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1 Einleitung

1.1 Allgemein

Verschiedene empirische, klinische Beobachtungen weisen darauf hin, dass die
Wahrscheinlichkeit, eine gesunde zweite Schwangerschaft zu haben, gro3er ist, wenn
die erste Schwangerschaft ebenfalls komplikationslos verlief. So zeigen sich
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie oder Frihgeburtlichkeit in zweiten
Schwangerschaften deutlich seltener, wenn die erste Schwangerschaft der Frau einen
unkomplizierten Verlauf hatte und mit der Geburt eines gesunden, reifen
Neugeborenen endete (Regan, Braude and Trembath, 1989; Bhattacharya et al.,
2008). Im klinischen Alltag wird zudem haufig beobachtet, dass Neugeborene in
Folgeschwangerschaften schwerer sind. Fragt man allerdings nach Grinden flr
dieses Phanomen, sind die Antworten rar. Auch die Literatur legt auf den ersten Blick
keine zufriedenstellende Antwort dar. Der physiologische Prozess der
Schwangerschaft und aller Folgeschwangerschaften geht hinter der Pathologie, den
Schwangerschafts- und fetalen Komplikation peripartal und postnatal, verloren.
Daruber hinaus sind auch die Grunde, welche zweite Schwangerschaften, sowie das
neonatale Outcome im Idealfall verbessern kdnnen, noch weitgehend unbekannt. Aus
diesem Grund beschaftigt sich diese Arbeit mit einem Teilgebiet, welches zur
Verbesserung des Ausgangs zweiter Schwangerschaften fluhren kann: der
Schwangerschaftsimmunologie und wie hierbei die regulatorischen T-Zellen (Treg)

eine besondere Rolle spielen.

1.2 Immunologische Adaptation wahrend der Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft steht das mutterliche Immunsystem vor einer paradox
wirkenden Herausforderung. Zum einen muss die Fahigkeit zur Bekampfung von
Krankheitserregern aufrechterhalten werden, zum anderen wird der heranwachsende
semi-allogene Fetus, der zur Halfte aus fremdem (vaterlichem) genetischem Material
besteht nicht abgestoRen, sondern toleriert und versorgt. Normalerweise hat das
Immunsystem die Aufgabe fremde Antigene sowie Pathogene zu erkennen und
moglichst prazise und effizient zu eliminieren, um Erkrankungen zu verhindern oder zu
bekédmpfen. Zusatzlich muss es zwischen Antigenen und Autoantigenen

unterscheiden, um letztere zu tolerieren und Autoimmunitat zu verhindern.



1953 definierte Sir Peter Medware als erster den heranwachsenden Fetus als ,Semi-
Allograft®, der gleichzeitig jeweils zur Halfte matterliche und vaterliche Antigene
exprimiert und durch Suppression der gegenseitigen Immunantwort berleben konnte
(Medawar, 1953). Damals herrschte die Annahme vor, dass die Plazenta als physische
Barriere zwischen Fetus und Mutter den direkten Kontakt verhinderte und die
Blutkreislaufe beider ganzlich getrennt waren (Medawar, 1953). Spatestens mit der
Entdeckung des Mikrochimarismus, bei dem sich fetale Zellen in der Mutter finden und
umgekehrt, wurde diese Theorie widerlegt (Adams and Nelson, 2006). Auch die
Annahme einer globalen Immunsuppression wahrend der Schwangerschaft konnte
nicht bestatigt werden, da die Funktion zur Abwehr von Pathogenen grofRtenteils
erhalten bleibt. Wahrend der Schwangerschaft herrscht trotzdem eine gewisse
Immuntoleranz, was sich beispielsweise bei Autoimmunkrankheiten wie Multipler
Sklerose mit einer reduzierten Schubfrequenz zeigt (Confavreux et al., 1998). Im
Gegensatz dazu tritt bei einer Influenzainfektion bei Schwangeren mutmafRlich durch
diese schwangerschaftsinduzierte, periphere Immuntoleranz eine hohere Sterblichkeit
auf (World Health Organization, 10AD). Zusatzlich zu dieser peripheren
Immuntoleranz ist vor allem eine lokale und hochspezifische Immunanpassung an der
feto-maternalen Grenzflache, der Dezidua, fur die Toleranz des Feten garantiert
notwendig (Cardenas, 1989). An dieser fein abgestimmte Immunantwort sind
unterschiedliche Mechanismen, sowie Zellgruppen des angeborenen und erworbenen

Immunsystems beteiligt.

Zu seinem eigenen Schutz exprimiert der heranwachsende Fetus keine klassischen
Humanen-Leukozyten-Antigene (HLA) (Hunt, Andrews and Wood, 1987). HLA
gehoren zur Klasse der Immunglobuline. Sie sind als Glykoproteine in der
Zellmembran verankert und wirken daran mit, dass der Korper adaquat zwischen
korpereigen und korperfremd differenzieren kann. HLA-codierende Genabschnitte
werden als Haupthistokompatibilititskomplexe (engl. major histocompatibility
complex; MHC) bezeichnet. Der Fetus exprimiert keine klassischen MHC | Molekile
(wie HLA-A oder HLA-B) oder MHC II Molekul (HLA-DP, HLA-DRQ oder HLA-DR),
was eine gezielte T-Zell Reaktion, wie man sie beispielsweise bei
TransplantatabstoBung sieht, verhindert (Munoz-Suano, Hamilton and Betz, 2011). Da
eine ganzlich fehlende Expression von MHC | und Il Molekulen eine zytotoxische

Immunreaktion vermittelt durch naturliche Killerzellen (NK-Zellen) hervorrufen wirde,



exprimiert der Fetus stattdessen HLA-C und nicht-klassische HLA-Molekule, wie HLA-
E, HLA-G und HLA-F, was die Entstehung eines anti-inflammatorischen Milieus fordert
(Rouas-Freiss et al., 1997) und eine AbstoRung verhindert (Munoz-Suano, Hamilton
and Betz, 2011; Arck and Hecher, 2013; Hackmon et al., 2017).

Neben dieser Immunevasion durch den Fetus ist ebenso eine aktive mdutterliche
Immunadaptation notwendig, um die Toleranz gegenuber dem Fetus sowie seine
Versorgung bis zur Geburt sicherzustellen.

So wandern die Zellen des angeborenen Immunsystems, vornehmlich NK-Zellen,
Makrophagen und dendritische Zellen (dendritic cells; DCs), sowie Zellen des
adaptiven Immunsystems, vor allem T-Zellen, in die Dezidua ein oder proliferieren vor
Ort.

Die dezidualen NK-Zellen (dNK-Zellen), ein spezieller, weniger zytolytischer Subtyp
der NK-Zellen (Moffett-King, 2002; Kopcow et al., 2005; Hanna et al., 2006), machen
mit Uber 70% einen Groldteil der dezidualen Leukozyten zu Beginn der
Schwangerschaft aus (Cooper, Fehniger and Caligiuri, 2001; Moffett-King, 2002;
Pearson, 2002; Koopman et al., 2003; Erlebacher et al., 2007). dNKs tragen wahrend
der Implantation der Blastozyste unter anderem zur Umbau der mdtterlichen
Spiralarterien bei, was fur die adaquate Etablierung der Plazenta relevant ist (King et
al., 1997; Moffett and Colucci, 2014).

Die DCs, als wichtigste professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZ) gegeniber
den T-Zellen in der Dezidua werden in einem tolerogenen Entwicklungsstatus gehalten
(Kémmerer et al., 2003; Blois et al., 2005; Miwa et al., 2005). Diese tolerogenen DCs
(tDC) produzieren vermehrt das anti-inflammatorische Zytokin Interleukin (IL) -10, was
ein wesentlicher Bestandteil in der Erhaltung peripherer Toleranz ist (Wakkach et al.,
2003). Zusatzlich unterstutzen die tDCs die Proliferation von Zellen des adaptiven
Immunsystems, vor allem regulatorischer T-Zellen (Treg) (Arck et al., 2007) und
fordern die Differenzierung von naiven Cluster of Differentiation (CD) 4* T-Zellen zu
Tregs, was fur die Toleranz des Fetus unerlasslich ist (Blois et al., 2007).

Die Proliferation der Tregs beginnt bereits durch den Kontakt der mdutterlichen
Immunzellen zur vaterlichen Seminalflissigkeit in der Vaginalschleimhaut (Robertson
et al., 2009; Guerin et al., 2011; Balandya et al., 2012; Liu, Wang and Sun, 2013; Teles
et al., 2013). Das kénnte daran liegen, dass in den Spermien eine sehr hohe



Konzentration des transformierendem Wachstumsfaktor B (engl. Transforming growth
factor B (TGF-B)) enthalten ist (Clark, Fernandes and Banwatt, 2008). Es wird bereits
hier eine fur die Implantation unerlassliche Toleranz gegenuber vaterlichen Antigenen
geschaffen. In der Dezidua werden dann weitere Tregs durch dNKs und tDCs aktiviert.
Tregs kdnnen die Proliferation von proinflammatorischen T-Helfer-Zellen (Th) 1, B-
Zellen (Lim et al., 2005), proinflammatorischen DCs und Makrophagen (Cederbom,
Hall and Ivars, 2000; Misraet al., 2004; Taams et al., 2005) unterdriicken bzw. deren
Zytokin-Sekretion und Antikorperproduktion hemmen. Tregs sind in der Lage IL-10
(Hara et al., 2001) und TGF-B (Wahl et al., 2004) zu produzieren. Beide Botenstoffe
gelten als immunsuppressiv und kénnen die Proliferation und Funktion von CD4* und
CD8" Effektor-T-Zellen hemmen (von Boehmer, 2005; Miyara and Sakaguchi, 2007).
Dies funktioniert vor allem Uber den Transkriptionsfaktor Forkhead box P3 (Foxp3),
der auch als ihr Haupterkennungsmerkmal gilt. FoxP3 ist ein 47 kDa grofes Protein,
welches eine Forkhead-Domane tragt, die fur die Kernlokalisation und
Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonuclein acid; DNA)-Bindung verantwortlich ist
(Ziegler, 2007). Die Tregs erlangen hierlber ihre unterdriickende Funktion gegenliber
nicht-Treg Zellen. Auch die Expression von CD25 ist den Tregs zuzuordnen. Dies
geschieht im Gegensatz zu FoxP3 jedoch nicht exklusiv, da 10-15% aller CD4* T-
Zellen ebenfalls CD25 exprimieren. Das ist dadurch zu erklaren, da CD25 die alpha-
Kette des IL-2 Rezeptors ist, welcher auf allen aktivierten CD4* T-Zellen hochreguliert
ist (Sanchez et al., 2012; La Rocca et al., 2014; Plitas and Rudensky, 2016). IL-2 ist
fur T-Lymphozyten sowohl auto- als auch parakrin der zentrale Proliferationsmarker

zur Expansion bei einer Immunreaktion.

Vor allem zu Beginn der Schwangerschaft muss durch die Tregs ein ausgewogenes
Verhaltnis zwischen pro- und anti-inflammatorischen Immunzellen an der feto-
maternalen Grenze geschaffen werden. Neben der Toleranz gegenlber den fetalen
Antigenen ist hier auch ein pro-inflammatorisches Milieu zur Invasion der
Trophoblastenzellen in das Endometrium erforderlich (Cardenas, 1989; Haddad et al.,
2006). Insbesondere in der Frihschwangerschaft konnte daher gezeigt werden, dass
die Anzahl der Tregs in den Uterus-drainierenden Lymphknoten kurz vor und in den
ersten Tage nach der Implantation starker erhoht ist, als im nicht-schwangeren
Zustand (Aluvihare, Kallikourdis and Betz, 2004; Shima et al., 2015). Zusatzlich sind
die Tregs fur ein implantationsforderndes Milieu in der Uterusschleimhaut



(mit)verantwortlich. Letzteres konnte im Mausmodell bereits gezeigt werden (Teles et
al., 2013) und ist auch fiur die humane Schwangerschaft anzunehmen. Tregs
regulieren zusatzlich die Aktivierung der T-Helferzellen (Th-Zellen) in der Dezidua,
indem sie das Verhaltnis von proinflammatorischen Th1 und Th17-Zellen in Richtung
der immunsuppressiven Th2-Zellen verlagern, was ebenfalls zur Toleranzinduktion
gegeniuber dem Fetus notwendig ist (Mosmann et al., 1986; Wegmann et al., 1993).
Jasper et al. zeigten 2006, dass infertile Frauen weniger Treg-mRNA in der
Uterusschleimhaut aufweisen als fruchtbare Frauen (Jasper, Tremellen and
Robertson, 2006). Darauf folgend steigt die Anzahl der Tregs vor allem in den ersten
beiden Trimestern rapide an und wird auf einem konstanten Level gehalten (Heikkinen
et al., 2004; Somerset et al., 2004; Mjésberg et al., 2009), bis die Anzahl zum Ende
der Schwangerschaft wieder sinkt. Die Initiation der Geburt bendtigt, wie ganz zu
Beginn die Plazentation, ein pro-inflammatorisches Milieu (Galazka et al., 2009). Ist
die Anzahl der Tregs gravierend reduziert oder ganzlich abwesend, kann das zur
AbstoBung des Feten, einem Abort oder zu  schwerwiegenden
Schwangerschaftskomplikationen, wie beispielsweise einer Frihgeburt fihren (Sasaki
et al., 2004; Arruvito et al., 2009; Guerin, Prins and Robertson, 2009; Leber, Teles and
Zenclussen, 2010). Dieses Phanomen zeigt sich allerdings nur in allogenen und nicht
in syngenen Verpaarungskonstellationen in Mausen, was dafur spricht, dass Tregs fur
die Entwicklung der Toleranz gegenuber den fetalen Alloantigenen essentiell sind
(Aluvihare, Kallikourdis and Betz, 2004; Zhao, Zeng and Liu, 2007). Immer mehr
Aufmerksamkeit erhalt in diesem Zusammenhang auch die Antigen-spezifische Treg-
Immunantwort. Kahn et al. zeigten 2010, dass syngen verpaarte Mause, bei denen nur
die mannlichen Feten Antigene prasentieren, in der Mutter eine Antigen-spezifische
Immunantwort auslosen. Nach Depletion der Tregs in den Muttern zeigte sich ein
geringeres Uberleben der mannlichen Feten. Daraus schlussfolgerten Kahn et al.,
dass die die fetale Antigen-Spezifitat der Treg-Immunantwort, die wahrend der
Schwangerschaft entsteht, einen Beitrag zur feto-maternalen Toleranz leistet (Kahn
and Baltimore, 2010). Shima et al. zeigten, dass wahrend der Trachtigkeit in allogen
verpaarten Mausen Tregs spezifisch fur das vaterliche Antigen im Lymphknoten und
Uterus proliferieren (Shima et al., 2015). Insbesondere im Kontext von
Folgeschwangerschaften stellt sich die Frage, inwieweit insbesondere Antigen-
spezifische Zellen den Verlauf und Ausgang der Schwangerschaft beeinflussen

konnen.



Neben der immunologischen Adaptation gibt es in der Schwangerschaft zusatzlich
eine hormonelle Umstellung, welche auch auf die immunologische Adaptation Einfluss
hat. Sowohl die Schwangerschaftshormone Progesteron und humanes
Choriongonadotropin (hCG) als auch der Progesteron-induzierte-Blockierfaktor (PIBF)
unterstitzt diese immunologische Adaptation an unterschiedlichen Stellen. PBIF
inhibiert die proinflammatorische Aktivierung von NK-Zellen (Faust et al., 1999;
Laskarin et al., 1999). Progesteron und PBIF treiben die Proliferation der Th2-
gegeniuber den Th1-Zellen voran (Piccinni et al., 1995; Lee et al., 2011). Auch hCG
unterstitzt die Dominanz von Th2-Zellen in der Schwangerschaft (Khan et al., 2001).
Es wird angenommen, dass dies durch eine Beeintrachtigung der Proliferation und der
Induktion der Apoptose proinflammatorischer T-Zellen hervorgerufen wird (Kayisli et
al., 2003).

1.2.1 Klinische Konsequenz einer eingeschrankten immunologischen
Anpassung

Bereits geringe Fehlregulationen dieser Anpassung konnen zu schweren
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie, Fruhgeburtlichkeit oder einer
fetalen Wachstumsretardierung (engl. fetal growth restriction (FGR) oder intrauterine
growth restriction (IUGR) oder small for gestational age (SGA)) fuhren (Yang et al.,
2010a; Cotechini, Komisarenko, Sperou, Macdonald-Goodfellow, Michael A. Adams,
et al., 2014; Cappelletti et al., 2016a; Jafri and Ormiston, 2017; Helmo et al., 2018).
Bei letzterer unterscheiden sich die verschiedenen Bezeichnungen durch
unterschiedliche Diagnosekriterien. SGA bedeutet ein kontinuierliches Wachstum des
Fetus unter der 10. Perzentile. Bei einer IUGR besteht auch ein Wachstum unter der
10. Perzentile, zusatzlich sind aber mdutterliche oder fetale Dopplerparameter
pathologisch oder es besteht ein Oligohydramnion beim Fetus (Kehl et al., 2017). FGR
hingegen  beschreibt den perzentilenunabhangigen aber stagnierenden
Gewichtsverlauf des Fetus und ist vor allem im dritten Trimenon bei /ate-onset FGR
relevant. Ungefdhr 15% aller Schwangerschaften sind von einer solchen
Schwangerschaftskomplikation betroffen (WHO, United Nations Population Fund
UNICEF and The World Bank, 2017). Die Praeklampsie zeichnet sich durch erhdhte
Blutdricke und eine weitere Organmanifestation, haufig als Nephropathie mit
Proteinurie ab der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) aus. Insbesondere durch die



stetig drohende Eklampsie (generalisierter Krampfanfall), die in etwa 1/200 Fallen
auftritt, stellt diese Komplikation eine vitale Bedrohung fur Mutter und Fetus dar.

Der spontane Abort ist definiert als ein Verlust des Embryos oder Fetus vor der
Lebensfahigkeit, die ab der 24. SSW besteht. Unterschieden werden kann hier in
Frihabort vor oder in der 12. SSW und Spatabort zwischen der 13. und 24. SSW, ab
der 24. SSW spricht man vom intrauterinem Fruchttod (IUFT).

Die Frahgeburt ist definiert als Geburt des Kindes vor der vollendeten 37. SSW.

1.3 Die Plazenta

Die Plazenta ist das ,Organ’ der Schwangerschaft, welches primar fur den
Gasaustausch und die Versorgung des heranwachsenden Fetus mit Nahrstoffen
zustandig ist. Daneben ist die Plazenta in der Lage, Hormone wie Progesteron und
hCG zu produzieren. Zusatzlich entsteht durch das Einwachsen des Trophoblasten in
die mutterliche Dezidua die feto-maternale Grenzflache.

Sowohl Menschen als auch Mause haben eine hamochoriale Plazenta, was bedeutet,
dass die mutterlichen Blutzellen (und damit auch Immunzellen) in direktem Kontakt
zum fetalen Gewebe stehen.

Unter dem Einfluss von Progesteron bereitet sich das Endometrium auf die
Implantation der befruchteten Eizelle im Mehrzellstadium (Blastozyste) vor. Dieser
Prozess besteht unter anderem aus der Modifizierung endometrialer Stromazellen,
uteriner Drisen und Gefalle, sowie einer Rekrutierung von Immunzellen (Lunghi et al.,
2007).

Die Blastozyste dockt mit ihrem embryonalen Pol an die Dezidua an. AnschlielRend
differenziert sich der Trophoblast in den Synzytiotrophoblasten und den
Zytotrophoblasten, welche schlussendlich gemeinsam die Plazenta bilden. Der
Synzytiotrophoblast wachst in die Dezidua ein, wahrend der Zytotrophoblast das
Grundgerust der Trabekel bildet, in welchen spater die fetalen Blutgefalle laufen. Die
Ernahrung des Fetus erfolgt zunachst aus eingelagertem Glykogen aus den Zellen der
Dezidua. Um den wachsenden Energiebedarf des Fetus zu decken, entwickelt sich
der direkte Gas- und Nahrstoffaustausch zwischen Mutter und Kind uber die
Nabelschnur. Im Synzytiotrophoblasten entstehen Lakunen, in welche die uterinen
Spiralarterien einwachsen und im Verlauf durch lytische Enzyme arrodieren, sodass
die Lakunen mit mutterlichem Blut gefullt sind. Die Trabekel entwickeln sich so weit,
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bis in ihnen fetale Gefalde laufen, die Anschluss an die Nabelschnur haben. So findet
dort weiterhin ein sowohl passiver als auch aktiver Gas- und Nahrstoffaustausch statt.
Zusatzlich ist die Plazenta durch ihre Filterfunktion in der Lage bestimmte Toxine zu
eliminieren (Ulfig, 2005; Moore et al., 2013).

In &hnlicher Art und Weise entsteht auch eine murine Plazenta (Abb. 1). Diese kann in
3 Teile eingeteilt werden: die mdutterliche Dezidua begrenzt durch die
trophoblastischen Riesenzellen, der Junktionalzone, welche ihrerseits aus
glykogengefullten und spongiotrophoblastischen Zellen besteht und dem Labyrinth
(Abb. 1 blau umrandeter Teil) zusammengesetzt aus trophoblastischen Septen und
fetalen BlutgefalRen (Sferruzzi-Perri et al., 2009).

Die Plazentaareale kdnnen mit Hilfe einer Software direkt ausgemessen werden (Abb.
1). Gemessen wird die gesamte Plazentaflache (Abb. 1 grin umrandeter Teil) und das
Labyrinth (Abb. 1 blau umrandeter Teil). Die Differenz der beiden Flachen ergibt die
Junktionalzone. Zusatzlich kann das plazentare Verhaltnis (engl. placental ratio) aus
Labyrinth und Junktionalzone gebildet werden. Dieses Verhaltnis kann Hinweise auf
die fetale Versorgung geben. Ein reduziertes plazentares Verhaltnis kann mit einer
eingeschrankten fetalen Versorgung einhergehen.

Labyrinth

fetale Seite

Decidua

500 um maternale Seite

Abbildung 1: Histologisches Bild der analysierten Plazenta einer Maus.
Beispielbild fur histologisch aufgearbeitete und analysierte Plazenta. Das Labyrinth ist
blau umrandet, die Junktionalzone grun. Maternale und fetale Seite der Plazenta sind
markiert, ebenso die Dezidua.



1.4 Mausmodelle und Reporter-Mause

Aufgrund ethischer Grunde ist es groftenteils nicht erlaubt, Experimente der
Grundlagenforschung an Menschen, insbesondere an schwangeren Frauen,
durchzuflhren (Burton, Jauniaux und Watson, 1999). Jeder invasive Eingriff an der
fetoplazentaren Einheit birgt das Risiko eines iatrogen induzierten Abortes. Selbst bei
Routineeingriffen zu diagnostischen Zwecken (beispielsweise Amniozentese oder
Chorionzottenbiopsie) zu einem deutlich spateren Zeitpunkt der Schwangerschaft
besteht ein Fehlgeburtsrisiko von ca. 0,5-1 % (Kozlowski A; Stressig, R, 2008). Das

Mausmodell stellt hierfur eine sehr geeignete Alternative dar.

1.4.1 Allgemein

Trotz aller Unterschiede sind weibliche Mause eine solide, gut etablierte und
vergleichbare Option, um die Schwangerschaft und ihre Komplikationen zu
untersuchen (Clark, 2016). Obwohl eine kurzlich verdffentlichte Publikation
beispielsweise den Mausmarkis (Roberts, 2019) als valideres, dem Menschen
genetisch naheres Tier fur Experimente beschreibt, gibt es dazu in der reproduktiven
Immunologie bisher keine neueren Erkenntnisse. Daher wird die Maus, vor allem
aufgrund der hohen Korrelationen mit humanen Daten (Clark, 2008, 2016; Miyagawa
et al., 2010) weiterhin als Experimenttier der Wahl zur Gewinnung neuer Erkenntnisse
genutzt. Zusatzlich haben Maus und Mensch beide eine hamochoriale Plazenta,
welche sich durch den direkten Kontakt von fetalem zu mutterlichem Blut auszeichnet
(Enders and Carter, 2012).

Von Vorteil zeigt sich im Mausmodell insbesondere die kurze Trachtigkeitsdauer,
grol’e WurfgroRen sowie die Moglichkeit durch Inzucht eine genetische Homogenitat
der Tiere zu schaffen. Letzteres erlaubt Experimente mit immer gleichen
Grundvoraussetzungen zu wiederholen, wodurch innerhalb kirzerer Zeit eine
geeignete Gruppengrolle erzeugt werden kann. Zusatzlich besteht die Moglichkeit,
zum einen zu jedem moglichen Zeitpunkt der Trachtigkeit Untersuchungen
durchzufthren, zum anderen auch ganze Organe und Organsysteme zu analysieren.
Auch der direkte fetale Ausgang der Trachtigkeit kann im Mausmodell durch Erhebung
des fetalen sowie plazentaren Gewichts und der PlazentagroRe zu verschiedenen
Zeitpunkten der Trachtigkeit bestimmt werden. Eine strukturelle Untersuchung der
Plazenta und des Embryos, sowie eine Gewichtsschatzung ist in humanen

Schwangerschaften in der Regel nur Uber Ultraschalluntersuchungen moglich. Die



sonographische Diagnostik ist eine sehr untersucherabhangige Methode, welche eine
gute Ausbildung und viel Erfahrung erfordert. Durch das Aufstellen von objektiven
Kriterien zur Bewertung von erhobenen Daten kann der Untersucherabhangigkeit
entgegengewirkt werden. Diese Methode ist daher nie so exakt wie die direkte
Erhebung von Gewicht und GroRe, welche im Mausmodell moglich ist.

In humanen Studien kdnnen diese exakten Daten haufig nur bei Schwangerschaften
erhoben werden, die in einem Abort oder einer Fruhgeburt enden, aber keine
physiologischen Schwangerschaftsverlaufe darstellen.

Mausmodelle liefern, nach Versuchen in vitro, beispielsweise in Zellkulturen, haufig
die ersten Hinweise auf Mechanismen in vivo, welche im nachsten Schritt in humanen
Studien verifiziert werden mussen. Haufig dauert diese Translation jedoch Jahre.

Da auler eineiigen Zwillingen jeder Mensch ein einzigartiges Genom besitzt, werden
fur die moglichst exakte Nachstellung der menschlichen Schwangerschaft im
Mausmodell Mause aus zwei unterschiedlichen Stammen miteinander verpaart. In der
Regel werden C57BL6/J-stammige Weibchen mit Balb/c-stdmmigen Mannchen
allogen verpaart, um den groRtmoglichen genetischen Unterschied zu erzielen. Im
Unterschied dazu gibt es auch Versuchsreihen mit syngenen Verpaarungen, hier
werden Mause aus dem gleichen Stamm verpaart.

Daruber hinaus gibt es bereits etablierte Mausmodelle, welche durch die spezifische
Verpaarung von Mausen beziehungsweise durch einen adoptiven Zelltransfer eine
sehr exakte Untersuchung der mdutterlichen Immunadaptation wahrend der
Trachtigkeit in Mausen erlauben. Die ldentifikation spezifischer, zu untersuchender
Zielzellen kann durch unterschiedliche Methoden mittels Schlussel-Schloss-Prinzip
zum einen durch Antigen-Prasentation und die Bindung eines Tetramers zur
|dentifikation (Rowe et al., 2012) erreicht werden. Zum anderen kdnnen transgenen
Mausen, die ein bestimmtes Antigen prasentieren, Zellen transferiert werden, die
ebenfalls durch transgene Modifikation eines spezifischen Rezeptors exklusiv an das
prasentierte Antigen binden und proliferieren. Daraus ist zu schlussfolgern, dass diese
Zellen als Antigen-spezifisch fur das prasentierte Antigen gelten (Erlebacher et al.,
2007). Bei beiden Methoden findet die Auswertung durchflusszytometrisch statt.

Die Ergebnisse tierexperimenteller Studien mussen in jedem Fall immer durch humane

Studien validiert werden.
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Trotz des enormen Zuwachses an tierexperimentellen Maoglichkeiten in der
reproduktiven Immunologie insbesondere im Maus- und Rattenmodell in den letzten
30 Jahren sollten im Sinne des 3R- (refine, replace, reduce; verbessern, ersetzten,
reduzieren) Prinzips vor Beginn eines neuen Experimentes immer Alternativen fur den
Gebrauch von experimentellen Tieren in Erwagung gezogen werden (Arck, 2019). Die
Optimierung einer wertschatzenden Lebensumgebung und ein geschulter Umgang flr
und mit experimentell genutzten Tieren sollte heutzutage eine Selbstverstandlichkeit
darstellen. Zusatzlich wird kontinuierlich an Modellen geforscht, die langfristig die
genutzten Experimenttiere ersetzten oder reduzieren konnen, beispielsweise durch
das Zuchten von kunstlichem plazentarem Gewebe (Turco et al., 2018) oder durch

longitudinale Untersuchungsmethoden wie beispielsweise Ultraschall.

1.4.2 DEREG-Mausmodell

Far die Untersuchung der Funktion von Tregs eignet sich das DEREG (von engl.
Depletion of regulatory T-cells (Lahl et al., 2007)) Mausmodell. Hierfir wurde von Lahl
et al. ein bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) generiert, welches im FoxP3-
Lokus fur ein Fusionsprotein aus humanem Diphtherietoxin-Rezeptor und grun
fluoreszierendem Protein (GFP) kodiert. Diese Tatsache erlaubt so unter der Kontrolle
des FoxP3-Promotors nur eine Transkription des Fusionsproteins in Treg-Zellen.
Folglich sind Treg-Zellen aus DEREG-Mausen einfach Uber die GFP-Expression
beispielsweise in der Durchflusszytometrie zur erkennen, da nur diese Zellen den
Diphtherietoxin-Rezeptor exprimieren. Zusatzlich erleichtert die GFP-Markierung die
genetische Typisierung der Tiere mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl.
polymerase chain reaction; PCR), welche bei heterozygoter Vererbung erforderlich ist.
Durch die Expression des Diphtherietoxin-Rezeptors auf den Tregs ist eine gezielte
Depletion dieser mdglich. Mittels Injektion von Diphtherietoxin (DT) in die Maus kann
in den Tregs die Apoptose induziert werden (Thorburn, Frankel and Thorburn, 2003;
Miyake et al., 2007). Hierdurch werden Tregs, wie andere nicht funktionsfahige
Korperzellen, regelhaft abgebaut und es entstehen keine proinflammatorischen
Signale. Daher kann die Depletion der Tregs als immunologisch neutral angesehen
werden (Bennett et al., 2005). Neben dem Einsatz dieses Modells in der Erforschung
von Tumoren, Allergien und Infektionen kann dies auch fur die Erforschung der Tregs
in der Schwangerschaft dienen.
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1.4.3 OVA-Mausmodell und OVA-Tetramer

Zur genaueren Untersuchung der fetalen Antigen-Spezifitat der Zellen, insbesondere
der CD4*-Tregs, wird ein Mausmodell verwendet, welches die Moglichkeit bietet, eben
diese Zellen durch einen bekannten Surrogatmarker zu erkennen. Im genutzten Modell
ist dieser exklusive Marker das Ovalbumin (OVA). OVA ist ein Protein, welches in
Huhnereiweild gefunden wurde und in einer Vielzahl von immunologischen Studien
Anwendung findet. OVA bietet daher neben der Anwendung in der reproduktiven
Immunologie ebenfalls die Moglichkeit der Untersuchung einer durch OVA induzierten
Hyperreagibilitdt der Atemwege im Sinne einer Asthmaerkrankung (Zazara et al.,
2018). In einem fir diese Arbeit durchgefihrten Experiment wurden Act-mOVA-Mause
als Mannchen zu Verpaarung verwendet. Diese exprimieren das OVA-Antigen
systemisch Uber den ubiquitéar exprimierten Beta-Actin-Promotor (Ehst, Ingulli and
Jenkins, 2003). Auch in der Erforschung von Autoimmunitat und Tumorimmunologie
spielt das OVA-Antigen in unterschiedlichen transgenen Mausmodellen eine Rolle.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass in der Verpaarung von weiblichen Wildtyp-
Mausen mit transgen veranderten OVA-Mannchen das OVA-Antigen auch Uber die in
die Decidua einwachsenden (fetalen) Trophoblastenzellen exprimiert wird
(Moldenhauer et al., 2009). Man kann daher davon ausgehen, dass das OVA-Antigen

in diesem Kontext als exklusiver fetaler Marker dienen kann.

Mit Hilfe eines spezifischen MHC-Tetramers, welches exklusiv an das OVA-Antigen
auf CD4*-T-Zellen bindet, besteht die Mdglichkeit diese OVA-Antigen-spezifischen
Zellen zu erkennen (Barnden et al., 1998; Moon et al., 2007; Landais et al., 2009). Es
wurde gezeigt, dass dies nicht nur in spezifisch genetisch dafur veranderten OT-
Mausen, welche einen transgen veranderten T-Zell-Rezeptor besitzen, der exklusiv
das OVA-Antigen bindet, funktioniert. Auch in Wildtypmausen konnte gezeigt werden,
dass nach intraperitonealer Injektion von OVA-Peptid eine OVA-spezifische
Immunantwort entsteht (Moon et al., 2007).

Durch ein direkt an das Tetramer gekoppeltes Flourochrom koénnen Tetramer-
markierte Zellen in der Durchflusszytometrie erkannt und quantifiziert werden.

Im Kontext der reproduktiven Immunologie wurde das Tetramer jedoch noch nicht
genutzt. Es konnte eine Moglichkeit bieten, Fetal-Antigen-spezifische T-Zellen, die
wahrend der Schwangerschaft entstehen, im Mausmodell nachzuweisen.
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1.4.4 Fir/Tiger Reporter Mause

Die Funktion der Reportermause basiert durch einen genetischen knock in auf der
gleichzeitigen  Expression eines  spezifischen Zielproteins und eines
Floureszenzproteins. Dies bietet unter anderem die Mdglichkeit spezifische Zellen
ohne vorherige Fixierung, Permeabilisierung und intrazellulare Farbung in der
Durchflusszytometrie zu identifizieren.

Eine solche Reportermaus-Linie wurde fur viele Experimente dieser Arbeit als
weibliche Kohorte genutzt. Die zweifach knock-in FOXP3-IRES-mRFP (Fir)/IL-10
IRES GFP-enhanced (Tiger) abgekirzt Fir/Tiger Maus bietet den Vorteil der direkten
durchflusszytometrischen Identifikation von FoxP3 und IL-10 durch jeweils grin und
rot fluoreszierende Proteine (Yisong Y Wan and Flavell, 2005; Kamanaka et al., 2006).
Da fur diese Arbeit die Tregs von essentieller Bedeutung waren, welche durch FoxP3
identifiziert werden kdénnen, zeigte sich die Fir/Tiger-Reportermaus fur diese

Experimente aulerst geeignet.
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2 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war, zur weiteren Aufklarung der funktionellen Rolle von CD4*
regulatorischen T-Zellen in der mdatterlichen Immunadaptation in der ersten und
zweiten Schwangerschaft beizutragen. Dafur wurden die folgenden Fragestellungen
definiert:

21 Durchflhrung einer systematischen Literaturrecherche zum
Schwangerschaftsausgang sowie zu Schwangerschaftskomplikationen in ersten und

zweiten humanen Schwangerschaften

2.2 Erfassung des Einflusses von regulatorischen CD4*-T-Zellen durch Depletion nach
der ersten Trachtigkeit im Mausmodell

2.3 Evaluation der funktionellen Rolle Fetal-Antigen-spezifischer regulatorischer T-

Zellen in erster und zweiter Trachtigkeit im Mausmodell
Um der korrekten Bezeichnung gerecht zu werden wird der Begriff ,Schwangerschaft®

fur die humane Graviditat und der Begriff ,Trachtigkeit® fir die murine Graviditat

verwendet.
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel behandelt die verschiedenen Materialen und analytischen, sowie
experimentellen Methoden, welche fur die Literaturrecherche und die Experimente
genutzt wurden. Alle Tierexperimente wurden im Vorhinein durch die Behorde flr
Gesundheit und Verbraucherschutz Hamburg genehmigt (Genehmigungsnummer
G12/016).

3.1 Literaturrecherche

Zur Erfassung von Information Uber das Geburtsgewicht sowie Komplikationen in der
ersten und zweiten Schwangerschaft wurde eine umfassende Literaturrecherche
basierend auf den PRISMA Leitlinien (Moher et al., 2015) Uber die Plattform ,PubMed®
durchgefuhrt. Es wurden nur Studien am Menschen inkludiert. Die Suche erfolgte in
englischer Sprache. Die Suchbegriffe waren: ,(second pregnancy OR subsequent
pregnancy OR consecutive pregnancy OR parity OR parous) AND women)”. Durch
verschiedene Einstellungen der Plattform ,PubMed’ wurden nur Artikel gezeigt, die alle
oben genannte Schlisselbegriffe in Titel oder Abstract aufwiesen. Fur diese Suche
fanden sich insgesamt 18.592 Publikationen (Abbildung (Abb.) 2). Anschlielend
wurden verschiedene Suchbegriffe unabhangig voneinander zur Suche hinzugefugt,
um Publikationen zu finden, die sich mit spezifischen
Schwangerschaftskomplikationen und deren Ausgang in erster und zweiter
Schwangerschaft auseinandersetzten. Hierdurch entstanden sieben Untergruppen:

.(spontaneous abortion OR miscarriage)”, "(gestational hypertension OR pregnancy

induced hypertension)”, “gestational diabetes”,
“Preterm”, “(SGA OR IUGR)” and “(birth weight OR birthweight)’. Anhand strenger

Einschlusskriterien (aufeinanderfolgende menschliche Schwangerschaft, dargestellter

(preeclampsia OR pre-eclampsia)’,

Schwangerschaftsausgang und die jeweilige Schwangerschaftskomplikation) wurde
bei allen Publikationen sorgfaltig der Titel, sowie der Abstract auf einen moglichen
Einschluss Uberpruft. Folgende Parameter schlossen eine Publikation aus der Analyse
aus: nur eine Schwangerschaft berlcksichtigt (entweder die erste oder zweite),
Mehrlingsschwangerschaften (Zwillinge, Drillinge etc.), Interventionsstudien, Fall-
Kontroll-Studien, Geburt durch Kaiserschnitt, mutterlicher Drogen-, Nikotin- oder
Alkoholkonsum  wahrend der Schwangerschaft, spezifische  mdutterliche
Grunderkrankungen z.B. Krebs, Malaria, HIV-Infektion, Schwangerschaftsentstehung

durch In-vitro-Fertilisation (IVF) oder intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI),
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induzierter Abort, Cerclage oder Konisation der Zervix, vorzeitiger Blasensprung
(engl.: premature rupture of membranes; PROM) sowie Sphinkter- oder andere
Geburtsverletzungen durch die vaginale Geburt.

Bei allen Publikationen, die durch Titel und Abstract als geeignet erschienen, wurde
der Volltext evaluiert. Publikationen wurden als geeignet gewertet und in die Analyse
inkludiert, wenn die Inzidenz der jeweiligen Schwangerschaftskomplikation in der
ersten und zweiten Schwangerschaft vorhanden war oder das Geburtsgewicht und die
Schwangerschaftslange fur die erste und zweite Schwangerschaft angegeben war.
Hieraus ergaben sich 37 geeignete Studien. Einige dieser Studien erwiesen sich als
geeignet fur die Analyse des Geburtsgewichts und/oder einer oder mehrerer
Schwangerschaftskomplikationen und wurden daher mehrfach verwendet. Folglich
wurden 13 Publikationen zum Geburtsgewicht, drei Publikationen zu spontanem
Abort/Fehlgeburt, zwei Publikationen zu schwangerschaftsinduziertem Hypertonus,
neun Publikationen zu Praeklampsie, funf Studien zu Gestationsdiabetes, acht
Publikationen zu Friahgeburtlichkeit und funf Publikationen zu FGR/SGA/IUGR
analysiert.

Aus den 13 identifizierten Publikationen, die vollstandige Daten zum Geburtsgewicht
und der Schwangerschaftslange der ersten und zweiten Schwangerschaft angaben,
wurde die relative Gewichtsanderung der Neugeborenen von der zweiten zur ersten

Schwangerschaft berechnet:

Relative Gewichtsénderung = M!ttleres Geburtsqew!cht !n der 2. Schwangerschaft
Mittleres Geburtsgewicht in der 1. Schwangerschaft

Bei den Schwangerschaftskomplikationen wurde zum einen das relative Risiko fur das
Wiederauftreten einer bestimmten Komplikation nach erster Schwangerschaft mit
ebendieser oder die Wahrscheinlichkeit fur die erneute Abwesenheit einer bestimmten
Komplikation nach unkomplizierter erster Schwangerschaft berechnet. Folglich wurde
die relative Risikoerhdhung oder -reduktion im Vergleich zur ersten Schwangerschaft

berechnet:

Erkrankungsinzidenz in der 2. Schwangerschaft
Erkrankungsinzidenz in der 1. Schwangerschaft

Relatives Risiko =
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Second Pregnancy or subsequent Pregnancy or
consecutive Pregnancy or parity or parous and
Women (n=18592)

Screening by title and abstract

spontaneous abortion/miscarriage n=702
gestational hypertension/PIH n=362
preeclampsia n=1124
gestational diabetes n=654
preterm n=1302 Exclusion with reasons:
SGA/IUGR n=311
birthweight n=2190 twin or multiple pregnancies
interventional studies
birth by cesarean section or breech delivery
" | case control studies on alcohol, smoking, other drugs
specific maternal condition/disease, e.g. cancer,
malaria, HIV, IVF/ICSI, induced abortion, implications

IDENTIFIKATION

Screening by full text of cerclage or conisation of the cervix, primary
rupture of membranes, perineal/sphincter injuries
spontaneous abortion/miscarriage n=31 and grand multiparity

gestational hypertension/PIH n=12
preeclampsia n=49
gestational diabetes n=39
preterm n=28
SGA/IUGR n=15
birthweight n=25

UNTERSUCHUNG
UND
EIGNUNG

Inclusion criteria:
_| comlete data set on birthweight and gestational age
and on incidence of pregnancy complication

1 for 1% and 2™ pregnancy, respectively

Studies included in quantitative analysis

spontaneous abortion/miscarriage n=3
gestational hypertension/PIH n=2
preeclampsia n=9
gestational diabetes n=5
preterm n=8
SGA/IUGR n=5
birthweight n=13

INKLUDIERT

Abbildung 2: FlieRdiagramm zur Identifikation passender Studien

Das Fliel3ddiagramm zeigt den Weg der Identifikation, Untersuchung und Inklusion der
Publikationen in die quantitative Analyse.

Abkurzungen: PIH: pregnancy induced hypertension; HIV: Humanes Immundefizienz-
Virus.

Abbildung modifiziert nach (Thiele, Ahrendt, et al., 2019)
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3.2 Materialien
3.2.1 Chemikalien

Alle genutzten Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien

Name

Firma

Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

CitiFlour™ AF Covering medium

Electron Microscopy Science, Hatfield,
Grol3britannien

Collagenase vom Clostridium
histolyticum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Diethyl-Pyrokarbonat (DEPC) treated
Water

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Nukleosidtriphosphate (ANTPs) 100 mM

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Diphtherietoxin (DT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Deoxyribonucleic acid (DNA) Loading
Dye 6X

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Ethanoic Acid (1%)

J.T.Baker, Center Valley, Pennsylvania,
USA

Ethanol (99%), denaturiert

Walter CMP GmbH & Co. KG, Kiel,
Deutschland

Eukitt medium

Eukitt, O. Kindler GmbH, Freiburg,

Deutschland

Fetal calf serum (FCS)

Gibco/ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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Formaldehyde solution

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Goldner 1 (azophloxine solution)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Goldner 2 (phosphotungstic acid)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Goldner 3 (light-green SF solution)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Gibco, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Hyaluronidase from bovine

Sigma- Aldrich Chemie GmbH. Minchen,

Deutschland

Invitrogen™ UltraPure ™10 mg/ml-
Ethidiumbromid

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Magnesiumchlorid (MgCl2) 50 mM

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Normal Rat Serum

Jackson ImmunoResearch Laboratories
West Grove, Pennsylvania, USA

Paraffin

DCS, Hamburg, Deutschland

Paraformaldehyde (PFA)

Biochemica, Billingham, Grof3britannien

Polymerase chain reaction (PCR) Buffer
(no magnesium chloride) 10X

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Platinum Taq DNA Polymerase

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Red blood cell (RBC) Lysis Buffer

eBioscience, San Diego, Kalifornien,
USA

RNAlater®

Ambion, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Tris-Acetate-EDTA-Buffer (TAE) 10X

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Trypan Blue Stain (0.4%)

0.4 %, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland
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Tween-20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Weigert’s iron hematoxylin (equal ratio of
Ferric Hematoxylin solution A and B)

Waldeck, Munster, Deutschland

Xylene Substitut

XEM, d-Limonene C10H16, DiaTech
GmbH & Co. KG, Bamberg, Deutschland

3.2.2 Kits

Genutzte Kits werden in Tabelle 2 aufgelistet. Es wurde stets der Anleitung des

Herstellers gefolgt.

Tabelle 2: Kits
Name Firma
DNeasy Kit Qiagen, Venlo, Niederlande

FoxP3Fixation/Permeabilization
Concentrate and Diluent

eBioscience, San Diego, Kalifornien,
USA

3.2.3 Primer

Die fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bendtigten Primer stehen in Tabelle 3.

Alle zusatzlichen Materialien, die fur die PCR genutzt wurden sind in Tabelle 1

aufgelistet.

Tabelle 3: Primer fiir die PCR

Primer Sequenz 5’>3’ Firma
b-Actin fwd. AGAGGGAAATCGTGCGTGAC Europhins
Genomics
bActin rev. CAATAGTGATGACCTGGCCGT Europhins
Genomics
eGFP 3’ CGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTC | Europhins
Genomics
eGFP & CCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGC Europhins
Genomics
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3.2.4 Antikorper
Alle Antikorper, die fur die Durchflusszytometrie genutzt wurden sind in Tabelle 4

aufgelistet.

Tabelle 4: Antikorper Durchflusszytometrie

Antikorper

Konjugiertes

Fluorochrom

Klon

Verdiinnung

Firma

Anti-CD3

PE eFlour610

145-2C11

1:200

BD Bioscience,
Heidelberg,

Deutschland

BV421

145-2C11

1:100

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

PE-Cy7

145-2C11

1:200

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

Anti-CD4

Pacific Blue

RM4-5

1:100

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

FITC

RM4-5

1:400

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

AF700

GK1.5

1:200

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

BV605

RM4-5

1:200

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

Anti-CD8

BV650

53-6.7

1:100

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

Anti-CD25

APC

PC61

1:200

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA
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BV605

PC61

1:100

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

Anti-CD44

Pacific Blue

IM7

1:200

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

BV785

IM7

1:100

BioLegend, San
Diego, Kalifornien,
USA

Anti-CD45

APC-Cy7

30-F11

1:400

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

Anti-FoxP3

PE

FJK-16s

1:200

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

CD16/CD3
2 Block

93

1:200

TrueStain chTM,
BioLegend, San
Diego, Kalifornien,

USA

Fixable
Viability
Dye

eFlour™

eFluor™ 506

nicht

angegeben

1:1000

Invitrogen,
ThermoFisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

OVA

Tetramer

PE

42747 I-A(d)

1:10

Sequence:
ISQAVHAAHAEINEA
GR

Abkurzungen: FITC: Fluorescein Isothiocyanate; PE: R-phycoerythrin; Cy: Cyanine;
APC: Allophycocyanin; BV: Brilliant Violet

Tabelle 5: Antikorper-Konfokalmikroskopie

Alle Antikorper, die fur die Konfokalmikroskopie genutzt wurden, sind in Tabelle 5

aufgelistet.
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Antikorper Konjugiertes | Klon Verdiinnung | Firma
Fluorochrom
DAPI eFlour 405 Nicht 1:1000 Invitrogen,

angegeben ThermoFisher

Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

SOX2 eFlour 570 Btjce 1:100 eBioscience, San
Diego, Kalifornien,
USA
NANOG eFlour 660 eBioMLC- 1:200 eBioscience, San
51 Diego, Kalifornien,
USA

3.2.5 Plastikmaterial und andere Materialien
Alle benutzten Plastikmaterialien und weitere genutzte Materialien sind in Tabelle 6
aufgelistet.

Tabelle 6: Plastikmaterial und andere Materialien

Instrument Company

12-Kammer-Platte Ibidi Martinsried, Minchen, Deutschland

Blut-Monovette (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Zellsieb (40um Nylon) Falcon Brand Products, Corning, New
York, USA

Einbettungskassette ,Macro” Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorfer Réhrchen 1,5ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

(Eppendorf Tubes ® 310X)

Falcon Roéhrchen 15ml, 50ml CELLSTAR, Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Fluorescence-activated cell sorting Corning, New York, USA
(FACS) Réhrchen
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Pasteur Pipette 3ml

Pastette, Alpha Laboratories Limited,

Eastleigh, Hampshire, Gro3britannien

PCR-Streifen 8 Tube

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Standard Mikroskop

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Sterile Kannule 26G x 27 0,45 x 12mm

B. Braun Melsungen AG, Hessen,
Deutschland

Spritze 1ml

Omnifix-F, B. Braun Melsungen AG,
Hessen, Deutschland

3.2.6 Equipment und Instrumente

Genutztes Equipment und Instrumente sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Instrumente

Name

Firma

Digitale Herdplatte mit magnetischem
Ruhrer

Scilogex, Rocky Hills, Connecticut, USA

Flow cytometer (FACS) LSR Fortessa

BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

Gel-Dokumentations-System Gel Doc
XR

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Mastercycler® nexus GX2

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Kaps, Asslar/Wetzlar, Deutschland

Mikrotom SM2010R, Leica, Bensheim,
Deutschland

Mikrowelle Robert Bosch GmbH, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Slide scanner Mirax Midi

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,

Deutschland
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3.2.7 Software

Software, die zur Analyse der Daten genutzt wurde, ist in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 8: Software

Software

Company

FACSDiva™ Software version 8.0.1

BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

FlowJo version 9.9.6 fur Apple Mac

TreeStar, Ashland, Oregon, USA

GraphPad Prism version 7

GraphPad Software, La Jolla,
Kalifornien, USA

ZEN 2.3 (Blaue Edition)

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
Deutschland

3.2.8 Mause

Die Mause wurden im Tierstall des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf in einer

keimfreien Umgebung in beltfteten Kafigen gehalten. In einem Hell-Dunkel-Zyklus von

12 Stunden hatten die Mause Zugang zu Wasser und Futter ad libitum. Die mannlichen

Mause wurden individuell, die weiblichen Mause in Gruppen von vier bis sechs Tieren,

gehalten.
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Tabelle 9: Mauslinien

Name Abkiirzung | Herkunft Referenz
C57BL6/J - Charles River | -
Balb/cJ - Zucht UKE -
CByJ.SJL(B6)- Act-mOVA- | Zucht UKE (Ehst, Ingulli
Ptprc?/J_C57BL/6-Tg(CAG- Balb/C and Jenkins,
OVA)916Jen/J 2003)
FOXP3-IRES-mRFP (Fir)/IL-10 | Fir/Tiger Zucht UKE (Y. Y. Wan and
IRES GFP-enhanced (Tiger) Flavell, 2005;
Kamanaka et
al., 2006)
C57BL/6-Tg(Foxp3- DEpletion of | Zucht UKE (Lahl et al.,
HBEGF/EGFP)23.2Spar/Mmjax | REGulatory 2007)
T cells
(DEREG)

3.2.9 Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von
C57BL6/J-DEREG- und Act-mOVA-Mausen

Von allen C57BL6/J-DEREG- und Act-mOVA-Nachkommen wurden Schwanzbiopsien
entnommen. Die DNA hieraus wurde mit Hilfe des ,DNeasy Blut und Gewebe“-Kits
nach Anleitung des Herstellers isoliert. Der PCR-Mastermix enthielt fur jede Probe 5
ul des Puffers, 2 yL MgClz, 5 ul Nukleosidtriphosphate (ANTPs) (2 mM), 1 ul jedes
Primers, 0,25 pl Platinum Tag-Polymerase (thermostabile Polymerase) und 28,75 pl
deionisiertes, mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes und 0,22 pum
membrangefiltertes Wasser. 45 yl Mastermix und 5 pl isolierte DNA wurden in einen
PCR-Streifen pipettiert. Zur Amplifikation wurde fur die DEREG-PCR folgendes
Programm genutzt: Zunachst wurde ein Heil3start (engl. hot-start) bei 94 °C fur zehn
Minuten durchgefuhrt, darauf folgten 40 Zyklen mit je 30 Sekunden bei 94 °C, 30
Sekunden bei 64 °C und 30 Sekunden bei 72 °C. Schlie3lich wurden die Proben noch
einmal far funf Minuten bei 72 °C Hitze zur vollstandigen, abschlielenden Synthese
aller DNA-Produkte gehalten. Zur Amplifikation wurde fir die Act-mOVA-PCR
folgendes Programm genutzt: Zu Beginn einmalig funf Minuten bei 95 °C (hot-start),
danach 35 Zyklen von jeweils einer Minute bei 95 °C, einer Minute bei 58 °C, einer
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Minute bei 72 °C und zum Schluss noch einmalig 10 Minuten bei 72 °C. Danach
wurden alle Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt.
In einem 2,5%igen Agarose-Gel wurde die Banden-GroRe der DNA analysiert. Hierfur
wurden 5 g trockenes Agarosepulver in 200 ml einmal verdinntem Tris-Acetat EDTA
(TAE)-Puffer aufgeldst und in der Mikrowelle aufgekocht. Nachdem die Suspension fur
das Gel abgekuhlt war, wurden 4 pl Ethidium-Bromid hinzugefugt, um die DNA-
Banden spater in fluoreszierendem Licht sichtbar zu machen. Das Gel wurde
anschlief3end in eine dafur vorgesehene Kammer gegossen und fur 30 Minuten zum
Abkuhlen stehen gelassen. Nachdem das Gel fest war, wurde die Kammer mit einfach
verdunntem TAE-Puffer gefullt. Vor dem Beladen des Gels mit den DNA-Proben
wurden diese einfach mit DNA-Lade-Farbstoff verdinnt. Der DNA-Lade-Farbstoff
enthalt Bromphenolblau und Xylencyanol, was den Verlauf der DNA im Agarose-Gel
sichtbar macht. Es wurden jeweils 20 ul der mit Ladepuffer verdinnten DNA-Probe in
die Tasche des Gels pipettiert. Die Gelelektrophorese lief bei 100 Volt (V) fir 80
Minuten. Das Gel wurde anschlieBend bei ultraviolettem (UV)-Licht mit einer
Wellenlange von 365 nm analysiert. Bei den DEREG-Mausen zeigten Wildtyp (WT)-
Mause nur ein Fragment bei 150 Basenpaaren, die transgenen DEREG Mause zeigten
zwei Fragmente bei 150 und 350 Basenpaaren. Bei den Act-mOVA exprimierenden
Mause zeigten sich zwei Fragmente bei 250 und 500 Basenpaaren, bei WT-Mausen
zeigte sich nur bei 200 Basenpaaren eine Bande. Die jeweiligen Gele wurden in der
Analyse-Kammer mit einem dafur vorgesehenen Gerat fotografiert und mit ImagedJ

analysiert.

3.3 Versuchsaufbau

Weibliche und mannliche Mause wurden in allen Versuchsreihen allogen verpaart. Die
Verpaarung der Tiere erfolgte ab dem Nachmittag eines Tages fur maximal sieben
Tage. Wahrend der Verpaarung erfolgte jeden Morgen bei allen Weibchen eine
Kontrolle des Scheideneingangs auf einen Vaginalpfropf. Dieser sprach fur eine
erfolgte Insemination durch das Mannchen wahrend der Nacht. Der Tag des
Vaginalpfropfs galt stets als Tag (Gd) 0,5 der Trachtigkeit. Erste und zweite
Trachtigkeit erfolgten zeitlich abgestimmt. So wurden zunéachst die sechs bis acht
Wochen alten Weibchen verpaart. Nachkommen aus der ersten Trachtigkeit wurden
am Tag der Geburt getotet, um die Laktation und damit verbundene

Hormonumstellungen zu vermeiden und mdglichst schnell wieder einen nicht-
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trachtigen Hormonstatus zu erreichen. Um dies zu unterstutzen wurde nach der ersten
Geburt 14 Tage bis zur erneuten Verpaarung abgewartet. Dann wurden die Weibchen
erneut mit demselben Mannchen und alterskontrolliert die Weibchen der
Kontrollgruppe erstmalig mit einem Mannchen verpaart.

Die Totung der Tiere erfolgte abhangig vom Versuch an Tag 7,5 oder 15,5 der
Trachtigkeit.

3.3.1 Einfluss von regulatorischen T-Zellen in erster und zweiter Trachtigkeit

3.3.1.1 Terminierte Trachtigkeit

Far diesen Versuchsaufbau wurden acht bis zehn Wochen alte C57BL6/J-DEREG-
Weibchen, allogen mit Balb/c-Mannchen verpaart. Alterskontrolliert erfolgte die
Verpaarung in drei Gruppen: eine Gruppe fur die erste Trachtigkeit (Abb. 3 A), eine
Gruppe fur zweimalige aufeinanderfolgende Trachtigkeit (Abb. 3 B) und eine Gruppe
mit zweimaliger Trachtigkeit, bei der nach der ersten Trachtigkeit die Tregs mittels
Diphtherietoxin (DT) depletiert wurden (Abb. 3 C). Zunachst wurden zwei Drittel der
Weibchen verpaart. All diese Mause hatten eine ungestorte erste Trachtigkeit und
wurden nach der Geburt schnellstmoglich vom Wurf getrennt. Die Halfte dieser Mause
fungierte als Kontroll-Gruppe fur zweimalige, aufeinanderfolgende und ungestorte
Trachtigkeit (Abb. 3 B), bei der anderen Halfte wurde DT zur Depletion der Tregs
intraperitoneal injiziert. Nach 14 Tagen wurden alle Weibchen erneut verpaart (Abb. 3
B, C). Zeitgleich wurden die Mause der Kontrollgruppe fur die erste Trachtigkeit
verpaart (Abb. 3 A). Die Sektion der Weibchen erfolgte an Tag 7,5 der Trachtigkeit.
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1. Trachtigkeit

Gd 0.5 Gd7.5
B 1. Trachtigkeit 2. Trachtigkeit
DEREGX Balb/c DEREG X Balb/c
I I I I
I I 14 Tage I I
Gd 0.5 Geburt Gd 0.5 Gd 7.5
C 1. Trachtigkeit 2. Tréchtigkeit
X
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Gd 0.5 Geburt Gd 0.5 Gd 7.5

Abbildung 3: Mausmodell zur Untersuchung des Einflusses von Tregs auf die
Trachtigkeit.

DEREG-Weibchen wurden allogen mit Balb/c-Mannchen in unterschiedlichen
Kohorten verpaart. Kohorte (A) war die Kontrollgruppe flr die erste Trachtigkeit.
Kohorten (B) und (C) hatten zunachst eine ungestorte Trachtigkeit. 24 und 48 h nach
der Geburt erhielten Weibchen der Kohorte (C) zur Deletion aller regulatorischen T-
Zellen (Tregs) eine intraperitoneale Injektion mit 500 ng Diphtherietoxin (DT). 14 Tage
spater wurden Kohorte (A) zeitgleich mit Kohorten (B) und (C) fir die zweite
Trachtigkeit verpaart. Die Mause wurden an Tag (Gd) 7,5 der Trachtigkeit zur Analyse
getotet.
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3.3.1.2 Depletion regulatorischer T-Zellen durch Diphtherietoxin-Injektion in
DEREG-Mausen
Zur Depletion aller regulatorischen T-Zellen im DEREG-Mausmodell nach der ersten
Trachtigkeit erhielten die Mause der entsprechenden Gruppe eine intraperitoneale
Injektion mit DT unter sterilen Bedingungen.
Das DT wurde in Aliquots zu je 10 ug/ul bei -80 °C gelagert und nur einmalig zur
Injektion aufgetaut. Die Injektionslosung wurde unter einer sterilen Werkbank
vorbereitet. Hierfir wurden 2 pg/pl des DT Aliquots in Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS oder PBS) 1:40 verdinnt. Diese verdiinnte DT-L6sung wurde erneut in
sterilem PBS zu einer Konzentration von 1:100 verdinnt. Davon wurden 100 ul
(entspricht 500 ng DT) mit einer sterilen 26 Gauge (G) Kandle in die Mause injiziert.
Die Injektion erfolgte zweimal 24 und 48 Stunden nach der Geburt (Abb. 2 B). 72
Stunden nach der Geburt wurde die erfolgreiche Depletion der Tregs durch eine
Blutprobe der Mause durchflusszytometrisch kontrolliert (Daten nicht gezeigt). Zur
Kontrolle des Stresses, der durch die intraperitoneale Injektion entsteht, erhielten auch
die Weibchen anderer Gruppen entweder 24 und 48 Stunden nach der ersten Geburt
oder vor der ersten Verpaarung eine intraperitoneale Injektion mit 100 pl sterilem PBS.
Nach der Injektion wurde das Wohlbefinden der Mause regelmafig kontrolliert.
Systemische, toxische Effekte durch die Injektion des DT wurden in vorangegangenen
Experimenten in der Arbeitsgruppe ausgeschlossen.

3.3.2 Erfassung Fetal-Antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen in der
ersten und zweiten Trachtigkeit

Zur Erfassung Fetal-Antigen-spezifischer Tregs wurden Fir/Tiger-Weibchen allogen
mit Act-mOVA-Balb/c-Mannchen verpaart. Alterskontrolliert erfolgte die Verpaarung in
zwei Gruppen: eine Gruppe flr die erste Trachtigkeit (Abb. 4 A) und eine Gruppe fur
die zweite Trachtigkeit (Abb. 4 B). Vor der erneuten Verpaarung fur die Mause, die
eine zweite Trachtigkeit erwarteten, wurde 14 Tage abgewartet. Die Sektion der
Mause erfolgte an Tag 7,5 der Trachtigkeit.
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Abbildung 4: Mausmodell zur Identifikation Fetal-Antigen-spezifischer Zellen.
Fir/Tiger-Weibchen wurden allogen mit Act-mOVA-Balb/c-Mannchen (blauer Punkt
kennzeichnet OVA-Antigen) in zwei Kohorten verpaart. Mause der Kohorte (A) hatten
eine ungestorte Trachtigkeit. Mause der Kohorte (B) hatten zunachst eine ungestorte
Trachtigkeit. 14 Tage nach der Geburt wurden Mause der Kohorte (B) fur die zweite
Trachtigkeit zur selben Zeit wie Kohorte (A) verpaart. Die Mause wurden an Tag (Gd)
7,5 der Trachtigkeit zur Analyse getotet.

3.3.3 Adoptiver Zelltransfer von unterschiedlich gepragten regulatorischen T-
Zellen

Zur genaueren Untersuchung der funktionellen Kapazitat von Tregs hinsichtlich der
Verbesserung des Trachtigkeitsausgangs wurde ein adoptiver Zelltransfer von
unterschiedlich gepragten Tregs vorgenommen (Abb. 5). Der adoptive Zelltransfer
bietet die Maoglichkeit Migration und Verteilung von transferierten Zellen in vivo zu
untersuchen. Die Zellen kénnen uber Oberflachenzellmarker verfolgt und mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert werden.
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C57BL/6J-Weibchen wurden allogen mit Act-mOVA-Balb/c-Mannchen in zwei
Kontrollgruppen fur die erste (Abb. 5 A) und zweite Trachtigkeit (Abb. 5 B) verpaart. In
zwei weiteren Gruppen wurden die C57BL/6J-Weibchen zeitlich abgestimmt mit den
Act-mOVA-Balb/c-Mannchen verpaart und bekamen jeweils am Tag des
Vaginalpfropfs 150.000 Tregs von unverpaarten Mausen (Abb. 5 C) oder
trachtigkeitsgepragte Tregs (Abb. 5 D) intravends (i.v.) injiziert. Am Tag der
Vaginalpfropfkontrolle wurde anhand der Anzahl der Vaginalpfropfe bei den
verpaarten C57BL/6J-Weibchen entschieden wie viele Spendertiere fiir den adoptiven
Zelltransfer an diesem Tag benotig wurden. Die 150.000 trachtigkeitsgepragten Tregs
wurden am Tag des Vaginalpfropfs aus den paraaortalen Lymphknoten und dem
Uterus zweimal trachtig gewesener Fir/Tiger-Weibchen gewonnen, wobei die letzte
Trachtigkeit mindestens sieben Tage her sein musste. Die Trachtigkeit entstanden im
Vorfeld durch die Verpaarung mit Balb/c-Mannchen. Fir die naiven Tregs wurden aus
unverpaarten Fir/Tiger-Weibchen 150.000 Tregs aus den paraaortalen Lymphknoten,
dem Uterus und zusatzlich der Milz gewonnen, da die Anzahl der Tregs aus
paraaortalen Lymphknoten und dem Uterus alleine nicht ausreichte. Als Spendertiere
wurden Fir/Tiger-Weibchen ausgewahlt, da diese in der Theorie das Wiederfinden der
injizierten Tregs ohne weitere Farbung mit zusatzlichen Antikdrpern in C57BL/6J-
Weibchen in der Durchflusszytometrie erlauben.

Die Sektion und Analyse der Mause, Feten und Plazenten erfolgte an Tag 15,5 der
Trachtigkeit.
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Abbildung 5: Mausmodell zur Evaluation der funktionellen Rolle von Tregs in der
Trachtigkeit. C57BL6/J-Weibchen wurden allogen mit Act-mOVA-Balb/c-Mannchen
in vier Kohorten verpaart. Die Kohorten (A) und (B) dienten als Kontrollgruppen fur die
erste (A) und zweite (B) Trachtigkeit. Mause der Kohorte (A) hatte eine ungestorte
Trachtigkeit. Mause der Kohorte (B) hatten zunachst eine ungestoérte Trachtigkeit. 14
Tage nach der Geburt wurden Mause der Kohorte (B) fur die zweite Trachtigkeit zur
selben Zeit wie Kohorte (A) sowie (C) und (D) verpaart Die Kohorten (C) und (D) waren
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die Interventionsgruppen. Mausen der Kohorte (C) wurden nach Verpaarung am Tag
des Vaginalpfropfs (Gd 0,5 der Schwangerschaft) 150.000 unverpaarte (naive) Tregs,
welche unmittelbar zuvor aus einem unverpaarten Fir/Tiger-Spenderweibchen
gewonnen wurden, intravends injiziert. Mause der Kohorte (D) erhielten am Tag des
Vaginalpfropfs 150.000 trachtigkeitsgepragte Tregs intravends, welche ebenfalls
unmittelbar zuvor aus einem Fir/Tiger-Spenderweibchen, welches zweimal trachtig
gewesen war, gewonnen wurden. Die Tiere wurden an Gd 15,5 der Trachtigkeit fur die
Analyse getotet.

3.3.3.1 Gewinnung und Aufbereitung der Zellen fiir den adoptiven Zelltransfer
Die fur den adoptiven Zelltransfer benétigten naiven (unverpaarten) Tregs (nTregs)
wurden aus unverpaarten Fir/Tiger-Weibchen gewonnen.

Zur Gewinnung von trachtigkeitsgepragten Tregs wurden Fir/Tiger Spenderweibchen
mit Act-mOVABalb/c Mannchen verpaart. Diese Weibchen hatten zweimal eine
ungestorte Trachtigkeit. Es ist davon auszugehen, dass Tregs, welche durch diese
Verpaarung generiert wurden, auch potenzielle, durch die Trachtigkeit gepragte,
Gedachtnis-Tregs (engl. memory Tregs (mTregs)) enthalten. Die Weibchen wurden
innerhalb von sieben Tagen nach der zweiten Geburt als Spendermaus getotet,
abhangig davon, wann im Experiment (Abb. 5 D) ein Vaginalpfropf auftrat.

Die Spendermause wurden durch eine 80%ige CO2 und 20%ige O2>-Narkose
anasthesiert und mittels zervikaler Dislokation getotet. Die weitere Praparation und
Organ-, sowie Zellgewinnung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zur Gewinnung der
Spenderzellen wurden bei den Mausen nach zweimaliger Trachtigkeit die inguinalen
und paraaortalen Lymphknoten, sowie der Uterus gewonnen, bei unverpaarten
Mausen wurde =zusatzlich die Milz entnommen. Alle Organe wurden zu
Einzelzelllésungen verarbeitet (genaue Details zur Verarbeitung siehe 3.6.1 und 3.6.2
sowie 3.6.4). Die Zellen wurden anschliellend gefarbt und im BD Aria Fusion nach
CD3*, CD4* und FoxP3* sortiert (Daten nicht gezeigt). Kumulativ wurden 150.000
Zellen aus den Organen gesammelt. Die sortierten Zellen wurden in einem 15ml
Falcon Tube aufgefangen, welches innen mit fetalem Kalbsserum (engl. fetal calf
serum (FCS)) beschichtet wurde. Die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit
sterilem PBS gewaschen, um das FCS zu entfernen (8 Minuten bei 4 °C und 450 g).

Danach wurden die Zellen in 1 ml sterilem PBS suspendiert und erneut zentrifugiert.
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Nachdem der Uberschuss abgekippt wurde, wurden die Zellen in 100 ul sterilem PBS

suspendiert und in eine sterile Spritze aufgezogen.

3.3.3.2 Adpotiver Transfer der Zellen

Die Zellen (mTregs oder nTregs) wurden den Empfangermausen am Tag des
Vaginalpfropfs mit einer 26 G-Kanule in den retroorbitalen Venenplexus injiziert.
Hierfir wurden die Tiere kurz mit dem oben genannten CO2/O2-Gasgemisch
anasthesiert. Das Wohlbefinden der Mause wurde danach regelmafig kontrolliert.

3.4 Ausgang der Trachtigkeit

Der Ausgang der Trachtigkeit wurde abhangig vom Versuchsaufbau an Tag 7,5 oder
15,5 der Trachtigkeit untersucht. An Tag 7,5 war es nur moglich die Anzahl der
Implantationen zu erfassen (Beispielbild Abb. 6 A). An Tag 15,5 war es mdglich, neben
der Anzahl der Feten auch die Aborte zu quantifizieren. Letztere stellten sich als
hamorrhagische Flecken dar. Zusatzlich wurde an Tag 15,5 das Gewicht der Feten
und Plazenten bestimmt und dokumentiert (Beispielbild Abb. 6 B).

A B

2cm

Abbildung 6: Exemplarischer trachtiger Uterus an Tag 7,5 links (A) mit sieben
Implantationen/Embryonen und 15,5 rechts (B) mit neun Feten.

3.5 Gewebeentnahme

Far die Gewebeentnahme wurden die Mause zunachst mit einem 80%igen CO2 und
20%igen O2-Gasgemisch anasthesiert und anschlieend mittels zervikaler Dislokation
getotet. Vor der zervikalen Dislokation wurde den anasthesierten Mausen Blut aus

dem retroorbitalen Venenplexus entnommen, welches in einem EDTA beschichteten
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Roéhrchen aufgefangen wurde. Die Bauchdecke inklusive Peritoneum wurde eréffnet.
Die paraaortalen Lymphknoten wurden entnommen und in einem 10ml Falcon-Tube
gefullt mit PBS auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde der Uterus entnommen, vom
umgebenden Gewebe gesaubert und in einer Petrischale gefullt mit PBS ebenfalls auf
Eis gelagert. Fand die Sektion der Mause an Tag 7,5 statt, wurde der Uterus langs
inzidiert, die Implantationen enthommen und jeweils einzeln in einem mit RNA-later®
gefullten Eppendorf-Tube gelagert. Je eine Implantation wurde zur histologischen
Aufarbeitung fur 24h in Formaldehyd und anschlie®end in PBS gelagert. An Tag 15,5
wurden die Feten einzeln sehr vorsichtig aus dem aus dem er6ffneten Uterus entfernt,
gewogen und danach einzeln in ,Macro“-Kassetten in Bovine gelagert. Die Plazenten
wurden ebenfalls vorsichtig entfernt. Eine Halfte der Plazenten wurde jeweils einzeln
gewogen und in mit RNA-later® geflllten Eppendorf-Tubes 24 h bei 4 °C im
Kudhlschrank und anschlief3end bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die
andere Halfte wurde fur die histologische Aufarbeitung in ,Macro“-Kassetten fur 24 h
bei 4 °C in 4 % Formaldehyd und danach in PBS gelagert.

3.6 Gewebeverarbeitung

Zur bestmoglichen Sicherung der Zellqualitat wurden alle Schritte der
Gewebeverarbeitung auf Eis durchgefuhrt. Es wurde nur davon abgewichen, wenn es
das Protokoll verlangt hat. Die Zentrifugation wurde stets bei 450 g und 4 °C fiur 8
Minuten durchgefuhrt.

Alle Protokolle zur Gewebeverarbeitung waren in der Arbeitsgruppe bereits etabliert.

3.6.1 Uterus-drainierende Lymphknoten oder inguinale Lymphknoten

Die den Uterus drainierenden, paraaortalen Lymphknoten wurden mit Hilfe des
Kolbens einer 1 ml Spritze durch ein 40 um Nylon-Sieb in einer Petrischale zerdruckt.
Das Sieb wurde mehrfach mit PBS gespdlt. Die Suspension wurde mit Hilfe einer 3 ml
Einweg-Pasteur-Pipette in ein neues 15 ml Falcon-Tube transferiert und zentrifugiert.
Der Uberschuss wurde verworfen, das Zell-Pallet wurde in 1 ml PBS suspendiert und
auf Eis gelagert, bis die Zellen weiterverarbeitet wurden.

3.6.2 Uterus
Mit einer kleinen Schere wurde der entleerte Uterus in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube,
als Vorbereitung auf den enzymatischen Verdau, in sehr kleine Stuckchen
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zerschnitten. Fur den Verdau wurden in einem 15 ml Falcon-Tube 5 mg Bovine Serum
Albumin (BSA), 5 mg Kollagenase und 1,4 mg Hyaluronidase in 5 ml Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS) geldst. Der zerkleinerte Uterus wurde zum Verdauungsansatz
hinzugegeben. Fiur den Verdau wurde das Falcon-Tube inklusive eines magnetischen
Ruhrstabchens fur eine konstante Bewegung des Gewebes wahrend des Verdauens
bei 37 °C fur 20 min und bei 500 rpm auf einer magnetischen Herdplatte im
vorgeheizten Wasserbad belassen. AnschlieBend wurde das Falcon-Tube fur 2
Minuten auf Eis gestellt, 3 ml des Uberstandes Uber ein 40 ym Nylon-Sieb in ein neues
50 ml Falcon-Tube gefiltert und 3 ml frisches HBSS zum Verdauungsansatz gegeben.
Der Verdauungsansatz wurde erneut fur 20 Minuten im Wasserbad verdaut. Danach
wurde der gesamte Verdauungsansatz Uber das 40 ym Nylon-Sieb gefiltert und
mehrfach mit PBS gesplilt. Die Suspension wurde zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet wurde in 1 ml PBS suspendiert und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

3.6.3 Blut

Das Blut wurde mit Hilfe einer 3 ml Einweg-Pasteur-Pipette aus dem EDTA-
beschichteten Rohrchen in ein 50 ml Falcon-Tube transferiert. Zur Lyse der
Erythrozyten wurde 5 ml Red Blood Cell (RBC) Lyse Buffer hinzugegeben und fir 5
Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Hinzugeben von 40 ml kaltem PBS
gestoppt. Die Suspension wurde zentrifugiert, anschiefend wurde der Uberstand
verworfen, das Zellpellet wurde in 1 ml PBS suspendiert und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

3.6.4 Milz

Die Milz wurde mit Hilfe eines 40 ym Nylon-Siebs auf einem 50 ml Falcon-Tube mit
dem Kolben einer 1 ml Spritze zerdruckt. Das Sieb wurde anschlieliend mit reichlich
PBS gespiilt. Die Suspension wurde zentrifugiert und der Uberschuss wurde
verworfen. AnschlieRend wurden die Erythrozyten, wie in 3.6.3 beschrieben mit 3 ml
RBC-Lyse Buffer lysiert. Die Reaktion wurde durch das Hinzugeben von 40 ml kaltem
PBS gestoppt. Nach Beendigung der Lyse wurde die Suspension zentrifugiert und der
Uberschuss verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS suspendiert und bis zur

weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.
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3.6.5 Zellzahlbestimmung

Mit Hilfe eines Hamozytometers (Neubauer-Zahlkammer) wurde die Konzentration der
Zellen in den jeweiligen Zellsuspensionen bestimmt. Eine 10 pl Suspensionsprobe
wurde 1:10 (Uterus) oder 1:50 (Lymphknoten und Milz) in Trypanblau-Lésung verdinnt
und in die Zahlkammer pipettiert. Die Zellen in allen vier Quadranten wurden gezahlt
und der Mittelwert wurde ermittelt. Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet: Mittelwert x
Verdlnnungsfaktor (10 oder 50) x 10* =Zellzahl/ml).

3.6.6 Durchflusszytometrie

Zur Farbung der Zellen mit Antikorpern fur die durchflusszytometrische Analyse
wurden 1x10°% Zellen jedes Organs benutzt. Die Zellen wurden in spezielle
durchflusszytometrische (engl. Flourescence Activated Cell Sorting, FACS) Rdéhrchen
pipettiert und nach Hinzugabe von 1ml PBS zentrifugiert (450 g, 4°C, 8 Minuten). Der
Uberschuss wurde verworfen und unspezifische Bindungen am F.-Rezeptor, sowie an
der Zelloberflache wurden im Zellpellet durch die Inkubation mit einem Ratten Anti-
Maus CD16/CD32 Antikdérper (Fc Block) und normalem Rattenserum (NRS;
Oberflachen-Block) fur 15 Minuten bei 4° an einem dunklen Platz (Kuhlschrank)
inkubiert. Danach wurden die Zellen je nach Experiment mit den unterschiedlichen
Antikorper-Mixen fur die oberflachliche Zellmarkierung gefarbt und fur 30 Minuten bei
4°C in der Dunkelheit inkubiert. Die optimale Konzentration fur jeden AntikOrper wurde
bereits vorher in der Arbeitsgruppe etabliert. Alle AntikGrper und deren Konzentration
sind in Tabelle 4 aufgelistet. Zeitgleich mit dem Antikorper-Mix erfolgte die Inkubation
mit eFlour506 Fixable Viability Dye zur |dentifikation toter Zellen. Hiernach wurden die
Zellen mit 1ml PBS gewaschen (4°C, 8 Minuten, 450 g). Der Uberschuss wurde
verworfen und das Zellpellet wurde in 300ul PBS suspendiert.

Zur durchflusszytometrischer Analyse der Tregs aus den C57BL/6J-Mausen im
adoptiven Zelltransfer-Experiment (Abb.5) war es notwendig, die Zellen zu fixieren und
zu permeabilisieren, um den intrazellularen Transkriptionsfaktor FoxP3 zu farben. Zur
Fixation der Zellen sowie zur intrazellularen Farbung des Transkriptionsfaktors FoxP3
wurde das Kit ,FOXP3/ Transkriptionsfaktor Fixier- und
Zellpermeabilisierungskonzentrat® von eBioscience™ benutzt. Es wurden die
Herstelleranweisungen zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen befolgt. Darauf
folgte die intrazellulare Farbung der Zellen mit den Antikorpern CD45 und FoxP3 zur

|dentifikation der Tregs.
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Durchflusszytometrische Daten wurden mit dem BD LSR Fortessa Il und der
dazugehdorigen DIVA-Software erhoben (UKE FACS Core facility).

Von jedem Antikérper wurde fir jedes Organ Flourescence minus one (FMO)
Kontrollen erstellt, um positive und negative Zellpopulationen sicher abgrenzen zu
konnen. Ebenso wurden alle Flourochrome gegeneinander kompensiert, um falsch-
positive Signale, welche durch Uberlagerung der Emissionswellen verschiedener
Farben entstehen konnen, auszuschlieBen. Die durchflusszytometrischen Daten
wurden mit der FlowJo- Software analysiert.

3.7 Histologie

3.7.1 Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

FUr die histologische Analyse der verschiedenen Plazentaareale wurden die in
Formalin fixierten Plazenten in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden
die eingebetteten Plazenten im Medianschnitt in 4um dicke Schnitte geschnitten und
auf Objekttragern fixiert. Die Schnitte wurden zweimal jeweils 10 Minuten lang mit
Xylolersatz entparaffinisiert und anschlieend jeweils funf Minuten lang in einer
abgestuften Reihe von Ethanol rehydriert. Danach wurde die Masson-Goldner-
Trichrom-Farbung nach dem im Labor etablierten Protokoll durchgefuhrt: zunachst
wurden die Objekttrager fur acht Minuten in Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Farbe-
Losung inkubiert. Als nachstes wurden die Objekttrager kurz in einprozentigen
Chlorwasserstoffalkohol eingetaucht, danach mit demineralisiertem Wasser gespult
und anschliellend fur 10 Minuten mit Leitungswasser gespult. Danach wurden die
Objekttrager fur acht Minuten in Goldner-Lésung 1 (0,33 g Ponceau de Xylidin, 0,1 g
Acid Fuchsin, 3 ml Essigsdure ad 500 ml destilliertes Wasser) inkubiert und
anschlieBend zweimal mit einprozentiger Essigsaure fur jeweils 30 Sekunden
gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Objekttrager fur neun Minuten in Goldner-
Lésung 2 (20,0 g Molybdatophosphorsaure-Hydrat und 10,0 g Orange G und 500 ml
destilliertes Wasser) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fur je 30 Sekunden mit
einprozentiger Essigsaure wurden die Objekttrager fur drei Minuten in Goldner-Lésung
3 (1,0 g Light Green SF gelblich und 1 ml Essigsdure ad 500 ml destilliertes Wasser)
inkubiert. Danach wurden die Plazenta-Objekttrager erneut zweimal fir 30 Sekunden
und zwei Minuten mit einprozentiger Essigsaure gewaschen und in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 96 %, 100 % jeweils fur zwei bis drei Minuten) und
Xylene Substitut (XEM) zweimal far funf Minuten rehydriert. Zuletzt wurden die
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Objekttrager mit dem Eindeckmedium ,Eukitt* und einem Deckglas abgedeckt und mit
dem Mirax Midi Slide Scanner gescannt.

Die histomorphologische Analyse der unterschiedlichen Plazentaareale wurde mit
Hilfe des Analyseprogramms ZEN lite blue durchgefuhrt. Nach der Masson-Goldner-
Trichrom-Farbung erscheinen Zellkerne dunkelbraun, Muskeln und Zytoplasma
dunkelrot, Erythrozyten leuchtend orange und Bindegewebe grun.

Die Analyse der Plazenta erfolgte nach histologischer Aufarbeitung digital durch die
Vermessung der verschiedenen Plazentaanteile mit Hilfe der ZEN Blue Software.

3.7.2 Markierung von Stammzellen in Mausembryonen an Tag 7,5 der
Schwangerschaft zur Analyse in der konfokalen Mikroskopie
Diese Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Judith Eckert
durchgefuhrt. Um Rulckschlusse auf die fetale Entwicklung an Tag 7,5 der murinen
Trachtigkeit zu ziehen, wurden die embryonalen Stammzellen mit verschiedenen
Antikorpern gefarbt, um sie in der konfokalen Mikroskopie sichtbar zu machen. Die
embryonalen Stammzellen leisten durch die Bildung der Keimblatter den groRten
Beitrag zur Embryogenese, da sie unter anderem uber ein pluripotentes Potenzial und
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung verfugen. Die Aufrechterhaltung der Pluripotenz
dieser Stammzellen hangt von der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren,
beispielsweise SOX2, OCT4 und NANOG, ab (Swain et al., 2020).
Die Implantationen/Embryonen wurden in PBS auf Eis vorsichtig aus dem Uterus
entnommen und in eine frische Schale Uberfuhrt. Die Dezidua wurde entfernt und der
Trophoblast wurde vom Embryo abgeschalt. Unmittelbar darauf folgte die Fixierung
mit 4 % Paraformaldehyd fir 30 Minuten. AnschlieBend wurden die Embryonen
dreimal mit PBS gewaschen. Um die Embryonen fur die konfokale Mikroskopie
durchlassig zu machen, wurden sie in eine Lésung von 0,5 % Triton in PBS gegeben.
Anschlieflend wurden die Embryonen dreimal eine Stunde lang in PBS-Tween (0,1 %
Tween 20 in PBS) und 4 mg/ml BSA (PBS-T/BSA) gewaschen.
Nach der Fixierung und Permeabilisierung wurden die Embryonen mit jeweils drei
Antikérpern, SOX2, NANOG und DAPI, gefarbt. Die Embryonen wurden mit dem in
PBS-T/BSA verdunnten Antikdrpercocktail SOX2 (1:100) und NANOG (1:200) tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlielRend wurden die Embryonen dreimal in PBS-T/BSA
gewaschen, gefolgt von einer 15-minltigen DAPI-Farbung (1:1000 in PBS-T/BSA).
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Die Embryonen wurden mit dem Eindeckmedium Citiflour auf speziell daflr
vorgesehene Kammerschalen aufgebracht und sofort zum konfokalen Mikroskop
transportiert.

Dort fand unter dem Objektiv X20 die Analyse statt. Die optischen Schnitte waren 5—
7,5 ym dick und bei den meisten Embryonen konnte eine Tiefe von etwa 250 ym
erreicht werden, was knapp der Halfte des Embryos entspricht. Die Embryonen
wurden nacheinander in verschiedenen Kanalen gescannt. Die Bilder wurden in der

Imaris-Software analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Literaturrecherche

Zur allgemeinen Erhebung eines klinischen Anhaltspunktes fur alle folgenden,
grundlagenbasierten Experimente wurden in einer groReren Literaturrecherche
humane Studien identifiziert, die Informationen zum Geburtsgewicht in der ersten und
zweiten Schwangerschaft sowie die Lange der Schwangerschaft und/oder Inzidenzen
von Schwangerschaftskomplikationen in erster und zweiter Schwangerschaft
bereitstellten. Das Geburtsgewicht wurde als Messgrofie flr das fetale Outcome der
Schwangerschaft festgelegt. Die bekanntesten Schwangerschaftskomplikationen
wurden anschlieRend separat analysiert. Es wurde stets die erste mit der zweiten
Schwangerschaft verglichen.

4.1.1 Vergleich des Geburtsgewichts in der ersten und zweiten
Schwangerschaft

Fir die Untersuchung des Geburtsgewichtes in der ersten und zweiten
Schwangerschaft wurden insgesamt 13 Studien aus unterschiedlichen Landern
eingeschlossen (Tabelle 9).

Es konnte gezeigt werden, dass Neugeborene der ersten Schwangerschaft ein
durchschnittliches Geburtsgewicht von 3204 g + 243 g, Neugeborene der zweiten
Schwangerschaft ein durchschnittliches Geburtsgewicht von 3338 g + 246 g hatten
(Abb. 7 A, B). Resultierend zeigte sich ein um 4,2 % hdéheres Geburtsgewicht bei
Neugeborenen der zweiten Schwangerschaft. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
dass die Lange der Schwangerschaft in beiden Gruppen annahrend gleich war,
welches die Schwangerschaftslange als verfalschenden Faktor ausschloss (Abb. 7 C).

Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 7: Analyse des Geburtsgewichts in der ersten und zweiten
Schwangerschaft. Relativer Anstieg des Geburtsgewichts in der zweiten
Schwangerschaft im Vergleich zur ersten Schwangerschaft (A), die Referenz fur jede
Studie ist auf der linken Seite dargestellt, der relative Anstieg des Gewichts ist auf der
rechten Seite dargestellt. Absoluter Anstieg des Geburtsgewichts (B), und Lange der
Schwangerschaft (C). Dargestellt sind Mittelwert £ Standardfehler. Die Daten fur B und
C stammen aus denselben Studien wie in A gezeigt. Abbildung modifiziert nach
(Thiele, Ahrendt, et al., 2019).
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Tabelle 9: Ubersicht aller inkludierter Studien in die Analyse des
Geburtsgewichts in der ersten und zweiten Schwangerschaft.
Publikation Herkunft der Studienpopulation | n
(Blankson et al., 1993) Alabama, USA 737
(Chiba, Ebina and Kashiwakura, 2013) Japan 560
(Ghaemmaghami et al., 2013) Iran 858
(Hickey CA, Cliver SP, Goldenberg RL, Alabama, USA 152
1992)
(Hutcheon and Platt, 2008) Montreal, Kanada 1220
(Joshi et al., 2005) Maharashtra, Indien 770
(Lain, Krohn and Roberts, 2005) Pennsylvania, USA 6 148
(Lykke, Paidas and Langhoff-Roos, 2009) | Danemark 536
419
(Majoko F, Nystrom L, Munjanja SP, Simbabwe 10 569
Mason E, 2014)
(Paterson and Saunders, 1991) GroRbritannien 75974
(Raisanen et al., 2013) Finnland 686
114
(Van Oostwaard et al., 2014) Niederlande 503
(Mark A. Wilcox, Chang and Johnson, GroRbritannien 3 457
1996)

4.1.2 Schwangerschaftskomplikationen in der ersten und zweiten

Schwangerschaft

Neben der Analyse des Geburtsgewichts in der ersten und zweiten Schwangerschaft
wurde auch die Wahrscheinlichkeit verschiedener Schwangerschaftskomplikationen in
der ersten und zweiten Schwangerschaft untersucht. Die Ergebnisse werden fur jede
Schwangerschaftskomplikation einzeln prasentiert.

Im Appendix findet sich eine Tabelle, die alle Studien und deren Population, sowie das
Herkunftsland festhalt (Tabelle 15).

4.1.2.1 Spontaner Abort/Fehlgeburt

Aus den drei eingeschlossenen Studien zur Schwangerschaftskomplikation

,Spontaner Abort/Fehlgeburt® wurde eine Inzidenz von 10,9 % in der ersten
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Schwangerschaft berechnet. Das Risiko, eine erneute Fehlgeburt in der
Folgeschwangerschaft zu erleiden war 23,8 %, was eine Risikoerh6hung um das 2,2-
fache bedeutet (Abb. 8 rechts). Bei Frauen, die eine unkomplizierte erste
Schwangerschaft hatten, zeigte sich eine Reduktion des Risikos fur einen spontanen
Abort in der zweiten Schwangerschaft um 54 % auf 4,9 % (Abb. 8 links).

4.1.2.2 Praeklampsie und schwangerschaftsinduzierte Hypertonie (SIH)

Fir die Schwangerschaftskomplikation Praeklampsie, zu der 9 Studien
eingeschlossen wurden, zeigte sich in der ersten Schwangerschaft eine Inzidenz von
4,8 %. Litt eine Frau in der ersten Schwangerschaft an einer Praeklampsie, so zeigte
sich das Risiko in der zweiten Schwangerschaft um das 3-fache erhoht. Daraus
errechnet sich eine Wiederholungsrisiko von 13,9 % (Abb. 8 B rechts). Frauen, deren
erste Schwangerschaft gesund und unkompliziert verlief, entwickelten nurin 1,6 % der
Falle eine Praeklampsie in ihrer zweiten Schwangerschaft.

Separat davon wurde ebenfalls die schwangerschaftsinduzierte Hypertonie (SIH)
untersucht, da diese in eine Praeklampsie ubergehen kann. Es wurden nur zwei
Publikationen fur diese Schwangerschaftskomplikation gefunden (Tabelle 10). Die
Inzidenz fur eine SIH in der ersten Schwangerschaft lag bei 6 %. Das Rezidivrisiko in
der zweiten Schwangerschaft war 3,2-fach erhdht und lag bei 19,6 %. Die Studien
beschreiben jedoch unterschiedliche Ergebnisse: Boghossian et al. zeigten, dass sich
das Rezidivrisiko der SIH in der zweiten Schwangerschaft erhoht, wohingegen Wallace

et al. zeigten, dass sich ebendieses reduziert.

4.1.2.3 Fruhgeburt

Es konnten 8 Studien zur Schwangerschaftskomplikation ,Frihgeburt®, per Definition
die Geburt  eines lebenden Neugeborenen  vor 37  vollendeten
Schwangerschaftswochen, gefunden werden. Aus den inkludierten Studien ergab sich
insgesamt eine Inzidenz fur eine Fruhgeburt in der ersten Schwangerschaft von 7,8
%. Das Risiko, in der Folgeschwangerschaft erneut eine Frihgeburt zu erleiden, zeigte
sich mit 21,5 % 3-fach erhdht (Abb. 8 C rechts). Bei einem am Termin geborenen Kind
in der ersten Schwangerschaft, wurde das Risiko, in der darauffolgenden
Schwangerschaft eine Frihgeburt zu erleiden, auf 4,6 % reduziert (Abb. 8 C links).
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4.1.2.4 Fetale Wachstumsrestriktion: Small for gestational age (SGA)/
intrauterine growth restriction (IUGR)
Die Schwangerschaftskomplikationen SGA und IUGR wurden gemeinsam behandelt.
Wie in der Einleitung erlautert, unterscheiden sich diese Komplikationen durch die
pranatale sonographische Diagnostik, wurden jedoch fur die Analyse als ahnlich
angesehen und daher gemeinsam ausgewertet.
Aus den funf inkludierten Studien errechnete sich eine Inzidenz von 9,1 % fur einen
von SGA/IUGR betroffenen Feten in der ersten Schwangerschaft. Mit einer
Risikoerhdhung um das 2,9-fache zeigte sich in der zweiten Schwangerschaft bei 24,1
% der Frauen erneut ein von SGA oder IUGR betroffener Fetus (Abb. 8 D rechts). Ein
um 41 % reduziertes Risiko zeigte sich bei Frauen, die in der ersten Schwangerschaft
ein normalgewichtiges Kind zur Welt brachten. Hier lag die Inzidenz fur ein von SGA
oder IUGR betroffenen Fetus bzw. Neugeborenes in der zweiten Schwangerschaft bei
5,28 % (Abb. 8 D links).

4.1.2.5 Gestationsdiabetes mellitus (GDM)

Insgesamt 5 Studien konnten identifiziert werden, die sich passend fur die Analyse mit
dem Gestationsdiabetes als Schwangerschaftskomplikation auseinandergesetzt
haben. Die errechnete mittlere Inzidenz fur einen Gestationsdiabetes in der ersten
Schwangerschaft war 3,5 %. Das Rezidivrisiko zeigte sich in der zweiten
Schwangerschaft mit 49,6 % um das 16,8-fache erhdht (Tabelle 10). Nach einer
unkomplizierten ersten Schwangerschaft war das Risiko fur einen GDM in der zweiten
Schwangerschaft mit 3 % ahnlich hoch wie das Risiko fiir eine erste Schwangerschaft.
Die Angaben der Studien, insbesondere zum Rezidivrisiko variierten sehr (Tabelle 10).
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Abbildung 8: Risiko fur Schwangerschaftskomplikationen in der ersten und
zweiten Schwangerschaft. Relative Risikoreduktion (links) fur die Komplikationen
spontaner Abort/Fehlgeburt (A), Praeklampsie (B), Frihgeburtlichkeit (C), small for

gestational age (SGA); intrauterine growth restriction (IUGR) (D) nach einer
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unkomplizierten ersten Schwangerschaft und relative Risikoerhéhung (rechts) fir die

zweite Schwangerschaft nach einer ersten Schwangerschaft, die von der jeweiligen

Komplikation gepragt war. Abbildung modifiziert nach (Thiele, Ahrendt, et al., 2019).

Tabelle 10: Risiko

far

schwangerschaftsinduzierte

Hypertonie und

Gestationsdiabetes mellitus in erster und zweiter Schwangerschaft

Referenz Relative Risikoreduktion | Relative Risikoerh6hung
nach unkomplizierter nach komplizierter erster
erster Schwangerschaft Schwangerschaft

Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie (SIH)

(Boghossian et al., 2015) | 0,2 2,17

(Wallace et al., 2016) 0,27 0,89

Durchschnitt 0,24 1,53

Gestationsdiabetes (GDM)

(Nansi S. Boghossian et | 1,05 37,95

al., 2014)

(Ehrlich et al., 2011) 0,77 8,30

(England et al., 2015) 0,87 15,90

(Getahun, Fassett and 1,08 10,59

Jacobsen, 2010)

(Khambalia et al., 2013) 0,73 11,14

Durchschnitt 0,90 16,78

4.2 Die Funktion regulatorischer T-Zellen in der Schwangerschaft

Nachdem die Literatur so eindrtckliche klinische Ergebnisse darlegte, war das primare
Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob Tregs und potenzielle gepragte Gedachtniszellen
dieser Tregs eine Auswirkung auf den Verlauf und vor allem den fetalen Ausgang der
in der haben. Dies wurde in

Schwangerschaft zweiten Schwangerschaft

verschiedenen Experimenten im Mausmodell untersucht.
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4.2.1 Funktionelle Rolle der regulatorischen T-Zellen in der Trachtigkeit
Zunachst erfolgte, wie im Methoden-Teil unter 3.3.1 beschrieben, eine
Experimentreihe im DEREG-Mausmodell, um die Funktionalitat der Tregs fur den
Trachtigkeitsausgang herauszustellen.

4.2.1.1 Implantationen

Als Anhaltspunkt fur den Trachtigkeitsausgang an Tag 7,5 der murinen Trachtigkeit
wurden die Implantationen im Uterus gezahlt. Zu diesem Zeitpunkt der Trachtigkeit ist
es (noch) nicht méglich, zwischen erfolgreicher (spater Fetus) und erfolgloser (spater
Abort) Implantation zu unterscheiden. Die Implantationsrate zeigte sich in allen
Gruppen ahnlich (Abb. 9). Mause in der Gruppe wahrend ihrer ersten Trachtigkeit
(n=8) hatten im Durchschnitt 9,8 Implantationen. Mause wahrend ihrer zweiten
Trachtigkeit (n=6) zeigten im Schnitt 10,25 Implantationen und Mause, deren Tregs
nach der ersten Trachtigkeit mittels DT depletiert wurden (n=6), zeigten in der zweiten
Trachtigkeit durchschnittlich 9 Implantationen.

Zur Untersuchung eines weiteren fetalen Parameters wurden die vorsichtig aus dem
Uterus entnommenen Embryonen durch Prof. Dr. Judith Eckert nach Aufarbeitung mit
NANOG-, SOX-2- sowie DAPI-Antikérpern gefarbt und in der konfokalen Mikroskopie
analysiert.. NANOG und SOX-2 sind jeweils Transkriptionsfaktoren fur die
Selbsterneuerung von undifferenzierten embryonalen Stammzellen und erlauben in
der konfokalen Mikroskopie die Quantifizierung von Stammzellen. DAPI ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, welcher zur Markierung der DNA genutzt wird. Durch die
Farbung von Zellen mit DAP| werden die Zellkerne aller kernhaltigen Zellen in der
konfokalen Mikroskopie sichtbar gemacht.

Es konnte gezeigt werden, dass die absolute Anzahl der NANOG- und SOX-2-
gefarbten Zellen in Embryonen von Mausen in ihrer zweiten Trachtigkeit ohne
Depletion hoher war als bei Embryonen von Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit
(Daten nicht gezeigt). Durch die Depletion der Tregs und potenziellen mTregs nach
der ersten Trachtigkeit blieb die Erhéhung der NANOG- und SOX-2-gefarbten Zellen
in Embryonen von Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit aus (Daten nicht gezeigt).
Diese Embryonen zeigten ahnliche absolute Zellzahlen wie Embryonen wahrend der
ersten Trachtigkeit (Daten nicht gezeigt). Auch in der relativen Darstellung von SOX
zu DAPI bzw. NANOG zu DAPI zeigte sich ein hoheres Verhaltnis bei Embryonen von

Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit verglichen mit Embryonen von Mausen
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wahrend ihrer ersten Trachtigkeit. Embryonen von Mausen in der zweiten Trachtigkeit,
deren Tregs und mTregs nach der ersten Trachtigkeit depletiert wurden, zeigten ein
deutlich niedrigeres Zell-Verhaltnis als Embryonen von Mausen der anderen beiden

Gruppen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Depletion der Tregs nach der ersten Trachtigkeit verandert die
Implantationsrate nicht. Zahl der Implantationen an Tag 7,5 der Trachtigkeit nach
Verpaarung von C57BL6/J-DEREG-Weibchen mit Balb/c- Mannchen bei Mausen
wahrend ihrer ersten Trachtigkeit (schwarze Saule), Mausen wahrend ihrer zweiten
Trachtigkeit (blaue Saule) und Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit nach
Depletion der Tregs im Anschluss an die erste Trachtigkeit (blau schraffierte Saule).
Gezeigt wird der Durchschnitt £ Standardfehler, Gruppengrof3e auf jeder Saule

markiert.

4.2.1.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zur miutterlichen
Immunadaptation

Ziel des Versuchs war es, herauszufinden, welchen Einfluss die Depletion der Tregs
und potenziellen Gedachtnis-Tregs nach der ersten Trachtigkeit auf die
Immunadaptation wahrend einer zweiten Trachtigkeit an Tag 7,5 der Trachtigkeit hat.
Die Ergebnisse der mautterlichen Immunadaptation wurden anhand der
durchflusszytometrisch erhobenen Daten ausgewertet.

In den Uterus-drainierenden Lymphknoten zeigte sich in der Gruppe von Mausen
wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit ohne Depletion der Tregs ein hoherer Anteil von
CD3* T-Zellen in CD45* Zellen, verglichen mit der Gruppe von Mausen wahrend ihrer
ersten Trachtigkeit (Abb. 10 A). Eine Depletion der Tregs nach der ersten Trachtigkeit
fuhrte wahrend der zweiten Trachtigkeit zu einem niedrigeren Anteil der CD3* T-Zellen
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als bei Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit ohne Depletion und einem hoheren
Anteil als bei Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit (Abb. 10 A).

Des Weiteren wurden aus den CD45*/CD3* T-Zellen die CD4* T-Zellen gemessen und
in allen CD45* Zellen bestimmt. Mause wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit ohne
Depletion hatten einen gréferen Anteil an CD4* T-Zellen als Mause wahrend ihrer
ersten Trachtigkeit (Abb. 10 B). Mause, deren Tregs nach der ersten Trachtigkeit
depletiert wurden, zeigten wahrend der zweiten Trachtigkeit einen etwas hoheren
Anteil an CD3" T-Zellen als Mause wahrend ihrer ersten Trachtigkeit und einen
kleineren Anteil als Mause wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit ohne Depletion (Abb. 10
B).

Die Unterschiede zwischen den Gruppen fur CD3* und CD4* T-Zellen waren statistisch
nicht signifikant.

Auch die Tregs, charakterisiert durch CD4* und FoxP3*, wurden in allen CD45" Zellen
gemessen. Hier zeigte sich der Anteil der Tregs in der Gruppe von Mausen wahrend
der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion verglichen mit der Gruppe von Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit signifikant héher (Abb. 10 C). Die Depletion der Tregs
nach der ersten Trachtigkeit fuhrte in der zweiten Trachtigkeit zu einem niedrigen
Anteil von Tregs als bei Mausen in der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion und einem

etwas hoheren Anteil als bei Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit (Abb. 10 C).
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Abbildung 10: Depletion von Tregs nach der ersten Trachtigkeit beeinflusst die
Immunadaptation in der folgenden Trachtigkeit. Durchflusszytometrische Analyse
der mutterlichen Immunadaptation an die Trachtigkeit an Tag 7,5 der Trachtigkeit,
hinsichtlich der Frequenzen von CD3" (A), CD4* (B) und CD4" FoxP3* Tregs (C)
gemessen in CD45" Zellen der Uterus-drainierenden Lymphknoten. Die Saulen von
links nach rechts zeigen: Mause wahrend ihrer ersten Trachtigkeit (schwarze Saule),
Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit (blaue Saule) und Mausen wahrend ihrer

zweiten Trachtigkeit nach Depletion der Tregs im Anschluss an die erste Trachtigkeit
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(blau schraffierte Saule). Links werden die Mittelwerte * Standardfehler und
Gruppengrofien der jeweiligen Gruppen (Gruppengrofde markiert auf den Saulen)
gezeigt. Rechts werden reprasentative Punktauftragungen (engl. dotplots) fur jede
Gruppe mit den jeweiligen Zellpopulationen gezeigt. Statistische Signifikanz
gekennzeichnet durch * <0,05.

Die Analyse der Uteruszellen zeigte im Vergleich bei Mausen wahrend der ersten
Trachtigkeit und Mausen mit depletierten T-Zellen nach der ersten Trachtigkeit eine
etwas hohere Frequenz der CD3* T-Zellen als bei Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit ohne Depletion (Tabelle 11). In der Analyse der CD4* T-Zellen zeigte sich
in der Gruppe der Mause wahrend der ersten Trachtigkeit ein minimal hoherer Anteil
als bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion. Die Depletion der
Tregs nach der ersten Trachtigkeit fuhrte bei diesen Mausen in der zweiten
Trachtigkeit zu einem etwas héheren Anteil der CD4* T-Zellen als bei Mausen wahrend
der ersten Trachtigkeit und Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion
(Tabelle 11). Die CD4* FoxP3* Tregs zeigten sich in der Gruppe der Mause wahrend
der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion hoher als in der Gruppe von Mausen wahrend
der ersten Trachtigkeit. Eine Depletion der Tregs nach der ersten Trachtigkeit fuhrte
bei diesen Mausen in der zweiten Trachtigkeit zu einer niedrigeren Frequenz von
Tregs als bei Mausen wahrend der ersten und zweiten Trachtigkeit ohne Depletion
(Tabelle 11). Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.

Tabelle 11: Analyse des Uterus mittels Durchflusszytometrie. Es wird der
Mittelwert + Standardfehler angegeben, ebenso die Gruppengrdle (n).

Uterus Gd 7,5

1. Trachtigkeit

2. Trachtigkeit

2. Trachtigkeit + DT

CD3*in CD45"

16,33 £ 0,778 (8)

15,78 + 0,7044 (6)

16,89 + 1,286 (6)

CD4*in CD45"

2,083 + 0,3096 (8)

1,97 + 0,2315 (6)

2,147 + 0,3154 (6)

CD4* FoxP3*in
CD45*

0,5833 £ 0,1152 (8)

0,671 % 0,0787 (6)

0,4686 + 0,06501 (6)

Die Analyse des Blutes bezlglich der systemischen maternalen Immunadaptation an
Tag 7,5 der Trachtigkeit ergab in allen Gruppen sehr ahnliche Frequenzen der
Immunzellen. Die festgestellten Unterschiede waren nur marginal. Die Frequenz der

CD3* T-Zellen war in der Gruppe der Mause wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit ohne
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Depletion am hdchsten (Tabelle 12). Durch die Depletion der Tregs nach der ersten
Trachtigkeit zeigte sich bei diesen Mausen in der zweiten Trachtigkeit eine etwas
niedrigere Frequenz an CD3" T-Zellen als bei Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit ohne Depletion, aber eine etwas hohere Frequenz als bei Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit. Die Frequenz von CD4* T-Zellen waren bei Mausen
wahrend der ersten und zweiten Trachtigkeit sehr ahnlich. Die Depletion der Tregs
flihrte zu einer etwas niedrigeren Frequenz von CD4* T-Zellen in der zweiten
Trachtigkeit. Die Frequenz der CD4* FoxP3" Tregs war bei Mausen wahrend der
zweiten Trachtigkeit ohne Depletion hoher als bei Mausen wahrend der ersten
Trachtigkeit (Tabelle 12). Die Depletion der Tregs nach der ersten Trachtigkeit fuhrte
in der zweiten Trachtigkeit zu einer ahnlichen Frequenz der Tregs wie bei Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit (Tabelle 12). Die Ergebnisse erreichten keine
statistische Signifikanz.

Tabelle 12: Analyse des Blutes mittels Durchflusszytometrie. Es wird der
Mittelwert + Standardfehler angegeben, ebenso die Gruppengrdle (n).

Blut Gd 7,5 1. Trachtigkeit 2. Trachtigkeit 2. Trachtigkeit + DT

CD3*in CD45"

24,83 + 1,865 (8)

28,16 + 1,945 (6)

26,12 + 3,156 (6)

CD4*in CD45"

13,42 + 2,098 (8)

13,85 + 0,9702 (6)

12,35 + 1,947 (6)

CD4* FoxP3*in
CD45*

0,6875 + 0,1087 (8)

0,7033 + 0,06736 (6)

0,66 + 0,101 (6)

4.2.2 I|dentifikation Fetal-Antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen

Nachdem im vorherigen Experiment die funktionelle Rolle der regulatorischen T-Zellen
genauer untersucht wurde, stellte sich die Frage, ob diese Zellen spezifisch fur das
fetal intrauterin prasentierte Antigen sind. Darum wurde in einem neuen Experiment,
erlautert im Material-Teil unter 3.3.2, versucht, eine andere Methode zu etablieren,
Fetal-Antigen-spezifische Zellen in der Durchflusszytometrie zu erfassen. Durch die
spezifische Verpaarung von Fir/Tiger-Weibchen und Act-mOVA-Balb/c-Mannchen
wurde das OVA-Antigen in den Experimenten exklusiv von den mannlichen Mausen
und infolgedessen auch von allen, im Weibchen heranwachsenden, Feten exprimiert.
Daher wird fortan ,Fetal-Antigen-spezifisch® und ,OVA-spezifisch® synonym
verwendet. Zur ldentifikation dieser Fetal-Antigen-spezifischen Zellen wurde ein
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spezielles Tetramer genutzt, welches exklusiv an das OVA-Antigen bindet. Als
primares Versuchsergebnis wurde die mutterliche Immunadaptation in Mausen
wahrend ihrer ersten, verglichen mit Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit,
erfasst.

Zur Vergleichbarkeit mit dem vorangegangenen Experiment wurden auch diese
Versuche an Tag 7,5 der Trachtigkeit durchgefuhrt.

4.2.2.1 Implantationen

Es zeigte sich zunachst kein Unterschied zwischen beiden Gruppen bezuglich der
Implantationsrate. Beide Gruppen (erste Trachtigkeit n=6, zweite Trachtigkeit n=8)
zeigten eine durchschnittliche Anzahl von 8,5 Implantationen (Abb. 11)
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Abbildung 11: Kein Unterschied in der Implantationsrate zwischen erster und
zweiter Trachtigkeit. Anzahl der Implantationen aus der Verpaarung von Fir/Tiger-
Weibchen und Act-mOVA-Balb/c Mannchen an Tag 7,5 der Trachtigkeit wahrend ihrer
ersten (weilRe Saule) und zweiten (graue Saule) Trachtigkeit. Es wird der Mittelwert +
Standardfehler gezeigt, die Gruppengrofien sind auf den Balken markiert.

4.2.2.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zur miutterlichen
Immunadaptation

Hinsichtlich der maternalen Immunadaptation, insbesondere mit Blick auf die Anzahl

der Fetal-Antigen-spezifischen Zellen, zeigte sich in den Uterus-drainierenden

Lymphknoten die Anzahl der CD4* T-Zellen in Mausen wahrend ihrer zweiten

Trachtigkeit fast doppelt so hoch, verglichen mit Mausen wahrend ihrer ersten

Trachtigkeit (Abb. 12 A).
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Auch die Anzahl der Tregs zeigte sich in der Gruppe von Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit héher (Abb. 12 B). Beide Zellpopulationen wurden in allen CD45" Zellen
bestimmt. Das von den Tregs produzierte IL-10 war in beiden Gruppen nahezu
identisch (Abb. 12 C).

Unter allen Tregs wurden die fetal-Antigen-spezifischen Tregs subgruppiert. Es zeigte
sich eine hohere Anzahl der fetal-Antigen-spezifischen Tregs bei Mausen wahrend der
zweiten Trachtigkeit (Abb. 12 D). Insgesamt war die Anzahl dieser Zellen sehr niedrig.

Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 12: Hohere Frequenz Fetal-Antigen-spezifischer Tregs in der zweiten
Trachtigkeit. Durchflusszytometrisch erhobene Daten von Fir-Tiger-Weibchen
gepaart mit Act-mOVA-Balb/c-Mannchen an Tag 7,5 der Trachtigkeit aus den Uterus-
drainierenden Lymphknoten zur Quantifizierung der Fetal-Antigen-spezifischen Zellen.
Die weil’e Saule zeigt die Ergebnisse von Mausen wahrend ihrer ersten, die graue
Saule die Ergebnisse von Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit, rechts neben
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den Graphen sind jeweils reprasentative Punktauftragungen (engl. dotplots) fur jede
Zellpopulation zu sehen. Gezeigt werden CD4* T-Zellen (A), CD4* FoxP3* Tregs (B)
jeweils in CD45" sowie IL-10 (C) und OVA-spezifische Tregs (D) jeweils in CD4*
FoxP3* Tregs.

Gezeigt wird jeweils der Mittelwert £ Standardfehler, die Gruppengrof3en sind auf den

Saulen markiert.

In den untersuchten Uteruszellen zeigten sich die CD4* T-Zellen bei Mausen wahrend
ihrer zweiten Trachtigkeit niedriger als bei Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit
(Tabelle 13). Weiterhin zeigten sich auch die Tregs bei Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit im Vergleich niedriger (Tabelle 13). Die Menge des produzierten IL-10
zeigte sich bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit jedoch hoher als bei Mausen
in der ersten Trachtigkeit (Tabelle 13). Auch der Anteil der Fetal-Antigen-spezifischen
Tregs zeigte sich bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit hoher als bei Mausen

wahrend der ersten Trachtigkeit (Tabelle 13).

Tabelle 13: Durchflusszytometrisch erhobene Daten des Uterus an Tag 7,5 der
Trachtigkeit zur Quantifizierung der Fetal-Antigen-spezifischen Zellen. Gezeigt

werden der Mittelwert + Standardfehler und die Gruppengréf3e (n).

Uterus Gd 7,5

1. Trachtigkeit

2. Trachtigkeit

CD4*in CD45"

1,75 £ 0,3509 (6)

1,939 £ 0,5671 (8)

CD4* FoxP3*in CD45*

0,195 * 0,0505 (6)

0,0986 + 0,026 (8)

FoxP3* IL-10*in CD4* FoxP3*

13,77 £ 9,835 (6)

21,71 £ 25,62 (8)

OVA-Tetramer in CD4*
FoxP3*

5,772 + 7,086 (6)

8,981 + 6,081 (8)

Die Analyse des Blutes zeigte eine niedrigere Anzahl der CD4* T-Zellen bei Mausen
wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit im Vergleich zu Mausen in der ersten Trachtigkeit
(Tabelle 14). Die Anzahl der Tregs ebendieser Mause war marginal niedriger als bei
Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit (Tabelle 14). Die Menge des produzierten
IL-10 zeigte sich bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit hoher als bei Mausen
in der ersten Trachtigkeit (Tabelle 14). Auch die Subgruppe der Fetal-Antigen-
spezifischen Tregs war bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit héher (Tabelle

14). Der Anteil dieser Zellen war jedoch insgesamt gering.
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Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.

Tabelle 14: Durchflusszytometrisch erhobene Daten des miitterlichen Blutes an
Tag 7,5 der Trachtigkeit zur Quantifizierung der Fetal-Antigen-spezifischen
Zellen. Gezeigt werden neben den Ergebnissen der Standardfehler und die

Gruppengrolie (n).

Blut Gd 7,5

1. Trachtigkeit

2. Trachtigkeit

CD4*in CD45"

18,89 £ 2,129 (6)

16,61 % 1,358 (8)

CD4* FoxP3*in CD45*

0,915 * 0,2363 (6)

0,89 £ 0,1575 (8)

FoxP3* IL-10*in CD4* FoxP3*

2,97 £ 0,356 (6)

4,7 0,201 (8)

OVA-Tetramer in CD4*
FoxP3*

0,07667 * 0,0328 (6)

0,1+ 0,0366 (8)

4.2.3 Die Funktion Fetal-Antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen und
potenzieller regulatorischer Gedachtnis-T-Zellen
Nachdem zum einen auf die Funktion der regulatorischen T-Zellen in erster bzw.
zweiter Trachtigkeit eingegangen wurde, folglich die Antigenspezifitat dieser Zellen
untersucht wurde, sollte im letzten Experiment auf die Funktionalitat der Fetal-Antigen-
spezifischen Zellen eingegangen werden.
Ziel dieses Experimentes war, anhand der Anzahl der Feten, des fetalen Gewichts und
der Flachen-Verhaltnisse in der Plazenta an Tag 15,5 der Trachtigkeit die funktionale
Kapazitat von unterschiedlich gepragten (trachtigkeitsgepragten und naiven bzw.
ungepaarten) Tregs zu untersuchen.
Wie im Material-Teil unter 3.3.3 beschrieben wurden dafir C57BL6/j-Weibchen nach
Verpaarung am Tag des Vaginalpfropfs zwei verschiedene Arten von Tregs
transferiert: ,trachtigkeitsgepragte” Tregs (mTregs), von Mausen, die zweimal trachtig
waren und naive (ungepaarte, ungepragte) Tregs (nTregs) von Mausen, die bisher
nicht verpaart, folglich nie trachtig waren und keine potentielle Pragung der Tregs
stattgefunden hat.
Um eine Erhebung Uber den fetalen Ausgang der Trachtigkeit anhand des fetalen
Gewichts und der Analyse der Plazenta zu machen, wurden diese Experimente an Tag
15,5 der Trachtigkeit durchgefuhrt.
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4.2.3.1 Ausgang der Trachtigkeit

Die Anzahl der Feten war in allen Gruppen sehr dhnlich (Abb. 13 A). In der Gruppe
von Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit zeigte sich die hochste Anzahl an
Feten verglichen mit den anderen Gruppen. In der Gruppe der Mause wahrend ihrer
ersten Trachtigkeit ohne Injektion von zusatzlichen Tregs zeigten sich die wenigsten
Feten (Abb. 13 A). Dazwischenliegend zeigte sich bei den Mausen in ihrer ersten
Trachtigkeit die nTregs oder mTregs injizierten bekamen eine sehr ahnliche Anzahl an
Feten (Abb. 13 A).

Es zeigte sich im gesamten Experiment nur ein Abort in der Gruppe der Mause
wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion von Tregs (Abb. 13 B).

Beim fetalen Gewicht zeigte sich eine deutlichere Tendenz der Unterschiede. Feten
von Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit waren etwas schwerer als Feten von
Mausen in ihrer ersten Trachtigkeit (Abb. 13 C). Feten von Mausen, denen mTregs
injiziert wurden, waren etwas schwerer als Feten von Mausen, denen nTregs injiziert
wurden. Feten von Mausen, denen nTregs injiziert wurden waren etwas leichter als
Feten von Mausen in der zweiten Trachtigkeit. Das Gewicht der Feten von Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion von Tregs und Mausen, die nTregs
injizierten bekamen, war nahezu identisch (Abb. 13 C).

Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 13: Fetaler Ausgang der Trachtigkeit an Tag 15,5.

Die C57BL6/j-Weibchen wurden nach der Verpaarung mit Act-mOVA-Balb/c-
Mannchen an Tag 15,5 der Trachtigkeit hinsichtlich der Anzahl der Feten (A), der
Implantationsrate (B) und des fetalen Gewichts (C) untersucht. Die Saulen zeigen von
links nach rechts: Mause wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion von Tregs;
Mause wahrend der zweiten Trachtigkeit; Mause, denen zu Beginn ihrer ersten
Trachtigkeit nTregs injiziert wurden; Mause, denen zu Beginn ihrer ersten Trachtigkeit
mTregs injiziert wurden. Gezeigt wird der Mittelwert + Standardfehler, die

Gruppengrofien sind auf den jeweiligen Saulen markiert.

4.2.3.2 Plazentafunktion

Die Analyse der gesamten Plazentaflache zeigte in der Gruppe der Mause wahrend
der ersten Trachtigkeit ohne Injektion eine groRere Flache als in der Gruppe von
Mausen wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit (Abb. 14 A). Es zeigte sich ebenfalls, dass
die Plazenten der Mause, denen nTregs injiziert wurden groRer waren als die
Plazenten der Mause, die mTregs injiziert bekamen. Die Mause, die nTregs injiziert

bekamen, hatten ebenfalls eine groRere Plazentaflache als die Gruppe der Mause
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wahrend der zweiten Trachtigkeit. Insgesamt zeigte sich die grofte Plazentaflache in
der Gruppe der Mause wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion.

Die Analyse der Junktionalzone zeigte bei Mausen in der ersten Trachtigkeit ohne
Injektion eine groRere Flache als bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit (Abb.
14 B). Mause, die zu Beginn der ersten Trachtigkeit nTregs injiziert bekamen, zeigten
eine groRere Flache der Junktionalzone als Mause, die zu Beginn der ersten
Trachtigkeit mTregs injiziert bekamen (Abb.14 B). Insgesamt war die Junktionalzone
bei Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit und Mausen, die nTregs injiziert
bekamen, ahnlich grol3 (Abb. 14 B). Die Flache der Junktionalzone war bei Mausen
wahrend der zweiten Trachtigkeit und Mausen, die mTregs injiziert bekamen, ebenfalls
ahnlich grol3 (Abb. 14 B). Die Junktionalzone nahm in allen Gruppen insgesamt etwas
weniger als die Halfte der Gesamtflache ein.

Die Flache des Labyrinths zeigte sich in allen vier Gruppen von nahezu identischer
GroRRe (Abb. 14 C). In der Gruppe der Mause wahrend der ersten Trachtigkeit ohne
Injektion von Tregs zeigte sich die grofte Labyrinthflache, bei Mausen, die mTregs
injiziert bekamen, zeigte sich die kleinste Labyrinthflache (Abb. 14 C).

Das Verhaltnis zwischen Labyrinth und Junktionalzone zeigte sich bei Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion kleiner als bei Mausen wahrend der
zweiten Trachtigkeit (Abb. 14 D). Bei Mausen, die nTregs und mTregs erhielten, zeigte
sich eine ahnliche Grole des Verhaltnisses, wie bei Mausen wahrend der ersten
Trachtigkeit ohne Injektion (Abb. 14 D). Insgesamt zeigte sich das Verhaltnis bei
Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit groRer als in den drei anderen Gruppen
(Abb. 14 D).

Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 14: Histologische Analyse der Plazenta an Tag 15,5 der Trachtigkeit.
Die Plazenta wurde an Tag 15,5 der Trachtigkeit nach histologischer Aufarbeitung und
Farbung nach Masson-Goldner analysiert. Die maternale Seite der Plazenta befindet
sich am oberen Rand jedes Bildes, die fetale Seite am unteren Rand. Die gesamte
Plazentaflache ist in grin umrandet, das Labyrinth in blau umrandet. Die Bilder sind
Plazenten von Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion (A), Mausen
wahrend der zweiten Trachtigkeit (B), Mausen in ihrer ersten Trachtigkeit, denen

nTregs (C) und mTregs (D) injiziert wurden.
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Abbildung 15: Analyse der Plazentaflaichen an Tag 15,5 der Trachtigkeit.
Dargestellt sind die Flache der gesamten Plazenta (A) und die separat analysierten
Einzelareale Junktionalzone (B) und Labyrinth (C). Ebenfalls dargestellt ist das
plazentare Verhaltnis von Labyrinth zu Junktionalzone (D). Die Saulen zeigen von links
nach rechts: Mause wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion von Tregs; Mause
wahrend der zweiten Trachtigkeit; Mause, denen zu Beginn ihrer ersten Trachtigkeit
nTregs injiziert wurden; Mause, denen zu Beginn ihrer ersten Trachtigkeit mTregs
injiziert wurden. Gezeigt wird der Mittelwert + Standardfehler, die GruppengroRen sind

auf den jeweiligen Saulen markiert.

4.2.3.3 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten zur miutterlichen
Immunadaptation
In der durchflusszytometrischen Analyse der Zellen der Uterus-drainierenden
Lymphknoten zeigte sich die Anzahl der CD4" T-Zellen bei Mausen wahrend ihrer
ersten Trachtigkeit ohne Injektion niedriger als bei Mausen wahrend ihrer zweiten
Trachtigkeit (Abb. 16 A). Mause, die nTregs injiziert bekamen, zeigten eine ahnliche
63



Frequenz an CD4* T-Zellen, wie Mause in ihrer ersten Trachtigkeit ohne Injektion und
eine niedrigere Frequenz als Mause, die mTregs injiziert bekamen (Abb. 16 A). Mause,
die mTregs injiziert bekamen, zeigten dhnliche Frequenz an CD4* T-Zellen, wie Mause
wahrend der zweiten Trachtigkeit, eine hohere Frequenz als Mause wahrend der
ersten Trachtigkeit ohne Injektion und als Mause, die nTregs injiziert bekamen (Abb.
16 A).

Die Tregs zeigten sich bei Mausen in der zweiten Trachtigkeit hdher als bei Mausen in
ihrer ersten Trachtigkeit ohne Injektion (Abb. 16 B). Mause, die mTregs injiziert
bekamen, hatten eine hohere Frequenz an Tregs als Mause, die nTregs injiziert
bekamen (Abb. 16 B). Insgesamt zeigte sich die Frequenz der Tregs bei Mausen, die
nTregs oder mTregs injiziert bekamen, niedriger als bei Mausen, die ein- oder zweimal
ungestort trachtig waren (Abb. 16 B). Die Frequenz der Tregs war bei Mausen in der
zweiten Trachtigkeit im Vergleich zu den anderen Gruppen am héchsten (Abb. 16 B).
Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 16: Hohere Frequenz von CD4* T-Zellen und Tregs in zweiter
Trachtigkeit und bei Mausen in der ersten Trachtigkeit nach Injektion von
trachtigkeitsgepragten Tregs

Durchflusszytometrisch erhobene Daten von C57BL6/j-Weibchen gepaart mit Act-
mOVA-Balb/c-Mannchen an Tag 15,5 der Trachtigkeit aus den Uterus-drainierenden
Lymphknoten zur Quantifizierung der CD4* (A) und CD4* FoxP3* T-Zellen (B)
gemessen in CD45*. Die Saulen zeigen von links nach rechts: Mause wahrend der
ersten Trachtigkeit ohne Injektion von Tregs; Mause wahrend der zweiten Trachtigkeit;
Mause, denen zu Beginn ihrer ersten Trachtigkeit nTregs injiziert wurden; Mause,
denen zu Beginn ihrer ersten Trachtigkeit mTregs injiziert wurden. Gezeigt wird der
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Mittelwert + Standardfehler, die Gruppengrof3en sind auf den jeweiligen Saulen

markiert.

In den untersuchten Uteruszellen zeigten sich die CD4* T-Zellen bei Mausen in ihrer
zweiten Trachtigkeit niedriger als bei Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit ohne
Injektion (Tabelle 14). Bei Mausen, die nTregs injiziert bekamen, zeigten sich die CD4*
T-Zellen hoher als bei Mausen, die mTregs injiziert bekamen und ebenfalls hoher als
bei Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit (Tabelle 14). Die Anzahl der Tregs
zeigte sich bei Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit ohne Injektion und Mausen
wahrend der zweiten Trachtigkeit sehr ahnlich (Tabelle 14). Auerdem zeigte sich die
Anzahl der Tregs bei den Mausen, die nTregs injiziert bekamen am hochsten. Mause,
die mTregs injiziert bekamen hatten die niedrigste Anzahl an Tregs (Tabelle 14).

Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.

Tabelle 14 Durchflusszytometrisch erhobene Daten des Uterus an Tag 15,5 der
Trachtigkeit zur Quantifizierung von CD4* T-Zellen und der CD4* Foxp3* Tregs.

Gezeigt werden der Mittelwert + Standardfehler und die Gruppengrof3e (n).

Erste Zweite Erste Erste Trachtigkeit
Trachtigkeit Trachtigkeit Trachtigkeit + + mTregs
nTregs

CD4" in 3,336 £ 0,594 (7) | 2,88 +0,646 (5) | 3,477 £0,845(3) | 2,12+ 0,558 (4)
CD45* Zellen
[%]
CD4" FoxP3* 0,5837 0,5854 + 0,6155+0,1638 | 0,4344 + 0,03972
in CD45* 0,06688 (7) 0,09067 (5) (3) 4)
Zellen [%]

4.2.3.4 Analyse der injizierten Zellen

Die injizierten und je nach Spendertier gepragten und sortierten nTregs oder mTregs

konnten an Tag 15,5 der Trachtigkeit nicht in einer zufriedenstellenden Menge mittels

durchflusszytometrischer Analyse wiedergefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte durch eine Literaturrecherche gezeigt werden, dass das
Geburtsgewicht von Neugeborenen zweiter Schwangerschaften hoher ist als jenes
von Neugeborenen einer ersten Schwangerschaft, obwohl die
Schwangerschaftsdauer nahezu gleich ist. Auch zeigte sich das Risiko, an einer
immunologisch assoziierten Schwangerschaftskomplikation zu leiden, in der zweiten
Schwangerschaft deutlich reduziert, wenn die erste Schwangerschaft komplikationslos
verlief. Frauen hingegen, die in der ersten Schwangerschaft an einer
Schwangerschaftskomplikation litten, zeigten in der zweiten Schwangerschaft ein
erhohtes Risiko erneut zu erkranken. Experimentell konnte gezeigt werden, dass durch
die Depletion der Tregs nach der ersten Trachtigkeit die Anzahl der Tregs in der
zweiten Trachtigkeit vergleichbar hoch war wie in der ersten Trachtigkeit. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass Tregs und Fetal-Antigen-spezifische Tregs in der zweiten
Trachtigkeit in hdherem Malle vorhanden waren als in der ersten Trachtigkeit. Nach
dem Transfer von trachtigkeitsgepragten Tregs zeigte sich das fetale Gewicht im
Vergleich zu Mausen, die naive Tregs transferiert bekamen, hoher.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst sich daraus schlussfolgern, dass neben
der kardiovaskularen (Clapp and Capeless, 1997; Melchiorre, Sharma and
Thilaganathan, 2012; Morris et al., 2015; Meah et al., 2016), renalen (Jeyabalan and
Lain, 2007), pulmonalen (LoMauro and Aliverti, 2015) und metabolischen (Parrettini,
Caroli and Torlone, 2020; Qiao et al., 2022) Anpassung an die Schwangerschaft im
Menschen bzw. Trachtigkeit in Mausen vor allem die immunologische Anpassung eine
sehr wichtige Rolle fur das Gelingen einer gesunden Schwangerschaft bzw.
Trachtigkeit spielt. Ebenso stellen diese Ergebnisse weitere Hinweise fur die Existenz
eines immunologischen Schwangerschaftsgedachtnisses in Form von Gedachtnis-
Tregs bereit, die nach der Schwangerschaft in der Mutter persistieren und bei
erneutem Antigen-Kontakt in einer weiteren Schwangerschaft rapide expandieren und
die Adaptation an die Schwangerschaft schneller vermitteln als herkbmmliche Tregs.

In der weitreichenden Literaturrecherche konnte zum einen gezeigt werden, dass bei
gleicher Schwangerschaftslange das Geburtsgewicht Zweitgeborener hoher ist als
jenes Erstgeborener. Zum andern konnte, wie bereits haufig in Studien untersucht,
auch in dieser Analyse ein erhohtes Wiederholungsrisiko fur spezifische
Schwangerschaftskomplikationen in der Folgeschwangerschaft gezeigt werden. Viel
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bemerkenswerter und in der Literatur nicht deutlich genug und alleinstehend
abgebildet, stellte sich das in der Klinik haufig fast als selbstverstandlich genommene
deutlich verminderte Risiko fur Schwangerschaftskomplikationen in einer
Folgeschwangerschaft nach gesunder erster Schwangerschaft dar.

Die hier durchgefuhrte Analyse des Geburtsgewichts bestatigte die sonographisch
erhobenen Daten von Kiserud et al., die ebenfalls zeigten, dass Neugeborene zweiter
Schwangerschaften schwerer sind (Kiserud et al., 2017). Die Qualitat der hier
durchgefuhrten Analyse lasst sich vor allem durch die groRe Anzahl an
eingeschlossenen Patientinnen und die Multinationalitat beschreiben. Besonders
markant war, dass das Phanomen des hoheren Geburtsgewichtes auch im
internationalen Vergleich sichtbar war. So zeigte sich das Geburtsgewicht einer
indischen Studie (Joshi et al., 2005) mit durchschnittlich 2691 g deutlich niedriger, als
das durchschnittliche deutsche Geburtsgewicht von 3480 g (Kiserud et al., 2017).
Gleichwohl zeigte sich das Geburtsgewicht in der zweiten Schwangerschaft in beiden
Landern hoher. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass der ethnische Hintergrund lediglich
das Geburtsgewicht an sich, welches unter anderem mal3geblich von der korperlichen
Konstitution der Eltern abhangt, nicht jedoch die physiologischen Mechanismen, die
zu einem hoheren Geburtsgewicht in der zweiten Schwangerschaft beitragen,
beeinflusst. Die fur diese Arbeit durchgeflihrte Analyse umfasste mit den 13
inkludierten Studien mehr als 100 000 Frauen. Durch die groRe Anzahl
eingeschlossener schwangerer Frauen in dieser Analyse ist eine Normalverteilung von
potenziellen Stdrfaktoren (Alter, Gewicht, Aktivitat, Stress etc.) wahrscheinlicher.
Darwinistisch-evolutionar erscheint ein hoheres Geburtsgewicht mit einer niedrigeren
Sauglingssterblichkeit gemaR der These ,Uberleben des Starksten® (engl. survival of
the fittest) assoziiert zu sein. Dies ist auch in Studien belegt. So ist das Risiko fur
postnatale Morbiditat und Mortalitat fur reife Neugeborene mit einem Geburtsgewicht
unter der dritten Perzentile hoher, als fur Neugeborene mit Geburtsgewichten in
héheren Perzentilen (Mclntire et al., 1999). Zusatzlich sind makrosome Neugeborene
(Geburtsgewicht >4000 g) unabhangig von Risikofaktoren der Mutter, wie
beispielsweise GDM, ebenfalls verschiedenen postnatalen Risiken, wie Hypoglykamie
und Atemnotsyndrom in hoherem Malle ausgesetzt als normalgewichtige
Neugeborene (Das et al., 2009; Esakoff et al., 2009; Beta et al., 2019). Auch
hohergradige  Geburtsverletzungen und postpartale Hamorrhagien, sowie
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Geburtskomplikationen wie eine Schulterdystokie treten bei makrosomen
Neugeborenen deutlich haufiger auf (Beta et al., 2019).

In prospektiven Studien wurde bereits beobachtet, dass das Geburtsgewicht nicht nur
auf die unmittelbare Gesundheit direkt nach der Geburt Einfluss hat, sondern auch mit
gesundheitlichen Ereignissen im spateren Leben assoziiert sein kann. Ein niedriges
Geburtsgewicht (< 2500 g) ist fur Frauen mit einem erhdhten Risiko fiir kardiovaskulare
und respiratorische Erkrankungen assoziiert (Wang et al., 2022). Ein Geburtsgewicht
> 4500 g ist fur Frauen und Manner mit einem erhdhten Risiko fur Krebssterblichkeit
assoziiert (Risnes et al., 2011; Wang et al., 2022).

Schlussfolgernd scheint es so zu sein, dass ein durchschnittliches Geburtsgewicht
vorteilhaft ist. In der Literaturrecherche fur diese Arbeit bewegen sich die
Geburtsgewichte in erster und zweiter Schwangerschaft in einem durchschnittlichen
(2500 - 4000 g) Rahmen. Spekulativ scheinen die physiologischen
Adaptationsmechanismen des mudatterlichen Korpers an die Schwangerschaft die
Fahigkeit zu haben, Prozesse so zu optimieren, dass das Geburtsgewicht in der
zweiten Schwangerschaft etwas hoher, jedoch nicht makrosom wird. Durch diesen
physiologischen Mechanismus besteht die Moglichkeit postnatale Morbiditat und
Mortalitat zu reduzieren.

Das hohere Geburtsgewicht in der zweiten Schwangerschaft konnte sich auch tber
die Theorie des immunologischen Schwangerschaftsgedachtnisses erklaren lassen.
Translatiert aus der Infektionsimmunologie wirden auch fur das immunologische
Schwangerschaftsgedachtnis Immunzellen, beispielweise Tregs, wahrend der
Schwangerschaft zu einem Gedachtnisphanotyp verandert werden. In der Theorie
persistieren diese im mutterlichen Organismus Uber das Intervall zwischen den
Schwangerschaften und konnen bei erneutem Antigen-Kontakt im Sinne einer
erneuten Schwangerschaft mit dem gleichen Partner expandieren. Vorteilig wurde sich
das auf die notwendige immunologische Adaptation an die Schwangerschaft und
Toleranzinduktion gegenluber dem semi-allogenen Fetus auswirken. Sind die Antigene
einer Gedachtniszell-Population bereits bekannt, konnte diese Adaptation schneller
initiert werden und die Implantation und Plazentation koénnten schneller
vorangetrieben werden. Dies wurde die fetale Nahrstoffversorgung fruhzeitig sichern,
was dadurch am Ende der zweiten Schwangerschaft zu einem hoheren
Geburtsgewicht fuhren konnte als in der ersten Schwangerschaft. Die Theorie des
immunologischen Schwangerschaftsgedachtnisses ist antigenspezifisch, was
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bedeutet, dass der Partner in beiden Schwangerschaften derselbe sein muss. Im Falle
eines neuen Partners wirden dem mutterlichen Immunsystem unbekannte Antigene
prasentiert werden. Dieses musste daraufhin eine ganzlich neue Immunadaptation
starten und hatte nicht die Moglichkeit, auf bereits vorhandene Gedachtniszellen
zuruckzugreifen, die eine schnellere Immunadaptation initieren konnten. Flr diese
Theorie spricht ebenfalls, dass die Schwangerschaftslange nahezu identisch war.
Zusatzlich konnte in Studien gezeigt werden, dass die Neugeborenen der Frauen mit
neuem Partner in der zweiten Schwangerschaft ein niedrigeres Geburtsgewicht
zeigten als in der ersten Schwangerschaft im Vergleich zu Neugeborenen der Frauen
mit dem selben Partner in beiden Schwangerschaften (Vatten and Skjaerven, 2003;
Robillard et al., 2021).

Schwangerschaftskomplikationen und deren mogliche Ursachen wurden in Studien
bereits umfangreich untersucht. So ist, trotz unvollstandiger Aufklarung der
Pathogenese, hinlanglich bekannt, dass Schwangerschaftskomplikationen wie
Praeklampsie (Tsuda et al., 2019; Green et al., 2021), Frihgeburtlichkeit (Sykes et al.,
2012; Cappelletti et al., 2016b; Gomez-Lopez et al., 2020), spontaner Abort (Yang et
al.,, 2010b) oder FGR (Cotechini, Komisarenko, Sperou, Macdonald-Goodfellow,
Michael A Adams, et al., 2014) mit einer pathologischen Verlagerung der mitterlichen
Immunantwort beispielsweise durch eine erniedrigten Anzahl von Tregs (Green et al.,
2021) oder einer Verschiebung des Verhaltnisses von Th1- und Th2-Zellen (Sykes et
al., 2012), sowie einer verminderten Modellierung der Spiralarterien durch
Inflammation (Cotechini, Komisarenko, Sperou, Macdonald-Goodfellow, Michael A
Adams, et al., 2014) einhergehen. Aufgrund der Pathogenese scheinen in der
Entstehung anderer Schwangerschaftskomplikationen wie GDM und SIH
metabolische (Jovanovic and Pettitt, 2001; Lancet, 2019) und kardiale (Sanghauvi,
Rutherford and Chb, 2014; Kintiraki et al., 2015) Adaptationsmechanismen

vordergrundig ursachlich zu sein.

Die Schwangerschaftskomplikationen spontaner Abort, Praeklampsie,
Frahgeburtlichkeit und fetale Wachstumsrestriktion zeigten nach komplizierter erster
Schwangerschaft ausnahmslos ein bis zu dreifach erhohtes Wiederholungsrisiko und
nach unkomplizierter erster Schwangerschaft eine um 35 - 65 % reduzierte
Auftretenswahrscheinlichkeit in der Folgeschwangerschaft. Diese Ergebnisse
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sprechen dafur, dass neben bekannten unveranderbaren und veranderbaren
Risikofaktoren wie Ethnie, Familienanamnese, maternales Alter, Gewicht,
Nikotinabusus, Ernahrung und Stress ein anderer Mechanismus existiert,
beispielsweise das zuvor erwahnte immunologische Schwangerschaftsgedachtnis,
welches die Fahigkeit besitzt, den Verlauf und Ausgang der Folgeschwangerschaft
abhangig vom Verlauf der ersten Schwangerschaft zu beeinflussen. Insbesondere
unter Berucksichtigung des immunologischen Hintergrundes dieser
Schwangerschaftskomplikation kann auch hier auf die Existenz eines
immunologischen Schwangerschaftsgedachtnisses geschlossen werden. Gestarkt
wird diese Annahme insbesondere dadurch, dass, ahnlich wie die Reduktion des
Geburtsgewichtes durch einen neuen Partner, das Risiko an einer Praeklampsie zu
erkranken in der zweiten Schwangerschaft genauso hoch ist wie in der ersten
Schwangerschaft, wenn die zweite Schwangerschaft mit einem neuen Partner
entstanden ist (Tubbergen et al., 1999; Tuffnell et al., 2005).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine niedrigere Anzahl der fur eine gesunde
Schwangerschaft unerlasslichen Tregs, gemessen in peripherem Blut, in der Dezidua
und im Nabelschnurblut mit einem erhdhten Risiko fur Praeklampsie korreliert ist
(Rahimzadeh et al., 2016). Ebenso zeigten Sasaki et al., dass proportional sowohl
deziduale als auch periphere Tregs in Frauen, die an Praeklampsie leiden im Vergleich
zu gesunden Frauen erniedrigt sind (Sasaki et al., 2007). Niedrigere Level an Tregs
oder deren Dysfunktion sind damit als potenzieller Risikofaktor, eine
Schwangerschaftskomplikation wie beispielsweise Praeklampsie zu erleiden,
anzusehen (Hsu et al., 2012; Quinn and Parast, 2013). Dazu passend konnte auch
hier das immunologische Schwangerschaftsgedachtnis eine Rolle spielen. Durch die
Existenz der Gedachtnis-Tregs und deren Expansion in einer zweiten
Schwangerschaft, sind die Tregs in der zweiten Schwangerschaft in hoherem Malle
vorhanden (Rowe et al., 2012). Das Risiko fur eine Praeklampsie kdnnte dadurch
reduziert werden, was ebenfalls das niedrigere Risiko fur eine Praeklampsie in der
zweiten Schwangerschaft erklaren konnte. Um jedoch weiter zu spezifizieren, ob die
Korrelation der Tregs mit der Auftretenswahrscheinlichkeit einer Praeklampsie kausal
zusammenhangen, sind weitere Experimente notig. Durch bereits etablierte
Mausmodelle (Waker, Kaufman and Brown, 2021) sowie sehr realitdtsnahe transgene
Rattenmodelle (Geusens et al., 2010) besteht die Moglichkeit einer Nachahmung der
Praeklampsie im Tiermodell, was die Beantwortung dieser Frage ermoglichen konnte.
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Eine mogliche Rolle in der  Entstehung  des immunologischen
Schwangerschaftsgedachtnisses und dessen Einfluss auf die Entstehung von
Schwangerschaftskomplikationen scheint auch die Lange des vor der Konzeption
bestehenden Sexualkontaktes zu spielen. Verschiedene Studien berichten Uber eine
Reduktion der Schwangerschaftskomplikation Praeklampsie bei langer andauerndem,
Sexualkontakt ohne Kondom vor Eintritt der Schwangerschaft, was fur eine bessere
Immunanpassung wahrend der Schwangerschaft spricht (Robillard et al., 1994;
Einarsson, Sangi-Haghpeykar and Gardner, 2003; Saftlas et al., 2014). Diese Theorie
wurde jedoch von einer Gruppe widerlegt, welche keine Korrelation zwischen
langerem Sexualkontakt und der Reduktion des Risikos an einer Praeklampsie zu
erkranken zeigen konnte (Ness et al., 2004). Eine weitere Gruppe zeigte einen
Zusammenhang zwischen kurzerer sexueller Beziehung und SGA-Feten, sowie einem
erhohten Risiko fur eine Plazentainsuffizienz mit pathologischen uterinen
Dopplerparametern, jedoch ohne Hinweise auf eine Assoziation zu einer Praeklampsie
(Andraweera et al., 2018). Die Studienlage ist in diesem Punkt also uneindeutig.
Ausgehend davon, dass der Groldteil der Studien einen Vorteil fur Frauen in langer
andauernden sexuellen Beziehungen zeigte, konnten als Erklarung hierfur die
Ergebnisse von Studien durch Robertson et al. herangezogen werden. Diese gehen
davon aus, dass die mannlichen Spermien bereits vor einer Schwangerschaft beim
Koitus das mudtterliche Immunsystem durch den Kontakt zu Immunzellen in der
Vaginalschleimhaut pragen (Robertson, Bromfield and Tremellen, 2003; Robertson et
al.,, 2019). Durch die Pragung der mutterlichen Immunzellen vor der Konzeption,
welche in der Theorie durch eine langer bestehende sexuelle Beziehung praziser
werden, konnten Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie bereits durch
ein vor der Schwangerschaft etabliertes immunologisches Gedachtnis reduziert
werden. Dieses bereits prakonzeptionell angelegte immunologische Gedachtnis wurde
durch den Eintritt einer Schwangerschaft weiterwachsen und an Prazision gewinnen,
um als immunologisches Schwangerschaftsgedachtnis fur Folgeschwangerschaften
mit dem selben Partner effektiver zu sein, als das prakonzeptionell angelegte.

Die postulierten Gedachtniszellen scheinen jedoch nicht nur vorteilig zu sein. Da das
Wiederholungsrisiko nach stattgehabter komplizierter erster Schwangerschaft erhoht
ist, scheint auch eine nachteilhafte Pragung der Immunzellen moglich zu sein. Als
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Folge dessen konnte es in zukunftigen Schwangerschaften zu einer beeintrachtigten
immunologischen Adaptation kommen, welche ihrerseits die hohere Rate an

Schwangerschaftskomplikationen in der Folgeschwangerschaft herbeifuhren konnte.

Die hier prasentierten Ergebnisse bezlglich der Schwangerschaftskomplikationen
gehen nur auf das Wiederholungsrisiko der einzelnen
Schwangerschaftskomplikationen ein. Den epidemiologischen Daten des
norwegischen Geburtsregisters ist jedoch auch ein sogenanntes ,Uberkreuz-Risiko*
(engl. cross-risk) zu entnehmen. Hier wurde gezeigt, dass eine Fruhgeburt in der
ersten Schwangerschaft als Risikofaktor fur Praeklampsie, vorzeitige Plazentalosung
und fetale Wachstumsrestriktion in der Folgeschwangerschaft gilt (Kvalvik et al., 2020).
Diese Korrelation deutet an, dass durch molekulare Mechanismen, wie beispielsweise
eine veranderte immunologische Situation durch die erste Schwangerschaft, die
Moglichkeit besteht, eine andere als die initiale Schwangerschaftskomplikation in
Folgeschwangerschaften zu bedingen. Erklaren lasst sich dies unter anderem durch
die Uberlappende Pathogenese dieser Erkrankungen, wie beispielsweise eine
erniedrigte Anzahl an Tregs bei der Praeklampsie und bei der Fruhgeburtlichkeit
(Gomez-Lopez et al., 2020; Green et al., 2021). Eine beeintrachtigte immunologische
Adaptation durch die erste Schwangerschaft kann in der Folgeschwangerschaft durch
das Uberkreuz-Risiko folglich auch andere oder sogar mehrere Komplikationen
gleichzeitig verursachen, da diese Komplikationen auf der Maladaptation ahnlicher
Zellpopulationen beruhen. Wie genau sich die unterschiedlichen Mechanismen
untereinander beeinflussen, ist bis dato nicht erforscht und bedarf insbesondere zum
Schutz gefahrdeter schwangerer Frauen weiterer Forschung.

Fir die Schwangerschaftskomplikationen SIH und GDM zeigten sich in der
Literaturrecherche andere Ergebnisse als fur die Schwangerschaftskomplikationen
Praeklampsie, Fruhgeburtlichkeit, FGR und spontaner Abort. Fir diese beiden
Komplikationen ergab sich durch die erste Schwangerschaft keine Risikoreduktion der
Komplikation fur Folgeschwangerschaften. Zuruckzufuhren ist dies moglicherweise
auf die unterschiedlichen Pathomechanismen der Komplikationen.

In den meisten Studien werden SIH und Praeklampsie gemeinsam untersucht,
weshalb sich weniger Studien finden, die nur uber den SIH alleine berichten. Fur diese
Arbeit konnten zwei Arbeiten gefunden werden, welche exklusiv den SIH in
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Folgeschwangerschaften untersucht haben und fur die zweite Schwangerschaft
jeweils unterschiedliche Ergebnisse zeigten. Nach erster Schwangerschaft mit SIH
zeigten Boghossian et al. ein erhohtes Wiederholungsrisiko, wahrend Wallace et al.
ein erniedrigtes Wiederholungsrisiko zeigten. Zum genaueren Verstandnis und zur
Einordnung dieses Ergebnisses sollte die Pathogenese des SIH genauer betrachtet
werden. Fur die adaquate Versorgung des wachsenden Fetus kommt es wahrend der
Schwangerschaft zu signifikanten Anderungen der kardiovaskuldren und
hamodynamischen Situation. Das mutterliche Plasmavolumen (Rodger et al., 2015),
das Herzzeitvolumen (Bader et al., 1955), sowie die Herzfrequenz steigen
physiologisch an (Sanghavi and Rutherford, 2014). Der periphere Gefalwiderstand
und damit einhergehend der systemische Blutdruck hingegen sind erniedrigt
(Ouzounian and Elkayam, 2012). Die Erhéhung des Plasmavolumens geht auf eine
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems  zurick. Da dieses
blutdrucksteigernd wirkt, werden kompensatorisch mehr vasodilatative Mediatoren
ausgeschuttet. Dazu gehdren unter anderem Prostacyclin, Stickstoffmonooxid und
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktoren (engl. vascular endothelial growth factor,
VEGF) (Valdes et al., 2009; van Drongelen et al., 2012). Man geht davon aus, dass
das auslosende Ereignis fur einen SIH eine verminderte uteroplazentare Perfusion als
Folge einer gestdrten Throphoblasteninvasion an den Spiralarterien ist (Gerretsen,
Huisjes and Elema, 1981; Saftlas et al., 1990; Cheung and Lafayette, 2013). Dies fuhrt
zu einer plazentaren Ischamie, welche ihrerseits zu einer umfassenden Aktivierung
bzw. Fehlfunktion des mutterlichen vaskularen Endothels flhrt (Granger et al., 2001).
Durch fehlende Vasodilatatoren und erhohte Mediatoren, die zu einer
Blutdrucksteigerung fuhren, entsteht der SIH.

Der SIH ist daher, anders als beispielsweise Fruhgeburtlichkeit, FGR oder
Praeklampsie, als Komplikation auf das Herz-Kreislaufsystem zurtckzufuhren.

Damit einhergehend weist auch die Schwangerschaftskomplikation GDM eine andere
Pathophysiologie auf. Der GDM entsteht wahrend der Schwangerschaft ohne vorher
bekannten Diabetes mellitus. Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung eines GDM
gehdren unter anderem Ubergewicht/Adipositas, fortgeschrittenes mutterliches Alter
oder eine positive Familienanamnese fir jede Art von Diabetes (Plows et al., 2018). In
den meisten Fallen ist die Ursache eine beeintrachtigte Glucose-Toleranz durch eine
bisher ungeklarte Dysfunktion der pankreatischen R-Zellen, welche fur die
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Insulinproduktion zustandig sind. Gleichzeitig zeigt sich bei Frauen mit GDM eine
Erhohung der inflammatorischen Zytokine IL-6 und des Tumornekrosefaktor Alpha
(TNF-a) verglichen mit gesunden schwangeren Frauen (Atégbo et al., 2006), weshalb
auch diese Schwangerschaftskomplikation eine gewisse inflammatorische
Komponente besitzt. Schober et al. vermuten zusatzlich eine eingeschrankte
funktionelle Kapazitat der Tregs bei Patientinnen mit GDM (Schober et al., 2014).
Basierend auf der immunologischen Komponente dieser
Schwangerschaftskomplikation ware die Entwicklung eines immunologischen
Schwangerschaftsgedachtnisses auch bei dieser Komplikation denkbar. In der
Literaturrecherche zeigte sich mit fast 50 % im Vergleich zu allen anderen
Komplikationen ein sehr hohes Wiederholungsrisiko in der Folgeschwangerschaft.
Das Risiko fur gesunde Frauen in der zweiten Schwangerschaft einen GDM zu
entwickeln, blieb allerdings &hnlich hoch wie das Risiko fur eine erste
Schwangerschaft. Hier zeigte sich somit kein Vorteil, was gegen die Entwicklung eines
protektiven immunologischen Gedachtnisses spricht. Vordergrindig konnten hierfur
multifaktorielle Pathomechanismen, wie beispielsweise metabolische Komponenten
und Adaptationsmechanismen, verantwortlich sein. Besonders interessant ist, dass
eine Anderung des Body-Mass-Index (BMI) zwischen zwei Schwangerschaften das
Risiko fur einen erneuten GDM modulieren kann. Ehrlich et al. suggerieren, dass eine
Erhohung des BMI zwischen zwei Schwangerschaften zu einem erhdhten Risiko in der
nachsten Schwangerschaft fuhrt. Gegensatzlich dazu fuhrte eine Reduktion des BMI,
insbesondere bei Ubergewichtigen Frauen, zu einem Schutz vor GDM in der nachsten
Schwangerschaft (Ehrlich et al., 2011). In Anbetracht des Risikoprofils fur diese
Schwangerschaftskomplikation erscheint eine Optimierung ebendieses protektiver zu
sein als das fur andere Komplikationen postulierte immunologische
Schwangerschaftsgedachtnis.

Resultierend aus den klinischen Ergebnissen scheint das immunologische
Schwangerschaftsgedachtnis eine Fahigkeit zu haben, die auf der einen Seite zur
Verbesserung und auf der anderen Seite ebenso zur Verschlechterung des Verlaufes
sowie des mutterlichen und fetalen Ausgangs zweiter Schwangerschaften beitragen
kann. CD4*-Tregs stellen fur die Entwicklung immunologischer Toleranz gegenlber
dem heranwachsenden Fetus eine kritische Zellpopulation des mudatterlichen
Immunsystems dar. Zusatzlich wurde gezeigt, dass beim Auftreten verschiedener
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Schwangerschaftskomplikationen  eine  Imbalance  zwischen  Tregs und
proinflammatorischen Zellen zum Nachteil der Tregs herrscht (Zhu et al., 2017;
Eghbal-Fard et al., 2019). Aus diesem Grund scheinen Tregs, vor allem Fetal-Antigen-
spezifische Tregs (Tubbergen et al, 1999), in die Pathogenese von
Schwangerschaftskomplikationen involviert zu sein, weshalb sie der Mittelpunkt der
fur diese Arbeit durchgeflhrten Experimente waren.

Wie in der Literaturrecherche der humanen Daten gezeigt, scheint es fur gewisse
Schwangerschaftskomplikationen ein immunologisches Gedachtnis zu geben,
welches den mutterlichen und fetalen Ausgang der Schwangerschaft verbessern kann.
Da die Tregs fur die mutterliche Immunadaptation wahrend der Schwangerschaft eine
grol3e Bedeutung haben und die Anzahl der Tregs in der zweiten Schwangerschaft
hoher ist, sollte in diesem Experiment die funktionelle Rolle der Tregs mittels Depletion
dieser nach der ersten Trachtigkeit in Mausen untersucht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass Mause wahrend der zweiten Trachtigkeit eine vorteilhafte
immunologische Adaptation an die Trachtigkeit haben, verglichen mit Mausen
wahrend der ersten Trachtigkeit und Mausen, deren Tregs nach der ersten Trachtigkeit
depletiert wurden, insbesondere in Hinblick auf die Population der Tregs.
Vorexperimente der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Depletion von Tregs nach der
ersten Trachtigkeit einen Einfluss auf den fetalen Ausgang der Trachtigkeit, gemessen
am fetalen Gewicht und die Abortrate an Tag 15,5 der Trachtigkeit hat. Die
Nachkommen von Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion zeigten
ein hoheres Gewicht als die beiden anderen Gruppen, welche ahnliche Gewichte
zeigten. Die Abortrate war in der Gruppe mit Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit
und den Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit nach Depletion der Tregs ahnlich
hoch. Mause wahrend der zweiten Trachtigkeit ohne Depletion hatten eine niedrigere
Abortrate. Ausgehend von diesem Ergebnis war das Ziel der Wiederholung dieses
Experimentes an Tag 7,5 der Trachtigkeit und vor allem die fetale Entwicklung und die
immunologische Adaptation der Mause zu einem Zeitpunkt in der Mitte der Trachtigkeit
zu betrachten, um dadurch Ruickschlusse auf vorteilige Effekte durch mogliche Treg-
Gedachtniszellbildung zu ziehen.

Die mittels konfokaler Mikroskopie erhobenen Daten der Embryonen aus diesem
Experiment spiegeln das Bild einer vorteilhaften mutterlichen Immunadaptation an Tag
7,5 der Trachtigkeit wider. Ahnlich wie die Experimente an Tag 15,5 zeigte sich ein

Wachstumsvorteil fir die Embryonen aus der Gruppe der Mause wahrend der zweiten
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Trachtigkeit ohne Depletion. Dieses Ergebnis deutet an, dass die Embryonen der
Mause wahrend der zweiten Trachtigkeit nach ungestorter erster Trachtigkeit, anders
als Embryonen von Mausen, deren potenzielle Gedachtnis-Tregs nach der ersten
Trachtigkeit depletiert wurden, von vorhandenen Gedachtnis-Tregs im Sinne eines
Wachstumsvorteils profitieren konnten.

In der mutterlichen Immunadaptation zeigte sich bei Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit ohne Depletion eine signifikant hohere Anzahl der Tregs in den
paraaortalen, Uterus-drainierenden Lymphknoten als Mause wahrend der ersten
Trachtigkeit. Mause, deren gesamte Tregs nach der ersten Trachtigkeit depletiert
wurden, darin inbegriffen auch alle potenziellen Gedachtniszellen, zeigten in der
Folgetrachtigkeit an Tag 7,5 Treg-Level ahnlich denen der Mause wahrend ihrer ersten
Trachtigkeit, obwohl dies ihre zweite Trachtigkeit war. In den untersuchten
Uteruszellen zeigte sich ein ahnliches Bild, allerdings waren die Unterschiede kleiner
als im Lymphknoten. Dieses Ergebnis unterstutzt damit die Theorie der Treg-

Gedachtniszellbildung wahrend der ersten Trachtigkeit in Mausen.

Gedachtniszellen dieser CD4*-Tregs (Gedachtnis-Tregs) sind bislang wenig erforscht.
Durch zunehmende experimentelle Hinweise kann mittlerweile jedoch davon
ausgegangen werden, dass diese Zellen die Eigenschaften herkdmmlicher
Gedachtniszellen teilen. Die Arbeitsgruppen von Rowe et al. und Chen et al. haben
gezeigt, dass in artifiziellen Tiermodellen mit Uberexpression des fetalen Antigens
durch spezifische Tetramer-Anreicherung Fetal-Antigen-spezifische Tregs mit
Gedachtniszellphanotyp nachweisbar sind. Diese sind jedoch nicht durch einen
alleinstehenden spezifischen Marker charakterisierbar und es bleibt lediglich eine
Mutmallung, dass diese Zellen existieren. Diese entstehen wahrend der ersten
Schwangerschaft, persistieren unter Vermeidung der Apoptose nach der
Schwangerschaft im mdutterlichen Organismus und konnen bei erneutem
Antigenkontakt expandieren, was mutmallich durch schneller etablierte, fetale
Toleranz und folglich schnellere Implantation Einfluss auf den reproduktiven Erfolg in
den Folgeschwangerschaften hat (Rowe et al., 2012; Chen, Darrasse-Jéze, Bergot,
Courau and Churlaud, 2013).

Ubertragen wurde die Idee des immunologischen Schwangerschaftsgedachtnisses
aus der Infektionsimmunologie. Hier wurden im Rahmen einer viralen Infektion

Gedachtnis-Tregs im Mausmodell nachgewiesen (Sanchez et al., 2012; Brincks et al.,
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2013). Die Identifikation dieser Zellen als Tregs erfolgt Uber die eindeutigen Zellmarker
CD4, CD25 und FoxP3. Einen eindeutigen, einzigartigen Oberflachenzellmarker, der
Gedachtnis-Tregs alleinig identifiziert, konnte bislang nicht gefunden werden. Zur
Identifikation der Gedachtnis-Tregs wurden herkdmmliche Gedachtniszellmarker wie
CD44" und CD62L"°" herangezogen, welche die vorherige Aktivierung einer Zelle
markiert, jedoch nicht Gedachtnis-Treg spezifisch ist (Rosenblum, Sing Way and
Abbas, 2016). Durch deren Antigen-Spezifitat sowie die eindeutige Identifizierung
dieser Zellen als Tregs und die Markierung vorheriger Aktivierung durch CD44" und
CD62L"" wurde in diesen Studien angenommen, dass die gefunden Zellen
Gedachtnis-Tregs sind. Fraglich ist aber, ob CD62L (L-Selectin) ein glinstiger Marker
zur Bestimmung der Zellen ist, da dieser sowohl von naiven, als auch von reaktivierten
zytotoxischen T-Zellen und reifen zentralen Gedachtnis-T-Zellen exprimiert wird
(Ivetic, Hoskins Green and Hart, 2019). Denkbar ware es daher, die Identifikation der
Gedachtnis-Tregs auf ihre verbesserte Aktivitat und Funktionalitat zurtckzufuhren,
welche sich in der zellspezifischen Sekretion von IL-10 &uRert. Dies als
|dentifikationsparameter anzusehen ist jedoch unsicher. Trotzdem und passend dazu
zeigten Sanchez et al., dass Gedachtnis-Tregs mehr IL-10 produzieren, als
herkdmmliche Tregs (Sanchez et al., 2012).

Zusammenfassend basieren die genannten Experimente auf Tetrameranreicherung
bei bekanntem Antigen bzw. Pathogen. Neben der ldentifikation der Zellen Uber
Oberflachenmarker ist auch die Identifikation Uber die Analyse epigenetischer
Veranderungen denkbar. Rosenblum et al. gehen davon aus, dass die vorherige
Aktivierung der Zellen epigenetisch sichtbar sein muss (Rosenblum, Way and Abbas,
2016). Dies konnte in der Theorie Uber den Vergleich mit voll ausgereiften Tregs
moglich sein, da diese definierte epigenetische Marker tragen (Morikawa and
Sakaguchi, 2014). Bislang bleibt diese Annahme jedoch eine Theorie und wurde bis
dato nicht experimentell belegt.

Herauszufinden bleibt ebenfalls, ob und inwiefern fur die Existenz der Gedachtnis-
Tregs im Organismus ein kontinuierlicher Antigenstimulus oder eine Auffrischung
ahnlich einer Impfung notwendig ist. Ein kontinuierlicher Antigenstimulus, wie er auch
bei chronischen Erkrankungen oder Krebserkrankungen durch Pathogene vorhanden
sein kann, konnte gegen das Vorhandensein eines klassischen immunologischen
Gedachtnisses sprechen. Es bestunde keine Notwendigkeit fur Gedachtniszellen, da
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die Immunreaktion durch den kontinuierlichen Stimulus aufrechterhalten wird. Im
Rahmen von chronischen Erkrankungen fuhrt dies jedoch zu Endorganschaden und
Erschépfung des Immunsystems, vor allem der T-Effektor-Zellen (Wherry and Kurachi,
2015). Im Gegensatz dazu sorgen Impfungen und vor allem Auffrischungsimpfungen
durch abgeschwachte Erreger lediglich fur einen zeitweisen Antigen-Stimulus des
Immunsystems, wodurch die Bildung neuer Gedachtniszellen angeregt wird, um den
Immunschutz aufzubauen bzw. aufrecht zu erhalten. Hierdurch wird das Immunsystem
nicht Uberstimuliert und erschopft (Kaufmann, Meinke and Von Gabain, 2009). In
beiden Fallen geht es aber vor allem um T-Effektor-Gedachtniszellen. Im Falle der
Gedachtnis-Tregs wurde gezeigt, dass diese nach Entfernung des Antigens bzw.
Pathogens 50 - 100 Tage im Organismus nachweisbar waren (Sanchez, 2010; Rowe
et al., 2012; Brincks et al., 2013), was deutlich kirzer ist, als beispielsweise T-Effektor-
oder B-Zell-Gedachtniszellen, welche uber Jahre persistieren konnen (Crotty and
Ahmed, 2004). Nicht beobachtet wurde, ob diese Zellen, wie zuvor genannte andere
Gedachtniszellen, auch langere Zeit, letztendlich sogar Jahre nach dem
immunisierenden Ereignis, noch im Organismus nachweisbar sind. Interessant ware
dies, da die Dauer, die Gedachtniszellen im Falle einer Schwangerschaft Uberleben
mussten, mehrere Monate bis Jahre betragt. Geht man davon aus, dass die
Gedachtnis-Tregs, anders als eine Impfung einen kontinuierlichen Stimulus bendtigen,
ist es denkbar, dass dieser durch fetal mikrochimare Zellen gebildet wird.
Diesbezuglich wurde gezeigt, dass fetal mikrochimare Zellen bis zu 27 Jahre nach der
Geburt im mutterlichen Organismus persistieren (Weissler and Caton, 2014; Kinder,
2017). Ob fetal mikrochimare Zellen den kontinuierlichen Antigen-Stimulus zur
Existenz der schwangerschaftsgepragten (bzw. murin: trachtigkeitsgepragten)
(Gedachtnis)-Tregs bilden oder ob diese Zellen ohne Antigenstimulus existieren,
konnte experimentell evaluiert werden. Die Zellen der mannlichen Mauslinie sollte
ahnlich den Act-mOVA-Mausen einen exklusiven Marker exprimieren, beispielsweise
ein fluoreszierendes Protein und zusatzlich selektiv depletierbar sein, ahnlich der
Tregs im DEREG-Modell. So kénnte es nach allogener Verpaarung mit C57BL6/j-
Weibchen moglich sein, die fetal mikrochimaren Zellen in der Mutter zu verfolgen und
ebenfalls ahnlich dem DEREG-Modell durch Injektion eines spezifischen Molekuls zu
eliminieren. Folglich konnte man in verschiedenen Gruppen den Effekt der fetal
mikrochimaren Zellen auf die Lebensdauer der Gedachtnis-Tregs untersuchen. In
verschiedenen Gruppen wurden die Zellen mit Abstand nach der Trachtigkeit in der
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einen Gruppe depletiert werden und in der anderen nicht. Mittels Durchflusszytometrie
konnte zum einen die Anzahl der fetal mikrochimaren Zellen und zum anderen die
Anzahl der trachtigkeitsgepragten (Gedachtnis-) Tregs erfasst werden. Daraus kdnnte
man schlussfolgern, welchen Effekt die fetal mikrochimaren Zellen auf die Gedachtnis-
Tregs und ihre Persistenz nach der Trachtigkeit im matterlichen Organismus haben.
Zu welchem Ergebnis dieses Experiment kommen wirde kann nur gemutmalt
werden. Es ware definitiv moglich, dass die Gedachtnis-Tregs die fetal mikrochimaren
Zellen als kontinuierlichen Antigen-Stimulus fur ihre Existenz brauchen. Dies wurde
diese Zellen jedoch als Gedachtnis-Zellen im herkdbmmlichen Sinne disqualifizieren.
Moglich ist dennoch, dass die trachtigkeitsgepragten, Fetal-Antigen-spezifischen
Tregs, wie bereits in den Experimenten von Rowe und Chen gezeigt, bei erneutem
Antigenkontakt in einer weiteren Trachtigkeit bzw. Schwangerschaft expandieren und
wie Gedachtniszellen fungieren, obwohl sie ,nicht-klassische” Gedachtniszellen
waren. Moglich ware jedoch auch, dass diese Zellen auch nach Depletion der fetal
mikrochimaren Zellen in der Mutter persistieren und keinen kontinuierlichen Antigen-
Stimulus bendtigen und die fetalen mikrochimaren Zellen hierfir keine Rolle spielen.
In letzterem Szenario kdonnte es sein, dass Gedachtnis-Tregs, ahnlich vieler anderer
Gedachtnis-Zellen, eine Auffrischung brauchen, welche in Form einer erneuten
Trachtigkeit bzw. Schwangerschaft passieren wirde.

Passend zu der Frage nach dem Stimulus fur Gedachtnis-Tregs, zeigte eine
kanadische klinische Studie, dass ein kurzeres Intervall von 6 - 11 Monaten zwischen
den Schwangerschaften ein niedrigeres Risiko fur Praeklampsie darstellt als bei einem
Intervall zwischen den Schwangerschaften von 18 - 23 beziehungsweise uber 60
Monaten (Hanley et al., 2017). Dieses Ergebnis zeigt, dass ein kurzeres Intervall
zwischen Schwangerschaften das Wiederholungsrisiko einer immunologisch
assoziierten Schwangerschaftskomplikation senken kann. Immungedachtniszellen
sind in der Theorie dann noch in groBerem MalRe vorhanden und haben durch die
Fahigkeit der schnellen Initiation der Immunadaptation einen groReren Einfluss auf den
Verlauf und Ausgang der Folgeschwangerschaft als bei langerem Intervall zwischen
den Schwangerschaften.

Da insbesondere fur die Praeklampsie gezeigt werden konnte, dass das Risiko an
ebendieser zu erkranken, in der zweiten Schwangerschaft ahnlich hoch ist wie in der
ersten Schwangerschaft, wenn der Vater in der zweiten Schwangerschaft ein anderer
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ist (Tubbergen et al., 1999; Tuffnell et al., 2005), ist eine Antigenspezifitdt der
Immunadaptation an die Schwangerschaft anzunehmen. Zur genaueren
Charakterisierung der Antigen-spezifischen Immunantwort in der Schwangerschaft
konnte im nachsten Experiment gezeigt werden, dass eine hohere Anzahl fetal
Antigen-spezifischer Tregs in der zweiten Trachtigkeit, verglichen mit der ersten
Trachtigkeit, vorhanden ist.

Um die Schwierigkeit der Identifikation Fetal-Antigen-spezifischer Tregs und
potenzieller Gedachtniszellen zu Uberkommen wurde ahnlich den Experimenten von
Rowe, Chen, Sanchez und Brinks die durchflusszytometrische Identifikation dieser
Zellen durch das bekannte Antigen mittels MHC-Tetramer gewahlt. Anders als in den
zuvor genannten Experimenten ist das hier genutzte Mausmodell kein artifizielles,
sondern ein naturlicheres Modell, welches annahernd der humanen Realitat
entspricht. Gezeigt werden konnte, dass im Lymphknoten sowohl die Anzahl der Tregs
als auch der Fetal-Antigen-spezifischen Tregs in Mausen wahrend der zweiten
Trachtigkeit hoher war, verglichen mit Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit. Im
Uterus zeigte sich bezuglich der Tregs kein signifikanter Unterschied zum
Lymphknoten. Interessanterweise zeigte sich im Uterus jedoch, dass das IL-10 in der
Gruppe mit Mausen wahrend der zweiten Trachtigkeit wesentlich hoher war als in der
Gruppe von Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit. Dieses Ergebnis bestatigt, was
Sanchez et al. bereits 2012 beschrieben. Gedachtnis-Tregs sind in der Lage mehr IL-
10 zu produzieren als normale Tregs (Sanchez et al., 2012). Des Weiteren war auch
die Anzahl Fetal-Antigen-spezifischer Tregs im Uterus bei Mausen wahrend der
zweiten Trachtigkeit hoher als bei Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit, obwonhl
die Gesamtzahl der Tregs niedriger war als wahrend der ersten Trachtigkeit. Dieses
Ergebnis ist besonders interessant, da im Kontext von Autoimmunerkrankungen und
Transplantation gezeigt wurde, dass Antigen-spezifische Tregs ein hoheres Potenzial
in der Regulation und Verbesserung der Immuntoleranz haben als regulare Tregs
(Selck and Dominguez-villar, 2021). Dieses Potenzial kénnten auch die in der
Trachtigkeit entwickelten Fetal-Antigen-spezifischen Tregs und mutmalliche
Gedachtnis-Tregs in noch hoherem MalRe in der zweiten Trachtigkeit haben.
Vorteilhaft zeigt sich dies, wie bereits zuvor erwahnt, in einer schnelleren Induktion der
Toleranz gegenuber dem Fetus sowie schnellerer Immunadaptation an die
Trachtigkeit, unter anderem durch Expansion der Fetal-Antigen-spezifischen Tregs zu
Beginn der Trachtigkeit. Dies wiederum resultiert, wie hier gezeigt, in einer hoheren
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Anzahl Fetal-Antigen-spezifischer Tregs in der zweiten Trachtigkeit. Fraglich und
durch dieses Experiment nicht zu beantworten ist, ob sich das verbessernde Potenzial
zwischen Fetal-Antigen-spezifischen Tregs und deren moglichen Gedachtniszellen
unterscheidet. Insbesondere zu bedenken ist dies, da nicht abschlielRend geklart ist,
ob die persistierenden Zellen, wie zuvor diskutiert, Gedachtniszellen im
herkdbmmlichen Sinne oder kontinuierlich durch fetal mikrochimare Zellen stimulierte,
sich dadurch erneuernde Zellen sind. Beide Zelltypen wirden bei erneutem
Antigenkontakt rasch expandieren, dennoch stellt sich die Frage nach dem
Unterschied des Potenzials beider Zellen. Herauszufinden ist dies moglicherweise
ebenfalls durch das zuvor beschriecbene Experiment im Mausmodell, das eine
selektive Depletion der fetal mikrochimaren Zellen und gleichzeitig eine Detektion der
Fetal-Antigen-spezifischen Zellen erlaubt.

Warum sich die Immunantwort zwischen lokalem (bspw. Uterus) und peripherem
(bspw. Lymphknoten) immunologisch aktivem Gewebe unterscheidet, ist bisher nicht
vollstandig verstanden. Sanchez et al. zeigten ebenfalls, dass nach viraler Infektion
Pathogen-spezifische Tregs vor allem in den Lymphknoten und nur in kleinerer Anzahl
im betroffenen Organ zu finden sind (Sanchez et al., 2012). Auch zu erklaren ist dies
uber die konstante Migration der Zellen zwischen Lymphknoten und Peripherie
(Krummel, Bartumeus and Gérard, 2016).

Die  gefundenen Fetal-Antigen-spezifischen  Zellen konnten in  der
Durchflusszytometrie leider nur in sehr kleiner Menge identifiziert werden, sodass eine
Differenzierung dieser anhand herkdmmlicher Gedachtniszellmarker, wie
beispielsweise CD44" und CD62"°" nicht moglich war (Daten nicht gezeigt). Um diese
Schwierigkeit zu Uberwinden, bietet die Einzelzellsequenzierung eine methodisch
detaillierte Analyse einzelner Zellen. Damit ist es moglich, den Unterschied in
Expressionsprofilen bzw. Gen-Karten zwischen den Zellen aus verschiedenen
Gruppen zu verdeutlichen. Diese Methode erstellt fur jede analysierte Zelle ein eigenes
Zellprofil Uber die Expression von Genen. Mit Hilfe dieser Methode kdonnte es maglich
sein, Gene zu identifizieren, die in normalen, Fetal-Antigen-spezifischen oder
Gedachtnis-Tregs zum einen in Gruppen der gleichen Mause Ubereinstimmen und sich
zum anderen zwischen den Gruppen unterscheiden. Diese Analyse konnte eine
Moglichkeit bieten, Gene zu identifizieren, die beispielsweise in Tregs bei Mausen
wahrend der zweiten Trachtigkeit anders herauf- oder herunterreguliert sind als in der
ersten Trachtigkeit. Viele Arbeiten beschaftigen sich bereits mit der
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Einzelzellsequenzierung von Tregs in unterschiedlichen Organen. Mogliche
Gedachtnis-Tregs wurden aber mit dieser Methode bisher noch nicht untersucht.

Nach den zuvor genannten Hinweisen stellt sich die Frage nach den klinischen
Einsatzmoglichkeiten und dem therapeutischen Nutzen der Erkenntnisse uber
Gedéachtnis-Tregs fur Frauen und ungeborene Kinder. Zunachst mussen die Frauen
identifiziert werden, die ein erhodhtes Risiko fur eine immunologisch-assoziierte
Schwangerschaftskomplikation haben und von einer spezifischen bzw.
immunologischen Therapie profitieren konnten. Neben der Anamnese und
Familienanamnese, welche bereits Aufschlusse uber Risikofaktoren liefern kann, ist
ein Versuch, Biomarker zu finden, die beispielsweise eine Fruhgeburt vorhersagen
kdnnen (Stelzer et al., 2021). Bisher wurden in diesem Forschungsgebiet Grundsteine
fur die Entwicklung von Blut-Analysen zur Identifikation von Frauen mit erhdhtem
Risiko gelegt. Eindeutige, exklusive Biomarker wurden bisher nicht beschrieben. Nach
der Identifikation der Frauen, die ein Risiko haben, bleibt die Frage, ob eine artifizielle
Vorbereitung bzw. Pragung der Zellen aulerhalb des Mutterleibes einen vorteiligen
Effekt fur die immunologische Schwangerschaftsadaptation erzeugen kann, wie
experimentell gezeigt. Robertson et al. postulieren, dass bereits die Insemination als
ein immunisierendes Ereignis angesehen werden muss, bei dem das mdutterliche
Immunsystem fur eine verbesserte Implantation des Embryos und eine erfolgreiche
Schwangerschaft vorbereitet wird (Robertson, Bromfield and Tremellen, 2003).
Fraglich ist daher, ob gehaufter Koitus mit Insemination bereits eine Vorbereitung bzw.
Pragung der mutterlichen Immunzellen hervorruft. Relevant konnte dies in entfernter
Zukunft als therapeutische Moglichkeit bei Problemen der Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft oder ungewollter Kinderlosigkeit werden. Bei Mannern, die
beispielsweise an Oligozoospermie leiden, deren Ejakulat eine sehr geringe Anzahl an
Spermien enthalt, konnte das mutterliche Immunsystem moglicherweise durch die
geringe Spermienzahl, welche auch eine geringere Antigenexposition gegenuber dem
mutterlichen Immunsystem bedeutet, nicht ausreichend durch Insemination vorbereitet
werden, wie es ein Mann mit normaler Spermienzahl kdnnte. In diesem Fall ware die
Vorbereitung bzw. Pragung mutterlicher Zellen mit vaterlichem Antigen in vitro
vielleicht eine Behandlungsmoglichkeit der Zukunft. Ein solcher Ansatz zur
Behandlung von schwangerschaftsspezifischen Komplikationen durch die

Manipulation der Treg-Anzahl in vivo und ex vivo sowie der adoptive Zelltransfer zuvor
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gepragter Zellen konnte bisher nicht etabliert werden. Durch kurzlich publizierte
Ergebnisse aus praklinischen  Mausmodellen und die eindrucksvolle
Weiterentwicklung von Treg-Therapien bei Autoimmunprozessen, beispielsweise der
Beitrag zur Toleranz bei Allotransplantaten und der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen durch Manipulation der Treg-Anzahl (Cobbold et al., 2003;
Allan et al., 2008), konnte ebenfalls die Mdoglichkeit der Treg-Intervention bei
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie bestehen (Selck and Dominguez-
villar, 2021). Diese Ansatze beinhalten typischerweise einen adoptiven Zelltransfer
von ex vivo manipulierten Zellen oder die Induktion von FoxP3-Expression in naiven
Lymphozyten (Verbsky, 2007). Haufig geht es hier jedoch nur um die reine Anzahl der
Tregs und nicht um die Antigenspezifitat, welche bei der Behandlung von
Schwangeren von enormer Bedeutung zu sein scheint. Ubertragen auf die
Behandlung von ungewollter Kinderlosigkeit und zur Pravention von immunologisch
assoziierten Schwangerschaftskomplikationen ware die Entnahme von mutterlichem
Blut vor der Schwangerschaft mit folgender Isolation von beispielsweise Tregs sowie
dessen Exposition gegenuber vaterlichen Antigenen in vitro denkbar. Anschlie3end
konnte die Kultivierung und Vermehrung der Zellen erfolgen, um sie dann mittels
adoptivem Zelltransfer in den mutterlichen Organismus zurlickzubringen. Diese Zellen
waren dann bereits vaterlich Antigen-spezifisch und boten im Falle des Eintritts einer
Schwangerschaft, bei dem dann folgenden erneutem Antigenkontakt die Vorteile, die
auch Gedachtnis-Tregs in zweiten Schwangerschaften bieten konnten. Wie Robertson
et al. bereits postulieren, ist die Behandlung mit ex vivo vermehrten Tregs beim
Auftreten von Schwangerschaftskomplikationen, wie beispielsweise Praeklampsie, bei
der bekannt ist, dass die Anzahl der Tregs im peripheren Blut und in der Dezidua
erniedrigt sind (Saito et al., 2007; Quinn et al., 2011; Hsu et al., 2012), sowie deren
suppressive Kapazitat eingeschrankt ist (Darmochwal-Kolarz et al., 2012; Steinborn et
al., 2012), ebenfalls denkbar (Robertson et al., 2019). Es kdnnte daher im
experimentellen Setting ein ,Rettungsversuch® durch Treg-Injektion beispielsweise in
der Mitte der Schwangerschaft zur Pravention oder sogar Therapie der Praeklampsie
vielversprechend sein. Die Funktionalitat eines solchen Rettungsversuches muss
zunachst im Mausmodell Gberpruft werden. Es gibt viele verschiedene Ansatze eines
Praeklampsie-Mausmodelles, beispielsweise durch ein Trophoblasten-spezifisches
Hypoxie-induzierbarer-Faktor (HIF-) 1a-Mausmodell, in dem Mause durch prolongierte
HIF-1a-Expression des Trophoblasten Praeklampsie-spezifische Symptome, wie
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Bluthochdruck und Proteinurie entwickeln (Albers et al., 2019). Wie in dem Experiment
zum adoptiven Zelltransfer in dieser Arbeit (Kapitel 3.3.3) kénnten auch fir einen
Rettungsversuch Tregs aus gesunden und/oder trachtigen Mausen extrahiert werden
und trachtigen HIF-1a-Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten der Trachtigkeit injiziert
werden, um zu Uberprufen, ob ein adoptiver Zelltransfer von Tregs den
Trachtigkeitsverlauf verbessern, eine Praeklampsie verhindern oder sogar eine
Heilung  herbeifuhren kann. Ebenso konnte untersucht werden, ob
trachtigkeitsgepragte Tregs hierbei einen anderen Verlauf herbeirufen, als naive
Tregs.

Um das volle therapeutische Potenzial solcher Methoden zu erreichen, bedarf es zum
einen noch weiterer Aufklarung der vollstandigen Pathogenese der
Schwangerschaftskomplikationen, um die Therapie so effektiv wie moglich zu
gestalten und zum anderen weiterer Forschung der Methoden zur Behandlung.

In den ersten beiden Experimenten fur diese Arbeit wurde gezeigt, dass die
Implantationsrate in der ersten und zweiten Trachtigkeit bzw. in der zweiten
Trachtigkeit nach Depletion der Tregs annahernd gleich war. Fraglich ist daher, ob
mogliche Gedachtnis-Tregs fur die Anzahl der Implantationen Uberhaupt eine Rolle
spielen. Wie viele Implantationen eine Maus letztendlich hat hangt stark davon ab, wie
viele Eizellen zum Zeitpunkt der Ovulation vorhanden sind und wie viele von diesen
dann befruchtet werden. Im Durchschnitt ovulieren Mause ca. zehn Eizellen, die
anschlieRend befruchtet werden (Shindo et al., 2022). Wie auch im Menschen ist
dieser Vorgang hormonell gesteuert. So sind vor allem das Follikel Stimulierende
Hormon (FSH), sowie das Luteinisierende Hormon (LH) und die Hormone Progesteron
und Estradiol entscheidend (Kim, Bagchi and Bagchi, 2009). Falls sich die
Hormonspiegel in den unterschiedlichen experimentellen Gruppen nicht
unterscheiden, kdonnte die gleiche Anzahl an Implantationen dadurch zu erklaren sein.
Tregs spielen erst zum Zeitpunkt der Implantation und zur Vorbereitung auf diese eine
Rolle (Shima et al., 2010a), jedoch gibt es keine publizierte Evidenz dafir, dass diese
etwas mit der Ovulation zu tun haben. Ein weiterer Parameter, der die Ovulation
beeinflussen kann, ist Stress. Wagenmaker et al. zeigten in einem ihrer Experimente,
dass Mause, die akutem psychosozialem Stress (haufiger Kafigwechsel, Transport in
einen neuen Raum etc.) ausgesetzt waren, einen gestorten Zyklus und damit eine

gestorte, unregelmafige Ovulation entwickelten (Wagenmaker and Moenter, 2017). In
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den fur diese Arbeit durchgefuhrten Experimenten wurde darauf geachtet, eine ruhige
und stressfreie Umgebung fur die Mause zu schaffen. So kann der Storfaktor Stress
nicht komplett, aber mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden, was sich in
ahnlichen Implantationsraten in allen Gruppen widerspiegelt und fur eine regelrechte
Ovulation spricht. In Folgeexperimenten sollten zusatzlich in allen Gruppen die
Hormon-Werte erhoben werden und weiterhin psychosozialer Stress vermieden
werden, um daraus weitere Schlisse auf die Anzahl der Implantationen zu ziehen.
Zusatzlich ist die Beurteilung einer erfolgreichen Implantation oder eines Aborts an
Tag 7,5 der Trachtigkeit noch nicht moglich, weshalb auch eine Wiederholung des
Experimentes zur fetalen Antigen-Spezifitdat mit der Auswertung des fetalen und
mutterlichen Ausgangs der Trachtigkeit zu einem spateren Zeitpunkt, beispielsweise
an Tag 15,5 sinnvoll erscheint. Die Arbeitsgruppe konnte zu diesem Zeitpunkt der
Trachtigkeit in anderen Experimenten bereits zeigen, dass die Abortrate in der
Folgetrachtigkeit niedriger und das fetale Gewicht hoher ist als in der ersten
Trachtigkeit.

Um den Effekt, den Gedachtnis-Tregs auf Folgeschwangerschaften haben, welcher in
den beiden vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, zu verdeutlichen, konnte
im letzten Experiment mittels adoptivem Zelltransfer gezeigt werden, dass der fetale
Ausgang der Trachtigkeit an Tag 15,5 von Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit,
die am Tag des Vaginalpfropfs schwangerschaftsinduzierte mutmafliche Gedachtnis-
Tregs injiziert bekamen, in der Tendenz vergleichbar war mit Mausen, wahrend der
zweiten ungestorten Trachtigkeit, im Vergleich zu Mausen wahrend ihrer ersten
Trachtigkeit und Mausen, die am Tag des Vaginalpfropfs naive Tregs injiziert
bekamen. Die Herangehensweise des adoptiven Zelltransfers als Rettungsversuch
bzw. als Beitrag zur Verbesserung einer Trachtigkeit oder des Trachtigkeitsausganges
ist keine Neuheit. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten bereits, dass durch den
adoptiven Zelltransfer trachtigkeitsgepragter Tregs in abortgefahrdete Mause die Zahl
der Aborte reduziert werden kann (Zenclussen et al., 2005; Wang et al., 2014).
Besonders herauszustellen ist, dass der ,Rettungseffekt® nach dem Transfer von
trachtigkeitsgepragter Tregs deutlich groRer war als beim Transfer von naiven Tregs.
Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Gedachtnis-Tregs, welche den
Mausen in der ersten Trachtigkeit injiziert wurden, eine verbessernde Kapazitat fur den
fetalen Ausgang der Trachtigkeit darstellten. Im Vergleich dazu zeigten Feten von
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Mausen, die naive Tregs injiziert bekamen ungefahr ahnliche Gewichte, wie Feten von
Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit. Die Injektion von naiven Tregs in Mause am
Tag des Vaginalpfropfs wahrend der ersten Trachtigkeit scheint daher keinen
verbessernden Effekt im Vergleich zur Injektion von Gedachtnis Tregs auf den fetalen
Ausgang der Trachtigkeit an Tag 15,5 der Trachtigkeit zu haben. Insgesamt zeigten
sich die Unterschiede im fetalen Gewicht und der Abortrate sehr klein, daher bleibt die
Frage, wie die Effektstake erhoht werden konnte. Die bereits erwahnten Experimente
von Zenclussen et al. und Wang et al. hatten eine andere Zielsetzung, dennoch stand
auch ein ,Rettungsversuch® im Vordergrund. Daher ahnelt sich die methodische
Herangehensweise. Es sollte jedoch auf einzelne methodische Unterschiede
eingegangen werden, die moglicherweise den Ausgang der Experimente maldgeblich
beeinflussen konnen und in Folgeexperimenten zur Erhdhung der Effektstarke fihren
konnten. Zum einen unterscheidet sich der Zeitpunkt der Injektion. In dem fir diese
Arbeit durchgefuhrten Experiment wurden die Zellen am Tag des Vaginalpfropfs
injiziert, damit die diese bereits an Tag 0,5 der Trachtigkeit in der Maus vorhanden
sind und die Moglichkeit haben, ihre volle (verbessernde) Kapazitat von Beginn an zu
entfalten. Wang et al. injizierten die Zellen zwei Tage vor der Verpaarung (Wang et al.,
2014), Zenclussen et al. injizierten die Zellen in den ersten zwei Tagen bzw. an Tag 7
der Trachtigkeit (Zenclussen et al., 2005). Hier zeigte sich allerdings, dass die Injektion
an Tag 7 der Trachtigkeit keinen vorteiligen Effekt hatte. Dies ist durch die Tatsache
zu erklaren, dass die Implantation der Embryonen nur unter Anwesenheit von Tregs
erfolgreich ist (Shima et al., 2010b). Da Wang et al. zeigten, dass die Injektion der
Zellen bereits zwei Tage vor der Verpaarung einen positiven Effekt hatte, ware es
denkbar in zukunftigen Experimenten weitere Zeitpunkte der Injektion, beispielsweise
zwei Tage vor der Verpaarung und zwei oder sieben Tage nach Auftreten des
Vaginalpfropfs, durchzufuhren und folglich den Effekt auf die mutterliche
Immunadaptation und den fetalen Ausgang der Trachtigkeit zu untersuchen. Die
Erwartung ware, dass die Mause von einer Injektion von Gedachtnis-Tregs um den
Zeitpunkt des Vaginalpfropfs deutlich mehr profitieren als an Tag sieben der
Trachtigkeit. Die Induktion der fetalen Toleranz beginnt mit der Prasenz vaterlicher
Antigene, daher spielen die Gedachtnis-Tregs und ihre verbessernde Kapazitat zu

diesem Zeitpunkt eine groere Rolle als an Tag sieben der Trachtigkeit.
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Anders als in dem fur diese Arbeit durchgefuhrten Experiment, bei dem 150.000 Zellen
injiziert wurden, transferierten die anderen beiden Gruppen in ihren Experimenten
jeweils 200.000 Tregs. Wahrend Zenclussen et al. fur den Transfer Zellen aus Milz und
Thymus nutzten, gewannen Wang et al. die Tregs aus den Deziduen trachtiger Mause
an Tag 14 der Trachtigkeit. Die fur dieses Experiment gewonnenen Zellen aus Uterus
und uterus-drainierenden Lymphknoten erscheinen jedoch zur Beurteilung am
geeignetsten, da die maldgebliche Immunantwort wahrend der Trachtigkeit in
ebendiesen Organen geschieht. Ebenfalls zu beachten ist, dass Zellen aus der
Dezidua lediglich trachtigkeitsgepragter sind, somit aber wahrscheinlich einen
geringeren Anteil an Gedachtniszellen enthalten und Zellen von zweimal trachtig
gewesenen Mausen aus Lymphknoten und Uterus neben trachtigkeitsgepragter Tregs
auch Gedachtnis-Tregs beinhalten. Das ursprungliche Ziel der Injektion von rein Fetal-
Antigen-spezifischen (OVA-positiven) Zellen war durch die kleine Anzahl dieser Zellen
nicht moglich. Daher wurde entschieden, alle Tregs aus oben genannten Organen zu
nutzen, wobei davon ausgegangen wird, dass diese auch die Fetal-Antigen-
spezifischen Tregs enthalten.

Far die Injektion einer hoheren Zellzahl oder sogar der Injektion rein Fetal-Antigen-
spezifischer Zellen ware das Blindeln (engl. pooling) dieser aus verschiedenen Donor-
Mausen notig gewesen. Ein weiterer Ansatz, die injizierte Zellzahl zu erhohen, ware
die repetitive Injektion von Zellen wahrend einer Trachtigkeit an mehreren aufeinander
folgenden Tagen, beginnend mit dem Tag des Vaginalpfropfs, wenn ein Blndeln der
Zellen vermieden werden soll. Auf der anderen Seite bedeutet eine repetitive Injektion
deutlich mehr Stress fur die Maus als eine singulare Injektion, weshalb in einem
Experiment mit repetitivem Transfer die Hohe der Stresshormone, beispielsweise
Cortisol, im Blut bestimmt werden konnte. Sollte es in zuklnftigen Experimenten
gelingen, wenigstens doppelt so viele Zellen (mind. 300.000 Zellen) zu injizieren, ist
die Wahrscheinlichkeit groRer, dass die injizierten Zellen im Rahmen der
durchflusszytometrischen Analyse wiedergefunden werden kdnnen, was in diesem
Experiment nicht der Fall war. Ware das Wiederfinden dieser Zellen moglich, ware
insbesondere hier eine Einzelzellanalyse dieser Zellen sehr interessant und
mutmallich aufschlussreich. Grundsatzlich sollte bedacht werden, dass weiterhin die
Moglichkeit besteht, dass injizierte Zellen nicht wiedergefunden werden konnten, da
diese durch die Empfanger-Maus als fremd erkannt wurden und mittels Apoptose

eliminiert wurden.
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In der mutterlichen Immunadaptation des adoptiven Zelltransfer Experimentes zeigte
sich in den paraaortalen Lymphknoten ein ahnliches Ergebnis wie fur den fetalen
Ausgang der Trachtigkeit. CD4* T-Zellen und Tregs waren bei Mausen wahrend der
zweiten Trachtigkeit hoher als bei Mausen wahrend der ersten Trachtigkeit. Ebenso
zeigten Mause, die Gedachtnis-Tregs erhielten hdhere Level an CD4* T-Zellen und
Tregs als Mause, die naive Tregs erhielten. Dies spricht dafur, dass die durch den
adoptiven Zelltransfer injizierten trachtigkeitsgepragten Tregs gegenuber naiven Tregs
einen gewissen Vorteil in der immunologischen Trachtigkeitsadaptation erbringen,
welcher sich in einer hOheren Anzahl von Tregs aufert. Welchen Vorteil dies fur Mutter
und Fetus bieten konnte wurde in vorherigen Abschnitten ausfuhrlich diskutiert.

Schlussfolgernd erlauben diese Ergebnisse die Annahme, dass potenzielle
Gedachtnis-Tregs die funktionelle Kapazitat besitzen, den fetalen Ausgang einer
ersten Trachtigkeit in der Tendenz auf das einer zweiten Trachtigkeit anzuheben und
die mutterliche immunologische Adaptation verbessern konnen. Im Gegensatz dazu

zeigen naive Tregs kein verbesserndes Potenzial.

In der Analyse der Plazenta zeigten sich bei gleicher Flache des Labyrinths in allen
Gruppen variable Flachenverteilungen der Junktionalzone und der gesamten
Plazentaflache. Mause in der ersten Trachtigkeit und Mause die naive Tregs injiziert
bekamen zeigten zwar absolut eine grol3ere Plazenta, diese jedoch zu Gunsten der
Uberwiegend aus Spongiotrophoblasten (Panja and Paria, 2021) bestehenden
Junktionalzone. Deutlich wurde auch, dass Mause wahrend ihrer zweiten Trachtigkeit
und Mause, die Gedachtnis-Tregs erhielten ein im Verhaltnis zur Junktionalzone
deutlich groReres Labyrinth hatten. Dies bietet vor allem den Feten dieser Gruppen
einen Vorteil, da das Labyrinth der Ort des Gas- und Nahrstoffaustausches ist (Woods,
Perez-Garcia and Hemberger, 2018). Resultierend und passend hierzu wurde in
ebenjenen Gruppen ein etwas hoheres fetales Gewicht beobachtet.

Zusammen lassen diese Ergebnisse die Beantwortung der Frage nach dem
Unterschied in der verbessernden Kapazitat zwischen Fetal-Antigen-spezifische Tregs
und Fetal-Antigen-spezifischen Gedachtnis-Tregs teilweise zu. Das Potenzial von
Fetal-Antigen-spezifischen Gedachtnis-Tregs ist im Hinblick auf den fetalen Ausgang
der Trachtigkeit grof3er als das von ,normalen® Fetal-Antigen-spezifischen Tregs, die
wahrend der ersten Trachtigkeit entstehen. Dies wird deutlich, da das Gewicht und die
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Flache des Labyrinths der Feten von Mausen, die Gedachtnis-Tregs injiziert bekamen
in der Tendenz etwas hoher war als das von Mausen wahrend ihrer ersten Trachtigkeit.
Klinisch resultiert eine zu kleine Gas- und Nahrstoffaustauschflache haufig in einer
Plazentainsuffizienz, welche zu fetaler Wachstumsrestriktion fuhren kann (Schwartz et
al., 2014; Tang et al., 2017). Obwohl der primare Grund fir eine Plazentainsuffizienz
vaskularer Genese ist, ruht die Ursache haufig im Beginn der Schwangerschaft und ist
durch inadaquate vaskulare Funktion wahrend dieser gekennzeichnet (Wardinger and
Ambati, 2022). Nichtsdestotrotz sind insbesondere Immunzellen an der Invasion und
Etablierung der GefalRanschliusse der plazentaren Gefalle an die mdutterlichen
Spiralarterien beteiligt. Die injizierten Gedachtnis-Tregs zeigten damit durch ihre
mutmalliche verbessernde Kapazitat durch Re-Expansion im Vergleich zu injizierten
naiven Tregs eine Moglichkeit fur den Schutz vor fetaler Wachstumsrestriktion, da sie
eine adaquate plazentare Versorgung des Fetus durch sichere Etablierung der
Gefaldversorgung garantieren.
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6 Resumee und Ausblick

Die experimentelle Forschung zu Gedachtnis-Tregs ist bisher nicht weit
fortgeschritten. Es gibt sehr wenige publizierte Belege und bisher konnte kein Marker
zur alleinigen Identifikation dieser Zellen gefunden werden. Die bisherigen
experimentellen Belege der Gedachtnis-Tregs wurden in artifiziellen Tiermodellen
(Rowe et al., 2012; Chen, Darrasse-Jéze, Bergot, Courau, Churlaud, et al., 2013)
erbracht, die sich durch die Uberexpression eines bestimmten Antigens auszeichnen,
wodurch verhaltnismaRig starke Effekte dargestellt werden konnen.

Die Mausexperimente fur diese Arbeit wurden in annahernd natirlichen, mit dem
Menschen vergleichbaren, experimentellen Verpaarungskonstellationen durchgefuhrt.
Erklarbar sind dadurch die im Vergleich zu den Experimenten von Rowe et al. und
Chen et al. eher kleinen Unterschiede zwischen Gruppen, sowie die niedrigere
Frequenz der Fetal-Antigen-spezifischen Zellen. Insbesondere im Experiment zum
adoptiven Zelltransfer von Tregs sind die Unterschiede, vor allem beim fetalen Gewicht
sehr klein. Die Ergebnisse der Literaturrecherche zu den humanen Daten zeigen
ahnliche Ergebnisse: Das Geburtsgewicht zeigte sich im Mittel um ca. 4% hdéher in der
zweiten Schwangerschaft. Dieser Unterschied ist nicht grof3, dennoch ist er darstellbar.
Insgesamt zeigen sich die Kernfaktoren in diesen, sowie in anderen Experimenten der
Arbeitsgruppe stabil: die Abortrate ist in der zweiten Trachtigkeit niedriger und das
fetale Gewicht hoher als in der ersten Trachtigkeit. Insbesondere im Hinblick auf diese
Ergebnisse kdonnen Immungedachtniszellen als Erklarung herangezogen werden.
Diese sind die in der Lage kleine Unterschiede zwischen Gruppen zu erzeugen. Im
klinischen Kontext konnen diese kleinen Unterschiede aber vielleicht in der Lage sein,
den fetalen Ausgang der Schwangerschaft zu verbessern oder eine
Schwangerschaftskomplikation zu verhindern.

Durch weitere Wiederholung der Experimente konnte die GruppengrofRen der Mause
erweitert werden, welches zur Steigerung des Signifikanzniveaus fuhren und den
Standardfehler minimieren konnte. Zu bedenken bleibt aber, dass weiterhin im Sinne
des 3-R- (refine, replace, reduce; verbessern, ersetzten, reduzieren) Prinzipes im
experimentellen Umgang mit Versuchstieren gearbeitet werden sollte. Eine Erhdhung
der GruppengrofRe widerspricht diesem. Daher bedarf es guter Abwagung weiterer

Experimente.
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Um noch weitere Aspekte zu untersuchen, kdnnte in weiteren adoptiven Zelltransfer-
Experimenten der Unterschied zwischen naiven Tregs, Gedachtnis-Tregs und
beispielsweise Tregs aus Mausen, die an Praeklampsie leiden untersucht werden. Ziel
ware es, zum einen herauszufinden, ob Tregs auch durch eine
Schwangerschaftskomplikation im negativen Sinne gepragt werden konnen und
dadurch aufzuklaren, ob Mause, die praeklamptisch-gepragte Tregs injiziert
bekommen ebenfalls an einer Praeklampsie erkranken.

Zusatzlich sollten zukinftig hormonelle Einflusse untersucht werden, da zum einen die
Ovulation dadurch bedingt wird und zum anderen insbesondere Tregs unter dem
Einfluss des Hormons Ostrogen expandieren kénnen (Chen et al., 2003; Tai et al.,
2008). Zusatzlich stellt sich in diesem Zusammenhang auch die Frage nach der Rolle
des Progesterons. Experimentell konnte unter anderem gezeigt werden, dass das
Fehlen des Progesteron-Rezeptors auf CD11c* Antigen-prasentierenden-Zellen zu
einer reduzierten Anzahl uteriner Tregs und gleichzeitig zu intrauteriner
Wachstumsrestriktion in Mausen fuhrt (Thiele, Hierweger, et al., 2019). Klinisch zeigte
sich in einer randomisierten, doppelblinden Studie, in der untersucht wurde, ob
Progesteron die Rate der Fehlgeburten senken kann, kein Unterschied zwischen
Frauen, die bis zum Ende der 16. Schwangerschaftswoche Progesteron erhielten und
Frauen die ein Placebo erhielten (Coomarasamy et al., 2019). Interessanterweise
zeigte die Subgruppenanalyse dieser Studie jedoch, dass Frauen mit drei oder mehr
Aborten in der Vergangenheit einen signifikanten Vorteil durch die Behandlung mit
Progesteron im Vergleich zu einer Behandlung mit einem Placebo hatten. Folglich
scheinen Frauen mit repetitiven Aborten durch die Behandlung mit Progesteron einen
Vorteil zu haben. Ob dieser unter anderem auch immunologischer Genese ist, muss

in weiteren Studien und Experimenten erforscht werden.

In der klinischen Ubertragbarkeit all dieser Uberlegungen kénnte ein Transfer von
Tregs oder die Mdoglichkeit der spezifischen Treg-Aktivierung in der
Schwangerschaftsplanung und prakonzeptionellen Betreuung eine
Therapiemoglichkeit der Zukunft bedeuten (Robertson et al., 2019). Auf diesem Wege
konnte Frauen geholfen werden, die beispielsweise durch einen Mangel an Tregs oder
deren inadaquater Aktivierung von ungewollter Kinderlosigkeit oder repetitiven
Fehlgeburten betroffen sind. Um neben der zuvor beschriebenen hormonellen
Therapie mit Progesteron letztendlich eine solche Immuntherapie in Betracht zu
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ziehen, sind noch viele Schritte notwendig. Es bedarf der Erforschung einer adaquaten
Methode zur Identifikation insuffizienter Treg-Populationen, sowie der Klarung der
Frage nach dem optimalen Zeitpunkt fur diese Therapien. Hierfur tragt diese Arbeit zur
weiteren Aufklarung der Vorteile und Bedeutung von Gedachtnis-Tregs in der
Schwangerschaft bei und unterstitzt damit die Weiterentwicklung von
Therapiemoglichkeiten zur Sicherstellung eines physiologischen

Schwangerschaftsverlaufes.

Bei allen hier bereitgestellten Informationen und Belegen fur Gedachtnis-Tregs gilt es
zu bedenken, dass diese Zellpopulation nicht als Einzige fur das gute Gelingen oder
eine komplikationsreiche Schwangerschaft und Folgeschwangerschaft verantwortlich
ist. Bei vielen andere Zellpopulationen des adaptiven Immunsystems wie
beispielsweise CD8* T-Zellen wird ebenso Uber die Gedachtniszellbildung wahrend
der Schwangerschaft diskutiert (Kinder et al., 2020). Ebenso sollte bedacht werden,
dass nicht nur die immunologische, sondern auch die metabolische und kardiale
Schwangerschaftsadaptation, sowie deren gegenseitige Beeinflussung,
gesamtheitlich noch nicht hinreichend untersucht und verstanden ist. So ist nicht jede
Schwangerschaftskomplikation tber einen Mangel oder Uberschuss an Immunzellen
oder die inadaquate kardiale oder metabolische Anpassung zu erklaren. Dennoch ist
das adaquate Zusammenspiel und die Erforschung dessen fur eine gesunde
Schwangerschaft von enormer Bedeutung.

Neben der Erforschung des adaptiven Immunsystems in der Schwangerschaft legen
andere Arbeitsgruppen ihren Fokus auf das angeborene Immunsystem: So zeigten
Gamliel et al., dass NK-Zellen ebenfalls in der Lage sind, Gedachtniszellen zu bilden,
die mit einer verbesserten Vaskularisierung der Plazenta in der Folgeschwangerschaft
assoziiert sind (Gamliel et al., 2018). Dieses neue Feld der sogenannten ,trainierten
Immunitat® (engl. trained immunity) bietet neben dem bereits bekannten Immun-
Gedachtnis ebenfalls grol3es Potenzial, eine Rolle in der Verbesserung von zweiten
Schwangerschaften zu spielen.
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7 Appendix

Tabelle 15: Herkunft und GroRe der Studienpopulation der analysierten Studien

in der Literaturrecherche.

Referenz Herkunft der Studienpopulation (n)
Studienpopulation

(Ananth et al., 2007) Missouri, USA 154.810

(Bhattacharya et al., Aberdeen, GroRbritannien | 24.520

2008)

(Blankson et al., 1993) Alabama, USA 737

(Boghossian et al., 2014a) | Utah, USA 62.013

(Boghossian et al., 2015) | Utah, USA 26.787

(Boghossian et al., 2014b) | Utah, USA 26.963

(Chiba et al., 2013) Japan 560

(Cnattingius et al., 1999) | Schweden 243,858

(Ehrlich et al., 2011) Nordkalifornien, USA 22.351

(England et al., 2015) Massachusetts, USA 141.233

(Getahun, Fassett and Sudkalifornien, USA 65.132

Jacobsen, 2010)

(Ghaemmaghami et al., Iran 858

2013)

(Grantz et al., 2015) Utah, USA 25.820

(Hathout, H., Kasrawi, R., | Kuwait, Vereinigte 573

Moussa, M. A. A, & Arabische Emirate

Saleh, 1982)

(Hernandez-Diaz, Toh Schweden 763.795

and Cnattingius, 2009)

(Hickey CA, Cliver SP, Alabama, USA 152

Goldenberg RL, 1992)

(Hinkle et al., 2014) Utah, USA 25.241

(Hutcheon and Platt, Montreal, Kanada 1.220

2008)

(Joshi et al., 2005) Maharashtra, Indien 770
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(Khambalia et al., 2013) New South Wales, 142.843
Australien

(Lain, Krohn and Roberts, | Pennsylvania, USA 6.148

2005)

(Lykke, Paidas and Danemark 536.419

Langhoff-Roos, 2009)

(Michael J. Mahande et Tansania 3.909

al., 2013)

(Michael Jd Mahande et Tansania 3.359

al., 2013)

(Majoko F, Nystrom L, Simbabwe 10.569

Munjanja SP, Mason E,

2014)

(Makkonen, Heinonen Finnland 8.842

and Kirkinen, 2000)

(Manzanares et al., 2017) | Spanien 7.896

(Merlino et al., 2006) Ohio, USA 1.241

(Mostello et al., 2008) Missouri, USA 103.860

(Ouh et al., 2018) Korea 121.569

(Paterson and Saunders, | GroRbritannien 75.974

1991)

(Raisanen et al., 2013) Finnland 686.114

(Skjeerven, Wilcox and Norwegen 551.478

Lie, 2002)

(Van Oostwaard et al., Niederlande 503

2014)

(Voskamp et al., 2013) Niederlande 259.481

(Wallace et al., 2016) Aberdeen, GroRbritannien | 24.520

(Mark A Wilcox, Chang GroRbritannien 3.457

and Johnson, 1996)
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8 Zusammenfassung

Fir einen positiven fetalen Ausgang der Schwangerschaft und einen gesunden
Schwangerschaftsverlauf ist die adaquate Anpassung des mutterlichen Organismus
an die Schwangerschaft auf mehreren Ebenen notwendig. Im Vordergrund stehen
dabei neben der kardialen und metabolischen vor allem die immunologische
Adaptation an diese besondere Situation. Dabei unabdingbar sind die regulatorischen
T-Zellen (Tregs), die zusammen mit anderen Zellen eine grofte Rolle in der Induktion
immunologischer Toleranz gegenuber dem Fetus spielen.

In der durchgefuhrten Literaturrecherche konnte gezeigt werden, dass immunologisch
assoziierte Schwangerschaftskomplikationen (Préaeklampsie, FGR, Frihgeburtlichkeit
und spontaner Abort) nach Auftreten in der ersten Schwangerschaft in der zweiten
Schwangerschaft ein erhOohtes Risiko zeigten, erneut aufzutreten. Frauen mit
unkomplizierter erster Schwangerschaft zeigten in der zweiten Schwangerschaft ein
erniedrigtes Risiko. Das lasst die Vermutung eines immunologischen
Schwangerschaftsgedachtnisses zu. Verantwortlich sind hierfur unter anderem
vermutlich Gedachtnis-Tregs.

Die Experimente im Mausmodell zeigten, dass die Anzahl Fetal-Antigen-spezifischer
Tregs in der zweiten Trachtigkeit hoher war. Aul3erdem konnte der Ausgang der
Trachtigkeit bei Mausen in ihrer ersten Trachtigkeit nach Transfer von
trachtigkeitsgepragten Tregs auf den Ausgang einer zweiten Trachtigkeit angehoben
werden.

Die Experimente unterstutzen daher die These der Existenz von Treg-
Gedachtniszellen, die durch die Schwangerschaft entstehen. Insbesondere in Hinblick
auf Therapiemoglichkeiten, die im Rahmen der reproduktiven Immunologie moglich

sein konnten, sind weitere Experimente notwendig.

Teile der Ergebnisse dieser Arbeit wurden 2019 unter folgendem Titel im Journal of
Reproductive Immunology 134-135, 11-20 verdffentlicht:

Thiele K, Ahrendt LS, Hecher K, Arck PC: The mnemonic code of pregnancy:

Comparative analyses of pregnancy success and complication risk in first and

second human pregnancies
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9 Summary

In order to achieve a healthy pregnancy and a good fetal outcome the maternal
organism has to adapt adequately to the pregnancy on different levels. Besides the
cardiac and metabolic adaptation, the focus lies on the immunological adaptation to
this special situation. Here regulatory T cells (Tregs) are indispensable. Together with
other cells, they play a pivotal role in the induction of tolerance towards the fetus.

The literature research carried out showed that immunologically associated pregnancy
complications (pre-eclampsia, FGR, premature birth and spontaneous abortion)
showed an increased risk of reoccurring in the second pregnancy after the occurrence
in the first pregnancy. Women with an uncomplicated first pregnancy showed a
reduced risk in the second pregnancy. This allows the assumption of an immunological
pregnancy memory. Aside other aspects, memory Tregs are probably responsible for
this.

The experiments in the mouse model showed that the number of fetal-antigen-specific
Tregs was higher in the second pregnancy. In addition, the pregnancy outcome was
better in mice in their first pregnancy after transfer of pregnancy-imprinted Tregs.

The experiments therefore support the thesis of the existence of memory Tregs that
are formed during pregnancy. Especially with regard to possible therapeutic options in

the context of reproductive immunology, further experiments are necessary.
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10 Abkirzungsverzeichnis

APC
APZ
AT
BMI
Bp
BSA
BV
CD
CO2
Cy
DC
DEPC
DEREG
DNA
dNK
dNTP
DPBS
DT
FACS
FCS
FGR
FITC
FMO
FoxP3
FSH
Gd
GDM
GFP
HBSS
HCG
HIV
HLA
ICSI

Allophycocyanin

antigenprasentierende Zelle

Adoptiver Zelltransfer

Body Mass Index

Basenpaare

Bovine serum albumin

Brilliant Violet

Cluster of differentiation (dt. Hauptmerkmalstrager)
Kohlenstoffdioxid

Cyanine

Dendritische Zelle

Diethyl-Pyrokarbonat

DEpletion of REGulatory T-cells
Desoxyribonucleinacid (dt. Desoxyribonukleinsaure)
Deziduale Naturliche Killerzelle
Nukleosidtriphosphate

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Diphtherietoxin

Fluorescence-activated cell sorting (dt. Durchflusszytometrie)
Fetal calf serum (dt. Fetales Kalbsserum)

Fetal growth restriction (dt. fetale Wachstumsrestriktion)
Fluorescein Isothiocyanate

Fluorescent minus one

Forkhead box P3

Follikel-stimulierendes Hormon

Gestation day (dt. Trachtigkeitstag)
Gestationsdiabetes mellitus

Green Fluoreszierendes Protein

Hank’s Balanced Salt Solution

Humanes Choriongonadotropin

Humanes Immundefizienz-Virus
Humanen-Leukozyten-Antigene

Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
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IL
IUGR
IVF
LH
MgCl2
MHC
min
mTreg
NK-Zelle
02
OVA
PCR
PE
PerCP
PBIF
PFA
RBC
SEM
SIH
SGA
SSW
TAE
tDC
TGF R
Th1
Th2
Tregs
nTreg
uv
VEGF

Interleukin

Intrauterine growth restriction (dt. Intrauterine Wachstumsrestriktion)
In-vitro Fertilisation

Luteinisierendes Hormon

Magnesiumchlorid

Major histocompatibility complex

Minute

Memory regulatory T-cell (dt. regulatorische Gedachtnis-T-Zelle)
Naturliche Killerzelle

Sauerstoff

Ovalbumin

Polymerase chain reaction (dt. Polymerase-Kettenreaktion)
R-phycoerythrin

Peridinin-chlorophyll Prprotein

Progesteron-induzierter Blockierfaktor

Paraformaldehyde

Red blood cell (dt. Rote Blutzelle)

Standardfehler

Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie

Small for Gestational Age

Schwangerschaftswoche

Tris-Acetate-EDTA-Buffer

Tolerogene Dendritische Zelle

Transforming growth factor 3

Typ 1 CD4* T-Zellen

Typ 2 CD4* T-Zellen

Regulatorische T-Zellen

naive (ungepaarte) regulatorische T-Zelle

Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor (dt. vaskularer endothelialer

Wachstumsfaktor)
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