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Abb. 34: Der Mangel an hCG-Protein in der Dezidua war mit dem Auftreten von Schwangerschaftskom-
plikationen assoziiert. Die hCG-Proteinmenge ist in der Dezidua basalis (A-B) und Dezidua parietalis (C-D)
von Patientinnen mit Spontanabort im Vergleich zu normal schwangeren Frauen stark verringert. In den Gewe-
beschnitten von Patientinnen mit extrauteriner Schwangerschaft liel sich kaum oder kein hCG nachweisen.
A — Dezidua basalis (Normale Schwangerschaft), B — Dezidua basalis (Spontanabort), C — Dezidua parietalis
(Normale Schwangerschaft), D — Dezidua parietalis (Spontanabort), E — extrauterine Schwangerschaft, F — Ne-
gativkontrolle. VergroBBerung: X200.
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4.3.4 Patientinnen mit Spontanabort oder extrauteriner Schwangerschaft weisen
verminderte Mengen an T,e-Zellen im Vergleich zu normal schwangeren Frauen

an der fetal-miitterlichen Grenzfliche auf

Um zu analysieren, ob eine hohe Expression von hCG mit einer erhdhten Anzahl an T,.,-Zellen an der
fetal-miitterlichen Grenzfléche assoziiert ist, wurden in den zuvor auf die hCG-Expression untersuch-
ten Proben die Expression der T,.,.-Marker foxp3 und nrp-1 bestimmt. Beide Molekiile sind als Marker
fiir Tyeg-Zellen beschrieben worden!""2! wobei Foxp3 eine entscheidende Rolle fiir die Entwicklung
und Funktion der T,-Zellen spielt. Im Mausabortmodell konnte bereits gezeigt werden, dass Abort-
miuse weniger foxp3 und nrp-1 exprimieren als normal schwangere Miuse”. Diese Beobachtungen
konnten hier fiir die menschliche Schwangerschaft bestitigt werden. Es konnte nachgewiesen werden,
dass Patientinnen mit Spontanabort oder extrauteriner Schwangerschaft signifikant weniger foxp3
exprimieren als normal schwangere Frauen (Abb.35). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
nrp-1-Expression in Patientinnen mit Spontanabort im Vergleich zu normal schwangeren Frauen ver-
mindert ist (Abb.35). Diese Daten lassen darauf schlieen, dass eine reduzierte Anzahl an T,.-Zellen
und eine verringerte hCG-Expression an der fetal-miitterlichen Grenzflaiche mit dem Auftreten von

Schwangerschaftskomplikationen assoziiert sind.
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Abb. 35: Eine reduzierte Anzahl an T,.,-Zellen an der fetal-miitterlichen Grenzfliche war mit dem Auftre-
ten von Schwangerschaftskomplikationen assoziiert. Die foxp3- (A) und neuropilin-1 (nrp-1) (B) mRNA-
Expression ist in Patientinnen mit Spontanabort oder extrauteriner Schwangerschaft gegeniiber normal schwan-
geren Frauen an der fetal-miitterlichen Grenzfldche signifikant vermindert. Die Daten sind als Mediane darge-
stellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt.

*=p <0,05; ** =p<0,01; **=p <0,001.
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4.3.5 Die Expression von hCG korreliert mit der foxp3-Expression an der fetal-

miitterlichen Grenzfliche

Die Analyse der hCG-und foxp3-Expression zeigte eine positive Korrelation zwischen beiden Molekii-
len an der fetal-miitterlichen Grenzflache. Folglich konnte festgestellt werden, dass Patientinnen mit
einer verringerten hCG-Expression auch weniger T..-Zellen aufweisen (Abb.36). Dieser Mangel an
hCG und T,.,-Zellen an der fetal-miitterlichen Grenzfliche war mit dem Auftreten von Spontanaborten

und extrauterinen Schwangerschaften assoziiert.
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Abb. 36: Die hCG-Expression korrelierte mit der foxp3-Expression an der fetal-miitterlichen Grenzfliche.
Mittels einer Spearman-Korrelations-Analyse konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen der hCG-

und foxp3 mRNA-Expression festgestellt werden. * = p < 0,05.

4.3.6 Die Funktion von T,.-Zellen ist in Patientinnen mit
Schwangerschaftskomplikationen im Vergleich zu normal schwangeren Frauen

an der fetal-miitterlichen Grenzfliche beeintrichtigt

Tree-Zellen vermitteln ihre suppressive Funktion entweder durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder durch

103119 Nachdem eine verminderte

die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 und TGF-p!
Anzahl an T,,-Zellen in Patientinnen mit Schwangerschaftskomplikationen nachgewiesen wurde,
sollte dariiber hinaus geklédrt werden, ob zudem eine Beeintrichtigung der Funktion der T,,-Zellen bei
diesen Patientinnen vorliegt. Eine direkte Untersuchung der Zytokinproduktion der Ty,-Zellen war auf

Grund des Mangels an frischem Gewebe nicht moglich. Daher wurde die Expression von IL-10 und
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TGF-B in schockgefrorenen Proben aus Plazenta- und Deziduagewebe von Patientinnen mit Spontana-
bort oder extrauteriner Schwangerschaft bestimmt und mit der Expression in normal schwangeren
Frauen verglichen. Patientinnen mit Spontanabort oder extrauteriner Schwangerschaft wiesen eine
signifikant geringere IL-10-Expression im Vergleich zu normal schwangeren Frauen auf (Abb.37). Die
TGF-B-Expression war in Patientinnen mit Schwangerschaftskomplikationen gegeniiber Frauen mit
normalen Schwangerschaften verringert, jedoch nicht signifikant unterschiedlich (Abb.37). Die Er-
gebnisse zeigten, dass das Auftreten von Spontanaborten und extrauterinen Schwangerschaften sowohl
mit einer verminderten Anzahl an T,.,-Zellen als auch mit einer moglicherweise beeintrichtigten Funk-

tion dieser Zellen assoziiert ist.
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Abb. 37: Eine verminderte mRNA-Expression von IL-10 und TGF-p an der fetal-miitterlichen Grenzfli-
che war mit dem Auftreten von Schwangerschaftskomplikationen assoziiert. Die Expression von IL-10 (A)
und TGF-B (B) war in Proben aus Plazenta- und Deziduagewebe von Patientinnen mit Spontanabort oder extra-
uteriner Schwangerschaft im Vergleich zu normal schwangeren Frauen signifikant (fiir IL-10) verringert. Die
Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-

Whitney U-Test durchgefiihrt. *** =p < 0,001.
4.3.7 Der LH/CG-Rezeptor ist auf T,,-Zellen exprimiert

Nachdem erste Untersuchungen gezeigt haben, dass sowohl die Anzahl an T,.-Zellen als auch die
hCG-Expression an der fetal-miitterlichen Grenzflache in Patientinnen mit Schwangerschaftskompli-
kationen im Vergleich zu normal schwangeren Frauen reduziert ist, konnte vermutet werden, dass hCG

in die Chemoattraktion der T,.-Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzflidche involviert ist. In diesem
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Versuchsteil wurde daher zunéchst untersucht, ob T..-Zellen von normal schwangeren Frauen den
LH/CG-Rezeptor auf ihrer Oberfliche exprimieren und somit fiir eine Chemoattraktion durch hCG
empfanglich sind. Hierfiir wurden T,,-Zellen aus dem Blut von normal schwangeren Frauen isoliert
und fiir 24 Stunden mit hCG-produzierenden Choriokarzinomzellen (JEG-3) kokultiviert. Die Expres-
sion des LH/CG-Rezeptors auf den Ty.-Zellen wurde anschlieBend mittels Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenz analysiert. Die durchflusszytometrische Analyse konnte zeigen, dass der LH/CG-
Rezeptor von mindestens 25 % der Ty-Zellen aus dem peripheren Blut von normal schwangeren

Frauen exprimiert wird. (Abb.38).
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Abb. 38: T,.-Zellen aus normal schwangeren Frauen exprimierten den LH/CG-Rezeptor. Mittels Durch-
flusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an LH/CG-Rezeptor positiven Ty.,-Zellen bezogen auf die gesamte
Anzahl an T,-Zellen bestimmt. Der Nachweis des LH/CG-Rezeptors erfolgte iiber ein Fluoreszenzsignal im
Fluoreszenzkanal 1 (FL1), da der Rezeptor mit einem FITC-gekoppelten AK markiert wurde. Die Expression des
LH/CG-Rezeptors konnte auf mindestens 25 % der T,,-Zellen von normal schwangeren Frauen nach Kokultivie-
rung mit JEG-3-Zellen nachgewiesen werden. Dargestellt ist ein reprasentativer Dot Plot der LH/CG-Rezeptor-
Firbung (B). Tye-Zellen, die nicht mit dem anti-LH/CG-Rezeptor AK behandelt wurden, dienten als Negativ-
kontrolle (A). FL1, FL4 — Fluoreszenzkanal 1 bzw. 4

Um eine Aussage iiber die Verteilung des LH/CG-Rezeptors auf der Oberfliche der T,.-Zellen treffen
zu konnen, wurden zusétzlich Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tyee-
Zellen gleichzeitig mit dem Zellkernfarbstoff DAPI gefarbt, um eine Betrachtung auf der Einzelzelle-
bene zu ermoglichen (Abb.39(A)). FITC-gefarbte LH/CG-Rezeptormolekiile lieBen sich als ,,griine
Punkte auf den T,.-Zellen darstellen (Abb.39(B)). Durch Ubereinanderlegen beider Férbungen konn-
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ten mehrere Rezeptormolekiile auf einer T,.,-Zelle nachgewiesen werden (Abb.39(C)). Daher ist eine

durch hCG-vermittelte Chemoattraktion der T,.,-Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzflache moglich.

(A) (B) (©)

Zellkernfarbung mit DAPI LH/CG-Rezeptor DAPI + LH/CG-Rezeptor

Abb. 39: Mehrere LH/CG-Rezeptormolekiile wurden von einer T,.,-Zelle exprimiert. Mittels einer Immun-
fluoreszenzfirbung konnten mehrere LH/CG-Rezeptormolekiile auf der Oberfléche einer T,-Zelle nachgewie-
sen werden. Die Aufnahmen zeigen T,.,-Zellen, die gegen ihre Zellkerne (A) und den LH/CG-Rezeptor (B) ge-
firbt wurden. Aufnahme (C) zeigt eine Uberlagerung der Aufnahmen (A) und (B). VergréBerung: X400.

4.3.8 HCG-produzierende Primértrophoblasten und JEG-3-Zellen bewirken die

Migration von T,..-Zellen

Nachdem die Empfinglichkeit der T.-Zellen fiir eine hCG-vermittelte Chemoattraktion durch Ex-
pression des LH/CG-Rezeptors bestitigt werden konnte, wurde unter Verwendung eines Transwell-
Systems die Migration der T,.,-Zellen zu hCG-produzierenden und nicht-hCG-produzierenden Zellen
untersucht (siehe Tab.12 im Anhang). Hierfiir wurden aus normal schwangeren Frauen des ersten und
dritten Schwangerschaftstrimesters T,,-Zellen isoliert und zunéchst mit hCG-produzierenden JEG-3-
Zellen im Transwell-System kokultiviert. Die Migration der T,.,-Zellen wurde mittels Durchflusszy-
tometrie bestimmt. Die Gesamtzahl an migrierten T,.,-Zellen nach Abzug der Spontanmigration wurde
zu verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Eine effiziente Migration der T.,-Zellen zu den hCG-
produzierenden JEG-3-Zellen konnte gezeigt werden. Dabei nahm die Anzahl an totalen migrierten

Tree-Zellen iiber die Zeit hinweg signifikant zu (Abb.40).
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Abb. 40: HCG-produzierende JEG-3-Zellen bewirkten eine effiziente Migration der T,.-Zellen. Unter
Verwendung eines 2-Kammer-Transwell-Systems wurde die Migration von Tyg-Zellen aus normal schwangeren
Frauen (n=4) zu JEG-3-Zellen untersucht. Die Ermittlung des prozentualen Anteils an migrierten T,.-Zellen
bezogen auf die Gesamtzahl eingesetzter T,.-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Migration der
Tyee-Zellen zu den JEG-3-Zellen nahm signifikant iiber die Zeit hinweg zu. Die Daten sind als Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den einzelnen Zeitpunkten wurde mit dem

Student’s #-Test durchgefiihrt.* = p < 0,05, ** =p <0,01.

Um zu iiberpriifen, ob die beobachtete Migration der T,,-Zellen zu den JEG-3-Zellen auch der physio-
logischen Situation wihrend der Schwangerschaft entspricht, wurde in einem néchsten Schritt die
Migration der T.-Zellen zu Primdren Trophoblasten analysiert. Die Trophoblasten wurden hierfiir
direkt aus der Plazenta von normal schwangeren Frauen isoliert. Entsprechend dem Migrationsverhal-
ten der Ty,-Zellen gegeniiber den JEG-3-Zellen konnte auch bei Verwendung von Priméren Tropho-
blasten eine effiziente Migration nachgewiesen werden (Abb.41). Die Migration der T,.-Zellen nahm
tiber die Zeit hinweg signifikant zu. Diese Daten legen eine hCG-vermittelte Migration der T,,-Zellen

zur fetal-miitterlichen Grenzfléche in der Schwangerschaft nahe.

134



Anne Leber 4. Ergebnisse

50 7
*

ﬁ * *

~ —
F8 ¥
S = T
N 3
v B 307
s
59
< S 1
s & 20
SIS
S
< —
20 § 10
=g

0 I I I I I
0 4 8 24 48
Stunden der Migration

Abb. 41: HCG-produzierende Primiirtrophoblasten bewirkten eine effiziente Migration der T,.~Zellen.
Unter Verwendung eines 2-Kammer-Transwell-Systems wurde die Migration von T,,-Zellen aus normal
schwangeren Frauen (n=4) zu Primértrophoblasten untersucht. Die Ermittlung des prozentualen Anteils an
migrierten T,.,-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl eingesetzter T,.,-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytome-
trie. Die Migration der T,e-Zellen zu den Primartrophoblasten nahm signifikant {iber die Zeit hinweg zu. Die
Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den einzel-

nen Zeitpunkten wurde mit dem Student’s #-Test durchgefiihrt. * = p < 0,05.

In einem weiteren Experiment wurde die ex vivo Interaktion zwischen T,.-Zellen und Trophoblasten
untersucht. Hierfiir wurden isolierte T,.,-Zellen und JEG-3-Zellen in einer 3D-Kollagenmatrix, welche

2611 Mittels Aufnahmen im Zeitraffer konn-

einer echten extrazelluliren Matrix entspricht, kokultiviert"
te gezeigt werden, dass Ty,-Zellen aktiv zu JEG-3-Zellen migrierten und mehrfach mit ihnen in Kon-
takt traten. (Abb.42). Folglich migrieren T,.,-Zellen nicht nur aktiv zur fetal-miitterlichen Grenzfléche,

sondern interagieren auch direkt vor Ort mit den Trophoblastzellen.
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Abb. 42: T,.-Zellen migrierten aktiv zu JEG-3-Zellen und traten mehrfach in Kontakt mit ihnen. Mittels
eines 3D-Kollagenmatrix-Assays wurde die Migration von T,-Zellen aus normal schwangeren Frauen zu
JEG-3-Zellen untersucht. Die Abbildung stellt den Migrationsweg (rote Linie) einer einzelnen T,.-Zelle (Tgr)
dar, welche mit zwei verschiedenen JEG-3-Zellen (J; und J,) mehrfach interagierte. Die Zellbewegungen wur-
den mittels Aufnahmen im Zeitraffer dokumentiert. Tgl — Startpunkt der T,,-Zellmigration; Tg2 — Endpunkt der

Tree-Zellmigration

4.3.9 Transiente hCG-Expression von HCT116-Zellen begiinstigt die Migration der
Treg'Zellen

Zur Bestitigung einer hCG-vermittelten Migration der T,.,-Zellen sowie zur genauen Aufkldrung des
Einflusses verschiedener Untereinheiten des hCG auf die Migration, wurden nicht-hCG-produzierende
Darmkrebszellen mit verschiedenen hCG-Untereinheiten transfiziert und die Migration der T,,-Zellen
analysiert. Die Transfektion der Darmkrebszelllinie HCT116 mit der a-Untereinheit sowie zwei ver-
schiedenen B-Untereinheiten (hCG-B3 und hCG-B7) wurde in Kooperation mit Leipzig durchgefiihrt.
Der hCG-Gehalt im Zellkulturiiberstand transfizierter Zellen betrug in Abhéngigkeit vom Experiment
500-2800 IU/L. Im Vergleich dazu konnte im Zellkulturiiberstand nicht-transfizierter HCT116-Zellen
kein hCG nachgewiesen werden. In einem ersten Versuch wurde die Migration der Ty,-Zellen zu den
HCT116-Zellen bestimmt, welche mit dem vollsténdigen hCG-Molekiil (a- und B-Untereinheit) trans-
fiziert worden waren. Die Analyse der Zellmigration zeigte nach 24 Stunden einen signifikanten Un-
terschied zwischen hCG-transfizierten HCT116-Zellen und den Kontroll-transfizierten HCT116-Zellen
(Abb.43). Keine signifikanten Unterschiede lieBen sich zwischen den verschiedenen hCG-p-

Untereinheiten feststellen.
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Abb. 43: HCG-transfizierte HCT116-Zellen begiinstigten die Migration von T,.-Zellen. Unter Verwendung
eines 2-Kammer-Transwell-Systems wurde die Migration von T,,-Zellen aus normal schwangeren Frauen (n=3)
zu hCG-transfizierten oder Kontroll-transfizierten Darmkrebszellen (HCT116) untersucht. Die Ermittlung des
prozentualen Anteils an migrierten T,,-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl eingesetzter T,,-Zellen erfolgte mit-
tels Durchflusszytometrie. Die transiente Expression des vollstindigen hCG-Molekiils forderte die Migration der
Tree-Zellen. Signifikante Unterschiede lielen sich nach 24 Stunden zwischen den hCG-transfizierten und den
Kontroll-transfizierten HCT116-Zellen feststellen. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen
dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den unterschiedlich transfizierten HCT116-Zellen wurde mit dem

Student’s ¢-Test durchgefiihrt.* = p < 0,05. UE — Untereinheit.

In einem zweiten Experiment wurde analysiert inwieweit die hCG-Untereinheiten alleine ausreichend
sind, um eine Migration der T,,-Zellen zu bewirken. Hierfiir wurden HCT116-Zellen entweder nur mit
der a-Untereinheit oder mit zwei verschiedenen B-Untereinheiten transfiziert. Die Auswertung der
Migration zeigte eine signifikant stirkere Migration der T,.,-Zellen zu den hCG-transfizierten Zellen
im Vergleich zu den Kontroll-transfizierten Zellen. Dabei war die Migration der T,.,-Zellen zu den mit
der a-Untereinheit transfizierten Darmkrebszellen am stérksten ausgeprigt (Abb.44). Keine signifikan-
ten Unterschiede konnten zwischen den beiden verschiedenen B-Untereinheiten festgestellt werden
(Abb.44). Die Ergebnisse haben gezeigt, dass neben dem vollstindigen hCG-Molekiil auch die einzel-

nen hCG-Untereinheiten alleine das Potential haben T,,-Zellen anzulocken.
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Abb. 44: HCG-transfizierte HCT116-Zellen begiinstigten die Migration von T,-Zellen. Unter Verwendung
eines 2-Kammer-Transwell-Systems wurde die Migration von T,,-Zellen aus normal schwangeren Frauen (n=3)
zu hCG-transfizierten oder Kontroll-transfizierten Darmkrebszellen (HCT116) untersucht. Die Ermittlung des
prozentualen Anteils an migrierten T.,-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl eingesetzter T,.,-Zellen erfolgte mit-
tels Durchflusszytometrie. Die transiente Expression der einzelnen hCG-Untereinheiten forderte die Migration
von Ty,-Zellen. Signifikante Unterschiede lieBen sich nach 24 Stunden zwischen den hCG-transfizierten und den
Kontroll-transfizierten HCT116-Zellen feststellen. Die Migration der T,-Zellen gegeniiber den mit der a-UE
transfizierten HCT116-Zellen war am stirksten ausgeprigt. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den unterschiedlich transfizierten HCT116-Zellen wurde

mit dem Student’s z-Test durchgefiihrt. * = p < 0,05. UE — Untereinheit.

Die Ergebnisse konnten deutlich zeigen, dass das vom Trophoblasten sezernierte hCG neben weiteren

Faktoren, die Migration der T,,-Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzfliche begiinstigt.

4.3.10 Die nicht-hCG-produzierende Keratinozytzelllinie HaCat ist nicht in der Lage

Treg-Zellen anzulocken

Um weiterhin auszuschlieen, dass die Migration der T,.,-Zellen zu den JEG-3-Zellen und Primértro-
phoblasten hauptsidchlich durch Chemokine vermittelt wird, die von beiden Zelltypen sezerniert wer-
den, wurden in diesem Versuchsteil nicht hCG-produzierende Keratinozyten (HaCat) (siche Tab.12 im
Anhang) verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass HaCat-Zellen verschiedene Chemokine produzie-
ren, die potentiell Lymphozyten anlocken konnen®12¢I264263]  Unter  Verwendung des

2-Kammer Transwell-Systems wurde die Migration der T,.-Zellen zu den HaCat-Zellen untersucht.
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Zusitzlich wurden JEG-3-Zellen in die Untersuchung mit einbezogen, da eine effektive Migration der
Tree-Zellen zu diesen Zellen bereits nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zu den JEG-3-Zellen
waren die HaCat-Zellen nicht in der Lage eine Migration der T,,-Zellen zu induzieren (Abb.45). Sig-
nifikante Unterschiede in der Migrationsrate der T,,-Zellen lieBen sich zu allen untersuchten Zeit-
punkten zwischen den JEG-3-Zellen und HaCat-Zellen feststellen (Abb.45). Daher scheinen Chemo-
kine, die sowohl von JEG-3-Zellen als auch von HaCat-Zellen produziert werden nicht die
Hauptattraktoren fiir T,,-Zellen darzustellen. Vielmehr bestéitigen die Ergebnisse eine durch hCG her-

vorgerufene Migration der T,.,-Zellen.
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Abb. 45: Nicht hCG-produzierende HaCat-Zellen konnten keine Migration von T,.-Zellen induzieren.
Unter Verwendung eines 2-Kammer-Transwell-Systems wurde die Migration von Te-Zellen aus normal
schwangeren Frauen (n=4) zu hCG-produzierenden JEG-3-Zellen oder nicht hCG-produzierenden HaCat-Zellen
untersucht. Die Ermittlung des prozentualen Anteils an migrierten T,.,-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl einge-
setzter T.g,-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Eine Migration von Teg-Zellen zu nicht-hCG-
produzierenden HaCat-Zellen konnte im Vergleich zu hCG-produzierenden JEG-3-Zellen nicht nachgewiesen
werden. Signifikante Unterschiede in der Migrationsrate von T,-Zellen zu HaCat-Zellen im Vergleich zu
JEG-3-Zellen konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten festgestellt werden. Die Daten sind als Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den JEG-3- und HaCat-Zellen wurde mit

dem Student’s ¢-Test durchgefiihrt. * =p <0,05; ** =p <0,01.
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4.3.11 Die siRNA-Behandlung von JEG-3-Zellen resultiert in einer Abnahme der

Migrationsrate der T,.,~Zellen

Zur letztendlichen Bestitigung eines Einflusses des hCG auf die Ty,-Zellmigration wurden JEG-3-
Zellen mit siRNA behandelt, die gegen die hCG mRNA gerichtet ist. Die Effizienz der siRNA-
Transfektion wurde durch Bestimmung des hCG-Gehalts mittels ELISA in den Zellkulturiiberstinden
transfizierter JEG-3-Zellen bestimmt. Als Kontrollen dienten nicht-transfizierte Zellen oder Zellen, die
mit einer irrelevanten (unspezifischen) siRNA transfiziert wurden. Obwohl verschiedene siRNAs un-
terschiedlicher Sequenz zur Transfektion verwendet wurden, konnte der hCG-Gehalt in den Zellkultu-
riiberstdnden der mit hCG-siRNA behandelten JEG-3-Zellen im Vergleich zu den mit der Kontroll-
siRNA behandelten Zellen nur um 40 % reduziert werden (Abb.46). Die geringe Effizienz der siRNA-
Transfektion lieB sich auf die hCG-Gensequenz zuriickfiihren, die auf Grund des hohen Anteils an CG-
Wiederholungen die Herstellung spezifischer hCG-siRNAs erschwerte. Dennoch konnte die Migra-
tionsrate der T,g-Zellen nach Behandlung der JEG-3-Zellen mit hCG-siRNA reduziert werden. Im
Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA behandelten JEG-3-Zellen war die Migration der T,.,-Zellen zu
den mit hCG-siRNA behandelten JEG-3-Zellen um 30 % verringert (Abb.46). Diese Daten bestitigen
eine hCG-vermittelte Migration der T,.,-Zellen und unterstreichen die Annahme einer hCG-bedingten

Anreicherung von T,,-Zellen an der fetal-miitterlichen Grenzfliche wihrend der Schwangerschaft.
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Abb. 46: Die hCG-siRNA Behandlung von JEG-3-Zellen bewirkte eine Reduktion der T,.-Zellmigration.
Nach Behandlung der JEG-3-Zellen mit hCG-siRNA war der hCG-Gehalt im Zellkulturiiberstand um 40 % ver-
mindert (A). Die Migration von Ty-Zellen aus normal schwangeren Frauen (n=2) fand in einem 2-Kammer-
Transwell-System statt. Die Ermittlung des prozentualen Anteils an migrierten T,.,-Zellen bezogen auf die Ge-
samtzahl eingesetzter Ty,-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Durch die siRNA-Behandlung verringer-
te sich die Migration der T,.,-Zellen zu hCG-siRNA-behandelten JEG-3-Zellen im Vergleich zu den Kontroll-
siRNA-behandelten JEG-3-Zellen um 30 % (B). Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen
dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den hCG-siRNA-behandelten JEG-3-Zellen und den Kontroll-
siRNA-behandelten JEG-3-Zellen wurde mit dem Student’s #-Test durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen siRNA-Behandlungen festgestellt werden.
4.3.12 HCG bewirkt eine Konvertierung von CD4'CD25 T-Zellen in Treg-Zellen

Trotz intensiver Untersuchungen der Ursachen fiir eine Anreicherung der T,.-Zellen an der fetal-
miitterlichen Grenzzone, sind derzeitig noch keine genauen Mechanismen bekannt, die dieses Phéno-
men wihrend der Schwangerschaft erkldren konnen. Da das fiir die Proliferation der T,,-Zellen ent-
scheidende Zytokin IL-2 weder beim Menschen noch bei der Maus in der Dezidua oder Plazenta

nachgewiesen werden konnte!26¢12671268]

, ist eine Proliferation der T.g.-Zellen direkt an der fetal-
miitterlichen Grenzzone als unwahrscheinlich anzunehmen. An Hand der in dieser Arbeit gewonnenen

Daten konnte das Schwangerschaftshormon hCG als ein Faktor fiir die T,.,-Zellmigration an die fetal-
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miitterliche Grenzflache identifiziert werden. Es stellt sich jedoch weiterhin die Frage, inwieweit Tie,-
Zellen zusitzlich durch Konvertierung aus naiven T-Zellen generiert werden kénnen und ob hCG zu
dieser Konvertierung beitrigt. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden CD4'CD25™ T-Zellen
aus dem Blut von normal schwangeren Frauen isoliert und entweder mit hCG-produzierenden JEG-3-
Zellen und Primértrophoblasten oder mit nicht hCG-produzierenden HaCat-Zellen kokultiviert. Das
Ausmal der Konvertierung der CD4'CD25 T-Zellen zu Treg-Zellen wurde an Hand der Expression der
Treg-Zellmarker Foxp3, CD25 und CTLA-4 mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die Kokultur der
CD4°CD25 T-Zellen mit JEG-3-Zellen oder Primértrophoblasten fiihrte zu einem signifikanten An-
stieg der Expression von Foxp3, CD25 und CTLA-4 in CD4'CD25" T-Zellen nach 72 Stunden im Ver-
gleich zur Expression dieser Marker in CD4'CD25™ T-Zellen, die alleine kultiviert wurden. Dariiber
hinaus konnte nach 72 Stunden ein signifikanter Anstieg der Expression von Foxp3 und CTLA-4 in
CD4'CD25 T-Zellen, die mit JEG-3-Zellen kokultiviert wurden gegeniiber der Expression in
CD4'CD25™ T-Zellen, die mit HaCat-Zellen kokultiviert wurden, beobachtet werden. Ahnliche Ergeb-
nisse liefen sich auch bei der Kokultur mit Primértrophoblasten im Vergleich zur Kokultur mit HaCat-
Zellen feststellen. Interessanterweise war die Expression von CD25 in CD4'CD25™ T-Zellen, die mit
Primirtrophoblasten kokultiviert wurden, gegeniiber CD4 CD25™ T-Zellen, die mit HaCat-Zellen ko-
kultiviert wurden, ebenfalls nach 72 Stunden signifikant erh6ht. Die gewonnenen Ergebnisse lassen
vermuten, dass das von Primértrophoblasten und JEG-3-Zellen gebildete hCG durch Induktion der
Expression von Ty-Zellmarkern aktiv zur Konvertierung von CD4'CD25 T-Zellen in Treo-Zellen bei-
tragt und somit einen weiteren Mechanismus beschreibt, der zur Anreicherung dieser Zellen an der

fetal-mitterlichen Grenzflache fiihrt.
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Abb. 14: HCG bewirkte eine Konvertierung von CD4°CD25 T-Zellen in T,.,-Zellen. Aus normal schwange-
ren Frauen (n=3) isolierte CD4'CD25 T-Zellen wurden mit hCG-produzierenden Primértrophoblasten und
JEG-3-Zellen oder mit nicht-hCG-produzierenden HaCat-Zellen kokultiviert. Die Bestimmung des prozentualen
Anteils an CD4 Foxp3 -, CD4'CD25 Foxp3'- und CD4 CTLA-4 Foxp3'-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl an
CD4"-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Kokultur von CD4'CD25™ T-Zellen mit Primrtropho-
blasten oder JEG-3-Zellen bewirkte im Vergleich zur Kokultur mit HaCat-Zellen eine Induktion von Ty-
Zellmarkern und trug somit zur Konvertierung der CD4'CD25™ T-Zellen in CD4'CD25 T,e,-Zellen bei. Signifi-
kante Unterschiede lieBen sich in der Expression von Foxp3, CD25 und CTLA-4 nach 72 Stunden zwischen der
Kokultur mit Primértrophoblasten und JEG-3-Zellen gegeniiber der Kokultur mit HaCat-Zellen feststellen. Die
Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den unter-
schiedlichen Kokulturen wurde mit dem Student’s #-Test durchgefiihrt. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;
**% =p <0,001.

4.4 Versuchskomplex III: Einfluss des Schwangerschaftshormons
Choriongonadotropin auf die Generierung, Migration und Funktion von T,s-

Zellen — Untersuchungen im Maussystem

Im Rahmen dieses Versuchsabschnittes sollten die im Menschen gewonnenen Daten im Maussystem
bestitigt und weitere Fragestellungen zum Effekt des hCG auf die T,-Zellexpansion und —funktion

bearbeitet werden. Hierfiir wurde das gut etablierte Mausabortmodell verwendet.
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Das im Jahr 1980 von Clark und Mitarbeitern beschriebene Abortmodell dient seit Jahrzehnten als
Grundlage zur Erforschung immunologisch bedingter Aborte. Das Mausmodell besteht aus zwei unter-
schiedlichen Verpaarungskombinationen. CBA/J-Weibchen, die mit BALB/c-Méannchen verpaart wer-
den, zeigen eine normal verlaufende Schwangerschaft mit gesunden Feten und Plazenten. Der Median
der Abortrate liegt bei dieser Verpaarung bei 0 % (Abb.48). Im Gegensatz dazu weisen CBA/J-
Weibchen, die mit DBA/2J-Ménnchen verpaart werden, eine erhdhte Abortrate auf. Der Median der
Abortrate liegt bei dieser Verpaarung zwischen 20 und 30 % (Abb.48). Da die Ménnchen beider Ver-
paarungen die gleichen Hauptgewebevertraglichkeitsantigene tragen, ist das Auftreten von Spontana-
borten auf die unterschiedlichen Nebengewebevertraglichkeitsantigene der Ménnchen zuriickzufiihren.
Keine signifikanten Unterschiede kdnnen in der Anzahl an Implantationen zwischen beiden Verpaa-

rungskombinationen festgestellt werden (Abb.48).
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Abb. 48: Die Abortrate der Abortverpaarung CBA/J x DBA/2J war im Vergleich zur Normalschwanger-
schaftsverpaarung CBA/J x BALB/c signifikant erhoht. Der Median der Abortrate betrug bei den normal
schwangeren Méusen 0 %, wohingegen der Median der Abortrate bei den Abortméausen zwischen 20 und 30 %
lag. Keine signifikanten Unterschiede konnten in der Anzahl der Implantationen zwischen beiden Verpaarungs-
kombinationen festgestellt werden. Die Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen

zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. ** =p < 0,01.
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4.4.1 Makroskopische Untersuchungen der fetal-miitterlichen Grenzfliche zeigen

Unterschiede zwischen Abort- und Normalverpaarung

Der makroskopische Vergleich der bikornealen Uteri beider Verpaarungsgruppen zeigt einen deutli-
chen Unterschied beziiglich des Erscheinungsbildes. Der schwangere Uterus der Normalschwanger-
schaftsverpaarung enthilt mehrere Implantationen, die aus gesunden Embryos und Plazenten bestehen
(Abb.49). Bei der Abortverpaarung treten neben gesunden Implantationen auch resorbierte Embryos
und Plazenten (Aborte) auf, welche aus nekrotisch-hdmorrhagischem Gewebe bestehen (Abb.49).

Normalschwangerschaftsverpaarung Abortverpaarung
CBA/Ix BALB/c CBA/Jx DBA/2]

Plazenta

Dezidua .
gesunder Fotus

abgestorbener Fotus

Abb. 49: Die bikornealen Uteri der Normalschwangerschaftsverpaarung CBA/J x BALB/c zeigten im
Vergleich zur Abortverpaarung CBA/J x DBA/2J deutliche Unterschiede im makroskopischen Erschei-
nungsbild. Der Uterus der normal schwangeren CBA/J-Weibchen enthielt mehrere Implantationen, bestehend
aus gesunden Feten mit den dazugehérenden Plazenten. Im Gegensatz dazu wies der Uterus der Abortweibchen
neben wenigen gesunden Implantationen auch resorbierte Embryos mit Plazenten (Aborte) auf, die aus nekro-

tisch-hdmorrhagischem Gewebe bestanden.

Die mikroskopische Analyse der gesunden Implantationen beider Verpaarungsgruppen zeigt keine
Unterschiede. Es lassen sich vier verschiedene Zelltypen an der fetal-miitterlichen Grenzfliche unter-

scheiden. Am &dulleren Rand befindet sich die Dezidua, welche den miitterlichen Teil der fetal-
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Zellen in den Lymphknoten haben. Die unter Zugabe von hCG durchgefiihrten Konversionsassays mit
CD4'CD25 T-Zellen aus normal schwangeren Frauen haben gezeigt, dass hCG die Konversion von
CD4'CD25 T-Zellen in T.eo-Zellen unterstiitzt. Die zudem im Menschen nachgewiesene chemoattrak-
tante Wirkung des hCG auf die T,-Zellen konnte eine Migration der T,-Zellen von den lokalen
Lymphknoten zur fetal-miitterlichen Grenzfléche erkldren. Daher wurde nach Gabe von 10 [U/ml hCG
an den Schwangerschaftstagen 0, 2, 4 und 6 die Anzahl an T,.g-Zellen in den lokalen Lymphknoten
(paraaortische Lymphknoten) und im Blut mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von hCG einen signifikanten Anstieg an T-Zellen in den paraaortischen
Lymphknoten im Vergleich zur PBS-Behandlung bewirkte (Abb.54). Demnach ist davon auszugehen,
dass hCG die Expansion oder de novo Konversion von T,e-Zellen in den lokalen Lymphknoten be-

giinstigt.
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Abb. 54: Die Applikation von 10 IU/ml hCG bewirkte einen signifikanten Anstieg an T,.,~Zellen in para-
aortischen Lymphknoten. Der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3'-Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozy-
tenpopulation wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Applikation von 10 IU/ml hCG rief einen An-
stieg des prozentualen Anteils an CD4 Foxp3" T-Zellen in den paraaortischen Lymphknoten (LK) von
Abortméusen und normal schwangeren Méusen im Vergleich zu den PBS-behandelten Tieren hervor. Dabei war
die Anzahl an CD4'Foxp3" T-Zellen in den Abortmiusen nach hCG-Behandlung gegeniiber den PBS-
behandelten Abortméausen signifikant erhoht. Die Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich

zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. ** =p < 0,01.

Im Blut konnte ein signifikanter Anstieg der CD4 Foxp3" T-Zellen nach Applikation von 10 IU/ml
hCG in den normal schwangeren Mausen und Abortméusen im Vergleich zur Gabe von PBS nachge-

wiesen werden. (Abb.55). Die erhdhte Anzahl an T.-Zellen im Blut ldsst auf eine durch hCG-
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vermittelte erhohte Migrationsrate der T,.,-Zellen von den lokalen Lymphknoten zur fetal-miitterlichen

Grenzfliache schlieBBen.
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Abb. 55: Die Applikation von 10 IU/ml hCG bewirkte einen signifikanten Anstieg an T,.,-Zellen im Blut.
Der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3-Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozytenpopulation wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Gabe von 10 IU/ml hCG verursachte im Vergleich zur Gabe von PBS einen
signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils an CD4 Foxp3" T-Zellen im Blut beider Verpaarungskombinatio-
nen. Die Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem

Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. ** =p < 0,01.

An Hand der gewonnenen Daten ist anzunehmen, dass hCG die Bildung von T,,-Zellen in den para-
aortischen Lymphknoten begiinstigt und anschlieBend die Migration der T,-Zellen zur fetal-

mutterlichen Grenzflache vermittelt.

4.4.5 HCG fiihrt zu einer signifikanten Erhohung der Anzahl an T,.,-Zellen direkt an

der fetal-miitterlichen Grenzfliche

Die Priasenz von Ty,-Zellen an der fetal-miitterlichen Grenzfldche ist fiir die erfolgreiche Schwanger-
schaft entscheidend, weil hierdurch miitterliche Immunantworten, die sich gegen den Feten richten,
direkt vor Ort supprimiert werden konnen. Daher lésst sich das Auftreten von Aborten bei Mensch und
Maus oft mit einer verminderten Anzahl an T,,-Zellen in Verbindung bringen. In diesem Zusammen-
hang wurde untersucht, ob die Gabe von 10 IU/ml hCG, die nachweislich die Abortrate senken konnte,
einen Anstieg an Ty,-Zellen in der Dezidua bewirkte. Entsprechend den Erwartungen konnte eine

verminderte Menge an T,,-Zellen in PBS-behandelten Abortméusen im Vergleich zu PBS-behandelten

151



Anne Leber 4. Ergebnisse

normal schwangeren Mausen nachgewiesen werden (p = 0,1) (Abb.56). Die Gabe von hCG bewirkte
eine signifikante Erhohung an T,.-Zellen in den Abortméiusen im Vergleich zu den PBS-behandelten
Kontrollen (Abb.56). Demnach ist zu vermuten, dass der durch hCG hervorgerufene Anstieg den
Mangel an T,e-Zellen in den Abortméiusen ausgleicht und die Akzeptanz der Mutter gegeniiber dem

Fetus unterstiitzt.
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Abb. 56: Die Applikation von 10 IU/ml hCG bewirkte einen signifikanten Anstieg an T,-Zellen in der
Dezidua. Der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3'-Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozytenpopulation wur-
de mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es konnte ein deutlicher Trend zu einer verminderten Anzahl an
CD4 Foxp3" T-Zellen in den PBS-behandelten Abortmiusen gegeniiber den PBS-behandelten normal schwan-
geren Miusen ausgemacht werden (p = 0,1). Die Applikation von 10 IU/ml hCG erhdhte den prozentualen Anteil
an CD4 Foxp3" T-Zellen in der Dezidua im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrollen signifikant. Die Daten
sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney

U-Test durchgefiihrt. * = p <0,05; ** =p <0,01.

Weitere Analysen der prozentualen Anzahl an CD4 Foxp3™ T-Zellen in der Milz sowie den axilldren
und inguinalen Lymphknoten ergaben statistisch nicht signifikante Unterschiede zwischen den hCG-
und PBS-behandelten Tieren (Tab.8). Dabei war der Anteil an CD4 Foxp3™ T-Zellen in den hCG-
behandelten Mauseweibchen tendenziell gegeniiber den PBS-behandelten Mauseweibchen beider Ver-
paarungsgruppen erhdht (Tab.8). Signifikante Unterschiede lieBen sich nur in den mesenterischen
Lymphknoten von hCG-behandelten Abortméusen im Vergleich zu den PBS-behandelten Abortméusen

nachweisen (Tab.8).
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Tab. 8: Die Applikation von 10 IU/ml hCG bewirkte einen leichten Anstieg an T,.,~Zellen in der Milz und
den axilliren und inguinalen Lymphknoten sowie einen signifikanten Anstieg an T,.,-Zellen in den mesen-
terischen Lymphknoten. Der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3'-Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozy-
tenpopulation wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Gabe von 10 IU/ml hCG bewirkte in der Milz
sowie den axilldren und inguinalen Lymphknoten einen leichten Anstieg an CD4 Foxp3" T-Zellen im Vergleich
zu den PBS-behandelten Kontrollen. In den mesenterischen Lymphknoten konnte durch die Gabe von hCG ein
signifikanter Unterschied an CD4 Foxp3" T-Zellen in Abortmiusen im Vergleich zu den PBS-behandelten Tieren
erreicht werden. Die Daten sind als Mediane™ ™™ m™Maximum] qapoeste]lt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei

Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt.* = p < 0,05.

Verpaarung Applikation | N Milz N Axillire N | Mesenterische | N Inguinale
Lymphknoten Lymphknoten Lymphknoten

(1) CBA/J X PBS 6 1’77[1,37/2,17] 6 3’98[3,09/4,60] 6 4’74[3,70/5,72] 6 4)34[3,60/5,14]
BALB/c

(2) CBA/J x 10IU/ml | 6 | 1,862 1 6 | 4,60B279% | 6 | 4,81B97641 | ¢ [ 479039964

BALB/c hCG
(3) CBA/Tx PBS 8 | 1,520 17 [ 40804481 [ g | 3, 7009kl | g 13 832270
DBA/2] Y

(4) CBA/I x 101U/ml | 8 | 1,54000191 1 g [ 4 140984561 [ g | 4984376151 1 g [ 4 5403.156.00]
DBA/2J hCG

4.4.6 Untersuchung des Effektes der in vivo Behandlung von hCG auf die totale Anzahl

an CD11c¢"-Zellen und deren Reifezustand in der Milz und der Dezidua

Obwohl ein systemischer und lokaler Anstieg an T,,-Zellen nach Gabe von hCG nachgewiesen wer-
den konnte, ist nicht gekldrt, ob die Expansion der Ty,-Zellen durch eine direkte Bindung des hCG an
den LH/CG Rezeptor hervorgerufen wird oder ob der Anstieg iiber einen indirekten, durch hCG-
vermittelten Weg induziert wird. In diesem Zusammenhang konnten in vitro Daten von Segerer und

21 Die Anwesen-

Kollegen zeigen, dass hCG einen Effekt auf die Reifung und Funktion von DZ hat!
heit von hCG konnte die HLA-DR-Expression auf unreifen DZ inhibieren und die stimulatorische
Kapazitit der DZ gegeniiber T-Zellen signifikant reduzieren. Weitere Daten von Wan und Kollegen
konnten den Effekt des hCG auf die Induktion eines tolerogenen Phinotyps bestitigen'**”). Die Auto-
ren zeigten, dass DZ, die mit LPS und IFN-y stimuliert wurden, nach hCG-Gabe weniger MHC 11
exprimierten. Dariiber hinaus konnten sie einen Anstieg der IL-10-Produktion in den DZ nachweisen,

der mit einer verminderten antigenspezifischen T-Zellproliferation einherging. Diese Beobachtungen
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zeigen deutlich, dass hCG die Ausbildung eines tolerogenen Phénotyps der DZ begiinstigt. In einem
weiteren Versuch konnten Wakkach und Kollegen demonstrieren, dass tolerogene DZ zur Expansion
von Te-Zellen beitragen™. An Hand dieser Daten konnte eine durch hCG bedingte Induktion eines
tolerogenen Phénotyps von DZ indirekt die Expansion von T,..-Zellen unterstiitzen (unverdffentlichte
Daten von Dr. Paul Wafula). Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde der Effekt des hCG auf die
totale Anzahl von DZ (CD11c") und deren Reifezustand (CD80" MHCII") in der Milz und der Dezidua
untersucht. Hierfiir wurden Abortweibchen an den Schwangerschaftstagen 0, 2, 4 und 6 mit 10 IU/ml
hCG oder PBS behandelt. Die totale Anzahl an DZ (CD11c") sowie die Anzahl an reifen DZ wurde

mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

4.4.6.1 Die in vivo Behandlung mit hCG hat keinen Einfluss auf die Anzahl an CD11c¢"-
Zellen in der Milz

Die gewonnenen Daten konnten zeigen, dass die Behandlung mit hCG im Vergleich zur PBS-
Behandlung keinen Einfluss auf die Anzahl an CD11c"-Zellen in der Milz hatte (Abb.57). Daher ist
davon auszugehen, dass hCG keine Verdanderung der Anzahl an DZ in der Milz bedingt.
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Abb. 57: Die Applikation von 10 IU/ml hCG hatte keinen Einfluss auf die Anzahl an CD11c"-Zellen in der
Milz. Der prozentuale Anteil an CD11c'-Zellen bezogen auf die gesamte DZ-Population wurde mittels Durch-
flusszytometrie bestimmt. Die Gabe von 10 IU/ml hCG in die Abortmiuse rief im Vergleich zur Gabe von PBS
keine Verinderung in der Anzahl an CD11c'-Zellen in der Milz hervor. Die Daten sind als Mediane dargestellt.
Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Es

konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden
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4.4.6.2 Die in vivo Behandlung mit hCG kann die Anzahl an CD11¢"MHCII'- und
CD11c¢"'CD80"-Zellen in der Milz nur leicht reduzieren

Die Fahigkeit zur antigenspezifischen Stimulation von T-Zellen hidngt mafigeblich vom Reifezustand
der DZ ab. Entscheidend fiir die Antigenprésentation ist die Expression von MHCII-Molekiilen auf der
Oberflache der DZ. Dariiber hinaus ist fiir eine erfolgreiche Aktivierung von Effektor T-Zellen die
Expression von kostimulatorischen Molekiilen wie CD80/CD86 notwendig. Somit lédsst sich durch die
Bestimmung der Expression von MHCII und CD80 das Potenzial der DZ zur klassischen Aktivierung
der Effektor T-Zellen ermitteln. Im Gegensatz zur Aktivierung von Effektor T-Zellen wurde beschrie-
ben, dass unreife DZ die Induktion von T,,-Zellen begiinstigen. Die Anzahl an reifen DZ
(CD11¢"CD80" und CD11¢"MHCII") in der Milz wurde nach hCG- oder PBS-Behandlung der Abort-
miuse mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von 10 IU/ml
hCG im Vergleich zur Gabe von PBS die Anzahl an CD11¢"CD80"-Zellen und CD11¢"MHCII"-Zellen
in der Milz nur leicht reduziert (Abb.58).
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Abb. 58: Die Applikation von 10 IU/ml hCG reduzierte die Anzahl an CD11¢'CD80"- und CD11¢"MHCII'-
Zellen in der Milz nur leicht. Der prozentuale Anteil an CD11¢"'CD80"- (A) und CD11¢"MHCII'- (B) Zellen
bezogen auf die gesamte DZ-Population wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Gabe von 10 [U/ml
hCG in die Abortmiuse verminderte im Vergleich zur Gabe von PBS die Anzahl CDI11c¢'CD80'- und
CD11¢"MHCII'-Zellen nur geringfiigig. Die Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwi-
schen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unter-

schiede detektiert werden.
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4.4.6.3 Die in vivo Behandlung mit hCG kann die Expression von MHCII und CD80 in
CD11c"-Zellen in der Milz nicht beeinflussen

Zusitzlich zur Bestimmung der Anzahl an CD11¢"CD80"- und CD11¢"MHCII'-Zellen wurde die Ex-
pression von CD80 und MHCII in CD11c" Zellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt. (Abb.59).
Die Ergebnisse konnten zeigen, dass die hCG-Behandlung keinen Einfluss auf die Expression beider
Molekiile in CD11c"-Zellen hatte (Abb.59). Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die Gabe

von hCG keinen wesentlichen Einfluss auf die Anzahl und den Reifezustand der DZ in der Milz hat.
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Abb. 59: Die Gabe von 10 IU/ml hCG bewirkte keine Veridnderung der Expression von CD80 und MHCII
in CD11c"-Zellen in der Milz. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an CD11c"-Zellen,
die CD80 (A) oder MHCII (B) exprimieren bezogen auf die gesamte CD11c¢"-Zellpopulation bestimmt. Repri-
sentative Dot Plot-Analysen zeigen, dass der Anteil an CD11c'-Zellen, die CD80 exprimieren nach Gabe von
10 IU/ml hCG (3,32 %) im Vergleich zur Gabe von PBS (5,14 %) leicht vermindert, jedoch nicht statistisch
unterschiedlich war. Keine Unterschiede lieBen sich in der Expression von MHCII in CD11¢"-Zellen zwischen

hCG- und PBS-behandelten Abortméusen (97,56 % versus 95,87 %) feststellen.

4.4.6.4 Die in vivo Behandlung mit hCG fiihrt zu einer signifikanten Reduktion in der

Anzahl an CD11¢ -Zellen in der Dezidua

Im Gegensatz zur Milz bewirkte die Behandlung mit 10 IU/ml hCG im Vergleich zur PBS-Behandlung
eine signifikante Reduktion der Anzahl an CD11c"-Zellen in der Dezidua (Abb.60). Infolgedessen
kann vermutet werden, dass hCG die Anzahl an CD11c"-Zellen an der fetal-miitterlichen Grenzfliche

moduliert und somit einen Einfluss auf die Antigenprisentation gegeniiber Effektor T-Zellen nimmt.
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Abb. 60: Die Applikation von 10 IU/ml hCG bewirkte eine signifikante Reduktion der Anzahl an CD11¢'-
Zellen in der Dezidua. Der prozentuale Anteil an CD11c"-Zellen bezogen auf die gesamte DZ-Population wur-
de mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Gabe von 10 IU/ml hCG in die Abortmiuse reduzierte im Ver-
gleich zur Gabe von PBS die Anzahl an CD11c" -Zellen in der Dezidua signifikant. Die Daten sind als Mediane
dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchge-

fithrt. * = p < 0,05.

4.4.6.5 Die in vivo Behandlung mit hCG kann die Anzahl an CD11¢"MHCII'- und
CD11¢"'CD80"-Zellen in der Dezidua deutlich reduzieren

Zusitzlich zur Bestimmung des Anteils an totalen CD11c'-Zellen wurde die Anzahl an reifen DZ
(CD11¢"CD80" und CD11¢"MHCII") nach Gabe von hCG- oder PBS mittels Durchflusszytometrie in
der Dezidua ermittelt. Im Gegensatz zur Milz war die Anzahl an CD11¢'CD80"- und CD11¢"MHCII -
Zellen in der Dezidua nach Gabe von hCG im Vergleich zur Gabe von PBS signifikant reduziert
(Abb.61).
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Abb. 61: Die Applikation von 10 TU/ml hCG rief eine deutliche Reduktion der Anzahl an CD11¢"'CD80"-
und CD11¢'MHCII'-DZ in der Dezidua hervor. Der prozentuale Anteil an CD11¢'CD80" (A) - und
CD11c¢"MHCII" (B) -Zellen bezogen auf die gesamte DZ-Population wurde mittels Durchflusszytometrie be-
stimmt. Die Applikation von 10 IU/ml hCG in die Abortméuse bewirkte im Vergleich zur PBS-Behandlung eine
signifikante Reduktion der Anzahl an CD11¢'CD80-Zellen in der Dezidua. Deutliche Unterschiede konnten
zudem in der Anzahl an CD11¢"MHCII"-Zellen zwischen hCG- und PBS-behandelten Abortmiusen festgestellt
werden. Die Daten sind als Mediane dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit

dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. # = p = 0,055; ** =p <0,01.

4.4.6.6 Die in vivo Behandlung mit hCG kann die Expression von CD80, jedoch nicht
von MHCII in CD11c"-Zellen in der Dezidua deutlich reduzieren

Neben der Bestimmung des Anteils an CD11¢"CD80"-Zellen und CD11¢"MHCII'-Zellen wurde auch
die Expression von CD80 und MHCII in CD11c"-Zellen nach Behandlung der Abortmiuse mit hCG-
oder PBS in der Dezidua untersucht. Die Gabe von 10 IU/ml hCG bewirkte im Vergleich zur Behand-
lung mit PBS eine deutliche Reduktion der CD80-Expression in CD11¢"-Zellen (Abb.62). Keine Un-
terschiede lieBen sich jedoch in der MHCII-Expression in den CD11c"-Zellen nachweisen (Abb.62).
Demnach scheint hCG die Expression des kostimulatorischen Molekiils CD80 auf dezidualen DZ zu

modulieren, sich jedoch nicht auf die Expression von MHCII auszuwirken.
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Abb. 62: Die Gabe von 10 IU/ml hCG bewirkte eine Reduktion der Expression von CD80, jedoch nicht
von MHCII in CD11c¢"-Zellen in der Dezidua. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an
CD11c"-Zellen, die CD80 (A) oder MHCII (B) exprimieren bezogen auf die gesamte CD11c'-Zellpopulation
bestimmt. Reprisentative Dot Plot-Analysen zeigen, dass der Anteil an CD11c"-Zellen, die CD80 exprimieren
nach Gabe von 10 IU/ml hCG (14,29 %) im Vergleich zur Gabe von PBS (20,20 %) deutlich verringert war.
Keine Unterschiede lieBen sich in der Expression von MHCII in CD11c"-Zellen zwischen hCG- und PBS-
behandelten Abortméusen (65,03 % versus 66,93 %) feststellen.

Insgesamt konnten die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen in vivo Ergebnisse die in vitro Daten
anderer Arbeitsgruppen beziiglich des Effekts von hCG auf den Reifezustand der DZ bestétigen.
Insbesondere bewirkte die Applikation von hCG im Abortmodell eine signifikante Erniedrigung der
DZ an der fetal-miitterlichen Grenzfliche und beeinflusste deren Reifezustand. Der durch hCG indu-
zierte tolerogene Phédnotyp der DZ konnte als mdglicher Ansatzpunkt zur Erkldrung der hCG-

vermittelten Expansion der T,,-Zellen dienen.

4.4.7 Die Expansion von T,.-Zellen wird durch deziduale CD1 1c¢*-Zellen, jedoch nicht
durch CD11c¢"-Zellen aus der Milz vermittelt

Der Effekt des hCG auf die totale Anzahl an DZ sowie deren Reifezustand in der Dezidua lasst vermu-
ten, dass die nach hCG-Gabe beobachtete Expansion an T,g-Zellen durch tolerogene DZ vermittelt
wird. Um diese Annahme zu bestitigen wurden Abortméuse mit 10 IU/ml hCG oder PBS an den
Schwangerschaftstagen 0, 2, 4 oder 6 behandelt. Am Schwangerschaftstag 10 wurden CD11c"-Zellen
aus der Dezidua oder aus der Milz isoliert. Die isolierten CD11c'-Zellen wurden anschlieBend mit
CD4" T-Zellen aus den paraaortischen Lymphknoten kokultiviert. Die Foxp3-Expression in den CD4"

T-Zellen wurde nach 24 und 48 Stunden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es konnte gezeigt
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werden, dass CD11c"-Zellen aus der Dezidua von hCG-behandelten Abortméusen einen im Vergleich
zu PBS-behandelten Abortmiusen signifikanten Anstieg an CD4 Foxp3™ T-Zellen nach 24 Stunden
Kokultur bewirkten (Abb.63). Im Gegensatz dazu konnten die CD11c"-Zellen aus der Milz von hCG-

behandelten Abortméiusen keine Verinderung in der Anzahl an CD4 Foxp3'-T-Zellen hervorrufen

(Abb.63).
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Abb. 63: Deziduale CD11c'-Zellen induzierten nach in vivo Behandlung mit hCG einen Anstieg an
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CD4'Foxp3'-Zellen. Der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3'-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl an CD4'-
Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Kokultivierung von dezidualen CD11c'-Zellen mit
CD4" T-Zellen aus paraaortischen Lymphknoten bewirkte nach in vivo Behandlung mit hCG im Vergleich zur
PBS-Behandlung eine signifikante Steigerung der Anzahl an CD4 Foxp3'-Zellen (A). Kein Einfluss des hCG
konnte auf die Anzahl der CD4 Foxp3'-Zellen nach Kokultivierung mit CD11c"-Zellen aus der Milz festgestellt
werden (B). Das Assay wurde pro Behandlung drei Mal mit Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den unterschiedlichen

Kokulturen wurde mit dem Student’s #-Test durchgefiihrt. * = p < 0,05.

Die gewonnenen Daten konnten die Vermutung einer durch tolerogene DZ hervorgerufenen Tieg-
Zellexpansion nach hCG-Gabe bestétigen. Dabei scheint die indirekt durch hCG-vermittelte Expan-
sion von T,-Zellen in erster Linie direkt an der fetal-miitterlichen Grenzfliche stattzufinden, da das
hCG vor allem hier den Phénotyp der dezidualen DZ moduliert. Ein direkter Einfluss des hCG auf die
Proliferation der T,,-Zellen durch Bindung an den LH/CG Rezeptor wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht. Da erste Ergebnisse jedoch darauf hinweisen, dass hCG die Expression von Foxp3 in
naiven T-Zellen induzieren kann, wire ein direkter Einfluss des hCG auf die T..-Zellproliferation

denkbar.
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4.4.8 Die in vivo Applikation von hCG steigert die Suppressivitit von T,.,~Zellen aus

Milz und Lymphknoten, jedoch nicht von thymalen T,.,-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass hCG einen Einfluss auf die Migration und Generierung von
Tree-Zellen hat, wurde in einem weiteren Experiment untersucht, inwieweit hCG die suppressive Funk-
tion der T,,-Zellen beeinflusst. In diesem Zusammenhang konnte schon im Jahr 1980 von Fuchs und
Kollegen gezeigt werden, dass hCG die Entstehung von humanen Suppressor T-Zellen induziert, die
daraufhin die T-Zell-abhingige Aktivierung von B-Zellen hemmen konnten?””’. Demnach wire zu
vermuten, dass hCG die suppressive Funktion der T,,-Zellen gegeniiber anderen Immunzellen (z.B.
T-Zellen) steigern kann. Zur Analyse dieser Fragestellung wurden Abortweibchen mit 10 IU/ml hCG
oder PBS an den Schwangerschaftstagen 0, 2, 4 und 6 behandelt. T,,-Zellen und CD4'CD25" Effektor
T-Zellen wurden aus den behandelten Tieren isoliert und zusammen mit APZs aus DBA/2J-Miannchen
in einer MLR kokultiviert. Die Wirkung der T,e,-Zellen auf die Proliferation der CD4"'CD25" Effektor
T-Zellen wurde analysiert. CD4'CD25" Tyee-Zellen und CD4'CD25™ Effektor T-Zellen wurden aus
einem Gemisch von Milz und lokalen Lymphknoten sowie aus dem Thymus getrennt untersucht.
CD4'CD25" Tyee-Zellen aus Milz und Lymphknoten hatten einen stark suppressiven Einfluss auf die
CD4'CD25 Effektor T-Zellen, unabhiingig von der Gabe von hCG oder PBS (Abb.64). Interessanter-
weise konnten jedoch die T.e-Zellen aus den hCG-behandelten Abortméusen die Proliferation der
CD4'CD25" Effektor T-Zellen stirker hemmen als die Tyeg-Zellen aus den PBS-behandelten Kontrollen
(Abb.64). Dieser Effekt war zu beiden untersuchten Zeitpunkten nachweisbar. Infolgedessen wére zu
vermuten, dass hCG die suppressive Funktion von T,..-Zellen, die in der Milz und den Lymphknoten
generiert werden, wihrend der Schwangerschaft verstéirkt. Eine genauere Analyse der Ty,-Zellen aus
Milz oder Lymphknoten war auf Grund der Ausbeute an T.-Zellen nach Isolierung mittels magne-
tischer Zellsortierung nicht mdglich. Weiterfithrende Untersuchungen konnten in Zukunft Aufschluss
dariiber geben, ob hCG die Funktion von T,.-Zellen aus beiden Organen oder nur aus Milz oder

Lymphknoten modulieren kann.
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Abb. 64: Die in vivo Applikation von 10 IU/ml hCG erhohte die suppressive Kapazitit der T,.-Zellen aus
Milz und Lymphknoten gegeniiber Effektor T-Zellen signifikant. Beide Zelltypen wurden aus einem Ge-
misch aus Milz und Lymphknoten isoliert. Zur Ermittlung der Proliferationsrate wurden die CD4'CD25" Effektor
T-Zellen mit dem Farbstoff CFDA-SE gefarbt. Der prozentuale Anteil an proliferierten Effektor T-Zellen bezo-
gen auf die Gesamtzahl der Effektor T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die T,.,-Zellen
konnten unabhingig von der Gabe von 10 IU/ml hCG oder PBS die Proliferation der CD4'CD25  Effektor
T-Zellen signifikant hemmen. Dariiber hinaus war der hemmende Effekt der T.-Zellen aus den hCG-
behandelten Abortmiusen auf die Proliferation der CD4'CD25" Effektor T-Zellen im Vergleich zu den PBS-
behandelten Kontrollen signifikant erhoht. Die Proliferationsassays wurden mindestens drei Mal mit Doppelbe-
stimmungen durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise
Vergleich zwischen den unterschiedlichen Kokulturen wurde mit dem Student’s ¢#-Test durchgefiihrt. A — Abort;

— CD4'CD25" Tyeg-Zellen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** =p < 0,0001.

Tree-Zellen aus dem Thymus zeigten im Vergleich zu den CD4'CD25" Teo-Zellen aus Milz und
Lymphknoten keinen so starken suppressiven Effekt auf die CD4'CD25" Effektor T-Zellen (Abb.65).
Des Weiteren konnten keine Unterschiede in der suppressiven Aktivitit zwischen Ty,-Zellen aus den
hCG-behandelten Abortméusen und den Ti-Zellen aus den PBS-behandelten Abortméusen festge-
stellt werden, so dass die Gabe von hCG die Funktion der T,e-Zellen nicht zu beeinflussen scheint

(Abb.65).
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Abb. 65: Die in vivo Applikation von 10 IU/ml hCG konnte die suppressive Kapazitiit der T,.-Zellen aus
dem Thymus gegeniiber den Effektor T-Zellen nicht erhéhen. Beide Zelltypen wurden aus dem Thymus
isoliert. Zur Ermittlung der Proliferationsrate wurden die CD4'CD25 Effektor T-Zellen mit dem Farbstoff
CFDA-SE gefarbt. Der prozentuale Anteil an proliferierten Effektor T-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl Effek-
tor T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. T,.-Zellen aus dem Thymus PBS-behandelter
Abortmiuse konnten die Proliferation der CD4'CD25™ Effektor T-Zellen nach 24 Stunden signifikant hemmen.
Im Gegensatz dazu konnte die Proliferation der CD4'CD25 Effektor T-Zellen nach hCG-Behandlung nur leicht
gehemmt werden. Keine Unterschiede konnten zwischen hCG- und PBS-Behandlung nachgewiesen werden. Die
Proliferationsassays wurden mindestens drei Mal mit Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Daten sind als
Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Der paarweise Vergleich zwischen den unterschiedlichen

Kokulturen wurde mit dem Student’s ¢-Test durchgefiihrt. A — Abort; Tg — Tiep-Zellen. ** =p < 0,01.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit die Mechanismen und Faktoren, die der Gene-
rierung, Migration und Funktion der T,.,-Zellen in der Schwangerschaft zu Grunde liegen, eingehender
untersucht. Im ersten Versuchsteil konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an T,.-Zellen wihrend des
Estruszyklus in der Maus variierte, wobei der Anteil an T,,-Zellen wihrend der empfénglichen Phase,
im Estrus, am hochsten war. Es kann vermutet werden, dass die erhohte Anzahl an T,.,-Zellen zum
Zeitpunkt der Insemination eine friihe Erkennung von viterlichen Antigenen durch T,.,-Zellen begiins-
tigt und zur Vorbereitung des miitterlichen Immunsystems auf die Implantation des Embryos beitrégt.
Im zweiten Versuchsteil konnte an Hand von in vivo und in vitro Versuchen nachgewiesen werden,
dass (1) Bestandteile des Ejakulats und hierbei vor allem der Samenblasenfliissigkeit den frithen An-

stieg der Ty,-Zellen in der Schwangerschaft bedingen und dass (2) das in der Samenblasenfliissigkeit
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enthaltene anti-inflammatorische Zytokin TGF-B die Expansion der T,.-Zellen unterstiitzt. Diese Er-
gebnisse befiirworten eine Alloantigen-vermittelte Expansion der T...-Zellen wihrend der frithen
Schwangerschaft, die dariiber hinaus durch TGF-p begiinstigt wird. Der dritte Versuchsteil konzen-
trierte sich auf die Untersuchung des Effektes des Schwangerschaftshormones hCG auf die T,,-Zellen.
Es konnte belegt werden, dass hCG einen entscheidenden Einfluss auf T.-Zellen im Verlauf der
Schwangerschaft hat. /n vitro Versuche mit menschlichen Proben konnten deutlich zeigen, dass (1)
hCG die Migration von T,-Zellen zu Trophoblasten vermittelt und (2) hCG zur Konvertierung von
CD4'CD25 T-Zellen in Tyee-Zellen beitréigt. Dariiber hinaus konnten weiterfiihrende in vivo Versuche
im Mausabortmodell den Einfluss des hCG auf die T,.-Zellen bestitigen. Im Besonderen konnte ge-
zeigt werden, dass die Applikation von 10 IU/ml hCG (1) das Auftreten von Aborten in Abortweibchen
verhindert (2) einen systemischen und lokalen Anstieg an T,.-Zellen in normal schwangeren Méause-
weibchen und Abortweibchen hervorruft (3) die direkte de novo Generierung von T,.-Zellen unter-
stiitzt (4) einen tolerogenen Phénotyp von dezidualen DZ fordert und somit indirekt die Generierung
von Ty,-Zellen begiinstigt sowie (5) die suppressive Kapazitét der T,.,-Zellen erhoht. HCG beeinflusst
demnach die Generierung, Migration und Funktion der T,,-Zellen und trégt entscheidend zum erfolg-

reichen Verlauf der Schwangerschaft bei.
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5 Diskussion

Die meisten Frauen erleben ihre Schwangerschaft bis hin zur Geburt eines gesunden Kindes als eine
gliickliche Zeit. Dennoch treten in ungefahr 15 % aller Schwangerschaften Komplikationen wie Fehl-
geburten oder Praeklampsien auf. Bei wiederholt auftretenden Fehlgeburten leiden die Frauen oft un-
ter einer hohen psychischen Belastung, die zumeist zu einer Verdnderung ihrer gesamten Lebenssitua-
tion fiihrt. Aus wissenschaftlicher Sicht stellt die Schwangerschaft eine besondere Herausforderung fiir
das miitterliche Immunsystem dar. Einerseits miissen miitterliche Immunzellen wihrend der Schwan-
gerschaft in der Lage sein, Infektionen durch Fremdorganismen erfolgreich abzuwehren, andererseits
aber auch, das fremde Gewebe der semiallogenen Feten und ihren Plazenten zu tolerieren. Bei Fehl-
funktionen des miitterlichen Immunsystems kann es daher leicht zum Auftreten von akuten Infektio-
nen oder zur AbstoBung des Feten kommen. Miitterliche alloreaktive T-Zellen und andere Immunzel-
len erkennen die véterlichen Antigene des Feten und konnen eine fetale AbstoBung hervorrufen.
Infolgedessen hat sowohl der Fetus selbst als auch das miitterliche Immunsystem Strategien ent-
wickelt, die Immunantworten der Mutter wahrend der Schwangerschaft zu modulieren und somit aktiv
zur Akzeptanz des Feten beizutragen. Als ein entscheidender Mechanismus zur Entstehung und Auf-
rechterhaltung der fetalen Toleranz wird die Expansion von CD4'CD25 Foxp3" T,e.-Zellen wihrend
der Schwangerschaft angesehen. Diese spezielle T-Zellsubpopulation scheint die schadigenden Ant-
worten gegeniiber dem Fetus durch direkte und indirekte Wechselwirkungen mit anderen Immunzellen
zu unterdriicken. Trotz intensiver wissenschaftlicher Untersuchungen sind jedoch die genauen Fakto-
ren und Mechanismen die den Anstieg der T,.-Zellen bewirken und zu ihrer protektiven Funktion
beitragen noch weitgehend ungeklart. Ziel dieser Arbeit war es, zur Aufkldrung der mit T,.-Zellen
assoziierten Toleranzmechanismen wéhrend der Schwangerschaft beizutragen. Im Besonderen wurde
hierbei untersucht, inwieweit die Anzahl an T,-Zellen schon vor der Schwangerschaft in verschie-
denen Organen der Mutter variiert. Der beobachtete zyklische Anstieg und Abfall der T,.,-Zellen wih-
rend des Estruszyklus ldsst dabei vermuten, dass sich das miitterliche Immunsystem aktiv auf eine
mogliche Schwangerschaft vorbereitet. Ausgehend von der Annahme, dass T,.,-Zellen antigenspezi-
fisch sind und sehr frith in der Schwangerschaft expandieren, wurde des Weiteren analysiert, ob und
welche Bestandteile des ménnlichen Ejakulats zu einem Anstieg der Ty,-Zellen in der friihen Schwan-
gerschaft fithren. /n vivo Versuche konnten zeigen, dass sowohl die Anwesenheit von véterlichen
Spermienantigenen als auch von Antigenen der Samenblasenfliissigkeit im Ejakulat notwendig ist, um
eine Ty,-Zellexpansion in der friihen Schwangerschaft zu gewihrleisten. Weiterfiihrende in vitro Ver-

suche wiesen dariiber hinaus nach, dass das in der Samenblasenfliissigkeit enthaltene TGF-f die T,-
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Zellexpansion begiinstigt. Des Weiteren wurde der Effekt des Schwangerschaftshormons hCG auf die
Generierung, Expansion, Migration und Funktion der T..-Zellen im Verlauf der Schwangerschaft
beim Menschen und bei der Maus untersucht. Hier konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass hCG
die Migration der T,.-Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzflache bewirkt und aullerdem entscheidend
zur Entstehung und Funktion der T,-Zellen lokal beitrdgt. Der positive Effekt des hCG auf die Tieg-
Zellen konnte die fetale AbstoBung verhindern, was die Bedeutung des Einflusses von hCG auf die

Tree-Zellen fiir eine erfolgreiche Schwangerschaft unterstreicht.

5.1 Der beobachtete Anstieg an T,-Zellen zum Zeitpunkt der Empfingnis kann als

Vorbereitung auf eine mogliche Schwangerschaft angesehen werden

Sowohl in Menschen als auch in Méusen gibt es Hinweise auf Hormon-regulierte Schwankungen in
uterinen Ty-Zellpopulationen. So konnten Arruvito und Kollegen eine Expansion an
CD4'CD25 Foxp3" T,ee-Zellen im peripheren Blut wihrend der spiten Lutealphase des Menstrualzyk-

231 Ostrogen konnte

lus in Frauen nachweisen, wenn hohe Mengen an Ostrogen im Serum vorlagen!
sich demnach direkt auf die T,,-Zellproliferation und ihre suppressive Funktion auswirken und zu den
beobachteten Zyklusphasen-abhingigen Schwankungen beitragen®’*. Polanczyk und Kollegen zeig-
ten, dass die Gabe von 17-B-Ostradiol in ovariektomierten Mausen eine Erhohung der T,.-Zellanzahl
und der foxp3 mRNA-Expression bewirkt. Dieselben Autoren wiesen auBerdem nach, dass Ostradiol

M Da der Estruszyklus in der Maus

in vitro die Foxp3-Expression in CD4'CD25" T-Zellen induziert!
hormonellen Schwankungen unterliegt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht, ob Te,-
Zellen wéhrend des Estruszyklus in der Maus in ihrer Zellzahl variieren. Hierfiir wurde die Anzahl an
Tree-Zellen in allen vier Phasen des Estruszyklus bestimmt. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass die
Anzahl an T,-Zellen vom Diestrus zum Estrus hin signifikant anstieg, im Estrus (empféngliche Pha-
se) ihren Hohepunkt erreichte und zum Metestrus hin wieder abfiel. Die phasenabhéngige Variation
der Tyz-Zellanzahl konnte sowohl in der Vaginalfliissigkeit, als auch direkt im Uterus und in den loka-
len Lymphknoten nachgewiesen werden. Demnach zeigt jeder reproduktive Zyklus eine relative Ex-
pansion von T,-Zellen, was vermuten lasst, dass dies zur Generierung eines erhohten T,.-Zellpools
beitragt, bei dem T,.,-Zellen aus der Vagina und den lokalen Lymphknoten zum Uterus rekrutiert wer-
den konnen. Die gleichfalls im Uterus beobachteten zyklischen Schwankungen lassen dariiber hinaus
annehmen, dass bereits zum Zeitpunkt der Insemination T,.,-Zellen an der spéteren Kontaktzone zwi-

schen Mutter und Kind als Vorbereitung auf eine mogliche Schwangerschaft bereitgestellt werden. Die

Notwendigkeit der frithen Bereitstellung von T,..-Zellen fiir den Schwangerschaftserfolg konnte von
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unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass der Transfer von Te,-
Zellen in die Mausabortkombination an den Schwangerschaftstagen 0, 1 oder 2 erfolgen muss, um den
Abort zu verhindern. Der Transfer von T,.,-Zellen an den Schwangerschaftstagen 4 oder 5 hatte keinen

1721 Unsere Beobachtungen in der Maus konnten auch von ande-

protektiven Effekt auf die Abortrate!
ren Forschergruppen bestitigt werden. So zeigten Robertson und Kollegen, dass die Anzahl an Tieg-
Zellen in den paraaortischen und mesenterischen Lymphknoten zum Zeitpunkt des Estrus signifikant

272

erhoht ist?’?. Kallikourdis und Betz wiesen eine erhdhte uterine foxp3 mRNA-Expression im Estrus

nach und nahmen daraufhin eine Akkumulation von T,e-Zellen in dieser Phase des Estruszyklus

31’1[273

I Weiterhin vermuteten die Autoren, dass die Erhhung der Tyee-Zellanzahl durch eine Ostrogen-
induzierte Expression verschiedener Chemokine hervorgerufen wird, die mit dem Chemokinrezeptor
CCRS auf den T,,-Zellen interagieren und eine Migration der T.,-Zellen zum Uterus bedingen. Den-
noch ist es wichtig in Betracht zu ziehen, dass T,.,-Zellen durch Antigene aktiviert werden miissen, um
ihre volle suppressive Kapazitit zu erlangen. Daher erscheint die alleinige Anwesenheit von Ostrogen
unzureichend, um Ty,-Zellen fiir die Schwangerschaft zu aktivieren und es ist eher davon auszugehen,
dass die zyklusabhidngigen Schwankungen die Grundlage fiir eine ausreichende Stimulation der T,,-

Zellen mit schwangerschaftsassoziierten Antigenen bilden.

5.2 Bestandteile des Ejakulats bedingen einen Anstieg an antigenspezifischen T,,-

Zellen in der frithen Schwangerschaft

Wihrend der Schwangerschaft sind miitterliche T-Zellen in der Lage viterliche MHC-Antigene zu
erkennen und auf sie zu reagieren. Fiir die normal verlaufende Schwangerschaft ist es daher von ent-
scheidender Bedeutung, dass es Mechanismen gibt, die die schiddlichen Effektorantworten der miitter-
lichen T-Zellen gegeniiber dem Fetus limitieren und somit eine fetale Abstoung verhindernt*" 1272112761
Ein Schliisselmechanismus wihrend der frithen Schwangerschaft stellt der systemische und lokale
Anstieg an T,e-Zellen dar, der eine Modulierung von alloreaktiven Immunantworten zum Zeitpunkt
der Implantation des Trophoblasten in das miitterliche Endometrium ermoglichen soll. Derzeitig geht
man davon aus, dass sowohl antigenunabhéngige als auch antigenabhidngige Mechanismen diese frithe
Expansion der T,e-Zellen bewirken. Eine in vitro Studie von Tai und Kollegen konnte zeigen, dass
Hormone die Konversion von naiven T-Zellen in T,.,-Zellen unterstiitzen und somit zu ihrer Expansion
beitragen''””). Dagegen wiesen Zhao und Kollegen nach, dass weder Ostrogen noch Progesteron einen
Einfluss auf die T,.,-Zellanzahl in ovariektomierten Méusen haben und gehen eher von einer Alloanti-

[17s

gen-getriebenen Expansion der Ty,-Zellen aus I, Diese Annahme wird durch die erhdhten Anzahlen
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an T..-Zellen in allogenen Schwangerschaften gegeniiber syngenen Schwangerschaften ver-

stirkt!! 78I

71 Unsere Arbeitsgruppe beobachtete, dass nur der Transfer von Tree-Zellen aus schwange-
ren Méusen, jedoch nicht der aus nicht schwangeren Miusen den Feten vor einer AbstoBung schiitzen
kann, was eine Aktivierung von T,-Zellen durch viterliche Antigene nahelegt. Des Weiteren bewirkte
die Vakzinierung von CBA/J-Weibchen mit BALB/c- (H2%) Antigenen vor ihrer Verpaarung mit
DBA/2J-Minnchen (H2%; Abortverpaarung) eine Reduktion der Abortrate und gleichzeitig einen An-
stieg der Treg—Zellanzahl[Bé]. Weitere Hinweise fiir eine antigenspezifische Funktionsweise der Ti,-
Zellen stammen von Aluvihare und Kollegen, die herausfanden, dass in Abwesenheit von CD25"
T-Zellen allogene, jedoch nicht syngene, Feten abgestoBen werden"’"). Ahnliche Ergebnisse erzielten
auch Darasse-Jéze und Kollegen, die beobachteten, dass semiallogene Schwangerschaften in Mausen

(78] Dieselben Autoren wiesen nach, dass eine Depletion

eine Expansion von T,.-Zellen induzieren
der Ty-Zellen, durch die Gabe eines anti-CD25 AK zu einer Expansion von aktivierten CD4" und
CD8" T-Zellen fiihrt und in einer fetalen AbstoBung endet®”®). Unsere Arbeitsgruppe konnte dariiber
hinaus zeigen, dass die Gabe eines anti-CD25 AK vor einer allogenen Verpaarung die Implantation
beeintrichtigt!"?. Obwohl diese Erkenntnisse Hinweise auf eine Antigen-getricbene Expansion der
Tree-Zellen liefern, sind die genauen Antigene und Wege der Antigenpréisentation, die den Anstieg der
Tree-Zellen wihrend der frilhen Schwangerschaft bedingen, noch weitgehend ungeklért. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Bestandteilen des Ejakulats (véterliche Anti-
gene) auf die Expansion der T,.,-Zellen untersucht. In der Schwangerschaft ist das miitterliche Immun-
system in zwei Phasen den véterlichen Antigenen ausgesetzt — anfanglich wéhrend der Insemination

[279]

durch den Kontakt mit dem Samen* " und spéter, bei der Implantation, wenn der Trophoblast in das

28002811 1n der Praimplantationsphase konnen daher viterliche Al-

miitterliche Endometrium eindringt!
loantigene, welche im Samen enthalten sind, zur Expansion des T..-Zellpools fiihren, bevor fetale
Antigene, die nach der Implantation prasentiert werden, zur Aufrechterhaltung des T,..-Zellpools bei-
tragen. Es konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem der Mutter wéihrend der gesamten Schwan-
gerschaft fetalen Zellen und somit den viterlichen Antigenen ausgesetzt ist, da diese Zellen nachweis-

U Hier wurde gekldrt, welche Bedeutung den einzelnen

lich im Kérper der Mutter zirkulieren™
Bestandteilen des ménnlichen Ejakulats (Spermien und/oder Samenblasenfliissigkeit) bei der Expan-
sion der T,.-Zellen zukommt. Verpaarungen von CBA/J-Weibchen mit entweder intakten, vasekto-
mierten (ohne Spermien) oder samenblasendefizienten (ohne Samenblasenblasenfliissigkeit) BALB/c-
Minnchen konnten zeigen, dass das Fehlen von Spermien und der Samenblasenfliissigkeit den Anstieg
an Ty,-Zellen im Thymus beeintrichtigt. Da eine Zunahme der T,.,-Zellanzahl im Thymus schon sehr

]

frith in der Schwangerschaft beobachtet werden kann''”*), wire auf Grund der Ergebnisse zu vermuten,
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dass viterliche Antigene der Spermien oder der Samenblasenfliissigkeit zu diesem Anstieg beitragen.
Entsprechend den Beobachtungen im Thymus konnte auch einen Effekt von viterlichen Antigenen des
Ejakulats auf die T.-Zellexpansion in den lokalen Lymphknoten nachgewiesen werden. Allerdings
scheinen im Vergleich zum Thymus die Spermien hier keinen entscheidenden Einfluss auf die Tie,-
Zellerhdhung zu haben. Robertson und Kollegen konnten ebenfalls einen Anstieg von
CD4'CD25 Foxp3" Tyee-Zellen in paraaortischen Lymphknoten nach Verpaarung mit intakten Ménn-
chen belegen. Dieser Anstieg war beeintrichtigt, wenn die Mannchen entweder vasektomiert oder

272

samenblasendefizient waren”’”. Da die Hormonlevel in Weibchen nach Verpaarung mit intakten oder

[282], schlossen die Autoren

operierten Mannchen am Tag 3,5 der Schwangerschaft vergleichbar waren
aus, dass Hormonparameter der frithen Schwangerschaft die hohen T,.,-Zellzahlen bis zum Zeitpunkt
der Implantation bedingen'®’?. Weitere Studien konnten zeigen, dass die Insemination zu einer Hyper-

281281 Diese physiologische Verinderung geht mit der Ex-

trophie in den lokalen Lymphknoten fiihrt!
pression von Lymphozyten-Aktivierungsmarkern und einer erh6hten Zytokinexpression einher und ist
vollstindig von Faktoren abhingig, die im Samenblasenplasma enthalten sind®*”. Diese Daten bekrf-
tigen unsere Ergebnisse einer durch Bestandteile des Samens hervorgerufenen Expansion der Tie,-
Zellen im Thymus und den lokalen Lymphknoten und widersprechen einem Hormon-bedingten An-
stieg. Erhirtet wird diese Annahme durch Ergebnisse, die aus der in vitro Behandlung der T,.,-Zellen
mit Samenblasenfliissigkeit gewonnen werden konnten. Unsere Daten konnten zeigen, dass die Be-
handlung von T,.-Zellen mit Samenblasenfliissigkeit zur verstirkten Proliferation der T..-Zellen ge-
geniiber unbehandelten T,-Zellen fiihrte. Dabei lieBen sich in allen Versuchsansitzen keine Unter-
schiede zwischen den beiden verschiedenen Verdiinnungen der Samenblasenfliissigkeit nachweisen,
was darauf hinweisen konnte, dass schon geringere Konzentrationen der Samenblasenfliissigkeit fiir
eine Stimulation der T,.-Zellen ausreichend sind. Dariiber hinaus konnte zu keinem Zeitpunkt ein
Effekt der Samenblasenfliissigkeit auf die Proliferation der Effektor T-Zellen nachgewiesen werden,
sodass davon auszugehen ist, dass die in der Samenblasenfliissigkeit enthaltenen Faktoren eine Expan-
sion der T,.-Zellen gegeniiber den Effektor T-Zellen begiinstigen, aber keine Suppression der Effektor

T-Zellen bewirken.

Sowohl in Menschen als auch in Méusen konnte gezeigt werden, dass die Samenblasenfliissigkeit eine
entziindungsidhnliche Reaktion im weiblichen Reproduktionstrakt hervorruft, die eine Rekrutierung

8ON2861287] 1 ssliche Faktoren in der Plas-

von DZ in endometriales und zervikales Gewebe bewirkt!
mafraktion der Samenblasenfliissigkeit induzieren die Expression von proentziindlichen Zytokinen

und Chemokinen in Epithelzellen, die den Gebdrmutterhals und den Uterus auskleiden. Dieser Vor-
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gang bedingt eine Infiltration von Makrophagen, DZ und Granulozyten, die sich im Endometrium und

253][288][289

der Dezidua anreichern! I Die rekrutierten DZ exprimieren Marker, die auf einen tolerogenen

(299 ynd kénnten sich somit direkt an der Generierung von T.-Zellen beteili-

Phinotyp hinweisen
genP"). Kiirzlich veroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe konnten die Anwesenheit von viter-
lichen Antigenen bei mit GFP'-transgenen Minnchen verpaarten Wildtypweibchen in den Lymphkno-
ten, der Milz und dem Blut neben weiteren Organen wihrend der frithen, mittleren und spéiten
Schwangerschaft nachweisen'*”. Dariiber hinaus konnten viterliche Antigene im Vaginallumen unmit-
telbar nach der Insemination festgestellt werden. Die Anwesenheit von véterlichen Antigenen und DZ
unmittelbar nach der Insemination ermdglicht eine effektive Prozessierung der Antigene direkt nach
Eintreten der Schwangerschaft und konnte entscheidend zur Aktivierung von T,.,-Zellen beitragen[49].
Diese Annahme wird durch eine Studie von Johansson und Kollegen bekriftigt, die zeigen konnte,
dass DZ in der Lage sind viterliche Antigene der Samenblasenfliissigkeit zu prozessieren und T-Zellen
in den lokalen Lymphknoten zu aktivieren™. Spekulativ bleibt jedoch weiterhin, ob die viterlichen
Antigene auf direkten Weg durch viterliche APZ im Vaginallumen!®’ oder auf indirekten Weg durch
miitterliche APZ prisentiert werden™”. Moldenhauer und Kollegen haben in diesem Zusammenhang
demonstriert, dass miitterliche APZ Antigene aus der Samenblasenfliissigkeit kreuzpréasentieren und
dadurch eine Aktivierung und Expansion von viterlichen Antigen-reaktiven CD4" und CDS8"
T-Zellpopulationen bedingt wird®”. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass einige der viterlichen
GFP"-Zellen, die in miitterlichen Organen detektiert werden konnten, positiv fiir die Oberflichenmar-
ker CD11c und MHC II waren, was einem Phénotyp von APZ entspricht und eine direkte Présentation
von viterlichen Antigenen erlaubt. Auf Grund der Erkenntnisse unserer und anderer Arbeitsgruppen

kann eine direkte und indirekte Présentation von véterlichen Antigenen in der Prdimplantationsphase

angenommen werden, die den Anstieg an T,.,-Zellen erkldren konnte.

5.3 Das in der Samenblasenfliissigkeit enthaltene anti-inflammatorische Zytokin

TGF-p begiinstigt die Expansion der T,.-Zellen

Die Samenblasenfliissigkeit enthdlt neben verschiedenen anderen Hormonen und Wachstumsfakto-
renl2211292]
PGE,™". Der TGF-B1-Gehalt in der Samenblasenfliissigkeit bei Miusen betrigt ungefihr

70 ng/ml**. Beim Menschen findet man hauptsichlich die Isoformen TGF-B1 und TGF-B3, die in

in groferen Mengen das anti-inflammatorische Zytokin TGF-f1 und das Gewebehormon

einer Konzentration von ungefahr 300 ng/ml vorliegen. Das vorzugsweise in seiner latenten (inakti-

ven) Form in der Samenblasenfliissigkeit vorliegende TGF- wird erst im weiblichen Reproduktions-
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trakt nach der Insemination in seine aktive Form tiiberfiihrt. Verantwortlich dafiir sind Plasmin und
andere Enzyme'®*). Sowohl fiir TGF-P als auch fiir PGE, konnte bereits gezeigt werden, dass sie in die
durch T,,-Zellen vermittelte Immunsuppression involviert sind!"®I'%! Schon 1985 zeigten Witkin und
Kollegen, dass die Samenblasenfliissigkeit einen suppressiven Phénotyp in mononukleéren Zellen im
peripheren Blut induziert, der zumindest teilweise durch PGE, vermittelt wird**. Naive CD4"CD25"
T-Zellen exprimieren Foxp3 und differenzieren sich in einen suppressiven T-Zellphdnotyp, wenn
TGF-B vorliegt!**. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass TGF-B auch in die Proliferation von

293 PGE, scheint in dieser Funktion mit

reifen T,,-Zellen iiber die Modulierung von DZ involviert ist!
TGF-B zusammenzuarbeiten, da PGE, in vitro die hemmende Wirkung von humanen CD4'CD25" Te,-
Zellen erhoht und einen regulatorischen Phinotyp in CD4"CD25™ T-Zellen induziert®®. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit das in der Samenblasenfliissigkeit enthaltene TGF-B zur
Expansion der T,.,-Zellen beitrdgt. Um den Anteil des TGF- an der durch die Samenblasenfliissigkeit
hervorgerufenen Proliferation der T.g-Zellen zu bestimmen, wurde das Zytokin mit einem AK
blockiert. Es konnte beobachtet werden, dass die Proliferation der T.-Zellen nach Hemmung von
TGF-B1 vermindert war, sodass vermutet werden kann, dass das in der Samenblasenfliissigkeit enthal-
tene TGF-B1 zumindest einen teilweisen Beitrag zur Expansion der T,..-Zellen leistet. Diese Vermu-
tung konnte dadurch bestitigt werden, dass die Behandlung der T,.-Zellen mit rekombinantem TGF-
B1 einen signifikanten Anstieg von Ty,-Zellen aus BALB/c-Weibchen im Gegensatz zu unbehandelten
Treo-Zellen bewirkte. Interessanterweise flihrte die Behandlung der T..-Zellen aus CBA/J-Weibchen
mit rekombinantem TGF-B1 zu keiner Erhohung der Proliferation der T.,-Zellen. Moglicherweise
wird bei diesem Mausstamm die Expansion der T,.,-Zellen vorzugsweise durch andere Faktoren (z.B.
viterliche Antigene) bedingt und TGF-B1 stellt nicht den Hauptfaktor fiir die Samenblasen-vermittelte
Expansion dar. Diese Tatsache wiirde auch erkldren, warum in CBA/J-Weibchen die Hemmung von
TGF-B1 bei gleichzeitiger Behandlung mit Samenblasenfliissigkeit keine signifikanten Unterschiede
zwischen den mit anti-TGF-B1-behandelten T.-Zellen und den ohne anti-TGF-B1-behandelten Ti..-
Zellen bewirkte. Um den anteiligen Effekt des TGF-B auf die Expansion der T,..-Zellen noch genauer
zu untersuchen, wurden T,..-Zellen entweder allogener oder syngener Samenblasenfliissigkeit in vitro
ausgesetzt. Bei einem hauptsidchlich durch TGF-f bedingten Anstieg der T,.-Zellen wiirde man hier
keine Unterschiede im Effekt der Samenblasenfliissigkeiten erwarten. Die Ergebnisse zeigten jedoch
deutlich, dass im Gegensatz zum proliferationsférdernden Effekt der allogenen Samenblasenfliissig-
keit aus den C57BL/6-Ménnchen auf die T,.,-Zellen aus BALB/c-Weibchen kein signifikanter Unter-
schied zwischen den unbehandelten T.,-Zellen aus BALB/c-Weibchen und den T,..-Zellen, die mit

syngener Samenblasenfliissigkeit aus BALB/c-Ménnchen behandelt wurden, festgestellt werden konn-
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te. Infolgedessen ist davon auszugehen, dass zusétzlich zum proliferationsfordernden Einfluss des
TGF-B auf die T.,-Zellen viterliche Alloantigene fiir eine effiziente Expansion von T,,-Zellen not-

wendig sind.

Obwohl die gewonnenen Ergebnisse eindeutig auf einen durch die Samenblasenfliissigkeit hervorgeru-
fenen T,.-Zellanstieg hinweisen, bleibt die physiologische Bedeutung dieses Mechanismus fiir die
erfolgreiche Schwangerschaft weiterhin im Unklaren. Embryotransferstudien konnten Klarheit dariiber
bringen, ob es sich um einen essentiellen oder lediglich unterstiitzenden Mechanismus fiir den Aufbau
der immunologischen Toleranz gegeniiber dem Fetus handelt. Erzielte Erfolge bei kiinstlichen Be-
fruchtungen im Menschen sowie bei Embryotransfers in Mausen und anderen Spezies deuten darauf
hin, dass eine erfolgreiche Schwangerschaft auch ohne eine natiirliche Insemination stattfinden kann.
Dennoch gibt es eine Reihe von Hinweisen, dass unterstiitzende Reproduktionstechniken mit subopti-

297]

malen Ergebnissen assoziiert sind®” und dass das Fehlen von Samenblasenfliissigkeit hierfiir verant-

286

wortlich sein konnte!”™. Fiir den Transfer von Embryonen in Miuse verwendet man gewdhnlich

Weibchen, die zuvor mit vasektomierten Mannchen verpaart wurden. Bei einem Transfer der Embryo-
nen in Weibchen, die zuvor nicht mit Samenblasenfliissigkeit in Kontakt gekommen sind, lieBen sich
vermehrt Abnormalititen der Feten und eine erhohte fetale AbstoBungsrate feststellen®). Ahnliche
Beobachtungen konnten auch beim Transfer von Embryonen in Méuseweibchen gemacht werden, die

299

mit samenblasendefizienten Ménnchen verpaart wurden™”). Bei Ratten sind die Implantationsraten

und das fetale Wachstum ebenfalls beeintrachtigt, wenn die Weibchen vor dem Transfer keiner Sa-
menblasenfliissigkeit ausgesetzt waren”. Im Menschen verweisen erste klinische Studien darauf,
dass es einen Einfluss der Samenblasenfliissigkeit auf die Fertilitét gibt. So konnte der Anteil von Le-
bendgeburten bei Paaren, die sich einer kiinstlichen Befruchtung unterzogen haben, signifikant gestei-

gert werden, wenn beide Partner zum Zeitpunkt des Embryotransfers miteinander Geschlechtsverkehr

301]

hatten""®%?, Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass der Kontakt mit der ménnlichen Samenbla-

senfliissigkeit den Schwangerschaftserfolg bei Frauen mit habituellen Abortgeschehen erhoht*!. Bei

der Schwangerschaftskomplikation Praeklampsie, die von einigen Forschern mit einer unzureichenden

166][304

Treo-Zellaktivitét assoziiert wurdel ], konnte bei wiederholtem Kontakt mit ménnlichem Ejakulat

3031391 Einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Prie-

ein positives Ergebnis erzielt werden!
klampsie und dem Kontakt mit minnlichem Samen zeigt eine Studie, in der stark erhohte Prée-
klampsieraten nach Eizell- oder Spermaspende auftraten, wenn der Kontakt mit dem Spendersamen

[307

zuvor nicht stattgefunden hatte ], Zudem wiesen weitere Studien nach, dass bei Frauen, die zunichst

durch die Verwendung von Kontrazeptiva (Kondome, Diaphragma) den Kontakt zu Spermien und
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Samenblasenfliissigkeit unterbunden hatten, spéter bei Kinderwunsch ein erhohtes Risiko auftrat eine

30313%] "Ein besseres Verstindnis der Schliisselantigene und der immunre-

Prieklampsie zu entwickeln!
gulierenden Komponenten der Samenblasenfliissigkeit und ihrer Wirksamkeit konnte in Zukunft die
Entwicklung von therapeutischen Substanzen unterstiitzen, Frauen mit Schwangerschaftskomplikatio-

nen und eingeschrinkter Fertilitdt zu helfen.

Zusammenfassend ldsst sich aus den gewonnenen Daten ein hypothetisches Szenario zur Erklarung
der Antigen-getriebenen Expansion der T..-Zellen wihrend der friilhen Schwangerschaft erstellen

(Abb.66):

Wihrend der Insemination gelangen véterliche Antigene mit dem Samen (Spermien und Samenblasen-
fliissigkeit) in das Vaginallumen der Mutter. Hier konnen die Antigene den T,.-Zellen, die zu diesem
Zeitpunkt im Vaginallumen angereichert sind, durch véterliche APZ (direkte Présentation) und/oder
durch miitterliche APZ (indirekte Prisentation) prasentiert werden. Die Aktivierung von antigenspezi-
fischen T,.-Zellen fiihrt zu deren Expansion. Zusitzlich wird die Erhdhung des T,..-Zellpools durch
das in der Samenblasenfliissigkeit vorliegende TGF- begiinstigt. Dariiber hinaus sprechen verschie-
dene Ergebnisse dafiir, dass véterliche APZ bzw. miitterliche APZ, die viterliche Antigene aufgenom-
men haben, zu den lokalen Lymphknoten wandern und hier eine weitere Expansion von T,.-Zellen
induzieren. Anschlielend kdnnen T,,-Zellen sowohl aus dem Vaginallumen als auch aus den lokalen
Lymphknoten zum Uterus rekrutiert werden, wo sie bereits vor der Implantation schwangerschafts-
assoziierte Immunantworten modulieren kdnnen. Nach der Implantation gewéhrleistet die kontinuier-
liche Freisetzung von plazentalen Antigenen und deren direkte oder indirekte Présentation eine Auf-

rechterhaltung des schiitzenden T,.,-Zellpools bis zur Geburt.
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Abb. 66: Hypothetisches Szenario zur Expansion des T,.,-Zellpools in der frithen Schwangerschaft. Viter-
liche Antigene des Ejakulats gelangen wéhrend der Insemination in das miitterliche Vaginallumen, wo sie iiber
viterliche und/oder miitterliche APZ antigenspezifischen T,..-Zellen prisentiert werden. Des Weiteren gelangen
viterliche Antigene als Zellbestandteile oder als ganze Zellen in die lokalen (paraaortischen) Lymphknoten, wo
sie ebenfalls eine Aktivierung von antigenspezifischen Ty,-Zellen bewirken. Das in der Samenblasenfliissigkeit
in groBBeren Mengen vorhandene anti-inflammmatorische Zytokin TGF-f begiinstigt zudem die Generierung der
Tyee-Zellen. Die Aktivierung der T,..-Zellen durch véterliche Antigene fiihrt zur Erhdhung des T,.-Zellpools, aus
dem im Folgenden T,,-Zellen in die fetal-miitterliche Grenzfléche rekrutiert werden konnen und dort zum Auf-
bau eines toleranten Mikromilieus beitragen. Erleichtert wird der Kontakt mit véterlichen Antigenen durch die
erhohte Anzahl an T,-Zellen, die zum Zeitpunkt der Insemination sowohl im Vaginallumen als auch in den

paraaortischen Lymphknoten vorliegen.

5.4 Die Expression von hCG und T,.-Zellmarkern an der fetal-miitterlichen

Grenzfliche korreliert mit einem erfolgreichen Schwangerschaftsverlauf

Das Schwangerschaftshormon hCG ist fiir den Ablauf einer erfolgreichen Schwangerschaft unabding-
bar”™*°l HCG weist viele verschiedene immunregulatorische Eigenschaften auf, die den Implanta-

[247130913101311] i

tionsprozess des Feten in das miitterliche Endometrium unterstiitzen konnte unter

anderem gezeigt werden, dass die Behandlung von peripheren mononukleédren Blutzellen mit hCG und
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ihr anschlieBender Transfer in Patientinnen zwei Tage nach erfolgtem Embryotransfer die Implanta-
tionsrate der Blastozyste erhoht”®'?). HCG wird bereits unmittelbar nach Beginn der Schwangerschaft
vom Embryo produziert. Der starke Anstieg von hCG in den ersten Schwangerschaftswochen wird
jedoch durch die Produktion des Synzytiotrophoblasten nach der Implantation erreicht. Da sowohl
hCG als auch T,-Zellen schon sehr frith in der Schwangerschaft an der fetal-miitterlichen Grenzfli-
che nachweisbar sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob hCG die Migration der Ti,-
Zellen zur Kontaktzone zwischen Mutter und Kind begiinstigt und dariiber hinaus eine positive Wir-
kung auf die Generierung der T,.,-Zellen vor Ort hat. Zunichst konnte bestitigt werden, dass normal
schwangere Frauen des ersten Trimenons hohe hCG-Mengen auf mRNA- und Proteinebene in plazen-
talem und dezidualem Gewebe aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigten Patientinnen mit Schwanger-
schaftskomplikationen (Spontanabort oder extrauterine Schwangerschaft) signifikant geringere Men-
gen von hCG auf mRNA- und Proteinebene. Um zu untersuchen, ob die Menge von hCG mit der
Anzahl und Funktion der T,.-Zellen korreliert, wurde anschlieBend die mRNA-Expression von foxp3,
nrp-1, IL-10 und TGF-B in denselben Proben untersucht. Foxp3 und Nrp-1 wurden als spezifische
Marker fir Treg-Zellen“Ol][“z] beschrieben und waren in Gewebeproben von Patientinnen mit Schwan-
gerschaftskomplikationen im Vergleich zu normal schwangeren Frauen signifikant verringert. Die
Daten konnten eindeutig zeigen, dass die hCG mRNA-Menge signifikant mit der foxp3 mRNA-
Menge korrelierte. Demnach sind bei Patientinnen mit Schwangerschaftskomplikationen geringe hCG-
Mengen mit einer geringen Anzahl an T.-Zellen assoziiert. Ergebnisse anderer Forschergruppen
konnten diese Beobachtung bestitigen!'*1'®*!, Beziiglich der Funktion der T.eo-Zellen konnte eine sig-
nifikant geringere IL-10-Menge und eine leicht verminderte TGF-B-Menge in Patientinnen mit
Schwangerschaftskomplikationen im Vergleich zu normal schwangeren Frauen festgestellt werden.
Obwohl die Produktion beider Zytokine nicht direkt in den T.,-Zellen ermittelt werden konnte, lassen
die Ergebnisse dennoch einen Zusammenhang zwischen der Menge an IL-10 und TGF-f und der
Funktion der T,-Zellen vermuten. Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass Ty..-Zellen ihre
schiitzende Funktion an der fetal-miitterlichen Grenzfldche iiber die Sekretion von IL-10 und TGF-f

BOIISSIB] Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Mangel beider Zytokine

vermitteln!
bei Frauen mit Schwangerschaftskomplikationen auf eine beeintrachtigte Funktion anderer Immunzel-

len hinweist.
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5.5 HCG bewirkt die Migration der T,.,~Zellen zu Trophoblastzellen

Die Beobachtung, dass die Menge von hCG und die Anzahl an T.-Zellen an der fetal-miitterlichen
Grenzflache positiv korrelieren und die Tatsache, dass hCG als ein Chemoattraktant fiir andere Zellen
beschrieben wurde, liel vermuten, dass hCG einen moglichen Attraktor fiir T,,-Zellen zur Kontaktzo-
ne zwischen Mutter und Kind darstellt. Bei einer Chemokin-vermittelten Attraktion exprimieren die
T\ee-Zellen Chemokinrezeptoren, die mit ihren entsprechenden Chemokinliganden interagieren und die
T\ee-Zellen befdhigen entlang eines Chemokingradienten zu migrieren. Entsprechend dieser Form der
T\ee-Zellmigration ist es auch bei einer Anlockung durch hCG erforderlich, dass die T,.,-Zellen den
LH/CG-Rezeptor exprimieren, um fiir die Attraktion empfinglich zu sein. Daher wurde zunichst
tiberpriift, ob T,,-Zellen von normal schwangeren Frauen den LH/CG-Rezeptor auf ihrer Oberfliche
exprimieren. An Hand der gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, dass die aus normal schwange-
ren Frauen isolierten T,.,-Zellen mehrere LH/CG-Rezeptormolekiile auf ihrer Oberflache exprimieren.
In Ubereinstimmung damit hat eine iltere Studie die Expression des LH/CG-Rezeptors auf humanen

(2501 Allerdings war zum Zeitpunkt der Durchfithrung dieser Studie

Suppressor T-Zellen nachgewiesen
eine eindeutige Charakterisierung der Suppressor T-Zellen an Hand von T.-Zellmarkern wie CD25
und Foxp3 nicht moéglich. Nachdem bestitigt werden konnte, dass Ty,-Zellen grundsiétzlich fiir eine
hCG-vermittelte Attraktion zur fetal-miitterlichen Grenzfldche empféanglich sind, wurde mittels eines
2-Kammer-Transwell-Systems die Migration der Tye-Zellen zu hCG-produzierenden Trophoblasten
untersucht. Eine Migration von T,,.-Zellen zu Primértrophoblasten und Choriokarzinomzellen (JEG-3)
konnte eindrucksvoll gezeigt werden, was die Annahme einer hCG-vermittelten Attraktion zur fetal-
miitterlichen Grenzfldche unterstiitzt. In einem weiterfithrenden Experiment konnte unter Verwendung
eines 3D-Kollagenmatrixassays eine aktive Migration der T,,-Zellen zu JEG-3-Zellen nachgewiesen
werden. Dennoch konnte zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass T...-Zellen zusétz-
lich durch andere Molekiile wie beispielsweise Chemokine attrahiert werden, die in gro3eren Mengen

SMIBIBIBIORT 1hfolgedessen wurden weitere Versu-

von Trophoblasten gebildet und sezerniert werden!
che durchgefiihrt, um die Hypothese einer hCG-vermittelten Attraktion zu untermauern. Eine Migra-
tion von Tye-Zellen zu Keratinozyten (HaCat), welche kein hCG produzieren und als Kontrollzellen
im Assay eingesetzt wurden, konnte ausgeschlossen werden. Da Trophoblasten jedoch Faktoren sezer-
nieren, die ebenfalls eine Attraktion von T,.-Zellen bewirken kénnen und nicht von HaCat-Zellen
gebildet werden, wurden zur weiteren Bestétigung einer hCG-vermittelten T,.,-Zellattraktion Darm-

krebszellen (HCT116), die kein hCG sezernieren, mit hCG-Vektoren transfiziert. Nach der Transfekti-

on der HCT116-Zellen mit zwei verschiedenen B-Untereinheiten des hCG mit oder ohne die zugehori-
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ge ao-Untereinheit, exprimierten die HCT116-Zellen hohe Mengen an hCG. Die Expression der rekom-
binanten B-Untereinheiten mit oder ohne a-Untereinheit begiinstigte die Migration der T,.,-Zellen ver-
glichen mit den Kontroll-transfizierten HCT116-Zellen. Dabei lief3 sich kein Unterschied zwischen der
B3- und P7-hCG-Untereinheit feststellen, obwohl die vorherrschenden B-Untereinheiten in der

d?. Die Ergebnisse konnten zudem zeigen, dass die Transfektion mit

Schwangerschaft 3, 5 und 8 sin
der hCG-a-Untereinheit alleine ausreichend ist, um eine Attraktion der T,.,-Zellen zu bewirken. Diese
Beobachtung schlieB3t natiirlich die Moglichkeit ein, dass auch andere Hormone wie LH, FSH und
TSH, die dieselbe a-Untereinheit wie hCG tragen, ebenfalls T,.,-Zellen attrahieren konnen. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde eine Attraktion der T,.-Zellen zu diesen Hormonen jedoch nicht analysiert
und wird Bestandteil zukiinftiger Untersuchungen sein. Die hohen Mengen an sezerniertem hCG, die
nach der Transfektion der HCT116-Zellen erreicht werden konnten, ermdglichen die Bildung von
hCG-Homodimeren (hCGpB/p oder hCGo/a). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass hCG-p-
Untereinheiten oder hCG-a-Untereinheiten natiirlicherweise Homodimere bilden koénnen. Beide Ho-
modimere (hCGp/B und hCGo/a) konnen die Signaltransduktion in LH/CG-Rezeptor-tragenden Zellen

BIBIBIONE201321] Dempach kann vermutet werden,

in gleichem Mafle wie hCG-Heterodimere stimulieren
dass die beobachtete Migration der T,.,-Zellen zu den B/B- oder o/a-Homodimeren nach der Homodi-
merisierung der identischen Untereinheiten mit anschlieBender Aktivierung des LH/CG-Rezeptors auf
den Ty,-Zellen zustande kommt. AuBBerdem konnte festgestellt werden, dass der prozentuale Anteil der
Treo-Zellmigration zu den Trophoblasten hoher war, als zu den hCG-transfizierten HCT116-Zellen.
Daher muss in Zukunft geklért werden, welche Faktoren, die neben dem hCG von den Trophoblasten
gebildet werden, zur Attraktion der T.,-Zellen beitragen. Als weiteren Nachweis einer hCG-
vermittelten Attraktion von Tyg-Zellen wurden hCG-produzierende JEG-3-Zellen mit siRNA gegen
hCG behandelt. Leider konnte durch die siRNA-Behandlung nur ein knock-down der hCG-Sekretion
von maximal 40% erreicht werden. Der geringe knock-down lie sich auf die mRNA-Sequenz des
hCG zuriickfiihren, die die Synthese von spezifischen hCG-siRNAs auf Grund der vielen
CG-Basenwiederholungen erschwerte. Trotz des verhéltnisméBig geringen knock-down der hCG-
Sekretion konnte eine verminderte Migration der T,.-Zellen zu den behandelten JEG-3-Zellen im
Vergleich zu den unbehandelten JEG-3-Zellen festgestellt werden und zwar in gleichem Mal3e wie der
knock-down der hCG-Sekretion. Als Alternative zur siRNA-Behandlung wire der Einsatz eines neu-
tralisierenden AK denkbar. Allerdings ist derzeitig kein neutralisierender AK gegen hCG kommerziell
erhéltlich, sodass entsprechende Versuche erst in Zukunft durchgefiihrt werden kénnen. Eine in vivo
Studie konnte zeigen, dass die Gabe von hCG das Ausbrechen von autoimmunbedingten Diabetes in

NOD-Miusen verhindern konnte™”. Die hCG-Applikation bewirkte einen signifikanten Anstieg an
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Tree-Zellen in der Milz und in den der Bauchspeicheldriise benachbarten Lymphknoten. Der Ti.-
Zellanstieg war zudem mit einer erhdhten Menge an IL-10 und TGF-f assoziiert. Die Autoren vermu-
teten, dass hCG eine Attraktion von Tye-Zellen zum Entziindungsherd verursachte, wodurch Immun-

antworten von Effektor T-Zellen unterdriickt werden konnten und der Ausbruch der Krankheit verhin-

260

dert wurde™®!. Ein #hnliches Szenario wire fiir den Implantationsprozess vorstellbar. Die gewonnenen

Daten unterstiitzen die Annahme, dass T,.,-Zellen bereits vor und zum Zeitpunkt der Implantation zur

fetal-miitterlichen Grenzfliche angelockt werden, um die inflammatorischen Vorgénge wéhrend der

322][323][324

Einnistung der Blastozyste zu regulieren 1. Schon 1985 konnten Suppressor T-Zellen in der

325]

humanen Dezidua nachgewiesen werden”>, aber erst kiirzlich ermoglichte die Verfiigbarkeit weiterer

Tre-Zellmarker die Anwesenheit von CD4'CD25 Foxp3” Tree-Zellen in dezidualem Gewebe zu besti-

J1327]L

tigen[326 328132991 Eg ist bekannt, dass der fiir die Tree-Zellen wichtige Proliferations- und Uberle-

bensfaktor IL-2 nicht an der fetal-miitterlichen Grenzfliche im Menschen und der Maus produziert

[2661[267][268

und exprimiert wird (2681 Daher kann man davon ausgehen, dass T,,-Zellen nicht direkt vor Ort

expandieren, sondern zur Dezidua migrieren miissen, nachdem sie in lymphoiden Geweben generiert

wurden. Diese Annahme wird durch Daten, die im Maussystem erhoben wurden, unterstiitz!' "4,

Des Weiteren wurde beschrieben, dass nach der Insemination Makrophagen und Lymphozyten, welche

hCG sezernieren, das Endometrium infiltrieren. Diese Zellen konnten auf Grund ihrer hCG-Sekretion

330][331]

zur Attraktion der T.-Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzfliche beitragen[ B3 1n diesem Zu-

sammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass hCG die Produktion von IL-8 in Monozyten an-

333 [334

regt™*!. Das Zytokin kann im Folgenden eine Attraktion von Lymphozyten bewirken®**. In einer wei-

teren Studie wurde nachgewiesen, dass hCG bereits in sehr geringen Konzentrationen Neutrophile,

[335

Monozyten und Lymphozyten anlocken kann***, Welcher Zelltyp dabei bevorzugt zur Migration an-

B33 HCG kann daher neben seiner

geregt wurde, war abhingig vom hCG-Konzentrationsgradienten
endokrinen Funktion eine wichtige Rolle bei der Migration von Immunzellen zugeschrieben werden.
Im Speziellen konnte im Rahmen dieser Arbeit mittels menschlicher Proben gezeigt werden, dass hCG

die Migration der T,,-Zellen zur Plazenta vermittelt.

5.6 Das von Trophoblasten sezernierte hCG bewirkt eine de novo Generierung von

Treg-Zellen aus naiven T-Zellen

Die gewonnenen Daten lassen vermuten, dass hCG einen Einfluss auf die de novo Generierung von
Tree-Zellen aus naiven T-Zellen hat. Die Kokultivierung von naiven CD4'CD25 T-Zellen aus schwan-

geren Frauen mit hCG-produzierenden Primértrophoblasten und JEG-3-Zellen erbrachte im Vergleich
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zur Kokultivierung mit nicht-hCG-produzierenden HaCat-Zellen eine signifikant héhere de novo Ge-
nerierung von T,.-Zellen, die sich an Hand von T,,-Zellmarkern wie CD25, CTLA-4 und Foxp3 be-
stimmen lie}. Dennoch konnte auch nach Kokultivierung mit nicht-hCG-produzierenden HaCat-Zellen
eine Konvertierung von naiven T-Zellen in T,,-Zellen beobachtet werden. Da es sich bei
HaCat-Zellen um Krebszellen handelt, ist zu vermuten, dass diese Zellen Faktoren sezernieren, die
eine Anreicherung von Tyg-Zellen bewirken. Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass Ti,-
Zellen sich spezifisch in der Néhe von Tumoren ansiedeln und eine TumorabstoBung verhin-
dern™IP37I338] (Jpereinstimmend mit den gewonnenen Daten konnten bereits frithere Versuche mit
menschlichen Proben und Mausproben zeigen, dass die Anwesenheit von hCG zur Induktion von
Suppressor T-Zellen fiihrt, die daraufhin eine Mitogen-induzierte Aktivierung von B-Zellen verhindern

konnten!>*¢1127°

1. Allerdings konnte zum damaligen Zeitpunkt auf Grund des methodischen Kenntnis-
standes noch keine genaue Charakterisierung der Suppressor T-Zellen vorgenommen werden, sodass
nur vermutet werden kann, dass hCG in diesen Versuchen die Generierung von T,.,-Zellen bewirkt hat.
Neben einer hCG-vermittelten Konvertierung von naiven T-Zellen in T,..-Zellen, konnte auch fiir an-
dere schwangerschaftsassoziierte Hormone ein Einfluss auf die Generierung von T,.,-Zellen und deren
Funktion nachgewiesen werden. So konnten Prieto und Kollegen zeigen, dass physiologische Mengen
an Ostradiol, bei gleichzeitiger Aktivierung der humanen T.Zellen iiber ihren T-Zellrezeptor, eine

(274 Entsprechende Beobachtungen konnten auch von Tai und

Proliferation der T,.,-Zellen begiinstigen
Kollegen in verschiedenen in vitro und in vivo Mausmodellen gemacht werden. Die Autoren zeigten,
dass Ostradiol nicht nur zur Expansion der T.Zellen in verschiedenen Geweben beitrigt, sondern
auch deren Foxp3- und IL-10 Expression erhoht und somit einen direkten Einfluss auf ihre Funktion
hat'””!. Dieselben Autoren konnten die Expression des Ostrogenrezeptors auf CD4'CD25™ T-Zellen
nachweisen und vermuten daher, dass Ostradiol eine direkte Generierung von Treg-Zellen aus
CD4'CD25 T-Zellen bewirkt. Folglich scheinen verschiedene Hormone withrend der Schwangerschaft

die Entstehung von T,,-Zellen zu unterstiitzen.

5.7 Die fetale AbstoBung im Mausabortmodell kann durch eine hCG-vermittelte

Erhohung der T,.,~Zellanzahl verhindert werden

Um die schiitzende Funktion des hCG durch Anreicherung von T,-Zellen an der fetal-miitterlichen
Grenzflache zu bestétigen und die zu Grunde liegenden Mechanismen genauer zu untersuchen, wur-
den weiterfiihrende Experimente in Mausen durchgefiihrt. Mause eignen sich auf Grund der Expres-

sion des LH/CG-Rezeptors, der das humane CG effektiv binden kann, als gutes Modell, um die Wir-
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kung des hCG auf die Schwangerschaft zu untersuchen. Im Speziellen wurde die Frage geklért, ob die
Gabe von hCG in das Mausabortmodell den Mangel an T,.,-Zellen in diesen Miusen ausgleichen und
dadurch die Abortrate senken kann. Clark und Kollegen konnten bereits zeigen, dass die Abortverpaa-
rung (CBA/J x DBA/2J) eine signifikant hohere Abortrate im Vergleich zu den normal schwangeren
Miusen (CBA/J x BALB/c) aufweist™. Die Anzahl der Implantationen beider Verpaarungskombina-
tionen war vergleichbar. Die erhdhte Abortrate in den Abortméusen war mit einem Mangel an Tieg-
Zellen sowohl systemisch als auch lokal assoziiert!'’?. Die protektive Wirkung des hCG wurde durch
die Gabe von 10 IU/ml hCG in die Abortméuse untersucht. Um Nebeneffekte des hCG auf die
Schwangerschaft auszuschlieBen, wurden normal schwangere Mause ebenfalls mit 10 [U/ml hCG
behandelt. Die hCG-Behandlung wies keinen negativen Einfluss auf die normale Schwangerschaft auf,
da die Abortrate zwischen den hCG-behandelten und den PBS-behandelten normal schwangeren Mau-
sen vergleichbar war. Im Gegensatz dazu konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass die Gabe
von hCG in die Abortméuse die Abortrate signifikant senkt. Es konnte eine Abnahme der Abortrate
von 15 % auf 0 % beobachtet werden. Um auszuschlieen, dass der protektive Effekt des hCG auf die
Schwangerschaft durch eine unterschiedliche Implantationsrate bewirkt wurde, wurde die Anzahl der
Implantationen in den hCG- und PBS-behandelten Gruppen miteinander verglichen. Keine signifikan-
ten Unterschiede lieBen sich beziiglich der Implantationsrate zwischen den Gruppen feststellen. Es
kann demnach angenommen werden, dass hCG nicht primér die Implantation beeinflusst, sondern im
weiteren Verlauf der Schwangerschaft die fetale AbstoBBung verhindert. Da der Transfer von T.,-Zellen
in Abortméuse ebenfalls eine erfolgreiche Schwangerschaft gewahrleistet, ist zu vermuten, dass die
Gabe von hCG zu einer Erhohung der T,.,-Zellanzahl fiihrt, die eine Akzeptanz des Feten ermoglicht.
In diesem Sinne konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit hCG im Vergleich zur Behandlung
mit PBS zu einem signifikanten Anstieg an T,.-Zellen im Thymus fiihrte. HCG unterstiitzt demnach
den Anstieg an natiirlich vorkommenden T,-Zellen im Thymus und trigt zum schwangerschaftsfor-
dernden systemischen Anstieg der T.,-Zellen bei. Eine signifikante Erhohung der T,,-Zellanzahl nach
Gabe von hCG konnte auerdem in den lokalen Lymphknoten im Vergleich zur PBS-Behandlung fest-
gestellt werden. Entsprechend der Hypothese, in der Ty,-Zellen unmittelbar nach der Insemination in
den lokalen Lymphknoten durch véterliche Antigene aktiviert werden und anschlieBend zur fetal-
miitterlichen Grenzfldche rekrutiert werden, unterstiitzt hCG die Expansion der T.,-Zellen in den lo-
kalen Lymphknoten. Im Blut bewirkte die Applikation von hCG sowohl in den normal schwangeren
als auch in den Abortmiusen eine erhebliche Steigerung der T.g-Zellanzahl. Die erhohten T,.-
Zellanzahlen im Blut bekriftigen die Annahme, dass hCG eine attraktive Wirkung auf T,.,-Zellen hat.
HCG scheint die Migration der T,-Zellen zur Dezidua zu begiinstigen. Zur Bestétigung einer hCG-
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vermittelten Migration von T,.,-Zellen aus den lokalen Lymphknoten iiber die Zirkulation in die fetal-
miitterliche Grenzflache sind intra vitale mikroskopische Aufnahmen notwendig, die in der vorliegen-
den Arbeit nicht durchgefiihrt wurden, aber Bestandteil zukiinftiger Untersuchungen sind. Neben ei-
nem systemischen Effekt des hCG auf die T,.-Zellanzahl rief die Gabe von hCG auch einen signifi-
kanten Anstieg der T,.,-Zellanzahl direkt in der Dezidua hervor. Dieser lokale Anstieg der T,.,-Zellen
konnte den ausschlaggebenden Mechanismus zum Schutz des Feten darstellen. Sowohl in der Milz als
auch in den dem Uterus nicht direkt benachbarten Lymphknoten fiihrte die Gabe von hCG nur zu ei-
nem leichten Anstieg an Ty,-Zellen gegeniiber der PBS-Behandlung. Obwohl Ti..-Zellen in allen die-
sen Organen generiert werden konnen, scheint hCG hier nur einen geringfligigen Einfluss auf die T,,-
Zellanzahl zu haben. Moglicherweise spielen diese Organe bei der Aufrechterhaltung des Tieg-
Zellpools wihrend der Schwangerschaft nur eine untergeordnete Rolle und eine Rekrutierung von Tieg-

Zellen zur fetal-miitterlichen Grenzflache findet vorwiegend aus den lokalen Lymphknoten statt.

5.8 HCG induziert einen tolerogenen Phianotyp in Dendritischen Zellen und

begiinstigt somit eine Expansion der T,..-Zellen

Nachdem die Ergebnisse deutlich zeigen konnten, dass hCG einen positiven Einfluss auf die Tre,-
Zellanzahl hat, stellte sich die Frage, ob die durch hCG hervorgerufene Expansion der T,,-Zellen auf
direktem Weg stattfindet oder iiber andere Immunzellen vermittelt wird. An Hand der Kokultivie-
rungsexperimente von naiven T-Zellen mit hCG-produzierenden Trophoblastzellen konnte bereits ge-
zeigt werden, dass hCG eine de novo Generierung von T,.,-Zellen begiinstigt. Daher kann ein direkter
Effekt des hCG auf die Generierung der Ty,-Zellen angenommen werden. Des Weiteren konnten ande-
re Forschungsgruppen einen Einfluss von hCG auf DZ nachweisen. DZ spielen eine kritische Rolle bei
der Regulierung von Immunantworten des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Die biolo-
gische Plastizitidt der DZ bei der Erzeugung von Immunitét oder Toleranz scheint dabei von ihrem
Reifezustand abzuhingen. Unreife DZ kdnnen effizient Antigene aufnehmen und présentieren, expri-
mieren jedoch nur geringe Mengen an MHC II- und kostimulatorischen Molekiilen, was zum Autbau
einer peripheren Toleranz beitrdgt. Dagegen induzieren reife DZ eine Thl-Antwort in T-Zellen und
erzeugen proinflammatorische Immunantworten”*”). Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an
CDl11c¢" DZ in der Dezidua im Vergleich zum peripheren Blut wihrend der Schwangerschaft stark
ansteigt™). Dabei handelt es sich bei der Mehrheit der DZ an der fetal-miitterlichen Grenzfliche in
der Maus um myeloide DZ, die grofitenteils einen unreifen (tolerogenen) Phanotyp aufweisen und

[340

groBe Mengen an IL-10 produzieren*". Die Sekretion von IL-10 scheint ein Schliisselmechanismus
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fur die Funktion der DZ an der fetal-mitterlichen Grenzflache zu sein. Sie bewirkt sowohl eine direkte

Inhibierung von Effektor T-Zellen™*!

I'als auch eine Generierung von Treg—Zellen[SO]. Da hCG den Rei-
fezustand von DZ zu beeinflussen scheint, ist eine durch hCG vermittelte indirekte Expansion des Tiee-
Zellpools iiber DZ vorstellbar. Entsprechende Untersuchungen zur Modulierung des DZ-Phénotyps

29129 ynd geben keinen Auf-

durch hCG wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt nur in vitro durchgefiihrt!
schluss tliber die Wirkungsweise des hCG in vivo. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden,
dass hCG die Anzahl und den Phinotyp von CD11c" DZ in vivo beeinflussen kann. Nach Gabe von
hCG war die Anzahl an CD11c"-Zellen in der Dezidua gegeniiber der Gabe von PBS signifikant ver-
mindert. Die Charakterisierung der DZ zeigte, dass hCG den Reifezustand von dezidualen CD11c'-
Zellen modulieren kann. Die fiir eine Priasentation von Antigenen gegeniiber T-Zellen wichtigen Mo-
lekiile MHCII und CD80 (kostimulatorisches Molekiil) waren nach hCG-Behandlung auf CD11c'-
Zellen aus der Dezidua in ihrer Expression stark reduziert, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass hCG einen unreifen Phénotyp der DZ begiinstigt. Dieser tolerogene Phinotyp bewirkt zum einen,
dass die Aktivierung von naiven T-Zellen eingeschrinkt ist, wodurch alloreaktive Effektorantworten
gegeniiber dem Fetus vermindert werden und zum anderen, dass sich die Ty,-Zellanzahl erhoht™!,
Beide Vorgénge sind essentiell, um eine erfolgreiche allogene Schwangerschaft zu gewihrleisten. Ein
entsprechender Effekt des hCG auf CD11c"-Zellen aus der Milz konnte nicht nachgewiesen werden,
sodass vermutet werden kann, dass hCG in erster Linie CD11c'-Zellen direkt an der fetal-miitterlichen
Grenzfliche moduliert. Kokulturen zwischen CD11c"-Zellen und CD4" T-Zellen aus der Dezidua von
Abortmiusen konnten im Folgenden eindeutig zeigen, dass die hCG-behandelten CD11¢"-Zellen im
Vergleich zu den PBS-behandelten CD11c'-Zellen die Expression von Foxp3 signifikant stérker indu-
zierten und somit die Generierung von T.-Zellen begiinstigten. Diese Ergebnisse bestitigten eine
mogliche durch hCG-vermittelte indirekte Induktion von T,e-Zellen iiber DZ. Der Trophoblast trigt
somit durch die Sekretion von hCG aktiv zu seinem eigenen Schutz bei, indem er alloreaktive Immun-
antworten des miitterlichen Immunsystems vermindert und die Generierung von Te.-Zellen unter-

stiitzt.
5.9 HCG erhoht die suppressive Kapazitit von T,..-Zellen

Nachdem bereits ein Effekt des hCG auf die Generierung und Migration der T..-Zellen in der
Schwangerschaft nachgewiesen werden konnte, wurde zudem untersucht, inwieweit hCG die suppres-
sive Kapazitit der T,.,-Zellen beeinflussen kann. Aus technischen Griinden war es leider nicht moglich

die Wirkung des hCG auf deziduale T,.-Zellen zu testen, da die Ausbeute an isolierten T,.,-Zellen aus
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der Dezidua entsprechende Analysen verhinderte. In einer MLR zwischen hCG- oder PBS-
behandelten T,,-Zellen und CD4'CD25 Effektor T-Zellen aus Abortmausen konnte zunéchst bestitigt
werden, dass T,.,-Zellen eine suppressive Wirkung auf Effektor T-Zellen haben. Sowohl T,..-Zellen
aus einem Lymphknoten/Milz-Gemisch als auch T,-Zellen aus dem Thymus konnten die Prolifera-
tion der Effektor T-Zellen signifikant inhibieren. Interessanterweise war der suppressive Effekt der
hCG-behandelten Ty,-Zellen aus Milz/Lymphknoten im Vergleich zu den PBS-behandelten T,,-Zellen
signifikant verstdrkt. Khil und Kollegen konnten in einem Mausmodell fiir autoimmunbedingten Dia-
betes zeigen, dass die Gabe von hCG eine Induktion von T,.-Zellen bewirkte, die den Ausbruch der
Autoimmunerkrankung verhinderte”*”. Die hCG-Behandlung erhohte die Anzahl an T,,-Zellen in der
Milz und den pankreatischen Lymphknoten und fiihrte dariiber hinaus zu einer Verringerung der An-
zahl an Effektor T-Zellen. AuBBerdem konnte die hCG-Gabe die IL-10- und TGF-B-Expression in den

1121 Eine wei-

Milzzellen steigern, was auf eine erhohte suppressive Funktion der T.,-Zellen hinweis
tere Studie von Fuchs und Kollegen konnte zeigen, dass hCG die Generierung von Suppressor
T-Zellen induzieren kann. Die generierten Suppressor T-Zellen konnten im Folgenden die Mitogen-
induzierte Aktivierung von B-Zellen hemmen™***’"). Dje Gabe von hCG scheint demnach die Fihig-
keit der T,,-Zellen Effektor T-Zellen und B-Zellen zu hemmen, zu unterstiitzen. Diese positive Wir-
kung des hCG auf die T,.,-Zellfunktion ermdglicht eine bessere Regulierung von Immunantworten an
der fetal-miitterlichen Grenzfliche und erhoht die Akzeptanz gegeniiber dem Fetus. Die Daten konnten
keinen Effekt des hCG auf die Funktion von thymalen T,.,-Zellen belegen. Daher kann angenommen

werden, dass hCG eine Expansion von thymalen T,,-Zellen fordert, jedoch keinen unmittelbaren Ein-

fluss auf deren Funktion hat.

An Hand der in dieser Arbeit gewonnenen Daten zur Wirkung des hCG auf die T,.-Zellen in der

Schwangerschaft lasst sich folgendes hypothetisches Szenario vorstellen (Abb.67):

Die unmittelbar nach der Insemination stattfindende Présentation von véterlichen Antigenen im Vagi-
nallumen, den lokalen Lymphknoten und im Thymus fiihrt zu einer frithen Expansion des Tire-
Zellpools in der Schwangerschaft, die eine erfolgreiche Implantation des Embryos gewdihrleistet.
Durch kontinuierliche Freisetzung von plazentalen Antigenen nach der Implantation wird der Tiyee-
Zellpool aufrechterhalten und ermdglicht die Toleranz gegeniiber dem Fetus bis zur Geburt. Neben
anti-inflammatorischen Zytokinen wie TGF-B und IL-10 scheint das Schwangerschaftshormon hCG
die Expansion der antigenspezifischen T.-Zellen in den genannten Organen entscheidend zu begiin-

stigen. Nach ihrer Aktivierung gelangen die T,,-Zellen entlang eines hCG-Gradienten, der durch die
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standige Freisetzung von hCG vom Trophoblasten aufrechterhalten wird, zur fetal-miitterlichen Grenz-
flache. Hier bewirkt hCG eine Steigerung der suppressiven Kapazitit der T.,-Zellen und unterstiitzt
somit die Regulierung von alloreaktiven Immunantworten gegeniiber dem Fetus. Dariiber hinaus ist
hCG direkt in die de novo Generierung von T..-Zellen aus naiven T-Zellen involviert. Auf indirektem
Weg kann zudem eine durch hCG-vermittelte Expansion von T,-Zellen iiber DZ angenommen wer-
den. HCG moduliert hierbei den Reifezustand der DZ und erméglicht die Aufrechterhaltung eines
tolerogenen Phénotyps, der zur Generierung von T,.-Zellen beitrégt. Literaturdaten lassen vermuten,
dass auch IL-10 in diesen Prozess involviert sein konnte®”. Diese durch hCG hervorgerufenen Me-
chanismen tragen dazu bei, dass die Anzahl und die Funktion der T.,-Zellen direkt an der fetal-
miitterlichen Grenzfliche beeinflusst werden und einer fetalen AbstoBung auf diesem Weg entgegen-

gewirkt werden kann.

/ Peripherie Fetal-Miitterliche Grenzfliche \

Vaginallumen, Paraaortische Lymphknoten, Thymus
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Abb. 67: Hypothetisches Szenario zur Wirkung des hCG auf die T,.-Zellen im Verlauf der Schwanger-

schaft. Nach der friihen Expansion des T,.,-Zellpools durch viterliche Antigene im Vaginallumen, den paraaorti-
schen Lymphknoten und im Thymus gelangen aktivierte T,.-Zellen entlang eines hCG-Gradienten, der vom
Trophoblasten produziert wird, zur fetal-miitterlichen Grenzflache. Hier bewirkt hCG eine Steigerung der sup-
pressiven Kapazitit der T,.-Zellen und ist dariiber hinaus direkt in die de novo Generierung von T.-Zellen
involviert sowie auf indirektem Weg iiber die Modulierung von DZ. Insgesamt tragen die durch hCG vermittel-
ten Mechanismen zur Erhéhung der Anzahl und Funktion der T,e-Zellen bei und unterstiitzen auf diesem Weg

den erfolgreichen Verlauf der Schwangerschaft.
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5.10 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend betrachtet konnte in dieser Arbeit die Bedeutung der T.,-Zellen fiir die normal
verlaufende Schwangerschaft bestétigt werden. Die Arbeit hat entscheidend dazu beigetragen, die An-
tigenspezifitit der Ty,-Zellen in der Schwangerschaft zu bestitigen und hat Faktoren aufgezeigt, die
eine Expansion der Ty,-Zellen wihrend der frithen Schwangerschaft bewirken. Als wegweisend fiir
zukiinftige Therapien hat sich herausgestellt, dass das Schwangerschaftshormon hCG einen entschei-
denden Einfluss auf die Generierung, Expansion, Migration und Funktion der T,.,-Zellen wihrend der
Schwangerschaft hat. Die Arbeit konnte zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen beiden fiir die
Schwangerschaft essentiellen Faktoren gibt und liefert erste Hinweise zur Erklarung erhdhter Schwan-
gerschaftsraten nach Behandlung von IVF-Patientinnen mit hCG. Allerdings muss in Zukunft abgewo-
gen werden, inwieweit die Behandlung von IVF-Patientinnen mit hCG und die damit einhergehende
bessere Aussicht schwanger zu werden die Nachteile eines ovariellen Uberstimula-
tionssyndroms iiberwiegt. Weitere klinische Studien sind zudem notwendig, um den Effekt des hCG
auf die T,¢,-Zellen im Menschen zu bestitigen. Neben dem therapeutischen Einsatz von hCG wiren in
Zukunft auch adoptive Transferstudien von T.-Zellen vorstellbar, um den Mangel an T.,-Zellen in
Patientinnen mit Spontanaborten auszugleichen. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt
werden, dass eine Immunisierung der Frau mit véterlichen Immunzellen vor der Schwangerschaft die

342

Schwangerschaftsrate verbessern konnte*. Der Transfer war nachweislich mit einer Erhéhung von

331 Auf Grund des hohen therapeutischen Potenzials der Tyee-Zellen ist ein Ein-

Treg-Zellen assoziiert!
satz dieser Zellen auch bei der Behandlung von immunologisch bedingten Schwangerschaftskomplika-
tionen vorstellbar. Hierfiir ist es jedoch erforderlich, spezifische Antigene zur Aktivierung der Tyee-
Zellen zu identifizieren sowie Kultivierungs- und Transfermethoden der T,,-Zellen in Zukunft zu op-

timieren, um die gewiinschten Erfolge erzielen zu konnen.
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6 Zusammenfassung

Wihrend der Schwangerschaft muss das miitterliche Immunsystem einerseits korperfremde Antigene
(Pathogene) abwehren, um Infektionen zu verhindern und andererseits die fremden Antigene, die vom
Feten exprimiert werden, tolerieren. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass
CD4'CD25 Foxp3" Regulatorische T-Zellen (T,e.-Zellen) wihrend der Schwangerschaft ansteigen und
einen entscheidenden Beitrag zur fetalen Toleranz leisten. Allerdings sind die genauen Mechanismen
ihres Anstiegs und ihrer Wirkungsweise noch weitgehend ungeklirt. Im Rahmen dieser Arbeit haben
Untersuchungen im Maussystem ergeben, dass T..,-Zellen sich schon vor der Schwangerschaft zum
Zeitpunkt des Estrus (empfingliche Phase) in verschiedenen Organen anreichern. Auf Grund dieser
Beobachtungen kann vermutet werden, dass die Anreicherung der T,-Zellen der Vorbereitung einer
bevorstehenden Schwangerschaft und dabei insbesondere der Unterstlitzung der Einnistung der
Blastozyste in das miitterliche Endometrium dient. Frithere Studien unserer Arbeitsgruppe konnten
bereits nachweisen, dass der fetale Schutz durch den Anstieg und die Funktion von antigenspezifi-
schen Ty-Zellen vermittelt wird. /n vivo Untersuchungen zum Anstieg der T,.-Zellen in der frithen
Mausschwangerschaft konnten zeigen, dass sowohl Spermienantigene als auch véterliche Antigene der
Samenblasenfliissigkeit fiir den Anstieg der antigenspezifischen T,.-Zellen notwendig sind. Weiter-
fiihrende in vitro Versuche haben dariiber hinaus gezeigt, dass das in der Samenblasenfliissigkeit ent-
haltene TGF-B den Anstieg der T..-Zellen begiinstigt. Erstmals konnte in dieser Arbeit an Hand
menschlicher Proben gezeigt werden, dass das menschliche Schwangerschaftshormon Choriongona-
dotropin (hCG) die Migration von T,-Zellen zu Trophoblastzellen vermittelt und eine Konversion
von naiven T-Zellen in T,,-Zellen direkt an der fetal-miitterlichen Grenzfldche unterstiitzt. In Mausen
fithrte die Gabe von hCG in Abortweibchen, die weniger Ty,-Zellen haben und vermehrt Aborte auf-
weisen, zu einem systemischen und lokalen Anstieg der T,,-Zellen. Es konnte nachgewiesen werden,
dass hCG den Reifezustand von Dendritischen Zellen beeinflusst, wodurch diese in einem tolerogenen
(unreifen) Zustand verbleiben und mafigeblich zur Expansion der T,.-Zellen beitragen. Dieser durch
hCG vermittelte Anstieg der T,.,-Zellen ermoglichte den Mangel an T,,-Zellen in den Abortweibchen
auszugleichen und verhinderte das Auftreten von Aborten. Letztendlich konnte auch gezeigt werden,
dass die Gabe von hCG zu einer Erhohung der suppressiven Kapazitét der T,,-Zellen an der fetal-
miitterlichen Grenzflache fiihrt. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen zum
besseren Verstindnis der Faktoren bei, die den Anstieg und die Funktion der T,-Zellen in der
Schwangerschaft unterstiitzen und zukiinftig die Grundlage zur Entwicklung von Therapien zur Be-

handlung von Schwangerschaftskomplikationen darstellen konnten.
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7 Summary

During pregnancy the maternal immune system has to overcome two opposite challenges. On the one
hand maternal immune cells have to combat pathogens which could cause infections. On the other
hand maternal cells have to tolerate the foreign antigens expressed by the fetus. In the last years
CD4'CD25 Foxp3" regulatory T cells (Ty, cells) have been shown to increase during pregnancy and
to be essential for the establishment of fetal tolerance. However, the mechanisms and factors suppor-
ting their increase and function are still under investigation. In the present work a variation in the
number of T, cells could be observed already before pregnancy during the estrus cycle of the mouse.
T, cells accumulated in the estrus phase (sexual receptive phase) of the cycle in several organs. Thus,
it can be assumed that the accumulation of T, cells at the beginning of pregnancy favours the nidation
of the blastocyst into the maternal endometrium and further implantation. Previous studies from our
group already confirmed that fetal protection is mediated by antigen specific T, cells. However, the
origin of the paternal antigens which promote the expansion of the T, cells are still unknown. /n vivo
experiments investigating the increase of T, cells during early pregnancy showed that both sperm
antigens as well as paternal antigens from seminal fluid are necessary for the expansion of antigen
specific Ty, cells. Furthermore in vitro experiments revealed that the immunosuppressive cytokine
TGF-B, which represents a major component in the seminal fluid, provokes the proliferation of T,
cells. By using human samples we could show that the human pregnancy hormone Chorionic Gona-
dotropin (hCG) mediates the migration of T, cells to trophoblast cells. Moreover, hCG supports the
conversion of naive T cells into Ty, cells directly at the fetal-maternal interface. In mice, the applica-
tion of hCG in abortion-prone females which suffer from spontaneous abortion and present diminished
T\ee cell numbers results in a systemic and local increase of T, cells. The application of hCG had an
influence on the maturation state of dendritic cells retaining them in a tolerogenic (immature) pheno-
type. Tolerogenic dendritic cells have been reported to promote the generation and expansion of Ty,
cells. The observed expansion of T, cells in abortion-prone females after application of hCG may
compensate the lack of T, cells in these animals and may be the mechanism undergoing the preven-
tion of abortion. Finally, the application of hCG resulted in an augmentation of the suppressive capaci-
ty of Ty cells at the fetal-maternal interface. All together, the data obtained in the present work fun-
damentally contribute to the knowledge of the factors which support the expansion and function of Ty,
cells in pregnancy. These factors may represent the basis for the development of therapies to treat

pregnancy complications in the future.
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9 Anhang

Tab. 9: Die Progesteronkonzentration in den Weibchen stieg nach Verpaarung mit intakten und samen-
blasendefizienten Ménnchen an. Mittels ELISA wurde der Progesterongehalt im Blutplasma von CBA/J-
Weibchen, die entweder mit intakten oder samenblasendefizienten BALB/c-Ménnchen verpaart wurden, an ver-
schiedenen Schwangerschaftstagen bestimmt. Ein Anstieg der Progesteronkonzentration konnte sowohl nach
Verpaarung mit intakten als auch mit samenblasendefizienten Ménnchen beobachtet werden und diente der Veri-

fizierung einer bestehenden Schwangerschaft. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen ange-

geben.
Verpaarung Tag der Schwangerschaft | N | Konz.p,ogesteron[ng/ml]
CBA/J (jungfraulich) - 4 3,02+0,37
CBA/J x BALB/c (intakt) 0,5 4 3,38+1,93
2 3 19,82+3,67
5 4 19,10+1,93
CBA/J x BALB/c (samenblasendefizient) 0,5 6 4,64+2.91
2 5 10,44+3,08
5 6 12,98+2.99

Tab. 10: Das Fehlen von Spermien oder Samenblasenfliissigkeit hatte keinen Einfluss auf die Expansion
der T,-Zellen im Blut in vivo.. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an CD4 Foxp3'-
und Foxp3'-Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozytenpopulation im Blut bestimmt. Vergleichbare Anteile an
CD4 Foxp3'- und Foxp3'-Zellen konnten in allen Verpaarungsgruppen im Blut festgestellt werden. Die Daten
sind als Mediane MmmumMaximum] qapoeste]lt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verpaarungs-

gruppen festgestellt werden.

Verpaarung Tag der Schwanger- | N | CD4'Foxp3” | N | Foxp3"
schaft
CBA/J (jungfraulich) - 7 0’73[0,42/2,08] 4 2’18[0,84/6,54]
CBA/J x BALB/c (intakt) 0,5 4| 0,960 [ 4 | 2 55000101
) 5 T 18I0 [ 5 | 5 30
5 4 0 95[0,14/3,60] 3 2 91[0,33/6,17]

224




Anne Leber 9. Anhang

CBA/J x BALB/c (samenblasende- 0,5 1,723 2,370
fizient)

B 0 87[0,42/3,63] 13 1 104676.95]

5 15 6[0,84/2,()7] 1 60[0,79/3,38]

CBA/J x BALB/c (vasektomiert) 0,5 1,46H104287] 1,48M1:033.05]

B 1 19[0,64/2,66] 1 17[0,63/2,11]

5 1 03[0,49/2,56] 1 13[0,53/2,19]

Tab. 11: Das Fehlen von Spermien oder Samenblasenfliissigkeit hatte keinen Einfluss auf die Expansion

der T,gZellen in der Milz in vive.. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an Foxp3'-

Zellen bezogen auf die gesamte Lymphozytenpopulation in der Milz bestimmt. Vergleichbare Anteile an Foxp3'-

Zellen konnten in allen Verpaarungsgruppen in der Milz festgestellt werden. Die Daten sind als Media-

netMinmumMaximum] 4o estellt. Der paarweise Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney

U-Test durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verpaarungsgruppen festgestellt

werden.
Verpaarung Tag der Schwangerschaft | N | Foxp3*
CBA/J (jungfriulich) - 4 | 1,4200.7771.9]
CBA/J x BALB/c (intakt) 0,5 5 [ 1,370
2 5 1 75[1,45/1,98]
5 5 2 17[1,02/2,99]
CBA/J x BALB/c (samenblasendefizient) 0,5 6 | 1,7301927
2 5 1 64[1,54/2,61]
5 6 1 49[0,98/5,07]
CBA/J x BALB/c (vasektomiert) 0,5 4 | 1,17069150]
2 4 1 27[0,94/1,97]
5 410 84[0,73/0,95]
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Tab. 12: Primére Trophoblasten und die Choriokarzinomzelllinie JEG-3 produzierten vergleichbare Men-
gen an hCG, wohingegen die Keratinozytzelllinie HaCat kein hCG bildete. Mittels ELISA wurde die Kon-
zentration von hCG im Zellkulturiiberstand nach 24 Stunden bestimmt. Vergleichbare hCG-Mengen konnten im
Zellkulturiiberstand der Priméren Trophoblasten (30,35 IU/ L) und der JEG-3-Zellen (30,01 IU/ L) nachgewiesen
werden. Kein hCG konnte dagegen im Zellkulturiiberstand der HaCat-Zellen (0,08 IU/ ml) detektiert werden.
Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt.

Zelltyp N | Konz.,cg[IU/L]

JEG-3 15 | 30,01£9,91

Primére Trophoblasten | 5 | 30,3545,15

HaCat 15 | 0,08+0,10
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