
vermehrte radiologische Krankheitsaktivitat in der postpartalen Phase mit der Reduktion der
CD56"9" NK-Zellen assoziiert ist. Aufgrund der geringen Fallzahl dieser Studie (n=7 fiir die MRT-
Ergebnisse) und der damit verbundenen geringen statistischen Power wurde von einer
klassischen Korrelationsanalyse nach Spearman abgesehen. Stattdessen wurde die Frage rein

deskriptiv untersucht.

Abbildung 27 stellt das T2-Lasionsvolumen zum Zeitpunkt PP6 (A) bzw. dessen Entwicklung in
den ersten sechs postpartalen Monaten (B, C) dem Abfall der CD56""9" NK-Zellen gegentiber.
Hierbei fielen vier Patientinnen mit einer relativ starken Reduktion ihrer CD569" NK-Zellen auf
(siehe Differenz der CD56"9" Zellfrequenz zwischen Tri3 und PP6 in Abbildung 27 A/B). Zwei
dieser Patientinnen wiesen ein deutlich erhdhtes absolutes Lasionsvolumen zum Zeitpunkt PP6
auf, darunter Patientin 5 mit dem postpartalen Schub, und drei Patientinnen (Pat. 2, 5 und 7)
dieser Gruppe zeigten eine starkere Erh6hung des Lasionsvolumens innerhalb der ersten sechs
postpartalen Monate als die Patientinnen mit geringem CD56""9" Abfall. Diese drei Patientinnen
wiesen auch prozentual in Bezug auf den Ausgangswert zu Tri3 die grof3te Reduktion der
CD569"  NK-Zell-Frequenz auf (siehe Abbildung 27C). Eine sichere Aussage zum
Zusammenhang postpartale Lasionslast und Reduktion der CD56"9" NK-Zellen lieR3 sich auf

dieser Grundlage jedoch nicht treffen.
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Abbildung 27. Zusammenhang zwischen dem postpartalen Lasionsvolumen und der Reduktion der
CD56P19t NK-Zellen. Mittels Gating wurde die Frequenz der CD5619ht NK-Zellen innerhalb aller Lin- CD56*
NK-Zellen bestimmt. Als MaR des postpartalen CD56P9"t Abfalls wurde die Differenz der CD56Pright
Frequenzwerte zwischen Zeitpunkt Tri3 und PP6 (A PP6-Tri3 in A und B, Angabe in %) sowie die Reduktion
der CD56Prd"t Frequenz in Prozent vom Ausgangswert zum Zeitpunkt Tri3 (100 x (PP6-Tri3)/Tri3 in C,
Angabe in %) berechnet. Die Werte zum Volumen aller T2-gewichteten L&sionen (T2LV) wurden vom
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NCRC bereitgestellt. (A) tragt das absolute T2-Lasionsvolumen und (B) die Volumenveranderung von PP0O
zu PP6 (A PP6-PPO in ml) gegen die Reduktion der CD56%ie"t Frequenz (A PP6-Tri3) auf. (C) zeigt den
Zusammenhang von Volumenveranderung von PPO zu PP6 (A PP6-PPO in ml) und Reduktion der
CD56ight Frequenz in Prozent vom Ausgangswert zum Zeitpunkt Tri3. Dargestellt sind die individuellen
Datenpunkte pro Patientin (Legende). Studienzeitpunkte: wahrend des dritten Trimenons der
Schwangerschaft (Tri3) und innerhalb des ersten Monats (PP0) sowie 6 Monate nach Entbindung (PP6).
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5 Diskussion

Die Schwangerschaft bei MS geht mit einer substantiellen Reduktion der Krankheitsaktivitét
einher. Flr diesen protektiven Effekt existieren seit langem robuste Belege aus zahlreichen
Studien. Kaum verstanden sind hingegen die biologischen Mechanismen, die eine solche
Protektion vor autoimmuner Aktivitat vermitteln. Um zu einem besseren Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen beizutragen, lag der Fokus dieser Promotionsarbeit in der
Untersuchung des Immunphanotyps der NK-Zellen des peripheren Bluts wahrend und nach der
Schwangerschaft bei MS. Die mittels multiparametrischer Durchflusszytometrie generierten

Daten wurden nach drei Aspekten analysiert.

Erstens, es wurden die Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen untersucht. Hier
zeigte sich eine signifikante Zunahme der Frequenz der CD56"9" NK-Zellen im dritten Trimester
der Schwangerschaft gefolgt von einer Reduktion in den ersten drei postpartalen Monaten. Die
CD56%™ NK-Zellen wiesen ein inverses Muster auf. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese,

dass wahrend der Schwangerschaft bei MS ein regulatorischer NK-Zell-Phanotyp induziert wird.

Zweitens, anhand einer vertiefenden Analyse zur Expression von NK-Zell-Markern mit Relevanz
fur Zellaktivierung, Migration und Maturation konnte ein detailreiches Bild vom NK-Zell-Phanotyp
im Kontext der Schwangerschaft bei MS entwickelt werden. Am auffalligsten zeigte sich zum
einen die Hochregulierung der Rezeptoren NKp46 und NKG2A in der Schwangerschaft, die
populationsibergreifend sowohl CD56P9" als auch CD56Y™ betraf. Zum anderen gelang
hinsichtlich der CD56""9" NK-Zellen die Identifikation einer Subpopulation mit CD16* NKp46M"
NKG2D"sh NKG2A"" Phanotyp, die das vorherrschende CD56"9" Subset wéahrend der

Schwangerschatft bildete.

Drittens, mit Blick auf die deskriptiv berichteten Merkmale zur klinischen und radiologischen
Krankheitsaktivitat koinzidierte in der postpartalen Phase die Zunahme des Lasionsvolumens in
der MRT mit der Reduktion der CD56""9" NK-Zellen.

Die vorliegende Pilotstudie kombiniert den Informationsgehalt der zeitlich hochauflésend,
langsschnittlich verfolgten Studienkohorte (inkl. radiologischen Daten) mit den Starken der
multidimensionalen Durchflusszytometrie. Auf Basis einer Synthese von konventioneller Analyse
und neuen, Algorithmen-basierten Methoden konnten erstmals detaillierte Erkenntnisse zum NK-
Zell-Phéanotyp in Schwangerschaft und postpartaler Phase bei MS gewonnen werden, die tber
die bisherige reine Enumeration der NK-Zellen und ihrer prototypischen Populationen CD56" 9"
und CD56%™ hinausgehen.

Im Folgenden werden die Erkenntnisse der drei Teilbereiche der Arbeit in den Kontext von

Immuntoleranz und Autoimmunitdt eingeordnet. Aufgrund des deutlichen Einflusses der
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Schwangerschaft auf die autoimmune Krankheitsaktivitdit kann diese als informatives
Forschungsparadigma zur Identifikation protektiver und destruktiver Immunmechanismen
herangezogen werden. Aus den Ergebnissen zum NK-Zell-Phanotyp in der Schwangerschaft
lassen sich folglich Hypothesen zur generellen Rolle und Funktion der NK-Zellen in der

Pathogenese der MS ableiten.

5.1 Proportionen der klassischen NK-Zell-Populationen

CD56""9" und CD569™ NK-Zellen bilden die beiden prototypischen NK-Phanotypen des
peripheren Bluts, denen unterschiedliche physiologische Funktionen innerhalb des
Immunsystems zugewiesen werden. Grob vereinfacht fungieren CD56%™ NK-Zellen v.a. als
hochpotente zytotoxische Killerzellen, wahrend CD56P"9" NK-Zellen als regulatorische Zellen die
angeborene und adaptive Immunitat modulieren (siehe Kapitel 1.1.1). Welche Bedeutung NK-
Zellen fir die Pathogenese der MS haben, ist nicht abschlieRend geklart. Vieles deutet jedoch

auf kompromittierte immunregulatorische NK-Zell-Funktionen hin (siehe Kapitel 1.2.2).

Vor diesem Hintergrund konnte im ersten Teil dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die
klassischen NK-Zell-Populationen CD569" und CD569™ einem ausgepragten Shift wahrend
Schwangerschaft und postpartaler Phase bei MS unterliegen. Vom ersten zum dritten Trimester
der Schwangerschaft nahm die Frequenz der zirkulierenden CD56P9" NK-Zellen (definiert als
CD56PM9" CD1674Mm) signifikant zu und die der CD569™ NK-Zellen (definiert als CD56%™ CD16-
fimfbright signifikant ab. Innerhalb der ersten drei postpartalen Monate zeigte sich eine deutliche
Reduktion der CD56"9" sowie Zunahme der CD569™ NK-Zellen. Der NK-Zell-Shift lieR sich
sowohl in der initialen manuellen Analyse als auch in der zur Bestatigung durchgefiihrten

Algorithmen-basierten Analyse mit hoher Ubereinstimmung belegen.

5.1.1 Weitere Studien zu den NK-Zellen in der Schwangerschaft bei MS

Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, nach der die Schwangerschaft bei MS-
Patientinnen einen regulatorischen NK-Zell-Ph&notyp induzieren konnte, und reproduzieren die
Beobachtungen zur Expansion der CD569" NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS
(92), auf denen diese Hypothese malR3geblich beruht. In dieser bislang grof3ten langsschnittlichen
Studie (n=42) zum Immunphanotyp bei Schwangerschaft und MS von Airas et al. zeigte sich in
einer représentativen Subgruppe von 12 MS-Patientinnen ein Anstieg der Frequenz der
zirkulierenden CD569" NK-Zellen zum dritten Trimester der Schwangerschaft sowie eine
gleichzeitige Reduktion der CD56%™ NK-Zellen. In der darauffolgenden postpartalen Phase nahm
der Anteil der CD569" NK-Zellen wieder ab. Weil die Expansion der CD56"9" NK-Zellen

zusatzlich mit dem Ruckgang der MS-Aktivitat wahrend der Schwangerschaft in Form einer
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reduzierten jahrlichen Schubrate assoziiert war, riickten diese Zellen als potentielle Modulatoren

von Autoimmunitat wahrend der Schwangerschatft in den Fokus.

Angesichts der vielfach thematisierten Replikationskrise in der Biomedizin (124) wird die
Bedeutung von valider, reproduzierbarer Forschung deutlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen
— unter Beachtung ihrer Limitationen — dazu bei, eine robustere Erkenntnislage zu den NK-Zellen
im Kontext der Schwangerschaft bei MS zu schaffen. Auf Grundlage weitestgehend
vergleichbarer Versuchsbedingungen, u.a. hinsichtlich des Studiendesigns und der gewahiten
Studienzeitpunkte, der Definition der CD569" NK-Zell-Population sowie des verwendeten
Zellmaterials, konnte die von Airas et al. (92) beschriebene NK-Zell-Dynamik auch hier

nachgewiesen werden.

Darluber hinaus ist der Kenntnisstand zu den NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS
jedoch sehr begrenzt. Lediglich zwei weitere Studien untersuchten die Frequenz der peripheren
CD56"9" CD16- NK-Zellen mittels querschnittlichem Ansatz (94, 95). In beiden Fallen konnte bei
schwangeren MS-Patientinnen keine Erhdhung der CD56""" NK-Zellen beobachtet werden. Fir
die differierenden Ergebnisse kommen verschiedene Grunde in Betracht. Zum einen bezogen
sich sowohl Spadaro et al. (94) als auch de Andrés et al. (95) nur auf die CD16-negativen
CD56"M"M" NK-Zellen und wichen somit von der hier und von Airas et al. (92) verwendeten
CD56"19" Definition ab, die alle CD56P"" NK-Zellen (CD16™ und CD16%™) einbezog. Wie in dieser
Arbeit gezeigt, scheinen aber v.a. die CD56"9" CD16%™ wahrend der Schwangerschaft bei MS
zuzunehmen. AulRerdem wurde in beiden Studien ein querschnittliches Design gewahlt, sodass
interindividuelle Variationen der NK-Zell-Frequenz die Ergebnisse beeinflusst haben konnten.
Andrés et al. (95) verglichen zudem nicht erstes mit drittem Trimenon, sondern die Gruppe nicht-
schwangerer MS-Patientinnen mit schwangeren MS-Patientinnen, wobei nicht explizit

beschrieben wurde in welchem Abschnitt der Schwangerschaft das Sampling erfolgt.

5.1.2 Schwangerschafts-assoziierte NK-Zell-Dynamik bei gesunden und vorerkrankten

Frauen

Der Blick auf andere Kontexte, in denen zirkulierende NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft
untersucht wurden wie z.B. bei anderen Autoimmunerkrankungen, gesunden Schwangeren und
Frauen mit Schwangerschaftskomplikationen, kann helfen, die begrenzten Erkenntnisse zur MS
einzuordnen und um entscheidende Perspektiven zu erweitern. Zwei immunologische Studien zu
Typ1 Diabetes mellitus (T1D) und Schwangerschaft analysierten ebenfalls CD569" und CD569™
NK-Zellen. Wahrend die langsschnittliche Analyse weder in der T1D- noch in der gesunden
Kontrollgruppe eine signifikante Veranderung der CD569" und CD56%™ im Verlauf der

Schwangerschaft zeigte (125), wurde in der Querschnitts-Studie im Vergleich zwischen nicht-
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schwangeren und schwangeren T1D-Patientinnen ein Trend zu einer reduzierten
CD569™/CD569" Ratio in der spaten Schwangerschaft beobachtet (126). Abseits von MS und
T1D konnten keine weiteren Studien zur schwangerschafts-assoziierten Entwicklung der NK-Zell-

Populationen bei Autoimmunerkrankungen identifiziert werden.

In allen bisher besprochenen Studien wurden die NK-Zellen zusatzlich auch in einer Kohorte
gesunder Schwangerer analysiert; eine Kondition, die in diesem Promotionsprojekt nicht realisiert
werden konnte. Interessanterweise wiesen bis auf die Analyse von Burke et al. (125) alle Studien
in dieselbe Richtung: Bei gesunden Frauen nahm im Verlauf der Schwangerschaft ebenfalls der
Anteil der CD569" Population zu, was sowohl in der langsschnittlich verfolgten Kohorte
gesunder Schwangerer von Airas et al. (92) als auch querschnittlich als erhéhte Frequenz der
CD56""9" CD16™ NK-Zellen (94, 95) bzw. als erniedrigte CD56%™/CD56""9" Ratio nachgewiesen
wurde (126). In einer groRen Studie zur viralen Immunitét im Kontext der Schwangerschaft (VIP-
Studie) wurde unterdes bei 50 gesunden Frauen langsschnittlich im Verlauf der Schwangerschaft
und postpartalen Phase statt der relativen Frequenz die absolute Zellzahl der CD56"9" und
CD569™ NK-Zellen bestimmt (127). Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD56%™ NK-
Zellen im zweiten und dritten Trimester im Vergleich zur CD56%™ Zellzahl sechs Monate
postpartal, jedoch keine Veranderung der absoluten Zahl der CD569" NK-Zellen. Diese
Ergebnisse sind mit der hier und anderswo beobachteten relativen Zunahme der CD56""9" NK-
Zellen vereinbar; denn nimmt die Zahl der CD56™ im Verlauf der Schwangerschaft ab, steigt
folglich der relative Anteil der CD56P9" innerhalb des NK-Zell-Kompartiments, auch wenn die
absolute Zahl der CD56""¢" gleichbleibt. Die VIP-Studie legt jedoch eine Limitation aller NK-Zell-
Studien zur Schwangerschaft bei MS inklusive der hier vorliegenden Arbeit offen. Die relative
Frequenz stellt zwar eine valide Angabe dar, um Verdnderungen der NK-Zell-Subsets im
Verhaltnis zueinander zu beschreiben, allerdings kann allein darauf basierend keine Aussage zur

Entwicklung der absoluten NK-Zellzahlen getroffen werden.

Zahlreicher, aber weniger spezifisch sind Informationen zur Zellzahl und/oder Frequenz des
gesamten NK-Zell-Kompartiments im peripheren Blut von Schwangeren, wobei relativ
uneinheitlich entweder alle CD56" Zellen oder nur die CD16" Zellen erfasst wurden. In dieser
Promotionsarbeit wurde erstmals der Anteil der Lin- CD56* Zellen an den Lymphozyten im Verlauf
der Schwangerschaft bei MS bestimmt, ohne eine Verdnderung zu beobachten. Studien zur
Frequenz der CD56" NK-Zellen bei gesunden Schwangeren liefern widersprichliche Ergebnisse.
Einige zeigten ebenfalls keine Veranderung (128, 129), wohingegen andere eine reduzierte CD3
CD56" Zellfrequenz berichteten (130). Auch Groen et al. (126) konnten keine Verénderung in der
spaten Schwangerschaft bei gesunden Kontrollen und T1D-Patientinnen nachweisen, ermittelten
aber zusatzlich die absolute Zahl der Lymphozyten und CD3" CD56* NK-Zellen. Hierbei wurde

eine Reduktion der Lymphozyten und NK-Zellen in der Gruppe der gesunden Schwangeren
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offensichtlich, jedoch nicht bei den T1D-Patientinnen, die eine unveréandert geringe NK-Zellzahl
zeigten. Zu den CD16* NK-Zellen scheint das Bild in der gesunden Schwangerschaft eindeutiger,
deren Zahl und Frequenz nimmt im Verlauf der Schwangerschaft ab (131-133) Auch in der Studie
von Airas et al. (92) fiel der Anteil der CD16" NK-Zellen zur spaten Schwangerschaft ab — und
zwar in vergleichbarer Weise sowohl bei den gesunden Kontrollen als auch bei den MS-
Patientinnen. Da CD16* NK-Zellen zum weitaus groRten Teil aus CD56%™ NK-Zellen bestehen,
spiegelt die Abnahme der CD16" NK-Zellen vermutlich v.a. die sowohl bei Gesunden als auch
bei MS-Patientinnen beobachtete CD56%™ Reduktion wahrend der Schwangerschaft wider (siehe
oben). Fir die postpartale Phase wurde wiederum ein Anstieg der CD16" NK-Zellen bei MS-
Patientinnen und Gesunden berichtet (92, 131), was im Einklang mit der postpartalen Erh6hung
der CD56%™ NK-Zellen und der Zunahme der CD56" NK-Zellfrequenz (Trend) in der hier
untersuchten MS-Kohorte steht. Interessanterweise war ein gutes Ansprechen auf eine
postpartale Interferon-Therapie zur Préavention postpartaler Schilbe mit einer substantiellen
Reduktion der CD16* NK-Zellen assoziiert (134).

Im Kontrast hierzu zeigen Frauen mit wiederholten Spontanaborten erhohte Level von CD56" NK-
Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen sowohl vor als auch wahrend der Schwangerschaft
(129), was v.a. auf einen erhdhten Anteil der CD16* NK-Zellen zuriickzufiihren sein kénnte (135).
Ebenfalls erhoht sind NK-Zell-Zahl und -aktivitat bei Autoimmunerkrankungen der Schilddriise
(Messung bei Nicht-Schwangeren), einer Kondition, die zudem mit einer gesteigerten Préavalenz

von Infertilitat und Spontanaborten verbunden ist (136).

Zusammengefasst deuten die Beobachtungen daraufhin, dass die Verschiebung der NK-Zellen
zugunsten der regulatorischen CD569" kein isoliert MS-spezifisches Phanomen darstellt,
sondern vielmehr einen grundsatzlichen Mechanismus der endogenen Immunregulation wahrend
einer erfolgreichen Schwangerschaft. In der Tat hat der evolutionare Druck auf die plazentare
Schwangerschaft eine nuancierte Immunregulation hervorgebracht, die die Toleranz des
maternalen Immunsystems gegeniuber fetalen Alloantigenen bei gleichzeitig erhaltener
Immunkompetenz gegeniiber Pathogenen induziert (71, 137). Ob es sich bei dem systemischen
Shift der NK-Zell-Populationen um einen regulatorischen Prozess handelt, der im Rahmen der
Evolution der plazentaren Schwangerschaft selektioniert wurde, oder eher um eine sekundéare
Antwort auf das tolerogene Milieu der Schwangerschaft, bleibt zu klaren. Jedenfalls kann
vermutet werden, dass der Kontakt mit fetalen Antigenen immunregulatorische Vorgéange im
maternalen Immunsystem anst6f3t, die nicht nur zum Erhalt der Schwangerschaft beitragen,
sondern im Nebeneffekt auch die Toleranz gegeniber den Autoantigenen der MS

wiederherstellen (82).
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5.1.3 NK-Zell-Dynamik im Kontext der exogen induzierten Immunmodulation

Im Sinne einer exogenen Immunmodulation filhren auch verschiedene MS-Therapeutika (sog.
disease modifying drugs, DMT) zu einer Expansion der peripheren CD56""9" NK-Zellen. So wurde
eine Zunahme des relativen Anteils bzw. der absoluten Zellzahlen der CD56""9" wahrend der
Behandlung mit den Substanzen Interferon-f (134, 138), Dimethylfumarat (DMF) (139) und
Alemtuzumab (140) beobachtet. Welche Mechanismen den Anstieg der CD56""9" NK-Zellen
vermitteln, ist kaum geklart. Eine erhdhte systemische Verfugbarkeit von Zytokinen oder aber
deren vermehrte Sekretion wurde vermutet (141). Die eindricklichsten Erkenntnisse zur
Modulation der CD56""" NK-Zellen lieferte der inzwischen nicht mehr zugelassene Antikorper
Daclizumab. Urspriinglich sollte mittels Daclizumab eine direkte Inhibition der T-Zell-Aktivierung
erreicht werden, indem der high-affinity IL-2-Rezeptor der T-Zellen Uber die IL2-Ra(CD25)-Kette
blockiert wird. Es zeigte sich aber nur eine geringfigig gehemmte T-Zell-Antwort (142).
Stattdessen wurde eine deutliche Expansion der CD569" NK-Zellen sowohl im peripheren Blut
(142, 143) als auch im Liquor beobachtet (144). Ursachlich hierfir, die CD56°9" NK-Zellen
exprimieren v.a. den intermediate-affinity IL-2R (ohne CD25-Kette), im Vergleich zu T-Zellen und
CD56%™ NK-Zellen in hoher Dichte, sodass die hohere Verfligbarkeit von IL-2 (infolge der IL-2Ra
Blockade auf den T-Zellen) zur Aktivierung und Proliferation der CD569" NK-Zellen beitragt
(145). Obwohl verschiedenste Therapiemechanismen mit einer robusten Zunahme der CD56"9M
NK-Zellen einhergehen, kénnte diese Zunahme mehr als nur ein Epiphdnomen der DMTs
darstellen. Unter Therapie mit Daclizumab zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen
CD56""9" Expansion und der Reduktion der radiologischen Aktivitat im MRT (142), sodass
vermutet wird, dass die CD56"9" zu einem Teil des therapeutischen Effekts von Daclizumab
beitragen (146). Uberdies war das Therapieansprechen auf IFN-B und DMF mit einem CD56°79"
Anstieg bzw. erhohten NKG2A* NK-Zellen im peripheren Blut verbunden (138, 139).

Im Rahmen endogen wie auch exogen induzierter Immunmodulation verschiebt sich die NK-Zell-
Balance zugunsten der CD569" NK-Zellen; die CD569™ NK-Zellen hingegen nehmen ab. Diese
Entwicklung ist sowohl im Fall der Schwangerschaft bei MS als auch im Kontext der
verschiedenen MS-Therapien mit einer reduzierten inflammatorischen Krankheitsaktivitat
assoziiert. Ein protektiver Einfluss der CD569" NK-Zellen in der MS wird hier denkbar, doch
kann die alleinige Beobachtung der prototypischen NK-Zell-Ph&notypen nur als erster Hinweis fur

deren mdogliche funktionelle Rolle gewertet werden.

5.2 Detaillierte Charakterisierung des NK-Zell-Phanotyps

Um der Rolle und Funktion der NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS naher zu

kommen, erfolgte im zweiten Teil dieser Arbeit eine tiefergehende Exploration des NK-Zell-
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Phanotyps. Die multiparametrische Durchflusszytometrie sowie neue, Algorithmen-basierte
Analysemethoden ermdglichten es, die Expression von 12 ausgewdahlten NK-Zell-Molekilen mit
Bedeutung fur Zellaktivierung, Migration und Maturation (siehe Tabelle 11) simultan auszuwerten.
Auf diese Weise wurde hier zum ersten Mal der NK-Zell-Phanotyp wahrend der Schwangerschaft

und postpartalen Phase bei MS im Detail beschrieben.

Es zeigte sich, dass die Schwangerschaft bei MS zu spezifischen Veranderungen im NK-Zell-
Phanotyp fihrt (siehe Kapitel 4.2). Allem voran regulierten CD56""9" und CD56%™ NK-Zellen die
Expression der Rezeptoren NKp46 und NKG2A zur spaten Schwangerschaft hin im Sinne eines
generellen NK-Zell-Ph&nomens hoch, wofir sich sowohl in der manuellen als auch
automatisierten Analyse Belege fanden. Zusatzlich stieg die NKG2D-Expression auf den
CD56""9" NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft deutlich an. Anhand der Clustering-
Algorithmen wurde ein entsprechendes CD569" Subset mit einem CD16* NKp46"9" NKG2D"a"
NKG2A"" Phanotyp identifiziert, welches wahrend der Schwangerschaft zunahm und im dritten
Trimester die relative Mehrheit der CD56""" NK-Zellen bildete.

5.2.1 Potentielle Auswirkungen auf die NK-Zell-Aktivitat

Die vorliegende Arbeit stellt die erste tiefgehende Phénotypisierung-Studie zu den NK-Zellen im
Kontext der Schwangerschaft bei MS dar, vergleichbare Vorergebnisse zu den NK-Zellen von
schwangeren MS-Patientinnen fehlen entsprechend. Interessanterweise lieferte aber eine Deep
Profiling Studie zum NK-Zell-Phanotyp in der gesunden Schwangerschaft &hnliche Ergebnisse
(147). Sowohl in der dort verwendeten Explorations- als auch in der Validierungs-Kohorte zeigte
sich die NKp46-Expression der CD56%™ NK-Zellen von gesunden Schwangeren im Vergleich zu
nicht-schwangeren gesunden Frauen erhoht. Auch NKG2A wurde wahrend der Schwangerschaft
verstarkt auf CD569™ NK-Zellen exprimiert, allerdings nur in der Validierungs-Kohorte. Erstaunlich
ahnlich erschienen auch die CD569" NK-Zellen in der Explorations-Kohorte: eine gesteigerte
Expression von NKp46, NKG2D und NKG2A war pradiktiv fir den CD56""9" Phanotyp wahrend
der gesunden Schwangerschaft. Hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Ergebnisse sollte beachtet
werden, dass Le Gars et al. ein querschnittliches Studiendesign verwendeten und die Gruppe der
Schwangeren sowohl aus Frauen im zweiten als auch dritten Trimester bestand. Zudem ist ganz
grundsatzlich bei der Interpretation der vorgestellten Ergebnisse zu bedenken, dass die
Expression der aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren erheblich durch verschiedene Umwelteinfliisse
wie Infektionen beeinflusst werden kann (13). Die Robustheit der beobachteten Effekte kdnnte
entsprechend beeintrachtigt sein. Dennoch zeichnet sich eine Tendenz zur erhéhten Expression
von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren v.a. von NKp46 auf den NK-Zellen schwangerer Frauen
mit und ohne MS ab. Weiter unterstitzt wird dieses Bild durch die Studie von Groen et al. (126),

nach der auch NK-Zellen von schwangeren T1D-Patientinnen und CD56%™ von gesunden
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Schwangeren uber eine erhohte NKp46-Expression verfiigen. Uberdies in Richtung NK-Zell-
Aktivierung deuten Beobachtungen, die erhohte Level von Aktivierungsmarkern auf den NK-
Zellen von schwangeren Frauen zeigen; zum einen von CD38 in der Schwangerschaft von

Gesunden (147) und zum anderen von CD69 in der Schwangerschaft bei MS (95).

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die erh6hte Expression der aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren NKp46 und NKG2D in einer gesteigerten Responsivitdt der NK-Zellen
wahrend der Schwangerschaft bei MS resultieren konnte. Gleichzeitig wird jedoch das
inhibitorische Rezeptorheterodimer CD94/NKG2A verstarkt exprimiert. Da die NK-Zell-
Aktivierung in einem dynamischen Gleichgewicht aus aktivierendem und inhibierendem
Rezeptorinput reguliert wird (9), ware folglich ebenfalls eine unveranderte oder reduzierte NK-
Zell-Responsivitat moglich. Allerdings kann die simultane Hochregulierung des inhibierenden
NKG2A auch als Ausdruck der NK-Zell-Education verstanden werden (3). Nach einem
erweiterten Modell der NK-Zell-Education findet bei reifen NK-Zellen eine kontinuierliche,
bidirektionale Anpassung (,tuning‘) der Responsivitat statt (148). Wahrend die UbermaRiige
Stimulation durch aktivierende Signale zu einem negativen Tuning der NK-Zellen und damit zu
Hyporesponsivitat fihrt, geht die Steigerung des inhibitorischen Inputs mit einer verstarkten
Responsivitat einher. In diesem Sinn ist vorstellbar, dass erst der gesteigerte inhibitorische Input
Uber NKG2A die NK-Zellen dazu Jlizensiert’, auf stimulatorische Signale, vermittelt durch NKp46

und NKG2D, mit einer verstarkten zytotoxischen Antwort oder Zytokinproduktion zu reagieren.

Hinsichtlich der tatsachlichen Aktivitdt der NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei
Gesunden produzierten verschiedene funktionelle Studienansétze variierende Ergebnisse. Die
Erkenntnis, dass NK-Zellen von schwangeren Frauen verglichen mit nicht-schwangeren Frauen
nach Stimulation mit Zytokinen oder Phorbolmyristatacetat (PMA) geringere Mengen von
Zytokinen (z.B. INF-y) produzierten (127, 149), fuhrte zu der Annahme, dass die
Schwangerschaft mit einer supprimierten NK-Zell-Antwort einhergehe. Altere Untersuchungen
mit dem Chromium Release Assay zeigten eine ebenfalls reduzierte zytotoxische Aktivitat (131)
oder aber, im Kontrast hierzu, eine erhaltene NK-Zytotoxizitat in der spaten Schwangerschaft
(150). Neuere Studien fuhren diese Ergebnisse zu einem differenzierten Bild zusammen.
Wahrend NK-Zellen von Schwangeren nach PMA-Stimulation in der Tat eine geringere IFN-y-
Produktion aufwiesen, verfigten diese im Kontakt mit Influenza-infizierten PBMCs sowohl tber
eine erhodhte IFN-y-Antwort als auch eine gesteigerte zytotoxische Aktivitdt (i.S. einer
gesteigerten Expression des Degranulationsmarkers CD107a) (151). Die bereits beschriebene
Studie von Le Gars et al. (147), die neben dem Phé&notyp der NK-Zellen auch deren Funktion
untersuchte, bestatigte diese Ergebnisse und zeigte, dass sowohl CD569" als auch CD569™
NK-Zellen von Schwangeren mehr Influenza-infizierte Monozyten und K562-Tumorzellen

abtéten. Entgegen der urspringlichen Annahme die NK-Zell-Aktivitat unterlage einer
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schwangerschafts-assoziierten Suppression, unterstreichen die letztgenannten Studien, dass
NK-Zellen in Interaktion mit Zielzellen ein (sogar) gesteigertes Maf3 an zytotoxischer und zytokin-
produzierender Aktivitat wahrend der Schwangerschaft aufweisen. Die Assoziation von
gesteigerter NK-Zell-Aktivitat und einem Phanotyp, der durch erhdhte Level von aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren und Aktivierungsmarkern charakterisiert ist (147), deutet zudem auf eine

potentielle molekulare Grundlage fir diese funktionellen Veranderungen.

Der NK-Zell-Phanotyp in der Schwangerschatft bei MS &hnelt — unter Beachtung der begrenzten
Datenlage — dem in der gesunden Schwangerschaft. Ob die erh6hte Expression der Rezeptoren
NKp46 und NKG2A (sowie NKG2D auf den CD56™9") in dhnlicher Weise bei schwangeren MS-
Patientinnen mit einer Verstarkung der NK-Zell-Aktivitat einhergeht, lasst sich zum jetzigen
Zeitpunkt nicht beantworten. Bei rarem Zellmaterial in der hier untersuchten Kohorte wurden
keine funktionellen Versuche durchgefiihrt. Auch liegen bisher generell keine funktionellen NK-
Zell-Studien fur den Kontext der Schwangerschaft bei MS vor. Doch diese Frage hat Relevanz
fur das Verstandnis der Rolle der NK-Zellen in der MS-Pathogenese. Die peripheren NK-Zellen
von nicht-schwangeren MS-Patientinnen und MS-Patienten zeigen zwar keine verénderte
Expression von NKp46, NKG2D und NKG2A im Vergleich zu Gesunden (59, 60, 103), aber eine
eingeschrankte Zytotoxizitat, die mit Phasen von radiologischer und klinischer Krankheitsaktivitat
assoziiert wurde (52). Hiervon ist u.a. die Suppression von aktivierter CD4* T-Zellen durch NK-
Zellen betroffen (60). Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob sich der beobachtete NK-
Zell-Phanotyp wahrend der Schwangerschaft bei MS in eine Rekonstitution der gestérten NK-
Zell-Zytotoxizitat Ubersetzt und hierin womdoglich ein Mechanismus der Protektion vor

autoimmuner Aktivitat besteht.

5.2.2 Bedeutung des CD56™ NK-Zell-Phanotyps

In erster Linie bestimmend fir die CD56%™ NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS war
die generelle Reduktion ihrer Zellfrequenz. Innerhalb der insgesamt reduzierten CD56%™ NK-
Zellen zeigte sich neben einer erhéhten Expression von NKp46 und NKG2A (Trend) ein erhohter
Anteil CD27* CX3CR1* Zellen (siehe Kapitel 4.2.3). Die Zunahme der CD27-Expression bei
erhaltener CX3CR1-Expression markiert den Ubergang zu weniger reifen CD569™ NK-Zellen,
wobei der CD27* Status von CD56%™ und CD569" mit einer geringeren zytotoxischen Kapazitat
aufgrund geringerer Perforin und Granzym B Level einhergeht (109). Allerdings machten die
CD27* CX3CR1* Zellen mit knapp 5% der CD56%™ nur eine kleine Zellfraktion aus, sodass
fraglich ist, ob hieran eine allgemeine Tendenz zur verminderten Reife der CD569™ NK-Zellen
abgelesen werden kann. Eine weitere Beobachtung der vorliegenden Arbeit, die Zunahme der
CD127* CD56Y™M NK-Zellen, ist insofern interessant, als dass Polymorphismen im Gen von IL-
7Ra (CD127) mit einem erhohten MS-Risiko assoziiert wurden (114). Uber die Bedeutung des
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isolierten Anstiegs von IL-7Ra auf den CD56%™ NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS
— jedoch nicht auf CD56""9" NK-Zellen, die IL-7Ra generell starker exprimieren — lasst sich nur
mutmafen. Vor dem Hintergrund, dass die NK-Zellen von MS-Patienten eine erhohte IL-7Ra-
Expression bei geringeren IL-7-Serumleveln aufweisen und nach IL-7-Stimulation im erhéhten
Mafd ihre Zytotoxizitat steigern (115), sind Auswirkungen auf das zytotoxische Potential der
CD56%™ denkbar. Allerdings konnte eine verstarkte IL-7Ra-Expression auch das Survival der
CD569M sichern (113, 115) und somit als reaktive Anpassung auf die generelle Reduktion der

CD56™ Population wahrend der Schwangerschaft erfolgen.

5.2.3 Bedeutung des CD56P"9"t NK-Zell-Phanotyps

Der vorherrschende Phanotyp der CD569" NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft bei MS
deutet jedenfalls auf ein verstarktes zytotoxisches Potential. In zwei automatisierten Clustering-
Verfahren (FlowSOM- und Citrus-Algorithmus) gelang jeweils unabhangig voneinander die
Identifikation einer CD56""" Subpopulation mit einem CD16* NKp46"dh NKG2D"" NKG2AM"
Phanotyp (siehe Kapitel 4.2.2). Die CD56"" NK-Zellen mit diesem spezifischen Phéanotyp
nahmen hinsichtlich ihres Anteils innerhalb aller CD56""9" bzw. aller CD56* NK-Zellen im Verlauf
der Schwangerschaft zu, um im dritten Trimester die groRte CD56""9" Population zu bilden (siehe
Citrus-Ergebnis). Ein Teil dieser Zellen wies mit einer CD27- CX3CR1" Expression zudem
Merkmale besonders reifer NK-Zellen auf. In der Literatur wurden CD56°9" CD16* NK-Zellen im
Vergleich zu den CD56P9" CD16" als vollumfanglich kompetente zytotoxische Effektorzellen
beschrieben. Sowohl mit Blick auf die durch CD16 (Fcy-Rezeptor-llla) vermittelte antikdrper-
abhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) als auch fir die direkte Zytotoxizitat zeigten die
CD56"19" CD16* eine erhohte zytotoxische Aktivitat vergleichbar mit der der CD569™ CD16* NK-
Zellen (152). Somit kann spekuliert werden, dass die Schwangerschaft bei MS reifere, besonders

responsive CD569" NK-Zellen mit einem erhohten zytotoxischen Potential hervorbringt.

5.2.4 Neue Perspektiven auf die NK-Zell-vermittelte Immunregulation

In der vorliegenden Arbeit konnte somit nicht nur die relative Zunahme der gesamten CD56" 9"
NK-Zell-Population wahrend der Schwangerschaft bei MS nachgewiesen werden, sondern diese
auch mit der Expansion eines spezifischen, womaglich sehr responsiven, CD569" Subsets in
Verbindung gebracht werden. Im Allgemeinen werden CD56""" NK-Zellen als regulatorische
Zellen bezeichnet, weil sie die Immunantwort tber die Sekretion von Zytokinen, aber auch durch
die Suppression anderer Immunzellpopulationen beeinflussen (39). Doch was bedeutet
immunregulatorisch mit Blick auf den hier nachgewiesenen CD56""9" Phanotyp konkret? Wie
konnten die expandierenden CD16* NKp46Ms" NKG2D"9" NKG2A"I" CD56""9" NK-Zellen zur

Kontrolle der MS-Krankheitsaktivitat wahrend der Schwangerschatft beitragen?
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Suppression autoreaktiver T-Zellen

Ein entscheidender Regulationsmechanismus konnte in der verstarkten Suppression
autoreaktiver T-Zellen durch das expandierende CD56P"9" Subset liegen. Den NK-Zellen,
insbesondere den CD569", wurde aufgrund ihrer Fahigkeit, aktivierte autologe CD4* T-Zellen
mittels direkter Zytotoxizitat abzutéten, eine wichtige Rolle in der Immunhoméostase und in der
Limitation von Autoimmunitat zugesprochen (22). Die hochpositiv exprimierten Molekule des hier
beobachteten schwangerschafts-assoziierten CD56""" Phanotyps sind dabei neben anderen
Rezeptoren auf entscheidende Weise in die NK-T-Zell-Interaktion involviert (siehe Tabelle 1). So
kann der NK-Zell-Rezeptor NKG2D bei Bindung der MHC Klasse I-assoziierten Molekile MIC-
A/B oder ULBP die Aktivierung und Degranulation von NK-Zellen gegentiber autologen T-Zellen
vermitteln (11). Die NKG2D-Liganden représentieren klassische Zellstress-Signale, werden
jedoch auch auf aktivierten T-Zellen hochreguliert, wodurch diese anféllig fur die Zytolyse durch
NK-Zellen werden. Auf diese Weise wird womdglich eine UberschieBende T-Zell-Aktivitat
vermieden (153). Der natirliche Zytotoxizitatsrezeptor NKp46 ist ebenfalls an der Induktion der
NK-Zytotoxizitat gegentuber T-Zellen beteiligt. Wird NKp46 z.B. mit einem spezifischen Antikdrper
in vitro maskiert, resultiert eine verstarkte Proliferation der CD4* T-Zellen, da die NK-Zellen die
aktivierten CD4* T-Zellen in geringerem Umfang abtdten (11, 59). Die NKp46-getriggert natlrliche
Zytotoxizitat zeigte sich dabei Granzym B-abhangig (59). Welche NKp46-Liganden den Kontakt
auf Seite der T-Zellen vermitteln, konnte bisher nicht geklart werden (154); eine Hochregulierung
wahrend der T-Zell-Aktivierung analog zu den NKG2D-Liganden ist aber vorstellbar (59). Die
Interaktion zwischen NKG2A und HLA-E bewirkt einen entgegengesetzten Effekt. Als
Gegengewicht zu den aktivierenden Signalen regulieren T-Zellen bei Aktivierung auch ihre HLA-
E Expression hoch, sodass die Ligation mit dem inhibierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2A die
Zytotoxizitat der CD56""9" NK-Zellen begrenzt (11). Die CD16-vermittelte antikorper-abhangige
zellulare NK-Zytotoxizitat (ADCC) spielt fur die Suppression autologer T-Zellen vermutlich keine
Rolle. Allerdings markiert der CD16* Status wie bereits erwahnt reifere CD569" NK-Zellen, die
neben der ADCC auch durch eine voll ausgepragte direkte Zytotoxizitat charakterisiert sind (siehe
Kapitel 5.2.3).

Bei MS scheint ebendiese immunprotektive NK-T-Zell-Interaktion beeintrachtigt, was v.a. auf eine
Evasion der T-Zellen vor NK-vermittelter Zytotoxizitdt und weniger auf einen NK-intrinsischen
Defekt zuriickgefihrt wurde (siehe Kapitel 1.2.2). Pathogenetisch relevant kénnte u.a. die
gestérte Kommunikation Gber die DNAM-1/CD155-Achse sein (60). Im Kontext der
Schwangerschaft bei MS wurde aber keine Verdnderung der DNAM-Expression auf den NK-
Zellen beobachtet (siehe Tabelle 15 und Tabelle 19). Die Expression der Rezeptoren NKp46 und
NKG2D zeigte sich bei MS-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen unverandert (60,

103); ebenso die NKG2A-Expression. Allerdings wurde die geringe zytotoxische Kapazitat der
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CD56M9" NK-Zellen gegentiber T-Zellen bei MS mit den erhdhten Leveln des NKG2A-Liganden
HLA-E auf den peripheren CD4* T-Zellen der Patienten assoziiert (59). Durch Blockade der
NKG2A-HLA-E Interaktion lie3 sich die Zytotoxizitat der NK-Zellen von MS-Patienten
wiederherstellen (59) und die inflammatorische Aktivitat im EAE-Modell reduzieren (45). Die
Inhibition der NK-Zellen durch gesteigerte HLA-E Level konnte sich auch direkt im ZNS abspielen.
Sowohl im Liguor von MS-Patienten (I6sliche Form) als auch in MS-Lasionen, auf Endothelzellen
und infiltrierenden Lymphozyten, wurde eine verstarkte HLA-E Expression nachgewiesen (65,
155, 156). Die Konsequenzen, die die aberrante HLA-E Expression bei MS fir die NK-Zell-
Funktion in der Schwangerschaft hat, sind schwer vorauszusagen. Die hier beobachtete
Hochregulierung von NKG2A auf den CD56""" NK-Zellen kdénnte in Kombination mit einem
erhohten HLA-E Level zur verstarkten Inhibition dieser Zellen fihren und somit im Widerspruch
zu der Hypothese stehen, die Schwangerschaft bei MS beglnstige die NK-Zell-vermittelte
Suppression autoreaktiver T-Zell-Klone. Andererseits kdnnte der inhibitorische Input iber NKG2A
»im Konzert“ mit den aktivierenden Stimuli (NKp46, NKG2D) und im Zuge der NK-Zell-Education
auch in einer verstarkten Responsivitat der CD56P"9" resultieren (siehe Kapitel 5.2.1). Zudem ist
fraglich, wie die HLA-E Expression durch die Schwangerschaft bei MS beeinflusst wird.

Abseits von den Vorgangen der Schwangerschaft verstarken verschiedene MS-Therapien (DMT)
das NK-Zell-vermittelte zytotoxische Killing von T-Zellen, sodass die Wiederherstellung dieser
regulatorischen NK-Zell-Funktion als potentieller Mechanismus der DMT-induzierten
Krankheitskontrolle in Frage kommt. Den Prototypen in dieser Hinsicht bildete Daclizumab — ein
gegen IL-2Ra gerichteter monoklonaler Antikérper, der wesentlich zum Verstandnis der CD56P" M
NK-Zellen als regulatorisches Subset in der MS beigetragen hat, jedoch 2018 seine Zulassung
aufgrund schwerwiegender therapieassoziierter Nebenwirkungen (u.a. Enzephalitiden) verlor
(157). Daclizumab induziert eine ausgepragte und selektive Expansion der CD569" NK-Zellen,
die mit der Reduktion der Krankheitsaktivitat unter Therapie korrelierte (Details siehe Kapitel
5.1.3). Den therapeutischen Effekt dieser Expansion fuhrten Bielekova et al. (142) in ihrer
wegweisenden Studie auf die NK-Zell-vermittelte Begrenzung des Survivals von aktivierten T-
Zellen zurlck, fur die der direkte (potentiell zytotoxische) Kontakt zwischen NK- und T-Zellen
notwendig war. Die Behandlung mit Daclizumab steigerte dabei im Vergleich zum Status vor der
Therapie die gegen aktivierte T-Zellen gerichtete Zytotoxizitdt der NK-Zellen. Einen Hinweis
dafur, dass dieser Mechanismus auch in vivo von Relevanz sein konnte, fanden Bielekova et al.
(142) in der Korrelation zwischen CD56"9" Expansion und Kontraktion der CD4* und CD8* T-
Zellen im peripheren Blut der behandelten Patienten. Im Folgenden bestétigten weitere Studien
die Steigerung der NK-Zytotoxizitat gegentber autologen T-Zellen wahrend der Therapie mit
Daclizumab; zum einen vermittelt Uber Granzym K (61) und zum anderen durch die
Wiederherstellung der bei MS gestorten DNAM-CD155-Interaktion (60). Auch der Einfluss von
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Daclizumab auf den Phanotyp der CD56""9" NK-Zellen wurde untersucht. Bielekova et al. zeigten,
dass die erhdhte NK-Zytotoxizitat gegen T-Zellen mit einem gesteigerten Expressionslevel fir
NKp46, NKG2D und NKG2A assoziiert war (142). Eine weitere Gruppe bestétigte die erhthte
Expression von NKG2A und von verschiedenen aktivierenden Rezeptoren auf den CD56”"9" NK-
Zellen, jedoch nicht fir NKp46. Dieser Rezeptor war unter Einfluss von Daclizumab reduziert
(158). In der letztgenannten Studie wurde zudem eine Erhohung der zytotoxisch relevanten
Molekiile CD16 und Perforin auf bzw. in den CD56""" NK-Zellen beobachtet. Der Phanotyp der
CD56"9t NK-Zellen weist damit unter Einfluss von Daclizumab gewisse Ahnlichkeiten zum hier
beobachteten, schwangerschafts-assoziierten Phanotyp der CD56P" NK-Zellen auf (z.B. ein
erhdhtes NKG2A).

Weitere Therapieansatze, zu denen ein Effekt auf die NK-T-Zell-Interaktion bei MS beschrieben
wurde, sind Dimethylfumarat (DMF) und die in klinischen Studien untersuchte autologe
Stammzelltransplantation (aHSCT). In der Therapie mit Dimethylfumarat wurde eine Zunahme
der CD56"9" NK-Zellen nachgewiesen, die in Korrelation zur Reduktion von CD8* Memory T-
Zellen stand (159). Die Autoren der Studie zeigten zudem, dass NK-Zellen von gesunden
Kontrollen, die in vitro mit DMF und Monomethylfumarat (aktiver DMF-Metabolit) vorbehandelt
wurden, in der Co-Kultur zwischen NK- und T-Zellen Uber eine verstarkte Zytotoxizitat verfigten.
Bei aggressiver, therapierefraktarer MS kann mittels aHSCT eine effektive Langzeitkontrolle der
MS-Aktivitat erreicht werden (160). In Untersuchungen zur Entwicklung des Immunsystems nach
aHSCT bei MS zeigten die NK-Zellen eine rasche und vollstandige Rekonstruktion ihrer Zellzahl
und supprimierten Th1l7-Zellen nachhaltig mittels NKG2D-abhangiger Zytotoxizitat (106). Als
wichtige Immunregulatoren tragen NK-Zellen auf diese Weise dazu bei, dass die Re-Expansion

pathogenetisch relevanter T-Zell-Populationen nach aHSCT unterdrickt werden kann.

Zusammenfassend lasst sich festhalten: NK-Zellen, insbesondere CD569" NK-Zellen,
kontrollieren die T-Zell-Antwort durch das Abtoten aktivierter T-Zellen — ein immunregulatorischer
Mechanismus, der bei MS beeintrachtigt ist und dessen Wiederherstellung vermutlich zum
therapeutischen Effekt verschiedener MS-Therapien beitrdgt. Ausgehend von den
phanotypischen Beobachtungen der vorliegenden Studie kann die Vermutung aufgestellt werden,
dass das dominierende CD569" Subset in der Schwangerschaft bei MS Uber eine geeignete
Rezeptorausstattung verfugt, um autoreaktive T-Zell-Klone effektiv zu supprimieren und tber

diesen Mechanismus die Reduktion der entziindlichen MS-Aktivitat zu begtinstigen.

Shaping der dendritischen Zellen

Das Shaping der dendritischen Zellen (DC) kénnte einen weiteren Mechanismus darstellen, Gber
den die hier nachgewiesenen CD56""9" NK-Zellen ihren immunregulatorischen Einfluss in der

Schwangerschaft austiben. DCs tragen wesentlich zur Pathogenese der MS/EAE bei, indem sie
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als antigen-prasentierende Zellen die Aktivierung von autoreaktiver Thl- und Thl7-Zellen u.a.
direkt im ZNS erméglichen (161). NK-Zellen verfiigen grundsatzlich Gber die Fahigkeit immature
myeloide DCs (iDC) mittels direkter Zytotoxizitat abzutéten und somit den Pool der reifenden DCs
zu ,editieren’ (20). Diese physiologische Funktion wird v.a. durch den NCR NKp30, aber auch
durch NKp46 vermittelt (162). Zudem war fur eine effektive NK-Zytotoxizitat gegen iDCs ein KIR
CD94/NKG2A* Rezeptorstatus notwendig (163), was auf eine vorherrschende Rolle der CD56P" 9"
deutet. Dass die NK-Zell-vermittelte Editierung der DCs auch im Kontext der MS von Relevanz
sein konnte, darauf verweisen Erkenntnisse zum Wirkmechanismus des MS-Medikaments
Glatirameracetat (GA) (104, 164). GA verstarkte demnach die Zytotoxizitdt der NK-Zellen
gegenuber den immaturen DCs sowie gegeniiber den maturen DCs, was v.a. auf eine erhéhte
Suszeptibilitat der DCs zurlickgefihrt wurde. Auch eine erhdhte Expression von NKp30, NKp46
und NKG2D auf den IL-2 aktivierten NK-Zellen wurde mit der gesteigerten NK-Zytotoxizitat
assoziiert (104). Ein Teil des therapeutischen Effekts von GA kdnnte sich somit daraus ableiten,
dass NK-Zellen uber die verstarkte Lyse der DCs die Antigenprasentation gegentber
autoreaktiver CD4* T-Zellen und damit deren Aktivierung limitieren (104). Inwieweit die NK-Zellen
auch wahrend der Schwangerschaft bei MS DCs verstarkt abtéten und auf diese Weise die
autoimmune T-Zell-Antwort beeinflussen, bleibt zu klaren; der Phanotyp des dominierenden

CD56"9" Subsets der Schwangerschaft konnte jedoch als erster Hinweis verstanden werden.

Zytokinsekretion

Nicht zuletzt konnte sich die immunregulatorische Rolle der CD569" NK-Zellen in der
Schwangerschaft bei MS Uber die Zytokinsekretion vermitteln. Ob die NK-Zellen die
Immunantwort mit Blick auf die Autoimmunitat in eine protektive oder destruktive Richtung
beeinflussen, kdnnte malRgeblich davon abhangen, welches spezifische Profil an Zytokinen sie
in dieser Phase produzieren. Bei nicht-schwangeren MS-Patientinnen und Patienten wurden NK-
Zellen, die verstarkt das Typ2-Zytokin IL-5 produzierten, mit Phasen der MS-Remission assoziiert
(54). Fur die Schwangerschaft bei MS liegen bisher keine spezifischen Ergebnisse zur
Zytokinproduktion der NK-Zellen vor; lediglich fir die Gesamtheit der Lymphozyten des
peripheren Blutes konnten Airas et al. eine erhohte Ratio von Typ2-/Typl-Zytokinen bei
schwangeren MS-Patientinnen nachweisen (92). Untersuchungen der NK-Zellen von Gesunden
zeigten zudem fur die frihe Schwangerschaft einen Anstieg der IL-10-produzierenden NK-Zellen
(165) und fur das dritte Trimester einen erhdhten Anteil Typ2-Zytokin-produzierender ST2L* NK-
Zellen (166). Mit Blick auf den Fokus der vorliegenden Arbeit stellt sich insbesondere die Frage,
welche Auswirkungen der beobachtete NK-Zell-Ph&notyp auf die Zytokinproduktion hat. Die
Datenlage hierzu ist sehr gering und stitzt sich lediglich auf korrelative Untersuchungen. Fukui

et al. (167) beschrieben eine negative Assoziation zwischen dem Anteil der NKp46* NK-Zellen
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und dem Anteil der Typl-Zytokin (TNFa)-produzierenden CD56""9" NK-Zellen in der gesunden
Schwangerschaft und zogen die reduzierte NKp46-Expression von Praeklampsie-Patientinnen
als mogliche Ursache fir den Typl-Zytokin Bias der Praeklampsie heran. In einer anderen Studie
fand sich eine positive Korrelation zwischen den NKp46* NK-Zellen und den IL-4*/IL-10* CD56P"9"
NK-Zellen bei Frauen ohne vorherige Schwangerschaftskomplikationen (Material von nicht-
schwangeren Frauen) (168). Alternativ kbnnte es jedoch auch sein, dass die gesteigerte NKp46-
Expression die NK-Zellen zwar verstarkt aktiviert, letztlich jedoch die balancierte Zytokin-
Produktion der antigen-prasentierenden Zellen (z.B. Gleichgewicht IL-12 und IL18) den
Ausschlag dafir gibt, welchen Typ von Zytokinen die NK-Zellen wahrend der Schwangerschaft
produzieren (69).

5.2.5 Rolle der NK-Zellen in der Immunregulation auf Ebene des Organismus

Der Blick von Humanstudien zum maternalen Immunsystem in der Schwangerschatt ist haufig
auf die Zellpopulationen des peripheren Blutes begrenzt; so auch im vorliegenden Projekt. Die
eigentliche Immunregulation findet jedoch in den Geweben statt. Wie der hier beobachtete
Phanotyp der zirkulierenden CD56P"9" NK-Zellen im Verhaltnis zu den toleranz-induzierenden
Vorgéangen in utero und — vermutlich noch bedeutsamer fiir die Reduktion der MS-Aktivitat — zu
den Prozessen in den lymphatischen Geweben sowie im ZNS steht, kann somit nur vermutet

werden.

Am besten untersucht ist die gewebespezifische Rolle der NK-Zellen wahrend der
Schwangerschaft in der Dezidua. Deziduale NK-Zellen (dNK) @hneln in ihrem CD56P" Phanotyp
und der Expression aktivierender Rezeptoren (z.B. NKp46, NKG2D) den peripheren CD56°9"
NK-Zellen, bilden dartiber hinaus allerdings eine phéanotypisch und funktionell einzigartige
Population (169). Ausgestattet mit Adhasionsmolekilen (z.B. CD49a) und KIR, jedoch CD16",
tragen sie durch die Sekretion von spezifischen Chemokinen v.a. zur Trophoblasteninfiltration
und Neoangiogenese bei (170). Einen Beitrag zur Immunregulation leisten dNK indirekt, indem
sie den immaturen Phanotyp der dezidualen DC-SIGN* DCs und deren Kapazitat fordern,

regulatorische T-Zellen zu induzieren (171).

Das immunregulatorische Netzwerk der Schwangerschaft erstreckt sich Uber den Uterus hinaus
in die sekundéaren lymphatischen Gewebe (Review in (172)) und wird somit relevant fur die
systemische Immunitdt und Autoimmunitat. Im Fokus der Vorgange in den lymphatischen
Geweben stand bisher v.a. die durch DCs induzierte T-Zell-Toleranz gegeniiber den fetalen
Antigenen, die Uber die Lymphe in die uterus-drainierenden Lymphknoten bzw. in Form von
Syncytiotrophoblasten-Partikel in die maternale Zirkulation gelangen. Fur die Toleranzinduktion

ist ein immaturer DC-Phanotyp entscheiden. Zur Rolle der NK-Zellen (u.a. der zirkulierenden
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CD56""") in den SLTs scheinen bisher keine Erkenntnisse fuir die Schwangerschaft vorzuliegen.
Vorstellbar ware etwa eine &ahnlich supportive Rolle wie im Uterus (171) oder aber die
Suppression der Aktivierung von T-Zellen mit Reaktivitat fur fetale Antigene durch NK-Zell-

Zytotoxizitat.

Mit Blick auf die Fragestellung dieser Promotionsarbeit ist jedoch v.a. interessant, wie sich die
Toleranzinduktion in den lymphatischen Geweben auf die autoimmune Aktivitat der MS auswirkt.
Nach der Hypothese der peripheren Aktivierung von autoreaktiven Immunzellen bilden die
Lymphknoten einen zentralen Ort der MS-Pathogenese (26). Ob sich das regulatorische
Netzwerk der Schwangerschatft bis in uterus-ferne Lymphknoten erstreckt, ist nicht geklart. Geht
man jedoch vorerst davon aus, sind verschiedene Mechanismen denkbar. Die beschriebene
tolerogene DC-T-Zell-Interaktion kdnnte die autoimmune Aktivitéat etwa durch Copréasentation von
fetalen Antigenen und Autoantigenen (172) oder durch eine sog. Bystander Suppression
ausgehend von den induzierten alloantigen-spezifischen Treg (173) dampfen. Aul3erdem konnte
das tolerogene Milieu der Lymphknoten auch die immunregulatorischen Funktionen der CD56"9"
NK-Zellen gegenlber autoreaktiven Zellen starken, wie sie in den vorherigen Abschnitten
beschrieben wurden (z.B. zytotoxisches Abtdten autoreaktiver T-Zellen, DC-Editing,
Zytokinproduktion). In der Tat zeigten die zirkulierenden CD56""9" NK-Zellen der schwangeren
MS-Patientinnen im dritten Trimenon eine insgesamt erhdhte Expression des Chemokinrezeptors
CCRY7 (siehe Kapitel 4.2.1) und ein Teil der CD16* NKp46"9" NKG2D"9" NKG2AM" CD56Pr o
Zellen exprimierte CCR7 hochpositiv (siehe Kapitel 4.2.2), sodass die Migration in die peripheren

Lymphknoten und eine suppressive Wirkung dieser Zellen dort méglich ist.

Einen weiteren Beitrag zur Reduktion der MS-Aktivitat wahrend der Schwangerschaft kdnnten die
hier charakterisierten CD569" NK-Zellen auch direkt im ZNS leisten. Studien zum
regulatorischen Einfluss der CD569" im ZNS bei nicht-schwangeren MS Patientinnen wurde
bereits in der Einfihrung (Kapitel 1.2.2) thematisiert. Die hier beobachteten CD16* NKp46Md"
NKG2D"9h NKG2AM" CD56P19 Zellen exprimieren zum Teil CX3CR1 — ein Chemokinrezeptor,
der die Migration der Zellen ins ZNS vermitteln kdnnte. In der Folge kbnnte dieses spezifische
CD569" Subset regulatorisch auf die ZNS-Inflammation einwirken. Allerdings wurde die
Relevanz dieses Chemokinrezeptors fir die Migration tber die Blut-Gehirn-Schranke bisher nur
im EAE-Mausmodell beobachtet (43).

Als Fazit lasst sich festhalten: Die detaillierten Ergebnisse zum Phéanotyp der NK-Zellen deuten
auf einen Beitrag dieser Zellen zur Wiederherstellung der Immuntoleranz in der Schwangerschaft
bei MS hin. Bisher wurde — auf Basis der Zunahme der als regulatorisch geltenden CD56"9" NK-
Zellen — eine regulatorische Rolle der NK-Zellen in der Schwangerschaft angenommen. Anhand

der neuen Ergebnisse lasst sich diese Annahme nun weiter ausdifferenzieren.
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5.3 Postpartale Krankheitsaktivitat und NK-Zell-Phanotyp

Die Perspektive auf die in vivo NK-Zell-Dynamik von Patientinnen mit MS, insbesondere wahrend
und nach einer Schwangerschaft, ist wie bereits erwéhnt i.d.R. auf die Blutzirkulation limitiert. Zur
Frage wie sich der beobachtete CD569" NK-Zell-Phanotyp auf die entziindliche MS-Aktivitat im
ZNS auswirken konnte, wurden im vorherigen Kapitel 5.2.5 einige theoretische Uberlegungen
angestellt. Solchen Kausalfragen kann sich in Humanstudien nur durch korrelative
Untersuchungen angenahert werden. Aufgrund der schwierigen Zuganglichkeit des ZNS im
Menschen, stellt dabei die in der MRT ermittelte MS-Aktivitdt einen wichtigen Proxy zur
Beurteilung der dortigen pathologischen Prozesse dar. Somit ist es von hohem Wert, dass in der
hier untersuchten Kohorte zum ersten Mal Erkenntnisse zum NK-Zell-Phanotyp und zur

radiologischen Krankheitsaktivitat in der postpartalen Phase vorliegen.

Auf Kklinischer Ebene ist die postpartale Phase von einer reboundartigen Reaktivierung der MS
gepragt (80, 81). Die Analyse der vom Studienzentrum NCRC bereitgestellten MRT-Daten
(Anzahl und Volumen der T2-gewichteten Lasionen) ergab entsprechend eine Zunahme der
entziindlichen MS-Aktivitdt in der postpartalen Phase (siehe Kapitel 4.3.2). Vom ersten zum
sechsten Monat nach Entbindung nahm das Lasionsvolumen signifikant zu. Die Anzahl der
Lasionen zeigte keine signifikanten Veranderungen. Anhand der MRT-Aufnahmen liel3 sich die
entziindliche Aktivitédt sehr sensitiv d.h. im subklinischen Bereich nachweisen. So konnte im
Vergleich zu den klinischen Daten (postpartalen Schub bei einer Patientin) in der MRT bei sechs
der sieben Patientinnen eine (zumeist geringe) Volumenzunahme der T2-L&sionen beobachtet

werden.

Zwei Imaging-Studien analysierten ebenfalls die MS-Krankheitsaktivitat im MRT in Bezug auf
Schwangerschaft und postpartale Phase und kamen zu vergleichbaren Ergebnissen. Paavilainen
et al. (174) konnten in einer Kohorte von 28 Patientinnen eine Zunahme in Anzahl und Volumen
der T2-Lasionen innerhalb der ersten drei postpartalen Monate im Vergleich zum dritten Trimester
der Schwangerschaft feststellen. Khalid et al. (175) verglichen das T1- und T2-L&sionsvolumen
in den ersten drei Monaten nach Entbindung mit den entsprechenden Werten vor der
Schwangerschaft und fanden in beiden Wichtungen ebenfalls eine Erhéhung der postpartalen
Lasionslast. Trotz dessen die hier verwendeten Vergleichszeitpunkte von diesen Studien
abweichen, lasst sich in Zusammenschau aller Ergebnisse fur die postpartale Phase eine
Zunahme der entzindlichen MS-Aktivitat im MRT erkennen. Diese Entwicklung beginnt bereits
frih nach der Entbindung und setzt sich wie hier beobachtet mindestens bis in den sechsten
Monat postpartal fort. Allerdings bleibt der Einwand von Paavilainen et al. zu bedenken, inwieweit
dieser Effekt v.a. von den spezifischen Vorgangen der postpartalen Phase verursacht wird oder

vielmehr dem allgemeinen MS-Verlauf geschuldet ist (174).
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Die steigende Lasionslast fallt postpartal mit einer substantiellen Reduktion der
immunregulatorischen CD56P"9" NK-Zellen zusammen. Aufgrund der geringen Fallzahl (n=7)
musste auf eine Korrelationsanalyse verzichtet werden. Deskriptiv zeigten drei der vier
Patientinnen mit der starksten Abnahme der CD56°9" Frequenz gleichzeitig auch den
ausgepragtesten Anstieg ihres Lasionsvolumens (siehe Kapitel 4.3.3). Hieraus lasst sich noch
keine Assoziation dieser beiden Parameter ableiten; zur Bestatigung sind Studien mit héheren
Fallzahlen notwendig. Allenfalls kann mit erheblicher Vorsicht spekuliert werden, dass die
postpartale Zunahme der entzundlichen MS-Aktivitat im Zusammenhang mit dem Wegfallen der
regulatorischen Aktivitat der CD56P"" NK-Zellen nach der Schwangerschaft steht. Ein

potentieller Einfluss der CD569"t NK-Zellen in vivo wiirde dann denkbar.

5.4 Schlussfolgerung

Die Frage nach den protektiv wirkenden Mechanismen in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen bildete den konzeptionellen Hintergrund der vorliegenden Arbeit.
Konkret wurde der Immunphanotyp der NK-Zellen bei MS erschlossen. Die Beobachtung des
Immunsystems in Phasen, die von einem raschen Wechsel zwischen autoimmuner
Krankheitsaktivitat und Remission gekennzeichnet sind, kann flr die Identifikation protektiver
Mechanismen sehr aufschlussreich sein. Die Schwangerschaft stellt ein solches Zeitfenster dar
und wurde daher als Paradigma flir eine endogen induzierte Immunregulation herangezogen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals im Detail: Die NK-Zellen von MS-Patientinnen nehmen
wahrend der Schwangerschaft (als Phase klinischer Inaktivitét) einen regulatorischen Phanotyp
an. Zum einen nahm der Anteil der gesamten CD56P"9" NK-Zell-Population zu; zum anderen stieg
die Expression verschiedener NK-Rezeptoren mit Relevanz fir Zellaktivierung und Zytotoxizitat,
was sich u.a. in der Expansion eines spezifischen CD569" Subset mit CD16* NKp46Mo"
NKG2D"" NKG2AM" Phanotyp abbildete. Die postpartale Phase (als Phase Kklinischer
Exazerbation) ist von einer gegenlaufigen Entwicklung gepragt. Die CD569" NK-Zell-Frequenz
und die Rezeptorexpression hahmen ab, begleitet von einer Erhéhung der entziindlichen MS-
Aktivitat im MRT (grafisches Abstract in Abbildung 28).

5.4.1 Limitationen

Allerdings muss auf verschiedene Limitationen dieser Arbeit hingewiesen werden. Allem voran
wird die Aussagekraft durch den geringen Stichprobenumfang begrenzt, der zusétzlich durch die
teils mangeinde Probequalitat reduziert wurde. Die vorliegende Arbeit ist somit als explorative
Studie zu verstehen (als solche wurde sie konzipiert), deren Ergebnisse einer weitergehenden

Konfirmation in gréf3eren Studien bedurfen. Dies betrifft insbesondere die Ergebnisse zur NK-

113



Diskussion

Zell-Rezeptorexpression sowie zur Assoziation zwischen NK-Zell-Phanotyp und Parametern der
MS-Krankheitsaktivitdt — radiologisch wie klinisch. Grundsatzlich kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der Prozess der Kryopreservation und des Auftauens der Proben die Komposition
der NK-Zell-Subsets und die Rezeptorexpression beeinflusst hat. Das experimentelle Protokoll
wurde jedoch entsprechend ausgerichtet und Messpunkte niedriger Qualitéat ausgeschlossen
(siehe Kapitel 3.3.2 und 3.4.3), um eine stabile Rezeptorexpression zu ermdglichen. Zudem sei
darauf verwiesen, dass die Ergebnisse nur die relativen Veré&nderungen der NK-Zell-
Populationen beschreiben. Informationen zur absoluten Zellzahl der NK-Zellen waren daher in
weiteren Studien wiinschenswert. Der hier beobachtet NK-Zell-Phanotyp ist das Ergebnis einer
informierten Selektion von als relevant erachteten Markern. Recht wahrscheinlich sind aber
weitere NK-Zell-Molekile fir die Funktion dieser Zellen in der Schwangerschaft
ausschlaggebend. Eine noch umfassendere Exploration lieRe sich mit den Mitteln der

Massenzytometrie erreichen.

5.4.2 Hypothesen fir zukinftige Forschung

Das Hauptziel von explorativen Studien ist es, Hypothesen fiir die zukinftige Forschung zu
generieren. Aus den Ergebnissen zum NK-Zell-Phanotyp lassen sich verschiedene Annahmen
zur Funktion und Rolle der NK-Zellen in der Schwangerschaft bei MS ableiten. Erstens, die
Hochregulierung von NK-Zell-Rezeptoren, die Zellaktivierung vermitteln, erhoht die Responsivitat
der NK-Zellen und I8st somit in Interaktion mit Zielzellen eine verstarkte zytotoxische bzw. zytokin-
produzierende NK-Zell-Aktivitat aus. Zweitens, die NK-Zellen weisen ein Mehr an regulatorischer
Aktivitat auf, indem sie a) die Aktivierung von autoreaktiven T-Zell-Klonen verstarkt zytotoxisch
limitieren und/oder b) die Aktivitat und den Phanotyp von antigen-prasentierenden dendritischen
Zellen beeinflussen. Drittens, die verstarkte regulatorische NK-Zell-Aktivitat tragt zur Reduktion
der entziindlichen MS-Aktivitat in der Schwangerschaft bei (protektive Wirkung). Um diese
Hypothesen zu Uberprifen, werden weitere Studien mit verschiedenen experimentellen Ansatzen

bendtigt.
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Ergebnisse der NK-Zell-Phanotypisierung
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Fokus der zukunftigen Forschung
Rolle der NK-Zellen in der Schwangerschaft bei MS

Konfirmatorisch Expression der NK-Zell-Rezeptoren bestatigen

Phanotyp und MS-Aktivitat korrelieren

Funktionell Generell: Aktivitat der NK-Zellen bestimmen
In vitro

Spezifisch: Regulatorische Aktivitat der NK-Zellen
im Kontakt zu CD4* T-Zellen und DCs bestimmen

Mechanistisch Protektive Rolle der NK-Zellen in der EAE
In vivo eruieren (z.B. NK-Depletion, Rezeptor-Knockout)

Abbildung 28. NK-Zell-Phanotyp in der Schwangerschaft bei MS. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zu den NK-Zell-Populationen zeigen die Expansion der CD56ight NK-Zellen in der
Schwangerschaft bei MS gefolgt von einer postpartalen Reduktion, die sich zeitgleich zur Zunahme der
radiologischen MS-Aktivitat ereignet. Die CD569™ NK-Zellen folgen einem inversen Muster. Phanotyp der
Subsets: Die Zellfrequenz des abgebildete CD56"9"t Subsets mit CD16* NKp46Miah NKG2Dhigh NKG2Ahigh
Phanotyp sowie der zwei abgebildeten CD569™ Subsets nimmt im Verlauf der Schwangerschaft zu. Aus
den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich ein Bedarf fir gréRere Studien (konfirmatorisch) sowie fir
funktionelle und mechanistische Studien ableiten. Detaillierte Erlauterung im Kapitel 5.4. Abkirzungen:
Volumen der T2-gewichteten L&sionen im MRT (T2LV); dendritische Zellen (DCs); Experimentelle
Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Grafik wurde erstellt mit Microsoft Power Point und Biorender.com.
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Die vorliegende Arbeit ist auf die Ebene der Proteinexpression (Phanotyp) begrenzt; Aussagen
zur tatsachlichen Zellfunktion kénnen nicht getroffen werden. Hinsichtlich der ersten zwei
Hypothesen bedarf es daher weiterer funktioneller Experimente. Die NK-Zell-Aktivitdt von
schwangeren MS-Patientinnen lasst sich in vitro mittels intrazellularer Farbung von Zytokinen
nach Stimulation oder mittels CD107a-Degranulationsassay, bei dem die zytotoxische Aktivitat
gegenuber K-562 Tumorzellen getestet wird (176), beurteilen. Fir jegliche funktionelle Tests
werden idealerweise frisch isolierte PBMCs benttigt. Neuere Erkenntnisse zur T-Zell-Klonalitat
bei schwangeren MS-Patientinnen zeigen, dass die T-Zell-Klone, die fir gewdhnlich das T-Zell-
Repertoire der Patientinnen dominieren, in der Schwangerschaft herunterreguliert werden (91).
Ob die hier beobachteten CD569" NK-Zellen oder aber auch das CD56%™ Subset mit NKp46M9"
NKG2A"" Expression einen Einfluss auf diese T-Zell-Klone haben, ist eine spannende Frage. In
einem ersten Schritt wére es daher interessant, die spezifische NK-Zytotoxizitat gegeniber
autologen, aktivierten T-Zellen im Kontext der Schwangerschaft bei MS zu untersuchen.
Experimentell kann dies in einer Co-Kultur aus NK und T-Zellen der Patientinnen mit CD107a-
Degranulationsassay bzw. Proliferationsassay realisiert werden (wie in (60) bzw. (59)
durchgefuhrt). Anhand maskierender Antikorper, die gegen die identifizierten NK-Zell-Rezeptoren
NKp46, NKG2A und NKG2D gerichtet sind, liel3e sich in diesem experimentellen Setting auch die
Bedeutung der einzelnen NK-Zell-Molekiile tberprifen (vgl. (11)). Des Weiteren kénnten sich in
vitro Untersuchungen zum Einfluss der NK-Zellen auf die peripheren dendritischen Zellen in der
Schwangerschaft bei MS lohnen. Hierbei wére zum einen die Frage zu beantworten, ob die NK-
Zellen von schwangeren MS-Patientinnen in NK-DC Co-Kultur eine verstarkte Zytotoxizitat
gegenltber immaturen und eventuell maturen DCs aufweisen (vgl. (104)), da Uber diese
zytotoxische Editierung der DCs die Aktivierung autoreaktiver CD4* T-Zellen limitiert werden
kénnte. Zum anderen koénnen NK-Zellen Uber ihre Zytokin-Sekretion einen immaturen DC-
Phéanotyp fordern, der in der Lage ist, regulatorische T-Zellen zu induzieren (siehe regulatorische
NK-Zell-Funktion in utero (171)). Es ware daher auch interessant, die in vitro Zytokin-Produktion

der peripheren NK-Zellen im Kontakt zu den DCs zu messen (v.a. IL-10 und INF-y).

Wirken die NK-Zellen auf Basis des beobachteten Phanotyps und einer mdglicherweise
gesteigerten regulatorischen Aktivitat (dies gilt es noch zu tberprifen) in der Schwangerschatt
protektiv vor entzindlicher MS-Aktivitat? Die Forschung mit Menschen, insbesondere mit
schwangeren Patientinnen wie in der vorliegenden Studie, bleibt auf korrelative Untersuchungen
beschrankt; eine Aussage zu kausalen Wirkzusammenhangen kann nicht getroffen werden. Um
die protektive Wirkung der hier identifizierten NK-Zellen und somit das mechanistische
Verstandnis im Sinne der dritten Hypothese zu Uberprifen, missen letztlich Studien in
experimentellen Tiermodellen (etwa in der EAE) herangezogen werden. Auch im Tiermodell der

MS, der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), konnte ein Protektion vor
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entziindlicher Krankheitsaktivitdt wahrend der Schwangerschaft nachgewiesen werden (177,
178). Entsprechend kénnte in Depletionsversuchen getestet werden, ob der durch die allogene
Schwangerschaft vermittelte Schutz vor EAE-Aktivitat bei kompletter Abwesenheit von NK-Zellen
nach wie vor besteht oder aber aufgehoben wird. Letzteres wurde fiir die protektive Rolle der NK-
Zellen sprechen. Schwangerschaften sind in Mausen trotz Abwesenheit von NK-Zellen
erfolgreich (siehe Nullmutation im IL-15 Gen (76)). Allerdings ist zu beachten, dass EAE-Studien
grundsatzlich (d.h. ohne Schwangerschaft) widersprichliche Ergebnisse zum Einfluss der NK-
Zellen lieferten, was auf unterschiedliche Depletionsverfahren zurtickgefihrt wurde (40).
Spezifischer kénnte zudem die in vivo Relevanz der NK-Zell-Rezeptoren NKp46 (bzw. murines
Ncrl) und NKG2D fur die schwangerschafts-induzierte EAE-Protektion in entsprechenden
Knockout-Mausen untersucht werden (vgl. (179)). Mit Blick auf die Frage, welche Rolle die NK-
Zellen fur die Regulation der autoreaktiven Zellen im ZNS und in den lymphatischen Geweben
wahrend der Schwangerschaft spielen (siehe Kapitel 5.2.5), ware es darlber hinaus notwendig,
Wildtyp-Méuse (schwanger und nicht-schwanger mit/ohne EAE-Induktion) vergleichend
bezlglich der Verteilung der NK-Zellen in den Geweben sowie deren funktioneller Eigenschaften
(z.B. Zytotoxizitat in vitro) zu untersuchen. Hierbei sollten die murinen NK-Zell-Subsets, immature
CD11b CD27* und mature CD11b* CD27- NK-Zellen, als Counterparts der humanen Subsets
betrachtet werden (180).

Uber die drei Hypothesen hinaus sei zuletzt nach den Ursachen der hier beobachteten NK-Zell-
Dynamik gefragt. In der vorliegenden Arbeit wurden keine gesunden Schwangeren untersucht,
dennoch lasst der Blick in die Literatur vermuten, dass sowohl die Expansion der CD56"9" NK-
Zellen als auch die Hochregulierung der fur die Zellaktivierung relevanten NK-Zell-Rezeptoren
ein generelles Phanomen der gesunden Schwangerschaft darstellen (126, 147). Ob es sich
hierbei um einen spezifischen regulatorischen Mechanismus mit evolutionéarer Bedeutung oder
um ein Epiphdnomen weiter ,downstream“ im immunregulatorischen Netzwerk der
Schwangerschaft handelt, ist bisher nicht geklart. Fir Zweiteres sprechen die Beobachtungen,
nach denen sowohl das Zytokinmilieu als auch die systemischen zirkulierenden Hormone die NK-
Zellen beeinflussen (69, 181). Zudem fuhren wie bereits beschrieben verschiedene MS-
Therapeutika zu dhnlichen Veranderungen im NK-Zell-Phanotyp. Somit konnten die CD5619"
NK-Zellen v.a. als ein allgemeiner Marker fur ein sich im immunregulatorischen Gleichgewicht

befindliches Immunsystem aufgefasst werden.

Auf der anderen Seite sind die molekularen Treiber der Immunregulation in der plazentaren
Schwangerschaft noch weitestgehend unbekannt. Neue Erkenntnisse beschreiben eine zeitliche
Chronologie von Anpassungen im zellularen Signalling von Immunzellen im Sinne einer
simmunologischen Uhr“ der Schwangerschaft (182). Die Verdnderungen des NK-Zell-Phénotyps

kénnten somit das Resultat von zellularen Programmen sein, die die spezifischen Funktionen der
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Zellen in der Schwangerschaft diktieren. In der genannten Studie wiesen NK-Zellenn zum einen
ein erhdhtes Niveau ihres basalen CREB-Signalling auf, einem Transkriptionsfaktor, der das
Survival von Immunzellen unterstutzt; zum anderen zeigten die CD569™ NK-Zellen ein
gesteigertes STAT1-Signalling in Reaktion auf Typ I-Interferon IFN-a, was fur die antivirale NK-
Antwort bedeutsam ist (182). So ware etwa vorstellbar, dass der NK-Zell-Phanotyp in der
Schwangerschaft durch ein zellulares Programm zustande kommt, das auf eine effektive
Pathogenabwehr abzielt. Die gesteigerte Expression von NKp46, welches die NK-Zell-Antwort
gegenuber dem Influenzavirus vermittelt (183), kdnnte Ausdruck eines solchen Programms sein.
Weitere Studien zum intrazellularen Signalling sind jedoch notwendig, um die spezifischen

Treiber fur die Veranderung des NK-Zell-Phanotyps zu erschlieRen.

Die vorliegende Arbeit stellt einen weiteren Schritt hin zu einem besseren Verstandnis der
Protektion vor Autoimmunitat in der Schwangerschaft und der Rolle der NK-Zellen in der MS-
Pathogenese dar. NK-Zellen kénnten in der Schwangerschaft das regulatorische Milieu (z.B. Gber
Editierung der DCs) férdern und autoreaktive T-Zellen direkt supprimieren. Rolle und Funktion
der NK-Zellen sind dabei nur mit Blick auf ihre Eingebundenheit in die Regulation der
Immuntoleranz gegentber dem Fetus und der Immunkompetenz gegeniber Pathogenen
verstandlich; im Nebeneffekt konnte sich die NK-Zell-Dynamik auch auf die Immunantwort
gegenlber Autoantigenen auswirken. Ob es sich lohnt, den potentiell protektiven Einfluss der NK-
Zellen aulRerhalb der Schwangerschaft, d.h. im Rahmen der MS-Therapie, nachzubilden, kann
zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht beantwortet werden. Vorerst bedarf es weiterer funktioneller

und mechanistischer Studien.
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