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1 EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

“Since the dawn of time, organisms have been subject to evolutionary pressure from
the environment. The ability to respond to environmental threats or stressors such as
predation or natural disaster enhanced survival and therefore reproductive capacity
(...).” (zit. aus Segerstrom & Miller 2004: S. 1, Z.1-6)

Die Schwangerschaft stellt eine einzigartige Herausforderung fir das miuitterliche
Immunsystem dar, da es immunologische Toleranz gegeniber dem Fo6tus
entwickeln muss, der als semi-allogen bezeichnet werden kann aufgrund der
Expression von paternalen Antigenen (Ag) (Arck & Hecher 2013; Billington 2003).
Eine zentrale Rolle bei der mutterlichen Immunanpassung spielen T-Zellen. Vor
allem regulatorische T-Zellen (Treg) wurden als bedeutend identifiziert, da sie in
der Lage sind, regulatorisch Immunantworten von Effektor-T-Zellen gegen fetale
Antigene zu supprimieren und somit eine Abstol3ung zu verhindern (Alijotas-Reig
et al. 2014; Aluvihare et al. 2004). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass das Er-
leben von Stress zu einer ineffizienten Immunanpassung an die Schwangerschaft
fuhren kann. Dies kann zu Fruhgeburtlichkeit, Spontanabort sowie auch zu
Schwangerschafts-spezifischen Erkrankungen wie Praeklampsie fuhren (Dunkel
Schetter 2011; Hobel et al. 2008). Auch eine beeintrachtigte Entwicklung des
Fetus mit einem erhéhten Risiko fir kardiovaskulare, immunologische und
psychiatrische Erkrankungen im Kindes- sowie im spateren Erwachsenenalter
kann die Folge sein (Knackstedt et al. 2005; Solano et al. 2011). Zentral in der
Stressverarbeitung ist die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
(HHNA). Auch diese und die damit zusammenhdngende Stressantwort zeigen
schwangerschaftsspezifische Veranderungen auf, was ebenso Auswirkungen auf
die Glucocorticoid (GC)-Sensitivitat von verschiedenen Zellen und Geweben hat
(Wadhwa 2005; Weinstock 2005). Die genauen Mechanismen der Stressvermitt-
lung auf das Immunsystem bleiben jedoch weiterhin nicht vollsténdig verstanden.

Diese Arbeit soll den Zusammenhang zwischen wahrgenommenem maternalen
Stress, Frequenzen verschiedener T-Zell-Ph&notypen und der GC-Sensitivitat von
T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft untersuchen.
Inwiefern dies Auswirkungen auf den Erfolg der Schwangerschaft hat, wird

ebenfalls eruiert.



1.2 Stress wahrend der Schwangerschaft

1.2.1 Definition von Stress

“Everybody knows what stress is and nobody knows what it is* (zit. aus Selye 1973:
S.1,2.1)

Auch wenn unsere heutige Gesellschaft komplexer geworden ist und
Anforderungen in vielerlei Hinsicht gestiegen sind, haben sich unsere
Bewaltigungsmechanismen, mit den Widrigkeiten des Lebens umzugehen, in den
letzten Jahrtausenden nicht signifikant weiterentwickelt (Chrousos & Gold 1992,
Chrousos 2009). Bis heute gibt es keine einheitliche Definition und konzeptionelle
Operationalisierung von Stress (Segerstrom & Miller 2004). Allgemein wird Stress
jedoch als Zustand der Disharmonie oder auch als Bedrohung der Homoostasis
definiert (Chrousos & Gold 1992). Charakteristisch ist eine Abfolge aus dem
Stressor, dem Stimulus oder Stressfaktor, sowie der Stressreaktion, welche durch
diesen ausgel6st wird. Die adaptive Stressantwort kann spezifisch auf einen
Stressor oder generalisiert und unspezifisch sein. Es erfolgt eine Anpassung der
Stressreaktion bei persistierender Prasenz des Stressors (Pschyrembel 2004).
Hans Selye beschrieb Stress schon frih als ,unspezifische Antwort des Korpers
auf jegliche sich ihm stellende Anforderungen® (zitiert und frei Ubersetzt aus: Selye
1976: S. 137, Z. 1). Lazarus und Folkman erweiterten den Stressbegriff um die
zentrale Rolle der kognitiven Bewertung (Appraisal) und Bewaltigung (Coping) von
physiologischem Stress (Lazarus & Folkman 1984). Eine Bewertung des Stressors
und der eigenen Ressourcen zur Aufrechterhaltung der Homoostasis ist notig.
Nach Cohen ist objektives Stressempfinden daher nicht nur durch Qualitat und
Intensitat des Stressors bestimmt, sondern auch durch die subjektive
Einschatzung der empfundenen Belastung (Cohen et al. 1983). Eine ungenu-
gende Adaptation ist nach ihm zumeist Folge einer Diskrepanz zwischen Stressor
und vorhandenen Bewaéltigungsmechanismen. Sterling erweitert den Homoostase-
Begriff um das dynamischere Allostase-Konzept, welches physiologische und
psychologische Adaptationen beschreibt, die die Aufrechterhaltung von Stabilitat
auch bei zukinftigen Belastungen zulasst. Dies gewahrleistet eine grol3ere
Variabilitdt sich an andernde Bedingungen anzupassen, fordert aber auch mehr
Ressourcen. Eine dauerhafte allostatische Aktivierung wird als allostatische Last
bzw. Uberlast (,allostatic load‘) bezeichnet (Sterling 2012).



Eine Adaptation an akute Stresssituationen ist notig zur Aufrechterhaltung der
physischen und psychischen Homagostasis. Dysfunktionen des Stresssystems und
chronische Stressexposition kénnen Wachstum, Verhalten und Metabolismus
negativ beeinflussen, was potentiell zu zahlreichen akuten und chronischen
Funktionsstérungen fuhren kann (Chrousos 2009). Gerade die Lebensumstande
und der Lebensstil unserer heutigen Zeit scheinen besonders pradestiniert zu sein
fur die Entwicklung von Stress-assoziierten Erkrankungen wie Ubergewicht,
Diabetes mellitus Typ Il, arterielle Hypertonie, Autoimmunerkrankungen und
allergische Dispositionen sowie Angst-, Schlaf- und affektive Stérungen wie
Depression. All diese sind multifaktoriell und weisen eine hohe Komorbiditat auf
(Chrousos 2004; Chrousos 2009).

In dieser Arbeit sollen jedoch vor allem die Interaktionen zwischen Stress und dem
Immunsystem im Fokus stehen. Lange Zeit wurde Stress eine globale
immunsuppressive Wirkung zugeschrieben (Segerstrom & Miller 2004). Dhabhar
und McEwen erweiterten dies jedoch um ein biphasisches Modell, in welchem
akuter Stress zu einer Steigerung, chronischer Stress dagegen zu einer
Suppression des Immunsystems fuhrt (Dhabhar & McEwen 1997). Angenommen
wurde, dass verminderte Immunantworten flr eine erhohte Inzidenz von
Infektions- und neoplastischen Erkrankungen unter chronisch gestressten
Individuen verantwortlich seien. Gleichzeitig zeigten sich jedoch auch
Krankheitsbilder assoziiert mit chronischen Stresszustanden, die mit einer
Immundberreaktivierung einhergingen, wie allergische und Autoimmun-
erkrankungen. So wird heute angenommen, dass Stress simultan zu einer
Verstarkung und Suppression von Immunantworten durch Verdnderung bzw.
Verschiebung von Zytokinsekretionsmustern und zu einer Beeinflussung der
Proliferation von regulatorischen T-Zellen fuhrt (Dhabhar 2009; Dhabhar &
McEwen 1997). Beide Systeme spielen auch in der Schwangerschaft eine

unabdingbare Rolle.

1.2.2 Préanataler Stress, Schwangerschaftskomplikati  onen und fetale
Programmierung

Organismen sind am anfalligsten gegentber Umgebungseinflissen in Phasen

rapiden Wachstums und in der humanen Schwangerschatt findet die Zellteilung in

utero in hoéherer Geschwindigkeit statt als bei jeder anderen tierischen Spezies

(Wadhwa 2005). Die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft sowie die daraus
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resultierende embryonale und fetale Entwicklung sind dementsprechend ein
Zeitfenster auf3erordentlicher Vulnerabilitdt und Sensitivitdt gegeniber aul3eren
Einflissen (Knackstedt et al. 2005; Nathanielsz 1999).

Hohe Stressbelastung scheint tber das letzte Jahrhundert eine zunehmende
Bedrohung fur die Gesellschaft geworden zu sein. Arbeitsstress und intensiveres
Karrierestreben sind vor allem fur Frauen ausgepréagter geworden und fuhren zu
einer erhdhten Stressbelastung, insbesondere auch wéahrend der Schwanger-
schaft (Knackstedt et al. 2005). Die Anzahl von Frauen, die wahrend ihrer
reproduktiven Periode in leitenden Positionen arbeiten, steigt stetig (Arck 2001).
Solch eine pranatale Stressexposition moduliert maternale endokrine und
Immunantworten wahrend der Schwangerschaft (Solano et al. 2011) und kann die
Gesundheit des wachsenden Fetus beeinflussen (Knackstedt et al. 2005;
Nathanielsz 1999).

Stressbelastung, hoheres miutterliches Alter
Hdéherer Bildungsstatus und Berufsanforderung
Bessere Schwangerschaftsvorsorge
Verbesserte Hygiene

Ungesunde Erndhrung

Inzidenz von Infektionskrankheiten
Rauchen wahrend der Schwangerschaft
Schwangerschaften im Jugendalter

I 1 1 I I I I 1
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Abbildung 1: Verdnderungen der &uf3eren Einflussfaktoren in westlichen Gesellschaften,

welchen Frauen im reproduktiven Alter tber die letzten Jahrzehnte ausgesetzt waren und

sind. Quelle: in Anlehnung an M. E. Solano et al./Journal of Reproductive Immunology 90
(2011) 3-8, adaptiert und frei Gbersetzt (Solano et al. 2011).

Spontanaborte, Frihgeburtlichkeit (<37.Schwangerschaftswoche, SSW) und
erniedrigtes  Geburtsgewicht (<2500g) sind die haufigsten negativen
Schwangerschaftsausgange (Arck 2001; Christian 2012), verbunden mit einer
hoheren Hospitalisationsrate und grof3erer perinataler Morbiditdt und Mortalitat
(Hobel et al. 2008). Zahlreiche epidemiologische Studien und Geburtskohorten
konnten eindeutige Zusammenhange von maternalem Stress und dem Auftreten
dieser negativen Schwangerschaftsverlaufe aufzeigen (Arck 2001; Dunkel
Schetter 2011; Hobel et al. 2008; O’'Hare & Creed 1995).

Niedriges Geburtsgewicht ist mit vielen langfristigen Gesundheitskonsequenzen

des Kindes verbunden, allen voran kardiovaskulare Erkrankungen (Barker 2006;



Osmond & Barker 2000; Solano et al. 2011; Wadhwa 2005). Die Inzidenz von
Frihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht ist oftmals assoziiert (Weinstock
2005), jedoch konnen auch termingerecht geborene Kinder ein verringertes
Gewicht haben abhéngig von der fetalen Wachstumsrate wahrend der
Schwangerschaft. Ein erhdhtes Risiko fur niedriges Geburtsgewicht zeigte sich vor
allem in Zusammenhang mit dem Auftreten von belastenden Lebensereignissen
(,stressful life events'), wie z.B. dem Verlust eines Familienmitglieds oder dem
Verlust des Arbeitsplatzes (Hobel et al. 2008). Wadhwa et al. beschrieben eine
55g-Reduktion des Geburtsgewichts mit jeder Einheit an auftretenden
Lebensereignissen (Wadhwa et al. 1993). Auch chronischer pranataler Stress
zeigte ein 2-3fach erhohtes relatives Risiko fir erniedrigtes Geburtsgewicht
(Borders et al. 2007) und ist ein Pradiktor fur eine verklrzte Gestationsdauer
(Dunkel Schetter 2011). Gravierende Lebensereignisse sind verbunden mit einem
1,5-2fach erhdhten relativen Risiko fur Frihgeburtlichkeit (Dunkel Schetter 2011).
Ebenso zeigen sich stressbelastete Lebensereignisse in den vorangegangen 3
Monaten assoziiert zu Fehlgeburten (O’Hare & Creed 1995). Vor allem auch unter
Frauen, die erh6htem arbeitsassoziiertem psychologischem Stress ausgesetzt
waren, kam es zu einem vermehrten Auftreten von Spontanaborten (Fenster et al.
1995; Knackstedt et al. 2005). Stress fuhrt nicht zwangslaufig zu Fehlgeburten,
kann aber auch zu Schwangerschafts-assoziierten Erkrankungen fuhren.
Beanspruchung durch zu hohe Arbeitsbelastung wéahrend der ersten 20
Schwangerschaftswochen (SSW) erhoht das Risiko fir Praeklampsie und
Gestationshypertonie (Marcoux et al. 1999; Triche & Hossain 2007), welche
wiederum Frihgeburtlichkeit und erniedrigtes Geburtsgewicht zur Folge haben
konnen.

Pranataler Stress und fetale Adaptationen an Bedingungen in utero beeinflussen
jedoch nicht nur die Gesundheit des Fetus vor der Geburt, sondern scheinen auch
entscheidend fir das Krankheitsrisiko des Kindes im spateren Leben zu sein
(Gluckman et al. 2008; Solano et al. 2011). Dies wird bezeichnet als fetale
Programmierung (Knackstedt et al. 2005; Wadhwa 2005). Haufigste Folge sind
kardiovaskulare und metabolische Erkrankungen wie arterielle Hypertonie,
Koronare Herzerkrankung und Diabetes mellitus Typ-Il (Barker 2006; Cottrell &
Seckl 2009; Osmond & Barker 2000; Solano et al. 2011; Wadhwa 2005), jedoch
auch eine beeintrachtigte Entwicklung des Nervensystems mit Entwicklungs-,



Aufmerksamkeits- und Verhaltensstérungen im Kindesalter (Wadhwa 2005;
Weinstock 2005) sowie affektive Stérungen oder Schizophrenie im
Erwachsenenalter (Kinney et al. 2010; Kinsella & Monk 2009). Es scheint aber
auch Einflisse auf die Entwicklung des fetalen Immunsystems zu geben. Studien
zeigen mehr und mehr den Zusammenhang zwischen préanataler Stressbelastung
und dem erhohten Risiko, chronische immunassoziierte Erkrankungen wie
Allergien und Asthma zu entwickeln (Arck & Hecher 2013; Pincus et al. 2010;
Sausenthaler et al. 2009; Solano et al. 2011).

Zwei Stressfaktoren haben sich als entscheidend fir das Auftreten von negativen
Schwangerschaftsereignissen herauskristallisiert:  Zeitpunkt und  subjektive
Bewertung des Stressors. Messungen der subjektiven Stresswahrnehmung und

-bewertung zeigten sich starker assoziiert mit negativen Schwangerschafts-
ergebnissen als quantitative Messungen potentiell stressbehafteter Ereignisse
oder Umstande (Hobel et al. 2008; Wadhwa 2005). Des Weiteren gibt es
zahlreiche Nachweise, dass Frauen mit fortschreitender Schwangerschaft weniger
sensitiv fur Stresstimuli werden und die vulnerabelste Phase der Schwangerschaft
das erste Trimenon darstellt (Hobel et al. 2008). Deswegen konzentriert sich diese
Arbeit vor allem auf die Exposition von subjektiv wahrgenommenem Stress
wahrend der Schwangerschaft mit dem Fokus auf das erste

Schwangerschaftsdrittel.

1.2.3 Psychosoziale und soziodemographische Einflus sfaktoren

Neben Stress gibt es noch viele weitere Faktoren, die Einfluss auf das
Schwangerschaftsergebnis bzw. auf das miutterliche Stressempfinden haben
konnen. Zu den Storfaktoren, die pradiktiv vor allem fur das Geburtsgewicht des
Kindes sind, zahlen das maternale Alter, der Body-Mass-Index der Mutter und
soziokulturelle Faktoren wie Bildungsstatus, Ethnizitdt, Lebensfihrung und
Rauchen (Wadhwa 2005). Der Anteil am Auftreten von erniedrigtem
Geburtsgewicht und Fruhgeburtlichkeit ist besonders hoch unter kulturellen
Subgruppen mit Migrationshintergrund und niedrigem Bildungsstatus. Gleichzeitig
ist die Rate an Arbeitslosigkeit, hauslicher Gewalt und Alkohol- und Drogenabusus
erhoht, sodass auch das subjektive Stressempfinden eine 3-4fache Steigerung
aufweist (Dunkel Schetter 2011). Wahrend Stress einen aktuellen Zustand
darstellt (‘state’), gibt es auch Personlichkeitsmerkmale (‘traits’), z.B. Neuro-
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tizismus, die Einfluss auf das Stressempfinden und Coping-Verhalten haben
(Paarlberg et al. 1995). Starkere personliche Ressourcen und soziale Unter-
stitzung zeigten sich assoziiert mit hoherem Geburtsgewicht und langerer
Gestationsdauer (Wadhwa 2005), hoherer wahrgenommener psychosozialer
Stress wiederum mit fehlenden Beziehungen und sozialen Kontakten (Hobel et al.
2008; O’'Hare & Creed 1995). All diese Faktoren wurden in dieser Arbeit bedacht

und als Storfaktoren kontrolliert.

Schwanger-
schafts-asso-
ziierte Angst

Soziodemo-
graphische
Faktoren

Schwerwiegende
Lebensereignisse

Gewalt/
Missbrauch

Rassismus/
Diskriminierung

Maternale
HHNA -
Stresshormone

Plazentares Fetale HHNA -
CRH Stresshormone

Uteroplazentare Friih-
Dysfunktion geburt

Personlichkeit
und Coping-
Ressourcen

Maternales
Gesundheitsverhalten:
Ernahrung, Substanz-
abusus, Schlaf,
korperliche Aktivitat

Soziales
Netzwerk und
soziale
Unterstiitzung

Immunver-
anderung/
Entzlindung

Abbildung 2: Stress und andere soziodemographische und psychometrische
Einflussfaktoren wahrend der Schwangerschaft. Quelle: in Anlehnung an Masho & Cha/
Preterm birth 2013, adaptiert und frei Ubersetzt (Masho & Cha 2013), modifiziert nach
Dunkel Schetter (Dunkel Schetter 2011), HHNA — Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse, CRH - Corticotropin-releasing-Hormon.

1.3 Die Adaptationen des Immunsystems an die Schwan  gerschaft

“The immunological problem of pregnancy may be formulated thus: how does
the pregnant mother contrive to nourish within itself, for many weeks or months,
a foetus that is an antigenically foreign body? Peter Medawar® (zit. aus
Billington 2003: S. 2, Z. 13-15)

Immunantworten spielen eine unabdingbare Rolle in vielseitigen Prozessen der
Reproduktion. So auch wéhrend der Schwangerschaft, wenn das mitterliche
Immunsystem immunologische Toleranz gegeniber durch den Fetus exprimierten

paternalen Antigenen entwickeln muss, um eine Abstol3ungsreaktion des sich
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entwickelnden Kindes zu verhindern. Medawar pragte den Grundbegriff des ,fetal
allograft* 1953, um die immunologische Beziehung zwischen Mutter und Fetus zu
beschreiben (Billington 2003; Medawar 1953). Lange wurde angenommen, dass
sich der Fetus unbemerkt vom mitterlichen Immunsystem entwickelt. Viele
Studien der letzten Jahrzehnte haben aber gezeigt, dass es durchaus zu einer
Aktivierung des mitterlichen Immunsystems kommt, sich aber bestimmte
Mechanismen entwickeln, die die aktive immunologische Toleranz des Fetus
erlauben (Billington 2003; Veenstra van Nieuwenhoven 2003). Diese immuno-
logischen Mechanismen finden sowohl an der fetomaternalen Verbindungsstelle,
der Plazenta, als auch im peripheren Blut der Mutter statt. Nicht zuletzt hat auch
der sich entwickelnde Fetus selbst Abwehrmechanismen, um sich vor einer

AbstoRung zu schiitzen.

1.3.1 Fetomaternaler Kontakt und fetale Abwehrmecha  nismen

Die Plazenta stellt, neben ihrer Aufgabe der Produktion wichtiger
Schwangerschaftshormone wie dem Chorion-Gonadotropin (HCG) und dem etwa
ab dem zweiten Trimenon Schwangerschafts-erhaltenden Progesteron, den ent-
scheidenden fetomaternalen Kontakt dar, da dort die Implantation in mutterliches
Gewebe erfolgt und die weitere Zellteilung und —differenzierung sowie auch die
Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung des Fetus stattfinden muss (Veenstra van
Nieuwenhoven 2003). Entstehend nach Einnistung der Blastozyste im Uterus
unterscheidet man den mudtterlichen Anteil, die Dezidua, und den fetalen Anteil,
die Chorionplatte. Der dazwischen liegende intervillése Raum ist mit mutterlichem
Blut gefillt, welches die Chorionzotten umspuilt. Die aufl3erste Schicht der
Blastozyste sind Trophoblastenzellen, bestehend aus den villésen Zytotropho-
blasten, sich aktiv teilenden Trophoblasten, welche in den Villi verbleiben, den
darauf folgenden Synzytiotrophoblasten, welche im maternalen Blut kreisen und in
engen Kontakt mit maternalen peripheren Leukozyten kommen, und schlief3lich
den extravilldsen Zytotrophoblasten, welche in die mutterliche Dezidua und Myo-
metrium wandern und das Endothel der Spiralarterien ersetzen (Trowsdale & Betz
2006). Der Trophoblast ist somit das erste fetale Gewebe, welches mit dem
matterlichen Immunsystem in Bertihrung kommt und dadurch einer Immunabwehr
ausgesetzt ist. Die am haufigsten vorkommenden Zellen in der maternalen
Dezidua sind NK-Zellen (natural killer cells, naturliche Killerzellen), T-Lymphozyten
und Makrophagen, wobei NK-Zellen mit 70% die Hauptpopulation ausmachen, T-
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Zellen etwa 10% (Tabiasco et al. 2006; Trowsdale & Betz 2006). Die Verbindung
des Embryos mit der Plazenta erfolgt Uber die Nabelschnur (Veenstra van
Nieuwenhoven 2003).

Humane Trophoblasten-Zellen, die in Kontakt mit mutterlichen Immunzellen
stehen, exprimieren keine klassischen MHC-la-Molekile HLA-A und HLA-B,
welche fir die schnelle AbstoBung des Fetus verantwortlich sind, und werden
somit nicht von T-Zellen als fremd erkannt (Clark et al. 2010; Trowsdale & Betz
2006; Veenstra van Nieuwenhoven 2003). Das hochpolymorphe MHC-Molekil
(major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex), beim
Menschen auch als human leucocyten antigen (HLA) bezeichnet, ist verantwortlich
fur die Unterscheidung des Immunsystems zwischen Eigen und Fremd. T-
Lymphozyten sind im Gegensatz zu B-Lymphozyten nicht in der Lage Antigene
direkt zu erkennen. Sie bendtigen neben dem T-Zell-Rezeptor (TCR) eine antigen-
prasentierende Zelle (APZ), die das Antigen prozessiert und auf einem speziellen
Oberflachenmolekil, dem MHC-Komplex, prasentiert. Zusatzlich nétig sind ko-
stimulierende Faktoren und Zytokine. MHC-la-Typen HLA-A, -B, -C werden von
allen kernhaltigen Zellen des Organismus exprimiert und prasentieren vor allem
korpereigene und virale Peptide fir CD8" zytotoxische T-Zellen. Neben den
klassischen MHC-la-Molekilen gibt es auch die weniger polymorphen MHC-Ib-
Molekile HLA-E, -F und —G. Humane Trophoblasten-Zellen exprimieren nicht-
klassische HLA-E und HLA-G, welche andererseits die NK-Zell-Aktivierung
inhibieren und die Proliferation von T-Zellen supprimieren (Clark et al. 2010;
Makrigiannakis et al. 2008; Tilburgs et al. 2009; Trowsdale & Betz 2006). Dies
scheint vor allem in der Implantationsphase entscheidend zu sein (Pfeiffer et al.
2000; Trowsdale & Betz 2006). Die MHC-II-Moleklle des Menschen (HLA-DR, -
DP, -DQ) sind vor allem auf APZ und B-Zellen zu finden und prasentieren
extrazellulare Antigene wie Bakterien. Des Weiteren besitzt der Trophoblast
Apoptose-induzierende Abwehrmechanismen, wie die Expression von Indolamin-
2,3-Dioxygenase (IDO) zur T-Zell-Suppression und die Fas-induzierte Apoptose
von Lymphozyten (Trowsdale & Betz 2006) und kann so selbst eine
Abstol3ungsreaktion verhindern.

Die Anwesenheit von Fetus-spezifischen HLA-Antikorpern und zytotoxischen T-
Lymphozyten spezifisch fir fetale Antigene wurde im mutterlichen peripheren Blut

nachgewiesen und ist ein Zeichen fur das Erkennen des semiallogenen Fetus
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(Makrigiannakis et al. 2008; Veenstra van Nieuwenhoven 2003). Trotz aller Ab-
wehrmechanismen erkennen maternale T-Zellen paternale Alloantigene wahrend
der Schwangerschaft, rufen jedoch keine AbstoRungsreaktion hervor (Tafuri et al.
1995; Tilburgs et al. 2009; Trowsdale & Betz 2006; Veenstra van Nieuwenhoven
2003). Eine Balance zwischen Immunstimulation und -regulation ist also
notwendig um eine fetale AbstoRung zu verhindern, gleichzeitig aber auch den

Schutz vor Infektionen aufrecht zu erhalten (Veenstra van Nieuwenhoven 2003).

1.3.2 Periphere T-Zell-Lymphozyten

Die bestuntersuchte Zellpopulation wéhrend der Schwangerschaft sind periphere
T-Zell-Lymphozyten, die auch Mittelpunkt dieser Arbeit sind. T-Zellen sind Teil der
zellularen Immunreaktion. Aus der hdmatopoetischen Stammzelle entsteht eine
gemeinsame lymphatische Vorlauferzelle, aus der sich B-, T- und NK-Zellen
entwickeln. T-Zell-Vorlauferzellen verlassen im Gegensatz zu B-Zellen das
Knochenmark (B - ,bone marrow'), den Bildungsort der hamatopoetischen
Stammzelle, und die weitere Entwicklung verlauft im Thymus (T — ,thymus’). Sie
durchlaufen die negative Selektion zur Entfernung autoreaktiver Zellen und die
positive Selektion zur Entfernung von Zellen mit fehlgebildeten Rezeptoren, bevor
sie als naive, reife Zellen zur Aktivierung durch ein Antigen bereit sind. T-Zellen
durchlaufen 4 Stadien: doppelnegativ, intermediar einzelpositiv, doppelpositiv und
zuletzt CD4- oder CD8-positiv (CD — ,cluster of differentiation®). T-Zellen umfassen
sowohl der MHC Klasse-Il zugehorige CD4" T-Zellen, welche vor allem andere
Immunzellen durch Zytokinproduktion unterstiitzen, als auch der MHC Klasse-I
zugehorige zytotoxische CD8* T-Zellen, die direkt durch Apoptoseeinleitung
fremde oder infizierte Zellen toéten konnen  (Piccinni 2010; Veenstra van
Nieuwenhoven 2003). CD4" Zellen machen etwa zwei, CD8" etwa ein Drittel aller
T-Zellen aus (Guerin et al. 2009). Der Fetus exprimiert paternale HLA-C-Antigene.
Diese Alloantigene werden durch APZ aufgenommen, prozessiert und
anschlieBend spezifischen maternalen T-Zellen prasentiert. Nach ihrer Aktivierung
koénnen diese zu Effektor-T-Zellen werden, welche in der Lage sind bestimmte
Zytokine auszuschitten. Dies geschieht sowohl lokal in der Dezidua als auch im
peripheren Blut. Eine AbstoRung des Fetus resultiert also aus einer koordinierten
Aktivierung von mutterlichen T-Zellen und APZ. Charakterisiert sind T-Zellen durch
den Oberflachenmarker CD3" und den Ag-spezifischen T-Zell-Rezeptor (Mjosberg
et al. 2010).
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CD4" T-Lymphozyten und regulatorische T-Zellen

Humane CD4" T-Helfer-Lymphozyten (Th) konnen anhand ihrer Zytokin-Pro-
duktion eingeteilt werden (Mosmann & Coffman 1989). Th1l-Typ Zytokine (IL-2,
TNF-B, IFN-y) schaffen ein proinflammatorisches Milieu und zeigten sich nachteilig
fur die Schwangerschaft durch die Inhibierung der Trophoblasteninvasion und
assoziiert zu Spontan- und rezidivierenden Aborten (Das et al. 2002; Piccinni
2010; Raghupathy et al. 2000; Veenstra van Nieuwenhoven 2003). Th2-Zytokine
(IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), welche die humorale Zellantwort férdern, inhibieren Thl-
Antworten (Mosmann et al. 1986; Veenstra van Nieuwenhoven 2003). Eine
Verschiebung der Th1/Th2-Ratio zugunsten der Th2-Zytokinproduktion wahrend
der Schwangerschaft wurde lange als Haupt-mechanismus der immunologischen
Adaptation zum Erhalt der Toleranz gegentiber dem Fetus angenommen (Chaouat
et al. 1990; Clark et al. 2010; Piccinni 2010; Wegmann et al. 1993). Andere CD4"
T-Zellen, die sowohl in der Dezidua als auch in der Peripherie vorkommen, sind
fur die korpereigene Immuntoleranz verantwortlich, indem sie Immunantworten
gegen Selbst-Ag kontrollieren. Sie wurden definiert als regulatorische T-Zellen
(Treg) (Piccinni 2010). Sie inhibieren die Proliferation von Effektor-T-Zellen durch
Zell-zu-Zell-Kontakt oder immunsuppressive Zytokine wie IL-10 und TGF-B und
wurden urspringlich  beschrieben aufgrund ihres Potentials Autoimmun-
erkrankungen vorzubeugen (Sakaguchi et al. 2009; Sakaguchi et al. 2001;
Sakaguchi et al. 2010), fanden aber auch zunehmend Bedeutung in der Kontrolle
der Allo-Antigen-Toleranz in der Transplantationsmedizin (Graca et al. 2002). Treg
machen etwa 1-3% der CD4" T-Zellen aus. Sie sind gekennzeichnet durch den IL-
2-Rezeptor CD25, GITR, CTLA4, die Expression von CD95 und eine geringe
Expression von CD45RB und CD127 (Guerin et al. 2009). CD4" T-Zellen, die eine
hohe Intensitdt von CD25 exprimieren, haben regulatorische Funktionen,
wohingegen Zellen mit inter-medidrer CD25-Expression aktivierten T-Zellen
entsprechen (Steinborn et al. 2012; Tilburgs et al. 2006). Zusatzlich kann man
unterscheiden zwischen CD4'CD25'CD127° Treg und den konventionellen
Effektor-T-Zellen CD4°CD25°CD127" (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006;
Steinborn et al. 2012), aber Treg exprimieren keine anderen Aktivitatsmarker wie
CD69 und HLA-DR im Gegensatz zu kirzlich aktivierten T-Zellen (Somerset et al.
2004). Als spezifischer Marker fiir die Funktionalitéat bzw. suppressive Aktivitat hat

sich die Expression des Transkriptionsfaktors ,forkhead box P3* (FoxP3)
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herausgestellt (Somerset et al. 2004). Treg inhibieren die Proliferation und
Zytokinproduktion sowohl von CD4" als auch von CD8" T-Zellen, supprimieren die
B-Zell-Proliferation sowie deren Antikérperproduktion und inhibieren die
zytotoxische Funktion der NK-Zellen sowie Reifung und Funktion von APZ.

Wahrend der menschlichen Schwangerschaft expandiert die Treg-Zahl in der
Dezidua (Dimova et al. 2011; Sasaki et al. 2004) sowie auch im peripheren Blut
(Somerset et al. 2004). Peripher zeigte sie sich im Median verdoppelt im Vergleich
zu Nicht-Schwangeren ohne Unterschiede der Lymphozytenzahl. Es kommt zu
einem rapiden Anstieg der Treg-Frequenzen in der Frihschwangerschaft mit
einem Hohepunkt im Ubergang zum zweiten Trimenon, passend zur maximalen
Trophoblasteninvasion der maternalen Dezidua. AnschlieRend folgt ein Abfall post
partum. Es gibt klare Hinweise, dass der Anteil der CD4"'CD25" Treg und deren
suppressive Aktivitdt verringert ist in Fallen von Spontanaborten, Fehlgeburten
und Praeklampsie (Alijotas-Reig et al. 2014; Aluvihare et al. 2005; Saito et al.
2005; Sasaki et al. 2004; Steinborn et al. 2012; Teles et al. 2013), insbesondere in
der Frihschwangerschaft (Aluvihare et al. 2004; Sasaki et al. 2004). Treg, welche
20% der dezidualen CD4" Zellen in der Frilhschwangerschaft ausmachen, sinken
auf 6% bei Spontanaborten (Sasaki et al. 2004) und niedrigere Werte in der
Dezidua zeigten sich generell assoziiert zu Aborten (Teles et al. 2013; Zenclussen
et al. 2007). Eine Assoziation zu geringeren Treg-Zahlen zeigte sich auch in
geringerem Malde bei rezidivierenden Fehlgeburten (Sasaki et al. 2004). Eine
grole Rolle wird auch den memory Treg zugesprochen, da Schwanger-
schaftskomplikationen wie Fehlgeburten und Praeklampsie weniger selten in der
Zweitschwangerschaft auftreten (Arck & Hecher 2013; Clark 2008). So spielen
Treg in der Schwangerschaft eine entscheidende Rolle, indem sie gegen den
Fetus gerichtete maternale Immunantworten, insbesondere T-Zell-Antworten, und
damit die fetale AbstoRung unterdriicken (Sakaguchi et al. 2001). Erhohte
maternale Treg-Funktionen werden auch zunehmend als Ursache fir die klinische
Verbesserung einiger Autoimmunerkrankungen wéahrend der Schwangerschatft,

wie z.B. Multiple Sklerose, angenommen (Beagley & Gockel 2003).

CD8+ T-Zellen
Extravillose Trophoblastenzellen (EVT) exprimieren keine HLA-A- und HLA-B-

Molekile, welche der Hauptgrund fiir eine CD8"-T-Zell-vermittelte
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TransplantatabstoBung sind. CD8" Effektor-T-Zellen haben die Fahigkeit
proinflammatorische Zytokine wie IFN-y und TNF-a zu sezernieren sowie
zytolytische Moleklle wie Perforin und Granzym zu synthetisieren. Wéahrend der
T-Zell-Aktivierung verlieren sie Oberflachenmolekile, um nicht mehr langer
kostimulatorische Signale zu bendtigen, sondern Zielzellen direkt zu téten. CD4"
T-Helferzellen sind fir eine CD8"-Aktivierung nicht nétig, Treg-Zellen koénnen
jedoch eine CD8"-Antwort unterdriicken (Tilburgs & Strominger 2013). Die
Anwesenheit von hoch differenzierten CD8" Effektor-Memory-T-Zellen im
Deziduagewebe lasst vermuten, dass Antigene an der fetomaternalen Kontakt-
stelle vorhanden sind, die eine Ag-spezifische Antwort hervorrufen. Es werden vier
Subtypen anhand der Expression von Oberflachenmolekiilen unterschieden: CD8"
naive Zellen (CD45RA'CCR7*, Na), deren nachfolgende Differenzierung
charakterisiert ist durch die Hochregulierung der zytolytischen Aktivitdt bei
gleichzeitigem Verlust von CCR7, CD8" Effektor Zellen (CD45RA'CCR7’, Eff),
welche differenzierten Ag-spezifischen Effektor-Zellen entsprechen, CD8" Effektor
Memory Zellen (CD45RA'CCR77; EM) und CD8" Central Memory Zellen (CD45RA’
CCR7", CM), fur die niedrige Level an Effektor-Mediatoren wie Granzym B und
Perforin charakteristisch sind (Tilburgs & Strominger 2013). Mit dem ,homing
receptor' CCR7 kann man die zirkulierenden T-Zellen differenzieren von den nach
Aktivierung im Gewebe verbleibenden T-Zellen, die bei Reinfektion schnell wieder
reaktiviert werden koénnen. CD45RA wird genutzt, um Memory-Zellen zu
identifizieren (Hamann et al. 1997; Romero et al. 2007; Tomiyama et al. 2002).
Ag-spezifische EM-Zellen kbnnen des Weiteren noch anhand der Expression der
kostimulatorischen Molekile CD28 und CD27 weiter differenziert werden (Romero
et al. 2007; Tomiyama et al. 2002; Tomiyama et al. 2004). Im peripheren Blut
uberwiegen CD4" T-Zellen, wohingegen in der Dezidua die CD8" T-Zellen die
vorherrschende T-Zell-Subpopulation sind. Etwa die Halfte der CD8" T-Zellen im
peripheren Blut sind unspezifische naive Zellen (Lanzavecchia & Sallusto 2000;
Romero et al. 2007), wohingegen diese an der feto-maternalen Verbindungsstelle
kaum vorhanden sind, sondern aktivierte differenzierte EM-T-Zellen dominieren
(Tilburgs et al. 2006), was erneut nahe legt, dass eine spezifische T-Zell-Antwort

durch vorhandene Ag hervorrufen wird.
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1.3.3 Stérungen der maternalen T-Zell-Anpassung und Schwangerschafts-
komplikationen

Das Immunsystem verandert sich drastisch, um die gesunde Schwangerschaft zu
erhalten und typische Schwangerschaftskomplikationen wie Spontanaborte,
Praeklampsie, Plazentainsuffizienz und fetale Wachstumsstérungen sind
zumindest teilweise Folge einer insuffizienten Immunanpassung (Aagaard-Tillery
et al. 2006; Heikkinen et al. 2004; Sasaki et al. 2004; Somerset et al. 2004).
Psychosozialer Stress ist assoziiert mit einem Anstieg der proinflammatorischen
Zytokine im Serum sezerniert durch stimulierte Lymphozyten in der Frih- und
Spatschwangerschaft (Blois et al. 2004; Coussons-Read et al. 2007; Parker &
Douglas 2010). Verschiedene Schwangerschaftskomplikationen, insbesondere
Praeklampsie (Wilczynski et al. 2003), sind mit einer signifikant héheren Anzahl

CD8" und NK-Zellen im Dezidualgewebe assoziiert (Arck et al. 2001). Eine
positive Korrelation zwischen steigenden Stress-Scores und dezidualen (Arck
2001) sowie peripheren CD8" T-Zellen (Maes et al. 1999) konnte nachgewiesen
werden, sowie eine signifikante Reduktion der CD4'/CD8"-Ratio unter Stress

(Maes et al. 1999). Die verminderte Anzahl von Treg nach Stressexposition lasst
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Abbildung 3: Fetomaternale Toleranz. Quelle: in Anlehnung an Tower et al./ Nature
reviews. Rheumatology vol. 7 (2), adaptiert und frei Ubersetzt (Tower et al. 2011),
CD-Cluster of Cluster of differentiation, HLA—human leucocyten antigen, TGF-
Transforming growth factor, Treg—regulatorische T-Zelle.
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eine verminderte Gegenregulation vermuten (Aluvihare et al. 2004; Knackstedt et
al. 2005; Sasaki et al. 2004). Diese Ergebnisse unterstltzen weiter die Annahme,
dass pranataler Stress zu Anderungen der maternalen Immunfunktion fihrt,
welche ein erhohtes Risiko fir Schwangerschaftskomplikationen zur Folge haben
(Coussons-Read et al. 2012; Ruiz et al. 2003; Zhang et al. 2000). Die genauen
Mechanismen der Vermittlung der Stressexposition auf das Immunsystem bleiben
weiterhin unklar. Einige der immunmodulierenden Effekte wurden zuriickgefuhrt
auf den Stress-induzierten Anstieg von Serumcortisol und anderen Hormonen der
Stressachse, welche auch aullerhalb der Schwangerschaft Einfluss auf
Immunzellen haben (Maes et al. 1999). Jedoch scheint auch der direkte Einfluss
der Stress-induzierten Suppression von Progesteron, welches essentiell fir die
Schwangerschaftserhaltung ist, da es unter anderem die Plazentation und die
Treg-Proliferation fordert (Blois et al. 2004; Solano et al. 2011), eine
entscheidende Rolle zu spielen (Arck et al. 2008; Solano et al. 2011).

Forschungen zur Untersuchung von Stérungen der Anpassung des
Immunsystems wéhrend der Schwangerschaft durch den Einfluss von psycho-
sozialem Stress haben ein grof3es Potential Angriffspunkte fir therapeutische
Interventionen darzustellen, was zu einer verbesserten mutterlichen Gesundheit
sowie zu einer Verringerung negativer Schwangerschaftsausgange und —kompli-
kationen fihren kann (Solano et al. 2011). Sie sind jedoch nicht nur fir das
Verstandnis von Schwangerschafts-assoziierten Erkrankungen und innerhalb der
Reproduktions- und Infertilititsmedizin entscheidend, sondern auch wichtig fur das
Verstandnis der mdglichen Modulation der Immuntoleranz in anderem klinischen
Kontext, z.B. der Transplantationsmedizin, Autoimmunerkrankungen und
Tumorentstehung (Arck & Hecher 2013).
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1.4 Die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrindena  chse (HHNA) und
Schwangerschaft
“The most important nine months of our lives are probably the nine months we
know the least about. Christopher Coe, 3. Mai 2008, American Psychological
Society Meetings, Chicago, lllinois” (zit. aus Dunkel-Schetter & Glynn 2010, S.
321, 7. 1-4)

Stimuli, welche vom Korper als extrem oder bedrohend empfunden werden
(Stressoren), rufen eine sofortige stereotypische Antwortkaskade hervor, die von
erhohter Kognition und einem globalen katabolen Zustand gekennzeichnet ist. Das
Erleben von stressbelasteten Situationen resultiert in einer feinabgestimmten
Antwortkette, um die Homoostasis zu bewahren bzw. wieder herzustellen und
beinhaltet behaviorale, autonome und endokrine Adaptationen, die zusammen die
Chance auf Uberleben erhéhen (Brunton 2010; Brunton & Russell 2008).

Die zentrale Saule dieser neuroendokrinen Antwort ist die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHNA), an deren Ende
die Produktion und Sekretion von Glucocorticoiden (GC), allen voran Cortisol,
steht (Brunton 2010). Steroidhormone, zu denen diese gehéren, sind lipophile
Stoffe, die aus Cholesterin synthetisiert werden und sowohl Zellmembranen als
auch die Blut-Hirn-Schranke passieren kdnnen. Neben den GC werden auch die
Mineralcorticoide (MC) wie Aldosteron und Sexualhormone wie Progesteron und
Testosteron zu dieser Gruppe gezahlt. Hauptwirkung der GC ist die Aktivierung
kataboler Stoffwechselvorgdnge um Energietrager wie Glucose, Aminosauren und
Fettsauren bereitzustellen (Brunton & Russell 2008). GC sind in zahlreichen
zellularen, molekularen und physiologischen Vorgangen des Organismus involviert
und spielen eine unabdingbare Rolle in kritischen biologischen Prozessen wie
Wachstum, Reproduktion, Stoffwechsel, Immun- und inflammatorischen
Reaktionen, sowie bei zentralnervosen und kardiovaskuldren Funktionen. In
hohen Dosen haben Sie eine immunsuppressive und entztindungshemmende
Wirkung (Brunton & Russell 2008), die pharmakologisch schon lange in der
Therapie allergischer, Autoimmun-, chronisch entztndlicher und
lymphoproliferativer Erkrankungen genutzt wird (Gupta et al. 2007; Kino &
Chrousos 2005). Bei drohender Frihgeburt werden GC zur Férderung der fetalen
Lungenreifung eingesetzt (Michael & Papageorghiou 2008).
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Abbildung 4: Interaktionen der HHNA und des Immunsystems. Quelle: in Anlehnung an
Silverman & Sternberg/ Annals of the New York Academy of Sciences vol. 1261, adaptiert
und frei Ubersetzt (Silverman & Sternberg 2012), ACTH - Adrenocorticotropes Hormon, CRH -
Corticotropin-releasing-Hormon, HHNA - Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse, IL - Interleukin, pPVN - paraventrikularer Nucleus, TNF - Tumornekrosefaktor.

Das Corticotropin-releasing-Hormon (CRH) wird in parvozellularen Neuronen des
paraventrikularen Nucleus (pPVN) des Hypothalamus synthetisiert und bei
Stressorexposition  Uber axonale Enden in das kapillare Portalsystem zur
Hypophyse sezerniert. Im Hypophysenvorderlappen, der Adenohypophyse,
stimuliert es die Ausschittung von Corticotropin, auch Adrenocorticotropes
Hormon (ACTH) genannt (Brunton et al. 2008; Chrousos 1992; Johnson et al.
1992). Uber den Blutweg gelangt dies zur Nebennierenrinde, woraufhin die
Biosynthese von GC aus Cholesterol angeregt wird. Zu den wichtigsten gehort das
als Stresshormon bezeichnete Cortisol (Hobel et al. 2008). Uber einen negativen
Feedback-Mechanimus inhibiert Cortisol die Hormonausschittung des
Hypothalamus sowie der Hypophyse (Parker & Douglas 2010). Ausgeldst werden
kann die Stressreaktion durch psychologische Stressoren (Angst, L&rm), meist
Uber das limbische System zwischenverarbeitet, sowie durch physikalische
Stressoren (Kalteexposition, Infektion, Verletzung), welche direkt ohne kognitive
Verarbeitung verschaltet werden (Brunton et al. 2008). Die CRH-Freisetzung aus
dem Hypothalamus wird beeinflusst durch Stress, physische Aktivitdt und
Belastung sowie den Basis-Blutcortisolspiegel und den zirkadianen Rhythmus. In
gesunden Individuen erreicht der Cortisolwert morgens nach dem Aufwachen sein

Maximum (,Cortisol awakening response’), um anschlieend zwischen 18 und 24
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Uhr auf ein Minimum zu fallen. Physiologische Konzentrationen von Cortisol im
Blutserum liegen morgens zwischen 171-536 nmol/L, Nachtcortisol bei <50 nmol/L
(Turpeinen & Hamaldinen 2013). 90% liegen gebunden an Transcortin
(Corticosteroid binding globulin, CBG) und Albumin vor, wirksam sind nur freie GC
(Marques et al. 2009). Der humane Glucocorticoidrezeptor (GR) ist ein ubiquitér
exprimierter, intrazellularer, Liganden-abhangiger Rezeptor, welcher durch
Bindung in seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor aktiviert wird und so zur
Expression verschiedener Zielgene, z. B. von Enzymen der Gluconeogenese oder
Entzindungsmediatoren fihrt (Marques et al. 2009; Karow & Lang-Roth 2011).
Eine hohe Dichte von GR in Geweben geht mit einer erhdhten Sensitivitat fur GC
einher (Marques et al. 2009; Miller et al. 1998). Neben der HHNA wird auch das
sympathische Nervensystem aktiviert und fuhrt zur Sekretion der Katecholamine
Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA), deren Hauptwirkung u.a. eine Vaso-
konstriktion und Erh6hung des Herz-Zeit-Volumens ist. Das Katecholamin-System
ist in seiner Wirkung schneller als die HHNA, da es transmembrandse Rezeptoren
nutzt, die direkt eine Signalkaskade auslésen (Herman & Cullinan 1997).

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass das endokrine System und das
Immunsystem eng interagieren (Besedovsky & del Rey 2000). Traumata oder
chronischer Stress haben einen Effekt sowohl auf die Regulation der HHNA und
des Immunsystems (Glaser & Kiecolt-Glaser 2005) als auch auf deren
Interaktionen (Raison & Miller 2003). Cortisol als Endprodukt der HHNA-
Aktivierung ist ein starker endogener Modulator der Immunantwort. Die Bindung
von GC an GR inhibiert die Mitogen-induzierte Lymphozyten-Proliferation und die
Produktion proinflammatorischer Zytokine, hohe Dosen reduzieren auch
zirkulierende dendritische Zellen (DC) (Suda et al. 2003). Cortisol ist ein potenter
Inhibitor von NK-Zell-Aktivitat (Arck 2001; Gatti et al. 1993), aber auch vor allem T-
Zellen werden durch GC beeinflusst. Vorlauferzellen von CD4" und zytotoxischen
CD8" T-Zellen gehen eine GC-induzierte Apoptose ein, was auch bei der T-Zell-
Selektion eine entscheidende Rolle spielt (Dorshkind & Horseman 2001). Naive T-
Zellen sind sensitiver gegentber GC-Einfluss und werden mit ihrer Aktivierung
resistenter, in Mausen fiihrt Stress zu einer gesteigerten Proliferation von CD25" -
Zellen und einem Verlust der GC-Sensitivitat in T-Zellen (D’Elia et al. 2010). Etwa
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20% der Gene, die in humanen Leukozyten exprimiert sind, werden durch GC
reguliert (Galon et al. 2002).

Der immunmodulierende Effekt basiert nicht nur auf der Hohe des zirkulierenden
Cortisolspiegels, sondern auch auf der Anzahl und den Subtypen der GR in
Immunzellen (Bamberger et al. 1996; Dorshkind & Horseman 2001). Die
Sensitivitdt von neuroendokrinen Rezeptoren (Dichte und Subtyp) wird
kontinuierlich durch inflammatorische Prozesse und chronischen Stress reguliert
(Heijnen 2007), z. B. Traumata und posttraumatische Belastungsstérung (PTBS)
zeigen sich assoziiert zu niedrigerer GR-Dichte auf Leukozyten (de Kloet et al.
2007). Veranderte GC-Sensitivitat von T-Zellen wird auch im Zusammenhang mit
anderen psychiatrischen Erkrankungen beschrieben, wie z.B. bei affektiven
Stoérungen, in deren Fokus auch haufig eine Veranderungen der HHNA stehen
(Abe et al. 2011; Fischer et al. 2012).

1.4.1 HHNA-Adaptationen in der Schwangerschaft

Die normal verlaufende Schwangerschaft beim Menschen ist im Allgemeinen
assoziiert mit einer Steigerung der maternalen HHNA-Aktivitat (Bronstein et al.
2011). Die Level aller Hormone der HHNA (CRH, ACTH, Cortisol) sind im Verlauf
der Schwangerschaft signifikant erhéht (Wadhwa 2005) und die Schwangerschaft
stellt einen voribergehenden Zustand des relativen Hypercortisolismus dar (Arck
2001). Ursachlich ist dafur vor allem die plazentare CRH-Ausschittung (Duthie &
Reynolds 2013). Die plazentare CRH-Produktion und die Erhéhung des
Cortisolspiegels beginnen im zweiten Trimenon und steigen linear wahrend der
Schwangerschaft bis zur Geburt mit einem Hohepunkt in den letzten 6-8 Wochen
der Schwangerschaft (Arck 2001; Wadhwa 2005; Weinstock 2005), wo sie ein bis
zu 2-3faches Level erreichen im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen
(Mastorakos & llias 2003; Weinstock 2005). Post partum normalisiert sich die
HHNA etwa bis 8-12 Wochen nach der Geburt (Checkley 1996; Mastorakos & llias
2003). Im Gegensatz zu seiner inhibitorischen Aktivitat im Gehirn, stimulieren GC
die plazentare CRH-Genexpression und -freisetzung, was zu einem positiven
Feedbackmechanismus fuhrt, der einen 20fachen Anstieg des CRH-Levels zur
Folge hat (Challis et al. 2001; Weinstock 2005). Die biologische Aktivitat wird
eingegrenzt durch ein CRH-bindendes Protein (CBP), welches im Plasma und in
der Amnionflussigkeit vorhanden ist. CBP féllt jedoch zum Ende der
Schwangerschaft und setzt damit erhohte CRH-Spiegel frei (Grammatopoulos

23



2008). Bei beiden Mechanismen wird ursachlich ein Zusammenhang mit dem in
der Schwangerschaft erhthten Ostrogen angenommen (Bronstein et al. 2011).
Des Weiteren gibt es Hinweise, dass Stressantworten wahrend der gesunden
Schwangerschaft abgeschwacht sind (Christian 2012). Es wurde gezeigt, dass die
Cortisol-Antworten von schwangeren Frauen auf akute Stresssituationen im
Verlauf der Gestation abnehmen (Kammerer et al. 2002; Kinsella & Monk 2009;
Tsigos & Chrousos 2002). Die HHNA-Responsivitat reduziert sich progredient im
Schwangerschaftsverlauf und vor allem die Spatschwangerschaft ist durch eine
starke Suppression der HHNA-Antwort auf Stressoren gekennzeichnet (Brunton &
Russell 2008; Kammerer et al. 2002; Wadhwa 2005). Diese trotz hoher
Grundaktivitdt gleichzeitig niedrige GC-Sekretion als Antwort auf akute
Stressbelastung scheint entscheidend zu sein fir den Schutz von Mutter und
Fetus vor Ubermaligem GC-Einfluss (Brunton 2010; Christian 2012). Im Fetus
sind GC-Spiegel wesentlich niedriger als im maternalen Kreislauf. Ab der 16. SSW
formt das plazentare Enzym 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-2 (113-HSD2),
welches die Konversion von Cortisol in inaktives Cortison katalysiert, eine
Barriere zum Fetus, um ihn vor maternalen GC zu schitzen. Trotzdem passieren
noch etwa 10% bis 20% des maternalen Cortisol diese Barriere (Bronstein et al.
2011; Kinsella & Monk 2009; Tsigos & Chrousos 2002).

1.4.2 Epidemiologie assoziierter Schwangerschaftsko mplikationen

Postnataler Stress und Depression sind schon seit vielen Jahren Fokus feto-
maternaler Forschung. Studien haben jedoch gezeigt, dass die Inzidenz mater-
naler Depression, Stress oder Angst auch schon wéhrend der Schwangerschaft
hoch ist und entscheidende Konsequenzen haben kann (Kinsella & Monk 2009).
Schwangerschaften, die durch erh6hte Morgencortisolwerte innerhalb der ersten
drei Wochen post conceptionem gekennzeichnet sind, zeigten eine signifikante
Korrelation mit spateren Fehlgeburten (Nepomnaschy et al. 2006), ebenso wie
erhohte periphere CRH-Werte (Arck et al. 2008; Hobel et al. 2008). Hohere CRH-
Spiegel in SSW 28-30 =zeigten sich signifikant assoziiert mit verkirzter
Gestationsdauer, erniedrigtem Geburtsgewicht und dem Auftreten vorzeitiger
Wehen (Wadhwa 2005; Weinstock 2005). Verlangerte HHNA-AKktivierung tragt zu
intrauteriner Wachstumsrestriktion (intrauterine growth restriction, IUGR) bei,
erhohte Level von CRH, ACTH und GC wurden bei small for gestational age-
Kindern (SGA, zu klein bezogen auf das Reifealter) dokumentiert (Knackstedt et
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al. 2005). Maternale Cortisolspiegel in SSW 15 sagen den CRH-Anstieg im
Gestationsverlauf voraus (Sandman et al. 2006) und sind negativ assoziiert zum
fetalen Gewicht (Field et al. 2010; Kinsella & Monk 2009). Die normalerweise
unterdriickte HHNA-Aktivitdt kann durch lange Phasen von ausgepragtem Stress
aufgehoben werden und zu einem Uberschuss an HHNA-Hormonen fiihren
(Weinstock 2005). Stress-induzierte Immunsuppression in der Fruhschwanger-
schaft gefahrdet die Implantation und Aufrechterhaltung der Gestation (Nakamura
et al. 2001). Auch kdnnen Stresseinflisse die GR-Verteilung oder -struktur und
damit die GC-Sensitivitdit von Geweben beeinflussen (de Kloet et al. 2007;
Silverman & Sternberg 2012). Einerseits haben Stresshormone eine direkte
Wirkung auf die Plazentaentwicklung und fetale Versorgung, da erhohte GC-Level
zur Steigerung des Blutdrucks und einer Vasokonstriktion fihren, was eine
insuffiziente uterine Perfusion und damit verminderte Versorgung des Fetus mit
N&ahrstoffen und Sauerstoff zur Folge hat. Dies kann zu Minderentwicklung von
Organen und Geweben fihren und ist assoziiert zu Frihgeburten und
erniedrigtem Geburtsgewicht (Hobel et al. 2008; Knackstedt et al. 2005).
Andererseits zeigten sich auch direkte GC-Wirkungen im Fetus assoziiert zu
multiplen Schwangerschaftskomplikationen. Lokale GC-Wirkung in der Dezidua
fuhren zur Inhibierung der 11B-HSD2 in der Plazenta (Seckl & Meaney 2004;
Welberg & Seckl 2001) und maternaler Stress reduziert die 113-HSD2 mRNA-
Expression (Russell et al. 2008; Welberg et al. 2005). Belastung durch
chronischen Stress und GC wéahrend der Frih- und Spéatschwangerschaft sowie
wahrend der Neonatalperiode kénnen Langzeitfolgen fir das Neugeborene haben
und sind mit einem erhéhtem Risiko fur metabolische und Herz-
Kreislauferkrankungen im spateren Leben verbunden (Cottrell & Seckl 2009;
Hobel et al. 2008; Knackstedt et al. 2005). Pranatale Exposition zu GC beeinflusst
direkt die Entwicklung des fetalen HHNA-Systems und die daraus resultierende
spatere Stressantwort (Seckl 2001), ebenso zeigte sich eine beeintrachtige
neurokognitive Entwicklung und Reproduktionsfahigkeit (Chrousos 2009; Wadhwa
2005). Genaue Transmissionsmechanismen, wie maternaler Stress auf den Fetus
vermittelt wird, bleiben weiterhin unklar. Umwege Uber die Schwangerschafts-
assoziierten Hormone werden angenommen, aber auch direkte Interaktionen der
Stresshormone und des Immunsystems nehmen einen zentralen Stellenwert in

Untersuchungen ein.
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15 Hypothese/Fragestellung

Angenommen wird, dass pranataler Stress Einfluss auf die Immunadaptationen
wahrend der Schwangerschaft hat. Dies wird vermittelt durch eine Anderung der
Sensitivitat von Immunzellen auf Stresshormone. Als Stressor wurde psycho-
sozialer akuter Stress, erlebt durch die Mutter wahrend der Schwangerschatft,
ausgewahlt, welcher ein zunehmender Faktor flr schwangere Frauen in der
heutigen Zeit ist und negative Auswirkungen auf die Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft sowie auf die fetale Entwicklung hat.

Primare Hypothese
Einfluss von psychosozialem Stress, vor allem in der Friihschwangerschatt, fihrt
zu Schwangerschaftskomplikationen und einem negativen Schwangerschafts-

ergebnis mit erniedrigtem Geburtsgewicht und/oder verkurzter Gestationsdauer.

Sekundare Hypothese
Anderungen der Frequenzen regulatorischer T-Zellen und aktivierter CD4/CD8"
T-Zellen vermitteln den Effekt von Stress in der Schwangerschaft Uber eine stress-

induzierte GC-Sensitivitatsanderung von T-Zellen.

Fragestellungen
Zur Untersuchung dieser Hypothesen wurden die folgenden Fragestellungen

entworfen:

1. Fuhrt subjektiv empfundener psychosozialer Stress zu einer Verringerung
der regulatorischen T-Zellen und einer gleichzeitigen Erhdéhung von
aktivierten CD4" und CD8" T-Zellen?

2. Hat psychosozialer Stress Einfluss auf die Veranderung der GC-Sensitivitat

von T-Zellen als mdglichen Weg der Stressvermittlung auf Immunzellen?

3. Hat psychosozialer Stress in diesem Zusammenhang einen Einfluss auf

das Schwangerschaftsergebnis?
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Studienplanung

Die Auswahl der Studienpopulation fir diese Arbeit erfolgte im Rahmen der
PRINCE-Studie (Prenatal Identification of Children’s Health), einer unizentrischen
prospektiven Geburtskohortenstudie, die seit 2011 am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf in einer Kooperation der Experimentellen Feto-Maternalen
Medizin unter der Leitung von Frau Prof. Dr. Petra C. Arck und der Klinik und
Poliklinik fur Geburtshilfe und Pranatalmedizin unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. Kurt Hecher im Verbundsprojekt ,Feto-Maternal Immune Cross Talk® existiert.
Ziel der PRINCE-Studie ist die Identifizierung von pranatalen Faktoren, die
Einfluss auf die zukilnftige Entwicklung und Gesundheit des Kindes haben mit
besonderem Fokus auf die Entwicklung des Immunsystems. Zu den zu
untersuchenden  Faktoren gehdren unter anderem  Erndhrung und
Medikamenteneinnahme sowie der Einfluss von Stress wahrend der
Schwangerschaft. Im Rahmen dieser Studie wurde fir diese Arbeit eine
Subpopulation zur gezielten Untersuchung von wahrgenommenem maternalem

Stress wahrend der Schwangerschaft ausgewahlt.

1)

PREMATAL IDENTIFICATION
OF CHILDREN'S HEALTH

Abbildung 5: Logo der PRINCE-Studie (Prenatal Identification of Children's Health),
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Studienpopulation

Fur diese Arbeit erfolgte die Auswahl einer Stichprobe aus der Studienpopulation
der PRINCE-Studie. Eingeschlossen wurden 80 schwangere, gesunde Frauen, die
sich in der Zeit von Januar 2011 bis Juli 2012 im Rahmen der PRINCE-Studie in
der Pranatalambulanz des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf vorstellten
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und deren Schwangerschaft innerhalb des Erhebungszeitraums abgeschlossen
war. Eingeschlossen wurden Frauen mit einer vorliegenden Unigraviditdt. Die
Anzahl vorhergehender Graviditdten und Paritdten war fir den Studieneinschluss
nicht von Belang, die Informationen wurden aber dokumentiert. Grund zum
Ausschluss aus der Studie waren Schwangerschaften, die durch In-vitro-
Fertilisation (IVF) oder intrauterine Insemination (IUl) herbeigefihrt wurden.
Ausgeschlossen wurden des Weiteren Frauen mit stark ausgepréagter Adipositas,
die Angabe von Rauchen auch wahrend der Schwangerschaft oder Frauen mit
chronischen, schwerwiegenden Erkrankungen, vor allem Autoimmun- oder
immunassoziierten Erkrankungen wie z.B. Multiple Sklerose und Morbus
Bechterew. Kein Grund fir den Studienausschluss war die Angabe von
Bluthochdruck, Hypo-/Hyperthyreose und Asthma bronchiale. Das Mindestalter
betrug 18 Jahre.

Studienablauf

Die Vorstellung erfolgte zu drei Untersuchungszeitpunkten wahrend der
Schwangerschaft. Der erste Untersuchungszeitpunkt fand in der 14. Schwanger-
schaftswoche (13. — 15. SSW) statt, der zweite innerhalb der 24. Schwanger-
schaftswoche (23. — 25. SSW) und der dritte Termin wurde in der 36. Woche (35.
— 37. SSW) der Schwangerschaft durchgefihrt. Zu jedem Termin wurden den
Probandinnen spezifisch ausgewdahlte Fragebogen ausgehandigt, die vor Ort
selbststandig ausgefullt wurden. Neben der Aufklarung der Probandin tdber Ziel
und Umfang der Studie wurden wahrend des ersten Untersuchungszeitpunkts
soziodemographische Informationen und die gesundheitliche und geburtshilfliche
Vorgeschichte erfragt. Ebenso zu Beginn der Studienteilnahme erfolgte die
Erfassung der Sozialen Unterstlitzung. Zu allen drei Zeitpunkten erfolgte die
Erhebung von wahrgenommenem maternalem Stress mit Hilfe von spezifischen
Fragebdgen. Zur Beurteilung des Schwangerschaftserfolgs wurden die
Gestationsdauer und das fetale Geburtsgewicht herangezogen. Die Probandinnen
wurden bis zur Geburt ihres Kindes verfolgt und Informationen zu
Geburtszeitpunkt, Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen, Geburtsgewicht
und Geschlecht des Kindes wurden nachtraglich von der Studienhebamme oder

der Mutter selbst im Rahmen einer Geburtskarte weitergegeben.
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Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurde den Probandinnen peripheres, vendses
Vollblut entnommen, welches fur weitere Analysen zur Verflgung stand. Es
erfolgte eine sachgemald ausgefuhrte Blutenthahme mit Butterfly (Blutent-
nahmesystem Safety-Multifly ®-Set, Sarstedt) unter Beachtung der hygienischen
Vorschriften in vorgefertigte Monovetten beschichtet mit dem Antikoagulanz EDTA
zur Gerinnungshemmung (Sarstedt-Monovette® EDTA, Sarstedt). Im Durchschnitt
wurden 10-13 ml Blut entnommen. Das Vollblut wurde innerhalb von maximal 3
Stunden weiterverarbeitet. Die genaue Schwangerschaftswoche wurde post
menstruationem (p.m.) errechnet. Als Beginn der Schwangerschaft wurde
demnach der erste Tag der letzten Menstruation, angegeben durch die Probandin,
gewertet. Die zu erwartende Schwangerschaftsdauer betrug damit 40 Wochen.

Die Aufklarung der Probandinnen und die Einholung des schriftlichen
Einverstandnisses zur Studienteilnahme und die Blutentnahme erfolgten durch die
Studienarztinnen der Geburtshilfe des Universitatsklinikkums Hamburg-Eppendorf.

Es liegt ein positives Ethikvotum zur Durchfihrung dieser Studie vor.

14. SSW 24. SSW 36. SSW Geburt

Stresstestung Stresstestung Stresstestung Geburtsgewicht

Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Gestationsdauer

Soziale Unterstiitzung

Schwangerschafts-

Stress und Immunparameter im Schwangerschaftsverlauf erfolg

Abbildung 6: Flussdiagramm des Studienablaufs, SSW -Schwangerschaftswoche.

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Unabhangige Gruppenvariable: Erfassung von wa  hrgenommenem
Stress

Zur Erfassung des wahrgenommen Stress wurde die Perceived Stress Scale

(PSS) mit 14 Items, entwickelt von Cohen, Kamarck und Mermelstein (Cohen et

al. 1983), genutzt. Die PSS dient der Messung des subjektiv wahrgenommen

Stresserlebens und misst den Auspragungsgrad, in welchem das Leben im letzten

Monat als stressbelastet, also ,unvorhersehbar, unkontrollierbar und tberfordernd”
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(zit. aus Cohen et al. 1983: S. 387, Z. 46-47) bewertet wurde und bezieht sich
dabei auf das transaktionale Stresskonzept nach Lazarus (Lazarus 1993). Der
Fragebogen umfasst 14 Items, die jeweils allgemeine Situationen und Gefuhle
beschreiben. Jedem Item wird nach einer 5-stelligen Likert-Skala eine von funf
Antwortmoglichkeiten eindeutig zugeordnet. Die Antwortmdglichkeiten spiegeln
dabei die Frequenz der beschriebenen Empfindung wieder: Nie (0) — Fast Nie (1)
— Manchmal (2) — Ziemlich oft (3) — Sehr oft (4). Der Gesamtscore wird errechnet,
indem die Summe aller Items gebildet wird, wobei negativ formulierte Items
invertiert bewertet werden. Es kdnnen Gesamtwerte von 0 bis 56 auftreten, wobei
ein hoher PSS-Score eine hdohere empfundene Stressbelastung bedeutet. Bei
Auslassen oder Fehlen eines Items wurde der komplette Fragebogen der
Probandin nicht gewertet. Die PSS gilt als ein gutes Instrument zur globalen
Stresserhebung, indem es den Stressverlauf Uber die Zeit erfasst. Fur den
Fragebogen gilt laut Cohen et al. eine Vorhersagbarkeit von 4-8 Wochen (Cohen
et al. 1983). Im Rahmen unserer Studie wurde zu den drei Untersuchungs-
zeitpunkten das subjektive Stresserleben der letzten vier Wochen abgefragt,
jeweils in einem Abstand von ca. 12 Wochen. Die PSS wies in verschiedenen
Gruppentestungen eine gute Validitat und Reliabilitat auf (Cohen et al., 1983;
Cohen & Williamson, 1988.) und wurde auch schon in anderen Studien mit
geburtshilflichem Aspekt (Lau & Yin 2011; Nelson et al. 2003) genutzt. Auch
wurde eine hohe Validitat in deutscher Sprache gezeigt (Wolf 1998).

Die Einteilung der Untersuchungsgruppen erfolgte anhand der unabh&angigen
Gruppenvariable des wahrgenommen Stress erhoben durch die PSS. Ziel war
eine Betrachtung bzw. der direkte Vergleich von Extremgruppen. Daflr wurden die
Gesamtscores aller gewerteten PSS-Fragebdgen in Quartile (25%-Abschnitte)
eingeteilt. Das niedrigste Quartil, entsprechend der Gruppe Niedriger Stress,
umfasste dabei die PSS-Werte 6 bis 15 und schloss somit 17 Probandinnen ein.
Das hdchste Quartil, welches der Gruppe Hoher Stress entspricht, bestand aus 14
Probandinnen mit PSS-Werten von 24 bis 35 Punkten. Somit wurde eine
Betrachtung und Gegentberstellung von gestressten und wenig gestressten
Frauen wahrend der Schwangerschaft ermoglicht.

Eine Hauptkritik der PSS ist ein groRBer Einfluss von Personlichkeitsvariablen.
Neurotizismus korreliert sehr hoch mit der PSS (Wolf 1998), sodass diese Variable

ebenfalls als Einflussfaktor erhoben und kontrolliert wurde.
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Abbildung 7: Histogramm der PSS-Gesamtscore-Verteilung des wahrgenommenen

Stress mit Kennzeichnung (rot) der ausgewahlten Quartile: Hoher Stress (PSS-Wert 24-
35, n=14); Niedriger Stress (PSS-Wert 6-15, n=17), PSS — Perceived Stress Scale.

2.2.2 Erfassung psychosozialer und soziodemographis cher
Einflussfaktoren

Soziodemographische Faktoren und geburtshilfliche A namnese

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt erhielten die Probandinnen einen
Fragebogen zum selbststandigen Ausfillen, entworfen fir die Erhebung
allgemeiner soziodemographischer Faktoren und Fakten zur geburtshilflichen
Anamnese mit Fokus auf Einflussfaktoren fur die Outcome-Variable des
Geburtsgewichts wie mitterliches Alter und Body-Mass-Index (BMI =
Korpergewicht/KorpergréRe®) bei  Studieneintritt sowie Rauchen vor der
Schwangerschaft und ethnische Herkunft der leiblichen Eltern der Probandin
(Mitteleuropaisch — Eurasisch — Arabisch — Afrikanisch — Asiatisch — Sud-
amerikanisch). Ebenso erfolgte die Erfassung des Beziehungsstatus (in fester
Beziehung: ja/nein), der Arbeitssituation (berufstatig: ja/nein) und des
Bildungsstatus unterschieden nach dem hdchsten Abschluss: ohne Schul-
abschluss — Volks-/Hauptschule — Mittlere Reife — Fachabitur — Abitur —
Fachhochschulabschluss — Hochschulabschluss. Informationen zur allgemeinen
medizinischen Vorgeschichte mit chronischen Erkrankungen und Medikamenten-

einnahme wurden ebenso erhoben wie die geburtshilfliche Anamnese: erster Tag
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der letzten Menstruation zur Berechnung der Schwangerschaftswoche und
Gestationslange, Planung der Schwangerschaft, Zahl vorhergehender
Schwangerschaften und  Geburten, Geburts- und Schwangerschafts-
komplikationen der vorhergehenden Schwangerschaften und Fehlbildungen und

Wachstumsstorungen der daraus hervorgegangenen Kinder.

Erfassung der sozialen Unterstitzung - Berliner Soc  ial Support Skalen
(BSSS)

Zur Erfassung der Sozialen Unterstitzung (,Social Support’), als bedeutsamer
Faktor bei der Stressbewaéltigung, wurden die Berliner Social Support Skalen nach
Schulz & Schwarzer (Schulz & Schwarzer 2003; Schulz & Schwarzer 2004) in
deutscher  Sprache verwendet. Diese Skalen erfassen in einem
mehrdimensionalem Ansatz soziale Unterstitzung als ,qualitativ-funktionale”
Gro3e im Gegensatz zu anderen Instrumenten, die eher soziale Integration aus
~quantitativ-strukturellen Aspekt* betrachten (zit. Schulz & Schwarzer 2003, S. 73,
Z. 20-21). Die Skalen umfassen dabei 6 Dimensionen, wobei sich in dieser Arbeit
vor allem auf die Skalen der wahrgenommenen sozialen Unterstiitzung (perceived
available social support) und der erhaltenen sozialen Unterstitzung (actually
received social support) konzentriert wurde. Erstere Skala umfasst 8 Items, die vor
allem zeitunabhéngige und allgemeine Fragen zum subjektiv wahrgenommenen
Unterstutzungspotenzial des sozialen Netzwerks beinhalten. Zweitere umfasst 11
Items, die speziell nach dem retrospektiv betrachteten Verhalten einer
ausgewahlten Bezugsperson in der letzten Woche fragt. Bewertet wird die
subjektive Wahrnehmung sowohl kognitiver als auch behavioraler Aspekte
sozialer Unterstitzung durch Zustimmung zu Aussagen einer 4-stelligen Likert-
Skala: Stimmt nicht (1) — Stimmt eher nicht (2) — Stimmt eher (3) — Stimmt genau
(4). Die Skalengesamtwerte ergeben sich entweder durch Summenbildung aus
den Antworten der betreffenden Skala oder durch Bildung eines Skalen-
durchschnittswerts. Beide Skalen zeigen eine hohe interne Konsistenz und eine
gute Validitat (Schulz & Schwarzer 2003). Weitere Subskalen zur Unterscheidung
der emotionalen, instrumentellen und informationellen Unterstitzung wurden in

dieser Arbeit nicht betrachtet.
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Neurotizismus

Neurotizismus ist ein Personlichkeitsmerkmal, welches die emotionale Labilitat
einer Person beschreibt. Es stellt neben Extraversion, Offenheit fur Erfahrungen,
Gewissenhaftigkeit und Vertraglichkeit eine der funf Hauptdimensionen der
Personlichkeit dar (Eysenck 1947). Erfasst wurde die Variable mit Hilfe des NEO-
Funf-Faktoren-Inventars (NEO-FFI) nach Costa und McCrae (Costa & McCrae
1989) Ubersetzt durch Borkenau und Ostendorf (Borkenau & Ostendorf 1993). Das
NEO-FFI hat einen multidimensionalen Ansatz und erfasst die wichtigsten
Bereiche individueller Unterschiede, indem es die funf Personlichkeitsdimensionen
erfasst. Im Rahmen dieser Studie wurden die 12 Items der Neurotizismus-Skala
betrachtet, welche in Form von Aussagen formuliert sind, denen durch eine
funfstufige Likert-Skala der Grad der Zustimmung zugeordnet werden kann: starke
Ablehnung (1) - Ablehnung (2) — neutral (3) — Zustimmung (4) - starke Zu-
stimmung (5). Ein Summenwert aller Items ergibt den Gesamtskalenwert, wobei
negativ formulierte Items invertiert bewertet werden (Costa & McCrae 1989). Das
NEO-FFI ist sowohl fir Jugendliche als auch Erwachsene geeignet und findet in
vielen Bereichen der klinischen Psychologie sowie auch in der Forschung seinen
Einsatz. Dem Test liegt eine hohe Reliabilitat sowie Validitat zu Grunde (Borkenau
& Ostendorf 1993).

2.2.3 Abhangige Variable/Outcome-Parameter: Schwang erschaftsergebnis

Zum Erfolg der Geburt beurteilt wurden das Geburtsgewicht und die
Gestationslange. Einflussfaktoren wie Schwangerschafts- und Geburts-
komplikationen wurden mit aufgenommen und Gruppenunterschiede beachtet. Als
Komplikation  galten = Schwangerschafts-bedingter  Bluthochdruck  (SIH,
Schwangerschafts-induzierte Hypertonie, Blutdruck>140/90mmHg zwischen 20.
SSW und 40 Tage post partum), Praeklampsie (Gestationshypertonie, Proteinurie
und gegebenfalls neurologische Symptome), HELLP-Syndrom (Hemolysis -
Hamolyse, Elevated Liver enzymes - Erh6hung der Leberenzyme/Leberfunktions-
storungen, Low Platelet count - Thrombozytopenie/Gerinnungsstorungen),
Gestationsdiabetes (erstmals in der Schwangerschaft diagnostizierte Glucose-
Stoffwechselstérung mit Normalisierung post partum), vorzeitige Wehentatigkeit
(Wehentatigkeit vor der 37+0 SSW), vorzeitiger Blasensprung (PROM, Premature
Rupture of Membranes - Er6ffnung der Amnionhdhle mit Fruchtwasserabgang vor
der Eroffnungsperiode) und Infektionen in der Schwangerschaft (allgemein, Soor-/
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Pilzinfektion, Harnwegsinfekt) (Uhl 2013). Nicht gewertet wurden Unfalle/
Verletzungen, die keinen Einfluss auf eine verfrihte Geburt hatten (z.B.
Handfraktur). Froh- und Fehlgeburten wurden gesondert betrachtet. Ebenso
aufgenommen wurde das Kindsgeschlecht (ménnlich/weiblich) und der Geburtstyp
(Natirliche Geburt/Sectio caesarea - Kaiserschnitt, operative Beendigung der
Schwangerschaft), wobei nicht gesondert zwischen primérer (geplant - auf
Wunsch der Patientin oder aus medizinischer Indikation) und sekundarer Sectio
(als Folge von Geburtskomplikationen) unterschieden wurde. Das Schwanger-
schaftsergebnis wurde innerhalb der ausgewahlten Stressgruppen im Gruppen-
vergleich betrachtet.

2.2.4 Durchflusszytometrische Analysen

Zur Bestimmung der T-Zell-Ph&notypen und Frequenzen im peripheren vendsen
Blut der Probandinnen wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt durchfluss-
zytometrische Untersuchungen mit Proben aus peripherem, ventsem Vollblut
durchgefiihrt. Grundlage der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie ist eine Antigen-
Antikdrper-Reaktion, bei der mit Fluoreszenzfarbstoff versehene AntikOrper an
charakteristische oder zu bestimmende Molekule der Zellen, z.B. CD-Oberflachen-
marker (cluster of differentiation), binden und diese dadurch markieren. Die Zellen
werden anschlieBend durch ein Flussigkeitssystem hydrodynamisch fokussiert,
sodass sie einen Laserstrahl geeigneter Wellenlange passieren. Durch Absorption
der Lichtenergie strahlen die Fluorochrome proportional zur Menge der
gebundenen Antikorper pro Zelle eine charakteristische Fluoreszenz aus, welche
durch einen Photodetektor registriert wird. Somit kdnnen Zellpopulationen
charakterisiert, identifiziert und quantifiziert werden. Neben der Fluoreszenz kann
auch Streulicht erfasst werden. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist
ein MaR3 fur die Beugung des Lichts im flachen Winkel und ist abhangig vom
Volumen der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC = Side Scatter) ist ein Mal3 fur
die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die eine Aussage uUber Granularitat
der Zelle, ZellkerngrofRe etc. erlaubt. So koénnen vor allem Blutzellen gut
differenziert werden (Luttmann et al. 2009, S. 77-81).
Die extrazellulare Farbung mit Antikérpern erfolgte direkt mit EDTA-Vollblut,
welches maximal 3 Stunden zuvor in der Ambulanz per peripherer Venenpunktion
entnommen wurde. Die Farbung erfolgte stets lichtgeschitzt und Antikorper
wurden auf Eis gehalten. Je 100 ul EDTA-Vollblut wurden in FACS-Tubes (BD
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Falcon™ Polysterene Bound-Bottom Tube 5 ml, BD Biosciences) gegeben und es
erfolgte die Zugabe (Eppendorf-Pipette Research Plus 2-20 pl, 10-100 pl, 100-
1000 pl, Eppendorf /Pipettenspitzen 200 pl, 1000 pl) der Antikdrpermischungen
(Antikorper-Mix 1: 1 pl CD4, 10 pl CD25, 3,3 pl CD127; Antikérper-Mix 2: 1 pl
CD4, 1 pl CD8, 1 ul CD45RA, 5 ul CCR7), Durchmischen (Vortexer Press_to_mix
224", RLABIN) und eine anschlieBende Inkubation bei Dunkelheit und
Raumtemperatur fir 30 Minuten. Anschlielend wurden die Zellen mit 100 pl
FACS-Lysing-Solution (BD FACS Lysing Solution, BD BioSciences), 1:10 verdiinnt
mit destilliertem Wasser (Distilled water H,0, Kautex) gespult, durchgefiihrt nach
Herstellerinstruktionen. Nach erneuter 10-mindtiger Inkubation erfolgte die
Zentrifugation (Zentrifuge Rotina 380R, Hettich) fur 5 Minuten mit einer
Geschwindigkeit von 1500 rounds per minute (rpm) bei 22°C und eine
anschlieBende Resuspension der Zellen mit PBS (Dulbecos PBS, PAA
Laboratories GmbH) nach Dekantieren des Uberstands. AnschlieBend wurden die
Proben erneut fur 5 Minuten bei 22°C mit 1500 rpm zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend dekantiert. Nach Zugabe von je 300 pl PBS wurden die
Proben bei -4°C gekuhlt (Kuhlschrank, Liebherr profiline) und lichtgeschutzt bis zur
Durchfuihrung der durchflusszytometrischen Untersuchungen aufbewahrt.

Tabelle 1: Humane Antikoérper verwendet fur durchflusszytometrische Analysen von
maternalen T-Zellen aus peripherem venésem Vollblut

Antigen - Fluoreszenz - Klon Verdunnun Laser Hersteller/
spezifitat farbstoff g Katalognummer
CD4 V500 RPA-T4 1:10 407nm  BioLegend/560769
CD25 PE BC96 1 488nm  BioLegend/302606
CD127 ) :
(IL-7Ra) PerCP-Cy5.5 HCD127 1:3 407nm  BiolLegend/317610
CD8a APC-Cy7 RPA-T8 1:10 633nm  BioLegend/301016
CD45RA Pacific Blue™ HI1100 1:10 407nm  BioLegend/304123
CCRY Alexa Fluor® TG8/CC .
1 633nm  BioLegend/335603
(CD197) 647 R7 g

Die Durchfiihrung der fluoreszenz-durchflusszytometrischen Analysen erfolgte mit
einem BD FACSCanto™ Il Gerat (BD Biosciences), zur Verfugung gestellt und
gewartet von der FACS Core Facility des Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf. Der FACSCanto™ 1l ist geeignet fir Mehrfachfluoreszenz-Analysen
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und verfugt Uber 3 Laser, die bis zu 8 Farben detektieren kobnnen. Etwa 50.000
events innerhalb des Lymphozyten-Gates (siehe Abbildung 8: Gate A) wurden pro
Probe aufgenommen. Die Daten wurden standardgemalf in einem Flow Cytometry
Standard Format ausgegeben und als .fcs-Dateien gespeichert. Die Aufnahme
erfolgte mit der BD FacsDiva™ Software (BD Biosciences). Die Auswertung der
fcs-Dateien zur Analyse der Phénotypen und Frequenzen maternaler
Immunzellpopulationen wurde mit der FlowJo Flow Cytometry Analyses Software
(Software Version 9.5.2. Mac, Tree Star Inc.) fir ein MAC DOS Betriebssystem
durchgefuhrt. Fir die genaue Festlegung der Gates wurden ,fluorescence minus
one‘ (FMO)-Kontrollen durchgefiihrt. In einer FMO-Farbungs-Kontrolle sind alle
genutzten Reagenzien einer Mehrfach-Fluoreszenz-Analyse enthalten, aulRer
jenes, welches den Antikorper enthalt, fur welchen der zur Auswertung benétigte
Schwellenwert festzulegen ist. Werte von Zellpopulationen, die trotzdem nicht
eindeutig zu identifizieren waren, wurden ausgeschlossen.

Die Analyse-Strategie basiert auf mindestens 5 x 10° Lymphozyten, identifiziert
durch Forward (FSC-A) und Side Scatter (SSC-A) wahrend der durchfluss-
zytometrischen Messung (A). Aus dieser ausgewéhlten Gruppe hervorgehend
wurden CD4" Zellen im Histogramm bestimmt (D) und CD4"CD25"-Zellen wurden
ausgewahlt durch Fluoreszenz-Intensitat von CD4 versus CD25 (E). Hervor-
gehend aus Gate D (CD4") wurden regulatorische T-Zellen, definiert als
CD4'CD25"CD127low, in einem weiteren Gate durch Fluoreszenz-Intensitat CD25
versus CD127 (F) bestimmt. Zur Bestimmung der CD8"-Zellen wurde erneut bei
den ausgewahlten Lymphozyten (A) begonnen. Aus diesem Gate weiterfiihrend
wurden CD8"-Zellen identifiziert durch Fluoreszenz-Intensititen CD4 versus CD8
(B). Die Charakterisierung der CD8'-Subtypen, CD8" naive Zellen
(CD45RACCRT7"), CD8" Effektor Zellen (CD45RA'CCR7’), CD8" Effektor Memory
Zellen (CD45RA'CCR7) und CD8" Central Memory Zellen (CD45RA CCRT7Y),
durch Gegenuberstellung der Fluoreszenz-Intensitaten CD45RA versus CCR7 (C).

Die Angabe der Zellfrequenzen erfolgte in %/absolute Zellzahl.

36



250K

200K -

150K

100K

50K

L B prr s
0 10° 10° 104 10°

CD45RA

<C
A 0 T T T T
% 0 50K 100K 150K 200K

1500

1000

0 5 ) R L
— 0 7o) '(; E - R b s
c TR T T T
=] N — Ty Ly | T T
o 0 10 10° 10 10° ) la) 2 3 4 5
3 e 8 0 10 10 10 10
CD4 CD4 CD25

Abbildung 8: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse von Phanotypen
und Frequenzen maternaler T-Zell-Populationen aus peripherem Vollblut, CD - Cluster of
differentiation

2.2.5 PBMC-Isolierung

Zur Durchfuhrung funktioneller Versuche mit Lymphozyten aus vendsem Blut
mussen diese moglichst rein und funktionsttichtig betrachtet werden. Zu diesem
Zwecke erfolgte eine Zellseparation der Blutzellen unter Ausnutzung ihrer
spezifischen Dichteeigenschaften mit Hilfe eines Zellseparationsmediums und der
Dichtegradienten-Zentrifugation. Periphere mononukleare Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) aus dem Vollblut der Probandinnen wurden hierbei
nach der Ficoll-Hypaque-Methode isoliert. Das eingesetzte Lymphozyten-
trennmedium Ficoll (PAA Laboratories GmbH) hat eine gro3ere Dichte als PBMC,
aber eine geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten, so dass eine
Fraktionierung des Blutes madglich ist. Beim Zentrifugieren bildet sich auf der
Ficollschicht ein Leukozytenring, der leicht abgenommen werden kann (Luttmann
et al. 2009, S. 53-55). EDTA-Vollblut wurde bei Raumtemperatur 1:2 mit sterilem
PBS verdunnt (Pasteurpipetten 150 mm, Glas, Heinz Herenz/ Pipettierhilfe
Pipetboy, Integra). Anschlie3end wurden je 4 ml vorgelegtes Ficoll (Fertiglosung
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Ficoll-Hypaque: 5,7 g Ficoll 400, 9g Natriumdiatrizoat, auf 100ml Wasser) mit je 8
ml des verdinnten Bluts vorsichtig Uberschichtet und far 35 Minuten bei
Raumtemperatur und einer Geschwindigkeit von 400g ohne Bremse, um die
Schichtung zu erhalten, zentrifugiert. Die Leukozyten wurden mit einer sterilen
Pasteurpipette (Einweg-Pasteurpipette steril gradiert 3,2 ml, Carl Roth GmbH) in
ein 50 ml-Falcon (Cellstar® Tube 15 ml/50 ml, Greiner bio-one) tberfuhrt und mit
kaltem, sterilen PBS aufgefillt. Anschlieend wurden sie fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur und 350g sedimentiert und schlie3lich noch einmal mit 25 ml
sterilem, kaltem PBS gewaschen. Das gebildete Zellpellet wurde in 1ml RPMI
(Roswell Park Memorial Institute Medium 1640, Gibco® by Life Technologies ™) +
10% FCS (fetal calf serum, fetales Rinderserum, Gibco® by Life Technologies ™)
aufgenommen zur Bestimmung der Lebendzellzahl. Fir die Langzeitlagerung in
Flassigtickstoff wurde den Zellen 1 ml Einfriermedium (40 % RPMI + 40 % FCS) +
20 % DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma Life Science) hinzugefiigt und diese in
Kryovials (Cryo TubeTM Vials 1,8 ml, Thermo Fischer Sciences) Uberfuhrt. Es
folgte die Lagerung in einem Cryo Freezing Container (Nalgene™), in welchem
flussiges Ethanol ein langsames und konstantes Abkihlen der Zellen von - 1°C/
Minute zun&chst bis auf -80°C gewabhrleistet. Nach 24 bis 48 Stunden erfolgte der
Transfer in flissigen Stickstoff und die Lagerung bis zur Durchfiihrung
anschlieRender Versuche bei - 200°C.

Zum Auftauen wurde die Zellen zunachst langsam in 8 ml PBMC-Medium (kaltes,
steriles PBS + 10% FCS) uberfuhrt und fir 5 Minuten bei 1500rpm und 4°C
sedimentiert. Anschlielend folgte das Hinzufigen von 1ml Medium fir die
Zellzahlbestimmung. Die PBMC-Isolierung erfolgte stets unter hygienisch
vorgeschriebenen  Bedingungen unter einer sterilen  Abzugswerkbank
(Sicherheitsbank MSC Advantage, Thermo Scientific). Zur Bestimmung der
Lebendzellzahl nach der PBMC-Isolierung wurden die Zellen in 1 ml RPMI + 10%
FCS aufgenommen und 10ul der Zellsuspension mit 90 ul Tark-Losung (Tuerk
Solution, Flucal Analytical) verdinnt. Wiederum 10 pl dieser Zellsuspension wurde
in eine Neubauer-Zdhlkammer (Neubauer-Zahlkammer bright-line, Marienfeld
Germany, Tiefe 0,1 mm; x 0,0025 mm? uberfihrt und die Zellzahl
lichtmikroskopisch (Mikroskop Ph1 10/0.22, Carl Zeiss) bestimmt. Durchschnittlich
wurde etwa eine Anzahl von 12 - 28 x 10° Zellen pro Probandin gelagert. Es

erfolgte die Aufnahme von 6-12 x 10° Zellen/ml. Nach dem Auftauen fir

38



funktionelle Versuche erfolgte die erneute Zellzahlbestimmung und Uberpriifung
der Zellviabilitat. Die Zellen wurden in 1 ml PBMC-Medium aufgenommen und 10
ul dieser Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau (Trypanblau 0,4 %, Gibco® by Life
Technologies ™) vermischt. Die Farbstoffmolekiille des anionischen Diazo-
farbstoffs konnen die intakte Zellmembran nicht Gberwinden, sondern gelangen
nur bei abgestorbenen Zellen in das Zytoplasma und farben dieses. Trypanblau
erlaubt somit eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen. Es
erfolgte erneut die Zahlung ungefarbter Zellen in einer Zellkammer und die

Bestimmung die Gesamtzellzahl.

2.2.6 T-Zell-Proliferationsassays

Fur eine suffiziente adaptive Immunantwort ist die T-Zell-Aktivierung und die
daraus resultierende T-Zell-Proliferation entscheidend. Zur Bestimmung der
Glucocorticoid-Rezeptor-Sensitivitat  der  T-Zellen  wurden  [*H]-Thymidin-
Inkorporations-Proliferationsassays durchgefiihrt, bei welchen die induzierte T-
Zellproliferation mit verschiedenen Konzentrationen des Glucocorticoids
Hydrocortison inhibiert wurde. Es erfolgte wieder der Vergleich innerhalb der
beiden Stressgruppen. Allerdings mussten fir die Durchfiihrung der Proliferations-
assays einige Probandinnen ausgeschlossen werden, da durch das
Vorhandensein von bestimmten Erkrankungen bzw. die Einnahme von
Medikamenten, die Einfluss auf die HHNA haben, die Ergebnisse verfalscht
werden kénnten. Zu den Ausschlusskriterien gehdrten das Vorliegen einer Hyper-
oder Hypothyreose (8 Frauen) und Asthma bronchiale/Emphysem (2 Frauen), die
Einnahme von Schilddrisenmedikamenten (L-Thyroxin, a-Thyroxin, Thiamazol; 7
Frauen) oder Utrogest (Progesteronhaltiges Medikament, 1 Frau). Zusatzlich
konnten nicht bei den Proben aller Frauen ausreichend vitale PBMC
nachgewiesen werden bzw. wurden schon fur andere funktionelle Versuche
genutzt. Somit befanden sich zur Auswertung der Versuchsergebnisse der
Proliferationsassays in der Subgruppe ,Hoher Stress* 7 Probandinnen, in der
Subgruppe ,Niedriger Stress* 6 Probandinnen.

Zur Bestimmung der Glucocorticoid-Sensitivitdt der T-Zellen wurden T-Zell-
Proliferationsassays durchgefuihrt, bei welchen die klonale Expansion stimulierter
T-Zellen in Anwesenheit von GC gemessen wird. Zur Stimulation der T-Zell-Pro-
liferation wurde Phytohamagglutinin (PHA) verwendet. Die mitogene PHA-
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Stimulation ist ein schon lange eingesetztes Mittel zur gezielten Messung von T-
Zell-Aktivitat in gemischten Populationen wie humanen peripheren Leukozyten
(Potter & Moore 1975), da es spezifisch auf T-Zellen wirkt und vermutlich tGber
eine indirekte Quervernetzung glykosylierter Oberflachenproteine des T-Zell-
Rezeptors (TCR) ihre Aktivierung und damit ihre Proliferation stimuliert (Kruisbeek
et al. 2004). Proportional zur Proliferation von Zellen erfolgt die DNA-Neu-
synthese. Wahrend der Zellteilung kommt es bei der semikonservativen
Replikation der DNA zum Einbau von Nukleotiden in die neu entstehende Doppel-
helix. Die Menge der eingebauten Nukleotide kann daher als Malf3 fir das Ausmal3
der Zellteilung und damit der Proliferation gewertet werden. Um diese Menge zu
bestimmen, wurde das mit Tritium radioaktiv markierte Nukleotid Desoxythymidin
3H-Thymidin eingesetzt und erméglicht daher die Bestimmung der Zellproliferation
Uber die Messung der eingebauten Radioaktivitat (Luttmann et al. 2009, S. 112-
114). Um die Steroidrezeptor-Funktion zu untersuchen bzw. den inhibierenden
Einfluss von Glucocorticoiden (GC) auf die T-Zell-Proliferation, wurden die
Messungen in Anwesenheit von verschiedenen GC-Konzentrationen durchgefuhrt.
Als Agonist wurde Hydrocortison gewahlt, da es am ehesten dem endogenen
Agonisten der Glucocorticoid-Rezeptoren der T-Zellen entspricht. Der
Verdiinnungsreihe mit 11 Verdiinnungen von 10™ bis 10° M mit jeweils einer
Differenz von 10 M wurde ausreichende Inhibition in vorhergehenden Versuchen
nachgewiesen und sie enthélt sowohl physiologische als auch pharmazeutische
Dosierungen (Fischer et al. 2012). Alle Proliferationsassays mit den Zellen einer
Probandin (Proben der 14., 24., 36. SSW) wurden am selben Tag durchgefihrt
und es wurden je eine Teilnehmerin aus der Gruppe ,Hoher Stress’ und ,Niedriger
Stress’ miteinander gepaart, um Zeit und Materialartefakte zu vermeiden. Die
Durchfihrung der Assays erfolgte mit der Unterstiitzung der Forschungsgruppe
von Dr. Stefan Gold, Institut fur Neuroimmunologie, Zentrum fir Molekulare
Neurobiologie Hamburg (ZMNH).

Nach dem Auftauen der PBMC wurde diese auf eine 96-well Rundbodenplatte
(Mikrowellplatte 96 well Nunclon™ A Surface, Nunc A/S) Uberfiihrt. Die
Einsaatdichte der Zellen betrug 2x10°mli™ (200.00 Zellen pro well) in vorgelegtes
Medium (RPMI-1640 versetzt mit Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin,
Gibco® by Life Technologies ™). AnschlieBend folgte die Zugabe von 1 pg/ml
mitogenem PHA zur Proliferationsstimulation. Die Proliferation wurde inhibiert
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durch das Hinzufihren von Hydrocortison in ansteigenden Dosen in einem
Bereich von 10" bis 10°M Hydrocortison, welche in einer seriellen
Verdinnungsreihe vorbereitet wurden. Eine Positivkontrolle, die nur PBMC und
PHA ohne Inhibitor enthielt, diente als Referenz fir die normalisierte Proliferation.
Eine Negativkontrolle, die nur PBMC und das Grundmedium enthielt, wurde fur die
Bestimmung eines Stimulationsindex angelegt. Jede Probe in jedem
Konzentrationsschritt sowie Positiv- und Negativkontrolle wurde in Tripletts
angelegt. Die Zellen wurden schlie3lich bei 37°C in 5% CO, fir 48 Stunden
inkubiert, anschlieRend erfolgte die Zugabe von je 1 pCi/well [°H]-Thymidin. Erneut
wurden die Zellen 24 Stunden bei 37°C und 5% CO; bebritet und anschlielRend
mit einem Harvester 96® Mach Il M (Tomtec, Inc.) gesammelt. Der *H-Thymidin-
Einbau in die DNA wurde mittels eines Liquid-Szintillations-Zahlers gemessen
(MicroBeta TriLux, Wallac 1450). Die Ergebnisse wurden als counts per minute
(cpm) dargestellt. Die Anzahl der radioaktiven cpm bezog sich dabei jeweils auf
die gleiche Zellzahl (200.000/well). Um sicherzustellen, dass eine Stimulation der
Zellen stattgefunden hat, wurde ein Stimulationsindex (SI) bestimmt, berechnet
durch Quotientenbildung aus dem Mittelwert der Negativkontroll-Tripletts und dem
Mittelwert der Positivkontroll-Tripletts jeder Probe jeder Probandin. Die erhobenen
Werte einer Probandin mussten hierbei flr weitere Berechnungen ausgeschlossen
werden, da sie keine Stimulationen aufzeigten. Zur weiteren Auswertung erfolgte
die Normalisierung der gemessenen Ergebnisse auf die Positivkontrolle. Daflr
wurde der Quotient aus dem Mittelwert eines Tripletts und dem dazugehorigen
Mittelwert des Positivkontroll-Tripletts gebildet, sodass nun Daten der relativen
Proliferation vergleichbar wurden. Der Gruppenvergleich der relativen Proliferation
(bezogen auf die Positivkontrolle) erfolgte innerhalb der einzelnen Hydrocortison-

Konzentrationsschritte.

2.3. Statistische Analyse

Alle Daten wurden auf Normalverteilung Uberprift. Diese wurde rechnerisch
Uberpruft und angenommen bei einem Signifikanzwert > 0,001 nach Shapiro-Wilk.
Aufgrund der kleinen Stichprobe erfolgte auch eine visuelle Kontrolle mit Boxplots.
Statistische Ausreil3er und Extremwerte wurden nach Tabachnick & Fidell getestet
und bei einem Wert von z < 3,29 als normalverteilt gewertet (Tabachnick & Fidell

2005). Innerhalb der groRRen Stressgruppen erfolgte der Ausschluss von
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Ausreiern und Extremwerten bei Standardwerten von z > 3,29. Innerhalb der
Untergruppen der  Stresseinteilung wurden aufgrund der geringen
Stichprobengro3e keine Werte ausgeschlossen, sondern es erfolgte eine
Anpassung der statistischen Testung. Bei kategorialen Variablen mit vorliegender
Normalverteilung wurden die Gruppenvergleiche durchgefiihrt mit dem gepaarten,
zweiseitigen Student’s T-Test, bei nicht normal verteilten Daten wurde der Mann-
Whitney-U-Test durchgefuhrt. Fir die Stichprobenvergleiche hinsichtlich ihrer
soziodemographischen und Kklinischen Daten wurden Mittelwertvergleiche
(Student's-t-Test) bzw. Chi-Quadrat-Tests genutzt. Die Daten der Versuchs-
ergebnisse wurden jeweils als arithmetischer Mittelwert (MW) und Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) (durchflusszytometrische Analysen und T-Zell-
Proliferationsassays) oder Standardabweichung (SD) bzw. als Prozent der
Gesamtstichprobe angegeben (soziodemographische und psychometrische
Daten).

Es wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen. Signifikanzen wurden
mit folgenden p-Werten beschrieben: p > 0,1 nicht signifikant - p<0,1 Tendenz -
p<0,05 * - p<0,01 ** - p<0,001 ***. Alle statistischen Berechnungen und die
Uberprifung der Normalverteilungen wurden mit der SPSS Software (IBM SPSS
20 Statistics, IBM® Statistics) durchgefihrt. Zur Darstellung der Daten im Rahmen
von Graphiken wurde die GraphPad Prism-Software (GraphPad Prism® Version
5.01, Graphpad Software, Inc.) genutzt. Sdmtliche weitere Tabellen, Abbildungen
und die Textherstellung wurden mit Hilfe von Microsoft Word, Microsoft Excel und
Microsoft Powerpoint (Microsoft Office Professional Plus 2010, © 2010 Microsoft

Corporation) erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Beschreibung der Gesamtstichprobe und Vergleich zur Hamburger
Bevolkerung

Im Erhebungszeitraum von Januar 2011 bis Juli 2012 erklarten sich 81 Frauen
jeweils in der 13. — 15. SSW zu einer Teilnahme an der PRINCE-Studie am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf bereit und beendeten bis einschliellich
Juli 2012 ihre Schwangerschaft mit der Geburt ihres Kindes. Bei allen Frauen lag
eine Unigraviditat vor. Eine Frau wurde fir diese Arbeit ausgeschlossen, da die
Einflisse der bei ihr vorliegenden chronischen Erkrankung des Morbus
Bechterew auf Untersuchungen von Immunzellen und der HHNA nicht
auszuschlieBen waren und damit Ergebnisse verfalscht werden kdnnten. Alle in
diese  Arbeit eingeschlossenen Teilnehmerinnen nahmen bis zum
Schwangerschaftsende an der Studie teil und es lagen Daten zum
Geburtsergebnis vor. Alle im folgenden Text nicht anders gekennzeichneten Daten
zum bundesdeutschen und Hamburger Vergleich ergeben sich aus den Berichten
und Analysen ,Rund um Schwangerschaft und Geburt® der Freien Hansestadt
Hamburg (Freie Hansestadt Hamburg, Behorde fur Soziales, Familie, Gesundheit
und Verbraucherschutz (BSG) 2010).

Das durchschnittliche Alter der Teilnehmerinnen bei Studieneintritt lag bei 31,74
Jahren (SD = 3,88, Min = 22,17 Jahre, Max = 45,79 Jahre, n = 80). Damit liegt die
Stichprobe in einem &hnlichen Bereich im Vergleich zum Durchschnitt der
schwangeren Frauen in Hamburg bei 31,8 Jahre (Statistisches Bundesamt 2014).
Der durchschnittliche Body-Mass-Index (BMI), berechnet aus Korpergrof3e und
Kdrpergewicht gemessen zum ersten Untersuchungszeitpunkt, betrug 24,29 (SD =
3,47; Min = 18,55; Max = 38,4, n = 72) und liegt damit im Bereich des
Normalgewichts (BMI < 18,5 Untergewicht; 18,5 — 25,0 Normalgewicht; 25,0 —
30,0 Ubergewicht; >30,0 Adipositas) wie 67% der Schwangeren in Hamburg. Der
durchschnittiche BMI ist nur schwer mit der Hamburger Bevolkerung zu
vergleichen, da die meisten Daten vor bzw. zu Beginn der Schwangerschaft
erhoben wurden und die Probandinnen dieser Studie sich bereits im 3./4. Monat
der Schwangerschaft befanden. Die Mehrheit der Teilnehmerinnen befand sich zu
Beginn der Studie in einer festen Beziehung (98,9%, Vergleich Hamburg 82%)
und war berufstatig (86,3%, Vergleich Hamburg: 48%). Ein Grol3teil der Frauen

besal? einen Hochschul- oder Fachhochschulabschluss (46,1%, n = 80) und

43



Tabelle 2: Beschreibung der Gesamtstichprobe

Gesamtstichprobe N = 80

Soziodemographische und geburtshilfliche Daten
Muitterliches Alter bei Studieneintritt (MW[SD])
BMI bei Studieneintritt (MW[SD])

Rauchen vor Schwangerschaft
Beziehungsstatus

In Beziehung

Arbeitssituation

Berufstatig

Bildungsstatus
Hoch-/Fachhochschulabschluss

Abitur

Fachabitur

Mittlere Reife

Ethnizitat Mutter

Mitteleuropéaisch

Eurasisch

Asiatisch

Afrikanisch

Ethnizitat Vater

Européisch

Eurasisch

Afrikanisch

Erfolgreiche vorhergehende Schwangerschaften
Erhobene psychometrische Daten

Stress bei Studieneintritt (MW[SD])
Neurotizismus (MW[SD])

Soziale Unterstitzung

Wahrgenommene soziale Unterstiitzung
Erhaltene soziale Unterstiitzung

Erhobene Daten zu Schwangerschaft und Geburt
Geburtsgewicht (MW[SD])

Gestationslange (MW[SD])

Kindsgeschlecht

Weiblich

Méannlich
Schwangerschafts-/Geburtskomplikationen
Frihgeburten

31,74 [3,88]
24,29 [3,47]
5% (4/80)

98,8% (79/80)
86,3% (69/80)

46,1% (35/76)
25,0% (19/76)
11,8% (9/76)

17,1% (13/76)

95,0% (76/80)
2,5% (2/80)
1,3% (1/80)
1,3% (1/80)

96,3% (77/80)
2,5% (2/80)
1,3% (1/80)
78,1% (25/32)

19,13 [5,75]
26,07 [7,86]

7,68 [0,63]
53,38 [5,44]

3485,69 [464,10]

39,72 [1,50]

37,5% (30/80)
62,5% (50/80)
16,7% (13/78)
3,80% (3/79)

Die Daten sind présentiert als Mittelwert mit [Standardabweichung] oder in % (n/N). Das
mtterliche Alter ist in Jahren, das Geburtsgewicht in Gramm und die Gestationslange in Wochen
angegeben.

stammte von mitteleuropaischen Eltern ab (Mutter 95%, Vater 96,3%, n = 80). In
Hamburg betrug der Anteil nicht deutscher Gebarender 2008 22%, unter Frauen
zwischen 35 und 65 Jahren besitzen etwa 24% einen Fach-/ Hochschulabschluss
(Hamburger Behotrde fur Arbeit, Soziales, Familie und Integration 2014). Im
allgemeinen bundesweiten Durchschnitt geben 12,6% auch Rauchen wéhrend der
Schwangerschaft an, in Hamburg konstant 7% Uber die letzten Jahre. Alle

Schwangeren mit Angabe von Rauchen auch wéahrend der Schwangerschaft
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wurden jedoch nicht in die PRINCE-Studie aufgenommen. 11 Frauen (13,7%)
gaben das Vorliegen einer chronischen Erkrankung an (10% aller Probandinnen
Hypo-/ Hyperthyreose, 2,5% Asthma/Emphysem, 1,3% Migrane), somit waren
86,3% der Teilnehmerinnen frei von chronischen Erkrankungen (n=80). Aul3erdem
gaben 11 der 80 Frauen (13,7%) die regelméfige, wenn auch teilweise nur
voribergehende Einnahme von Medikamenten an (6,3% L-Thyroxin, je 1,3% a-
Thyroxin, Thiamazol, Pantoprazol, Vomex, Utrogest), wobei dies nicht
zwangslaufig dieselben Teilnehmerinnen waren, die eine chronische Erkrankung
angegeben hatten. Zur geburtshilflichen Vorgeschichte gaben 33 der 80
Probandinnen (41,25%) bereits vorhergehende Schwangerschaften an. Von
diesem Anteil waren 69,7% bereits einmal, 21,2% zweimal, 6,1% dreimal und
3,0% siebenmal schwanger. Aus diesen Schwangerschaften gingen in 75,8% der
Falle Kinder hervor (66,7% 1 Kind, 6,1% 2 Kinder, 3,0% 4 Kinder), 3,0% keine
Angabe und in 21,2% der Falle blieb die Schwangerschaft erfolglos. Dabei gab es
allerdings nur bei 4 Fallen mehr als eine Fehlgeburt. Als vorhergehende
erfolgreiche Schwangerschaft wurde somit gewertet, wenn mindestens eine
Schwangerschaft in der Vorgeschichte zur Geburt eines Kindes gefihrt hat, was
bei 25 von 32 Frauen (78,1%) der Fall war. Des Weiteren wurde nach dem Verlauf
der aktuellen Schwangerschaft gefragt, wobei 13 Frauen das Auftreten von
Schwangerschafts- und/oder Geburtskomplikationen angaben (16,25 %, n = 78).
Diese umfassten in 53,9% der Falle eine Infektion bzw. eine Soor-/ Pilzinfektion,
bei 30,8% vorzeitige Wehentétigkeit, bei 15,4% Schwangerschafts-bedingten
Bluthochdruck und zu je 7,7% einen vorzeitigen Blasensprung bzw. die Diagnose
,Small for Gestational Age' (SGA, Gewicht und Lange liegen unterhalb der
zehnten Perzentile der bevolkerungsbezogenen Wachstumskurve bzw.
mindestens 2 Standardabweichungen unterhalb des Mittelwerts). Keine Frau gab
als Komplikation eine Frihgeburt an. Per definitionem lag aber bei 3 der Frauen
(3,8%, n = 79) eine Fruhgeburt vor, mit der Geburt eines Neugeborenen vor
Vollendung der 37. SSW. Im Hamburger Vergleich betrdgt die Rate
durchschnittlich  8%. Die im Bundesgebiet haufigste Komplikation der
hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen (Praeklampsie, HELLP-Syndrom,
Gestationshypertonie), normalerweise mit einem Auftreten von 6-8% verbunden,
trat nur bei 2 Probandinnen (1,6%) in Form der Gestationshypertonie auf.

Fehlgeburten ebenso wie Gestationsdiabetes (deutschlandweite Pravalenz 5%,
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Hamburg 3%) wurden nicht angegeben. Des Weiteren wurde in 13 Féllen die
Beendigung durch eine Sectio caesarea benannt. Auf genaue Ursachen konnte
aufgrund des multiple-choice-Aufbaus der Geburtskarte zur Erhebung der Daten
zum Schwangerschaftsergebnis nicht eindeutig geschlossen werden. Zwar
wurden in 5 Fallen (5/13, 38,5%) Infektionen oder vorzeitige Wehentatigkeit als
Schwangerschaftskomplikationen angegeben, jedoch nicht, wann diese genau
auftraten und ob sie zur frihzeitigen Beendigung der Schwangerschaft flhrten
oder ob eine geplante Sectio durchgefuhrt wurde (7,7% Fraktur, 15,4%
Frihgeburt, 15,4% mit Terminuberschreitung bis zur 43.SSW, 46,2% ohne
Angabe von Komplikationen). In Hamburg werden in der Altersgruppe von 25 bis
35 Jahren ca. 25-40% der Mdutter durch eine priméare oder sekundare Sectio
entbunden. Das durchschnittliche Geburtsgewicht der Kinder in dieser Stichprobe
lag bei 3485,69 g (SD = 464,10, Min = 2010,00 g, Max = 4505,00, n = 80),
Hamburger Vergleich 3300g (Statistisches Amt fiur Hamburg und Schleswig-
Holstein 2008), und die durchschnittliche Gestationslange bei 39,72 Wochen (SD
= 1,49, Min = 34 Wochen, Max = 43 Wochen, n = 79). Ebenso werden 90% der
Hamburger Neugeborenen termingerecht zwischen der 38. und 42. SSW geboren.
Bei 8 Neugeborenen lag ein Geburtsgewicht von <3000g (8/80, 10,0%) in einem
Fall davon verringertes Geburtsgewicht <2500g (1/80, 1,3%) vor. Von diesen
Fallen trat nur bei 37,5% (3/8) eine Frihgeburt auf, 62,5% waren termingerecht.
Es wurden mehr Jungen (62,5%, n = 80) als Madchen geboren, wie auch
deutschlandweit zu beobachten (Freie Hansestadt Hamburg, Behoérde fir
Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz (BSG) 2010).

Zusammenfassend ist die Stichprobe aus der PRINCE-Studienpopulation etwa im
gleichen Alter wie der Hamburger Durchschnitt, jedoch sind die Schwangeren aus
der Stichprobe dieser Arbeit haufiger in einer festen Beziehung sowie arbeitstatig
und haben einen hoheren Bildungsstatus als der Hamburger Vergleich. Die Mutter
sind weniger Ubergewichtig, rauchen weniger und haben weniger
Schwangerschafts-und Geburtskomplikationen als der bundesweite sowie auch
Hamburger Durchschnitt. Werte des fetalen Geburtsgewichts und der
Gestationslange bewegen sich in  einem d&hnlichen Rahmen. In der
Ubersichtstabelle befinden sich des Weiteren die Mittelwerte der erhobenen

psychometrischen Daten.
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Tabelle 3: Orientierende Vergleichslbersicht der Studienkohorte mit der Hamburger
Bevolkerung

Studienkohorte Hamburger Bevolkerung
Alter (in Jahren) 31,74 31,8%
In Beziehung 98,9% 82%"
Berufstatig 86,3% 48%°
Hochschul- oder 46,1% 249%*°
Fachhochschulabschluss
Herkunft Mitteleuropaisch Deutschland
95%-96,3% 78%°
Friihgeburt (<37.SSW) 3,8% 8%”"
Fehlgeburt 0% 3%"
Gestationsdiabetes 0% 3%"
Hypertensive 1,6% 6-8%"
Schwangerschaftserkrankung
Durchschnittl. Geburtsgewicht 3485,79g 3300g"

Quellen: *(Statistisches Bundesamt 2014) °(Freie Hansestadt Hamburg, Behorde fir Soziales,
Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz (BSG) 2010) ‘(Hamburger Behdorde fiir Arbeit,
Soziales, Familie und Integration 2014) d(Statistisches Amt fir Hamburg und Schleswig-Holstein
2008) *auch nicht schwangere Frauen im Alter von 35-64 Jahren.

3.2 Uberprufung der Gruppeneinteilung und Gruppenve rgleich
wahrgenommener Stress

Zur Erfassung des wahrgenommenen Stresses wurde die Perceived Stress Scale

(PSS) benutzt. Der PSS-Mittelwert der gesamten Stichprobe zum ersten

Untersuchungszeitpunkt betrug 19,13 (SD = 5,75, Min = 6, Max = 35, n = 63). Es

konnten nur die Daten von 63 Teilnehmerinnen mit einbezogen werden, da der

PSS-Fragebogen in der 14. SSW nicht oder nur fehlerhaft ausgefullt worden war.

Das Ranking erfolgte anhand der Werte zum ersten Untersuchungszeitpunkt (14.
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Abbildung 9: Wahrgenommener Stress zu drei Zeitpunkten der Schwangerschaft im
Gruppenvergleich zwischen héchstem und niedrigstem Quartil der Gesamtstichprobe
zum ersten Untersuchungszeitpunkt. Die Daten sind prasentiert als Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwerts, ***, p < 0,001, PSS — Perceived Stress Scale.
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SSW). Die Untersuchungsgruppen wurden gebildet aus dem Quartil der hochsten
PSS-Gesamtwerte, Gruppe ,Hoher Stress' (n = 14), und dem Quartil der
niedrigsten PSS-Gesamtwerte, Gruppe ,Niedriger Stress' (n = 17). Die beiden
ausgewahlten Gruppen zeigten zum ersten Untersuchungszeitpunkt einen
signifikanten Unterschied im wahrgenommenem Stress (p < 0,000), wie
vorausgesetzt worden war. Zur Betrachtung der Bestandigkeit des subjektiven
Stressempfindens wurden auch die Stresswerte der beiden folgenden
Untersuchungszeitpunkte in derselben Gruppenkonstellation betrachtet. Auch hier
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden ausgewahlten

Stressgruppen (p < 0,000) zu allen Untersuchungszeitpunkten.

Analyse der Gruppenunterschiede der Untersuchungsgr uppen
Tabelle 4: Vergleich der beiden ausgewdahlten Stressgruppen
Gruppe mit Gruppe mit p -
niedrigem Stress hohem Stress Wert
n=17 n=14
Soziodemographische und geburtshilfliche Daten
Mutterliches Alter bei Studieneintritt 32,26 [4,25] 29,94 [3,57] ,116%
BMI bei Studieneintritt 22,719 [4,01] 23,34 [6,20] 769"
Rauchen vor Schwangerschaft 5,9% (1/17) 14,3% (2/14) ,431°
Beziehungsstatus
In Beziehung 100% (17/17) 92,9% (13/14) ,263°
Arbeitssituation
Berufstatig 94,1% (16/17) 85,7% (12/14) ,431°
Bildungsstatus ,610°
Hoch-/Fachhochschulabschluss 47,1% (8/17) 42,9% (6/14)
Abitur 23,5% (4/17) 21,4% (3/14)
Fachabitur 5,9% (1/17) 21,4% (3/14)
Mittlere Reife 23,5% (4/17) 14,3% (2/14)
Ethnizitat Mutter *
Mitteleuropaisch 100% (17/17) 100% (14/14)
Ethnizitat Vater 0% (0/17) 0% (0/14) *
Mitteleuropdisch 100% (17/17) 100% (14/14)
Erfolgreiche vorhergehende 71,4% (5/7) 60,0% (3/5) 679,
Schwangerschaften
Erhobene psychometrische Daten
Neurotizismus 25,73 [9,65]" 31,50 [6,96] ,078%
Soziale Unterstiitzung
Wahrgenommene soziale 7,47 [0,72] 7,57 [0,852] 570°
Unterstttzung
Erhaltene soziale Unterstlitzung 53,47 [3,97] 53,79 [4,74] ,842%

Die Daten sind prasentiert als Mittelwert mit [Standardabweichung] oder in % (n/N). Mit °

gekennzeichnete Werte wurden mit dem T-Test, mit b gekennzeichnete bei nicht vorliegender
Normalverteilung mit dem Mann-Whitney-Test, mit © gekennzeichnete Werte mit dem Chi-Quadrat-
Test berechnet. Mit * gekennzeichnete Werte waren nicht ermittelbar, da konstante Werte
vorlagen, 4 h=15. Das miitterliche Alter ist in Jahren angegeben.
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Die ausgewahlten Gruppen ,Hoher Stress’ (n = 14) und ,Niedriger Stress' (n = 17),
eingeteilt anhand der PSS-Werte zum ersten Untersuchungszeitpunkt (14. SSW),
unterschieden sich in keinen der erhobenen soziodemographischen Daten wie
Alter, BMI, Rauchen, Beziehungs-, Berufs- und Bildungsstatus und ethnische
Herkunft. Auch die geburtshilfliche Anamnese zeigte keine signifikanten
Unterschiede. Als Einflussfaktoren fur wahrgenommen Stress gelten auch
Neurotizismus, als Ausdruck fur eine bestandige Personlichkeitseigenschaft, und
Soziale Unterstitzung, als Coping-Ressource. Um den Einfluss dieser Faktoren
auf unsere Berechnungen auszuschlieBen, wurden auch dahingehend die
gebildeten Gruppen untersucht. Sie zeigten jedoch ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied bei Werten des Neurotizismus (p = 0,683) und den zwei untersuchten
Skalen der sozialen Unterstiitzung ,Wahrgenommene soziale Unterstitzung' (p =
570) und tatsachlich ,Erhaltene soziale Unterstitzung‘ (p = 0,842).

3.3 Durchflusszytometrische Analysen

Zur Untersuchung der T-Zellpopulationen wurden vendse Vollblutproben
verwendet, welche den Probandinnen per peripherer vendser Blutenthahme zu
allen drei Untersuchungszeitpunkten (14., 24. und 36. SSW) entnommen wurde.
Es erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Frequenzen und Phanotypen
von CD4" T-Zellen und CD4'CD25" aktivierten T-Zellen und regulatorischer T-
Zellen (Treg), in dieser Arbeit definiert als CD4'CD25'CD127 T-Zellen. Des
Weiteren erfolgte die Analyse CD8" T-Zellen und deren Subpopulationen CD8"
Effektor Zellen (Eff, CD45RA'CCR7’), CD8" Naive Zellen (Na, CD45RA'CCR7"),
CD8" Effektor Memory Zellen (EM, CD45RA'CCR7) und CD8" Central-Memory-
Zellen (CM, CD45RA'CCR7"). Die statistischen Berechnungen erfolgten erneut
innerhalb der ausgewahlten Stressgruppen ,Hoher Stress' (n = 14) und ,Niedriger
Stress’ (n = 17) basierend auf der Quartileinteilung nach der Perceived Stress
Scale (PSS) zum ersten Untersuchungszeitpunkt. Dotplots, in denen Populationen
nicht eindeutig zuzuordnen waren, wurden ausgeschlossen.

Der statistische Gruppenvergleich ergab zu keinem der Untersuchungszeitpunkte
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ,Hoher Stress' und ,Niedriger
Stress’ in Bezug auf Zellfrequenzen von CD4", CD4'CD25" Lymphozyten und
Treg. Trotzdem konnte beobachtet werden, dass stets hohere Zellfrequenzen in

der Gruppe mit h6herem Stress auftraten, wobei jedoch nie das Signifikanzniveau
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Abbildung 10: Frequenzen von CD4"-Lymphozyten und CD4"-Subpopulationen im
peripheren Vollblut schwangerer Frauen mit hohem und niedrigen wahrgenommenen Stress
in der 14. (A), 24. (B) und 36. (C) Schwangerschaftswoche (SSW). %24. SSW: n =17,
CD4'CD25": n = 16 (24. SSW) und n = 13 (36. SSW), CD - Cluster of differentiation.
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Abbildung 1 1: Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen von CD4+ (A) und
regulatorischen CD4+CD25+CD127- T-Zellen (B) von Frauen mit hohem und niedrigem
Stress in der 14. Schwangerschaftswoche, CD - Cluster of differentiation.

erreicht wurde. Es zeigte sich nur eine statistische Tendenz (p < 0,1) erhdhter
Frequenzen der CD4" Lymphozyten zum Zeitpunkt der 14. SSW in der gestressten
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Gruppe (p = 0,065). Danach zeigten Treg héhere Frequenz in der gestressten
Gruppe innerhalb der 14. SSW (p = 0,164) und der 24. SSW (p = 0,114). CD4+-
Lymphozyten und CD4+CD25+ sind dargestellt als Prozent der gemessenen

Lymphozyten und Treg als Prozent der gemessenen CD4+-Lymphozyten.

Beim Vergleich der CD8" Lymphozyten ergaben sich signifikant hohere Werte der
CD8" Central Memory Zellen (CM) innerhalb der gestressten Gruppe zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt, 24.SSW (p = 0,047), in der 14. SSW (p = 0,083) wurde
das Signifikanzniveau nicht erreicht. Zum dritten Untersuchungszeitpunkt (36.
SSW) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Auch im Bereich der CD8"
Lymphozyten und der anderen Subpopulationen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede der gemessenen Zellfrequenzen. CD8" Lymphozyten sind dar-
gestellt als Prozent der gemessenen Lymphozyten, CD8" Eff, Na, EM und CM als
Prozent der gemessenen CD8" Lymphozyten.

Tabelle 5: Frequenzen von CD8" Lymphozyten und CD8" Subpopulationen im peripheren
Vollblut schwangerer Frauen mit hohem und niedrigem wahrgenommenen Stress zu drei
Zeitpunkten der Schwangerschaft

Untersuchungs - Zellpopulation Gruppe mit Gruppe mit
p-Wert
zeitpunkt Frequenz [%] niedrigem Stress  hohem Stress
14. SSW n=16 n=14
CD8" Lymphozyten 20,85+ 1,16 19,60 £1,72 542
Effektor Zellen 16,84 + 1,73 14,10 + 2,40 ,355
Naive Zellen 33,91 +£4,13 40,31+ 3,24 243
Effektor Memory Zellen 44,55 + 3,90 39,62 + 3,07 ,339
Central Memory Zellen 4,71 + 0,45 5,93 + 0,50 ,083
24. SSW n=17 n=13
CD8" Lymphozyten 22,02 +1,46 18,57 £ 2,08 173
Effektor Zellen 16,29 + 2,07 14,05 + 2,56 ,498
Naive Zellen 36,35+4,42 40,71 + 3,70 474
Effektor Memory Zellen 42,55 + 3,90 38,99 + 3,35 ,510
Central Memory Zellen 4,82 +0,41 6,23 + 0,57 ,047
36. SSW n=16 n=14
CD8" Lymphozyten 21,49 +1,29 21,09 +1,98 ,865
Effektor Zellen 17,54 + 1,88 17,87 + 2,76 ,922
Naive Zellen 35,54 + 3,48 36,43 + 3,69 ,863
Effektor Memory Zellen 41,78 + 3,53 39,64 + 3,68 ,679
Central Memory Zellen 5,11 + 0,45 6,06 + 0,67 ,232

Die Daten sind prasentiert als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts. Signifikante Werte (p <
0,05) sind dick gedruckt gekennzeichnet, CD - Cluster of differentiation, SSW — Schwangerschafts-

woche.
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Abbildung 12: Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen von CD8" T-Zellen (A)
und CD8" Subpopulationen (B) von Frauen mit hohem und niedrigem Stress in der 14.
Schwangerschaftswoche. Eff - Effektor Zellen, Na - Naive Zellen, EM- Effektor Memory, CM-
Central Memory, CD - Cluster of differentiation.

GrolRere Varianz der Frequenzen regulatorischer T-Ze llen in gestressten
Probandinnen
Bei der statistischen Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse
fiel eine wesentlich breitere, inhomogenere Streuung der Messwerte (Varianz) der
regulatorischen T-Zellen innerhalb der gestressten Gruppe im Gegensatz zur
ungestressten Gruppe auf. Dies wurde mit dem Levene-Test auf Varianzgleichheit
getestet und die Werte ergaben zu allen drei Untersuchungszeitpunkten, 14. SSW
(p = 0,032), 24. SSW (p = 0,008) und 36. SSW (p = 0,013), signifikante Unter-
schiede der Homogenitat der Varianz. Bei allen weiteren gemessenen und ausge-
werteten Zellpopulationen konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden.
CD4"-Lymphozyten und CD4"CD25" sind dargestellt als Prozent der gemessenen
Lymphozyten und Treg als Prozent der gemessenen CD4'-Lymphozyten. CD8"
Lymphozyten sind dargestellt als Prozent der gemessenen Lymphozyten, CD8"
Eff, Na, EM und CM als Prozent der gemessenen CD8" Lymphozyten.
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Abbildung 13: Homogenitat der Varianz von Frequenzen regulatorischer T-Zellen im
peripheren, maternalen Vollblut zu drei Zeitpunkten der Schwangerschaft bei Frauen mit
hohem (n=14) und niedrigem (n=16) wahrgenommenem Stress, ***, p < 0,001, ?36.
Schwangerschaftswoche (SSW): n = 17.

Tabelle 6: Varianz der Frequenzen von CD4" und CD8" Lymphozyten und
Subpopulationen aus peripherem Vollblut schwangerer Frauen mit niedrigem und hohem
wahrgenommenen Stress zu drei Zeitpunkten der Schwangerschaft

Untersuch- Zellpopulation Gruppe mit Gruppe mit
ungs- i V\F/)ert
zeitpunkt Frequenz [%)] niedrigem Stress hohem Stress
14. SSW n=16 n=14

CD4'-Lymphozyten® 127,10 (69,36-304,46) 43,26 (22,73-112,27) ,168
CD4'CD25"-Lymphozyten* 20,70 (11,30-49.59) 31,29 (16,29-80,46) ,385

24. SSW n=17 n=14
CD4"-Lymphozyten® 76,53 (42,45-177,26) 76,58 (40,25-198,75) ,924
CD*+CD25*-Lymphozyten® 18,71 (10,21-44,82)° 20,32 (10,63-52,51) 797

36. SSW n=16 n=14
CD4'-Lymphozyten® 115,52 (63,04—-276,71) 45,67 (24,00-118,54) ,082
CD*+CD25"-Lymphozyten® 36,39 (19,51-90,51)" 22,28 (11,71-57,84) ,181

14 SSW n= 16 n= 14

CD8" Lymphozyten® 21,40 (11,68-51,26) 41,19 (21,65-106,90) ,469
Effektor Zellen® 47,96 (26,17-114,89) 80,41 (42,26-208,69) ,597

Naive Zellen® 273,56 (149,28-655,28) 146,97 (77,24-381,45) ,185

Effektor Memory Zellen® 243,83 (133,05-584,05) 132,18 (69,47-343,06) ,218
Central Memory Zellen® 3,31 (1,80-7,92) 3,49 (1,84-9,06) AT72
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24, SSW n=17 n=13
CD8" Lymphozyten?
Effektor Zellen®
Naive Zellen® 332,18 (184,25-769,41) 177,62 (93,02-459,40) ,145
Effektor Memory Zellen®
Central Memory Zellen®

36. SSW n=16 n=14

36,22 (20,09-83,90) 56,51 (29,70-146,67)  ,380
73,16 (40,58-169,45) 84,93 (44,63-220,42) 870

258,00 (143,16-597,80) 146,23 (76,85-379,54) ,132
2,81 (1,56-6,50) 4,17 (2,19-10,83)  ,152

CD8" Lymphozyten® 26,70 (14,57-63,95) 55,15 (28,98-143,13) ,530

Effektor Zellen® 56,63 (30,90-135,64) 106,72 (56,09-276,98) ,295

' b 190,66 (100,20-
Naive Zellen® 193,95 (105,84—-464,59) 494,84)

Effektor Memory Zellen® 199,13 (108,66-476,99) 189,78 (99,74-492,56) ,892
Central Memory Zellen® 3,18 (1,73-7,61) 6,20 (3,26—16,09) ,124

Die Daten sind prasentiert als Mittelwert (Unter- und Obergrenze des 95%-Konfidenzintervalls der
Varianz), °n = 16, 9 =15, SSW — Schwangerschaftswoche.

Explorative Untersuchung

Unter der Annahme, dass die Proliferation der Treg womdglich verzdgert einsetzt
bzw. die Zeitspanne, in der eine reaktive Anpassung auf Stress erfolgt, unklar ist,
konnte womdglich ein zeitlicher Zusammenhang zwischen Stress und Treg-
Frequenz die inhomogene Streuung der Daten erklaren. Zu diesem Zweck
erfolgten explorative Analysen des korrelativen Zusammenhangs zwischen
Werten von wahrgenommenem Stress und Treg-Frequenzen zum selben oder

spateren Untersuchungszeitpunkt aller Frauen der Gesamtstichprobe.

Tabelle 7: Korrelativer Zusammenhang von wahrgenommenem Stress und der Frequenz
regulatorischer T-Zellen im peripheren Vollblut bei schwangeren Frauen zu drei
Zeitpunkten der Schwangerschaft

,955

Wahrgenommener  Regulatorische n Korrelationsko - p-Wert
0 Stress T-Zellen effizient
£y 14. SSW 14. SSW 61 0,211 0,103
5 §_ 14. SSW 24. SSW 62 0,310 0,014
@ S 24. SSW 24. SSW 73 0,166 0,160
% N 24. SSW 36. SSW 71 0,135 0,261
> 36. SSW 36. SSW 71 0,078 0,516

Signifikante Werte (p < 0,05) sind dick gedruckt gekennzeichnet, SSW - Schwangerschaftswoche.

Es zeigten sich eine positive Korrelation zwischen regulatorischen T-Zellen und
Gesamtscores der Perceived Stress Scale. Das Signifikanzniveau wurde erreicht
beim Zusammenhang von Stressscores in der 14. SSW und Treg-Frequenzen in
der 24. SSW.

54



3.4 Analyse der T-Zell-Proliferationsassays

Fur die Durchfihrung der T-Zell-Proliferations-Assays zur Bestimmung der
Glucocorticoid-Sensitivitat sollte erneut ein Vergleich in Stressgruppen stattfinden.
Es erfolgte jedoch der Ausschluss einiger Probandinnen aufgrund bestimmter
Erkrankungen und Medikationen wie beschrieben unter Material und Methoden.
AuRRerdem waren nicht mehr von allen Probandinnen ausreichend
kryokonservierte PBMC vorhanden. So wurden innerhalb der vorher gebildeten
extremen Stresskohorten Untergruppen gebildet. Die Subgruppe des Quartils
,Hoher Stress’ umfasste nunmehr 6 Probandinnen, die Subgruppe des Quartils 7
Probandinnen. Um nachzuweisen, dass auch diese Konstellation der
Untergruppen weiterhin eine Auswahl an Extremgruppen in Hinblick auf
wahrgenommenen Stress darstellt, wurden erneut die Gesamtscores der
Perceived Stress Scale (PSS) verglichen und zeigten weiterhin signifikante

Unterschiede der Stressscores Uber alle Untersuchungszeitpunkte.
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Schwangerschaftswoche

1 Hoher Stress n =62 EE Niedriger Stressn=7

Abbildung 14: Wahrgenommener Stress zu drei Zeitpunkten der Schwangerschaft in
Untergruppen der Quatrtile ,Hoher Stress‘ und ,Niedriger Stress'. *, p < 0,05; *** p < 0,001.
436. SSW: n = 5, PSS—Perceived Stress Scale.

Die Gruppen ,Hoher Stress' (n = 6) und ,Niedriger Stress' (n = 7), ausgewahlt aus
dem hochsten und niedrigsten Quartil des anhand der PSS-Werte zum ersten
Untersuchungszeitpunkt (14. SSW) eingeteilten Rankings, zeigen ein signifikant
hoheres Alter (p = 0,010) in der Gruppe mit niedrigem Stress. Sie unterschieden
sich aber in keinen der anderen erhobenen soziodemographischen Daten wie
BMI, Rauchen, Beziehungs-, Berufs- und Bildungsstatus und ethnischer Herkunft.
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Auch die geburtshilfliche Anamnese zeigte keine signifikanten Unterschiede. Auch
bei diesen Gruppen wurden als Confounder fir den wahrgenommen Stress
Neurotizismus und Soziale Unterstiitzung untersucht. Auch dort zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede bei Werten des Neurotizismus (p = 0,683) und den
zwei untersuchten Skalen der sozialen Unterstitzung ,Wahrgenommene soziale
Unterstitzung‘ (p = 0,234) und tatséchlich ,Erhaltene soziale Unterstlitzung' (p =
0,957).

Tabelle 8: Vergleich der ausgewahlten Untergruppen mit jeweils Ubergeordneten
Quatrtilen eingeteilt nach hohem und niedrigem wahrgenommenem Stress

Gruppe mit Gruppe mit p - | Vergleich Vergleich
niedrigem hohem Wert Gruppe Gruppe
Stress Stress ,Niedriger ,Hoher
Stress' Stress'
n=7 n==6 n=17 n=14
Soziodemographische und geburtshilfliche Daten
Matterliches Alter bei 34,5 [3,76] 29,0[2,39] | ,010° ,241° ,579%
Studieneintritt
BMI bei Studieneintritt 22,7 [6,07] 25,2[6,81] | ,628° ,260° 5712
Rauchen vor 14,3% (1/7) 16,7% (1/7) | ,906° ,498° ,891°
Schwangerschaft
Beziehungsstatus
In Beziehung 100% (7/7) 83,3 (5/6) ,261°¢ * ,515°
Arbeitssituation
Berufstatig 100% (7/7) 100% (6/6) * ,512¢ ,329°¢
Bildungsstatus ,290°¢ ,289° ,984°
Hoch-/ 42,9% (3/7) 50,0% (3/6)
Fachhochschul-
abschluss
Abitur 57,1% (4/7) 16,7% (1/6)
Fachabitur 0% (0/7) 16,7% (1/6)
Mittlere Reife 0% (0/7) 16,7% (1/6)
Ethnizitat Mutter * * *
Mitteleuropaisch 100%(7/7) 100% (7/6)
Ethnizitat Vater * * *
Mitteleuropaisch 100%(7/7) 100% (7/6)
Erfolgreiche vorhergeh- 50,0% (1/2) 100% (2/2) | ,248° 971, 290,
ende
Schwangerschaften
Erhobene psychometrische Daten
Neurotizismus 25,57 [10,326] 27,67 [2,860] | ,683° ,9722 ,275°
Soziale Unterstitzung
Wahrgenommen 7,29 [0,76] 7,83[0,41] | ,234° 576" ,659°
Erhalten 53,86 [5,58] 54,0 [3,16] ,957° ,849° ,921°

Die Daten sind prasentiert als Mittelwert mit [Standardabweichung] oder in % (n/n). Mit °
gekennzeichneten Werte wurden mit dem T-Test, mit b gekennzeichnete aufgrund nicht
vorhandener Normalverteilung mit dem Mann-Whitney-Test und mit © gekennzeichneten Werte mit
dem Chi-Quadrat-Test berechnet. Mit * gekennzeichnete Werte waren nicht ermittelbar, da
konstante Werte vorlagen. Das mutterliche Alter ist in Jahren, das Geburtsgewicht in Gramm und
die Gestationslange in Wochen angegeben.
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Die Ubersicht tiber die Ergebnisse des Vergleichs findet sich auf der linken Seite
der abgebildeten Ubersicht. Es erfolgte auch die Analyse der Gruppen-
unterschiede zwischen der jeweiligen Untergruppe und dem Ubergeordneten
Quartil. So wurden auch soziodemographische, Schwangerschafts-assoziierte und
erhobene psychometrische Daten des aus den PSS-Gesamtscores ermittelten
Quatrtil ,Hoher Stress' (n = 14) und der dazu-gehorigen Untergruppe ,Hoher Stress'
(n = 6) verglichen. Ebenso wurde das Quartil mit den niedrigsten PSS-
Gesamtscores ,Niedriger Stress’ (n = 17) mit der dazugehérigen Untergruppe
,Niedriger Stress* (n = 7) rechnerisch miteinander verglichen, um grobe
Gruppenunterschiede auszuschlieRen. Die Ergebnisse dieser deskriptiven
Analysen befinden sich auf der rechten Seite der abgebildeten Ubersicht und es

zeigten sich keine relevanten Unterschiede.

[*H]-Thymidin-Inkorporations-Assays wurden durchgefiihrt, um Aufschliisse tber
die Proliferationsrate von mitogen stimulierten T-Zellen unter der Wirkung
ansteigender Konzentrationen von Hydrocortison (10" bis 10° M) zu erhalten.
Die Messung der radioaktiven Strahlung in counts per minute (cpm) kann als Maf3
fur die Proliferation genutzt werden. Als Referenz fur die Bestimmung relativer
Proliferationsraten fungierte die bestimmte Thymidin-Inkorporation stimulierter
Zellen ohne Zugabe des inhibierenden Liganden. Die Berechnung und Darstellung
erfolgte im Gruppenvergleich zwischen den beiden ausgewahlten Untergruppen
jeweils aus dem Quartil ,Hoher Stress' (n = 6) und ,Niedriger Stress‘ (n = 5, SSW.
24: n = 6). Die Werte zweier Probandinnen mussten ganz bzw. teilweise ausge-
schlossen werden, da der Stimulationsindex (SlI) zu gering war und damit auf eine
nicht ausreichende Stimulation der Zellen hinwies. Dargestellt sind die relativen
Proliferationsraten der Zellen in Anwesenheit ansteigender Dosen von
Hydrocortison zu allen drei Untersuchungszeitpunkten. Der Gruppenvergleich
erfolgte in jedem Dosisbereich. Da von einer erhdhten Proliferationsrate in der
Gruppe der gestressten Frauen ausgegangen wird, beziehen sich die Ergebnisse
auf eine einseitige Signifikanz von a = 0,05 (entspricht einem zweiseitigem Signi-
fikanzniveau von a = 0,1).

Die Ergebnisse der Proliferationsassays zeigen eine Reduktion der [PH]—
Thymidin-Inkorporation in Proben der gestressten Gruppen in Anwesenheit von
niedrigen bis mittleren Konzentrationen Hydrocortison im Vergleich zu Proben der

Gruppe mit wenig Stress bis zu einer Konzentration von 10 M. Der Unterschied
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ist am deutlichsten zum ersten Untersuchungszeitpunkt (14. SSW) und vermindert
sich Uber die nachsten zwei Untersuchungstermine (24. Und 36. SSW). Diese
Beobachtung zeigt eine Erhohung der Proliferationsrate in der 14. SSW innerhalb
der gestressten Gruppe mit signifikantem Unterschied unter der Wirkung von 102
M Hydrocortison (p = 0,042) und Tendenzen in den Konzentrationsbereichen von
10" bis 10 M, bis sich die Werte im Hochdosisbereich immer mehr annahern.
Einen ahnlichen Effekt konnte man diskret zum zweiten Untersuchungszeitpunkt in
der 24. SSW beobachten, allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.
Bei Proben des dritten Untersuchungszeitpunkts, der 36. SSW, konnte kein Unter-
schied im Proliferationsverhalten der beiden Gruppen mehr beobachtet werden.
Dort zeigt sich sogar eine Anderung der Richtung, sodass die relative
Proliferationsrate, die im Niedrigdosisbereich von Hydrocortison durchgangig
hohere Werte in der gestressten Gruppe zeigte, nach einem Umschwung
zwischen 10® und 107 M signifikant hohere Werte innerhalb der wenig
gestressten Gruppe bei 10° M aufwies.

Auffallend ist, dass die Werte der relativen Proliferationsrate erst ab dem mittleren
bzw. hohen Dosisbereich unter 1, entsprechend der ungehemmten Proliferations-
rate, fallen. So geht man hierbei nicht von einer gréfieren Hemmung der
Zellproliferation innerhalb der wenig gestressten Gruppe aus, sondern es wird
eher eine verringerte Hemmung bei denselben Konzentrationen an Hydrocortison

innerhalb der gestressten Gruppe gezeigt.
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Abbildung 15: Relative Proliferationsrate stimulierter T-Zellen in Anwesenheit
steigender Konzentrationen von Hydrocortison bei schwangeren Frauen in der 14. (A),
24. (B) und 36. (C) Schwangerschaftswoche (SSW) mit hohem und niedrigem
wahrgenommenen Stress. Signifikante Werte sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05), ®14.
und 36. SSW: n=5.
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Explorative Analysen

In korrelativen Untersuchungen konnten keine Zusammenhange zwischen der
gemessenen T-Zell-Proliferationsrate und einer bestimmte Subpopulation der
durchflusszytometrisch erhobenen T-Zell-Frequenzen, CD4'CD25" aktivierter T-

Zellen, Treg, CD8" und CD8" Subpopulationen nachgewiesen werden.

3.5 Einfluss von pranatalem Stress auf das
Schwangerschaftsergebnis

Zur Untersuchung des Einflusses von pranatalem Stress auf die Schwangerschaft
wurde als Ergebnisparameter das Geburtsergebnis und die Gestationslange
betrachtet. Dieses wurde bewertet anhand des Geburtsgewichts des
Neugeborenen (angegeben in Gramm), gemessen direkt nach der Geburt, und der
Gestationsdauer (angegeben in Wochen), berechnet aus dem ersten Tag der
letzten Periode, angegeben von der Probandin, und dem Zeitpunkt der Geburt.
Des Weiteren wurden Gruppenunterschiede betrachtet in Bezug auf das
Geschlecht der Neugeborenen, Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen,
den Geburtstyp (Spontangeburt/Sectio caesarea) und die Rate an Frihgeburten.
Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen ,Hoher Stress' und
,Niedriger Stress' in Bezug auf das Geburtsgewicht (p = 0,508) und die
Gestationslange (p = 0,282).

A B
Hoher Stress 1 —| Hoher Stress -I
n=14 n=14
n=17 n=17
2500 3000 3500 5 15 25 30 35 40
Geburtsgewicht in Gramm Gestationslange in Wochen

Abbildung 16: Geburtsgewicht (A) und Gestationslange (B) im Vergleich von
schwangeren Frauen mit hohem und niedrigem wahrgenommenem Stress

Auch in den anderen Schwangerschafts-bezogenen Daten wie dem Geschlecht
des Neugeborenen und dem Geburtstyp gab es keine Gruppenunterschiede,
wobei bei der Angabe der Sectio caesarea nicht erfasst wurde, ob diese priméar
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(geplant) oder sekundar (als Folge einer Geburtskomplikation) durchgefuhrt
wurde. Als Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen wurde in der Gruppe
,Hoher Stress’ vor allem Infektionen angegeben (3/3), wohingegen in der Gruppe
,Niedriger Stress’ nur einmal eine Infektion und bei zwei Probandinnen
Schwangerschafts-bedingter Bluthochdruck sowie einmal vorzeitige Wehen-
tatigkeit auftraten. In jeder Kohorte kam es zu einer Fruhgeburt (Geburt des
Neugeborenen < vollendete 37. SSW). Zum Auftreten von Fehlgeburten kam es in
keiner der Kohorten.

Tabelle 9: Unterschiede des Schwangerschaftsergebnisses der beiden Geburtskohorten
eingeteilt nach wahrgenommenem Stress

Gruppe mit Gruppe mit hohem p - Wert
niedrigem Stress Stress
n=17 n=14
Kindsgeschlecht 171

Weiblich 52,9% (9/17) 28,6% (4/14)

Méannlich 47,1% (8/17) 71,4% (10/14)

Geburtstyp ,316

natdrlich 70,6% (12/17) 85,7% (12/14)

Sectio caesarea 29,4% (5/17) 14,3% (2/14)
Schwangerschafts-/Geburts- 17,6% (3/17) 15,4% (2/13) ,869
komplikationen
Frihgeburten (<37. SSW) 5,9% (1/17) 7,1% (1/14) ,887

Die Daten sind prasentiert in Prozent der Gruppe (n/n) und wurden mit dem Chi-Quadrat-Test
berechnet, SSW — Schwangerschaftswoche.

Auch in den ausgewahlten Untergruppen fur die Durchfiihrung der funktionellen
Assays erfolgte eine Betrachtung des Schwangerschaftsergebnisses abhangig
von der Stressgruppe.

Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen ,Hoher Stress' und
,Niedriger Stress' in Bezug auf das Geburtsgewicht (p = 0,965) und die
Gestationslange (p = 0,294). Auch in den anderen Schwangerschafts-bezogenen
Daten wie dem Kindsgeschlecht, Art der Geburt und Schwangerschafts- und

Geburtskomplikationen gab es keine signifikanten Gruppenunterschiede.
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Abbildung 17: Geburtsgewicht (A) und Gestationslange (B) im Vergleich von
Untergruppen von schwangeren Frauen mit hohem und niedrigem wahrgenommenem

Stress

Tabelle 10: Unterschiede des Schwangerschaftsergebnisses von Untergruppen der
beiden Geburtskohorten eingeteilt nach wahrgenommenem Stress

Gruppe mit Gruppe mit hohem p - Wert
niedrigem Stress Stress
n=7 n=6
Kindsgeschlecht ,391
Weiblich 57,1% (4/7) 33,3% (2/6)
Mannlich 42,9% (3/7) 66,6% (4/6)
Geburtstyp
natdrlich 85,7% (6/7) 100% (6/6) ,335
Sectio caesarea 14,3% (1/7) 0% (0/6)
Schwangerschafts-/Geburts- 14,3% (1/7) 0% (0/6) ,335
komplikationen
Frihgeburten (<37. SSW) 0% (0/7) 16,7% (1/6) ,261

Die Daten sind prasentiert in Prozent der Gruppe (n/n) und wurden mit dem Chi-Quadrat-Test
berechnet, SSW — Schwangerschaftswoche.
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4 DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnis  se

Pranataler Stress stellt einen der Hauptrisikofaktoren fir Schwangerschafts-
komplikationen und langfristige negative Gesundheitskonsequenzen fir den sich
entwickelnden Fetus dar. Eine Assoziation zur Stoérung der fetomaternalen
Toleranz durch Stress gilt als eine der Hauptursachen und eine Verbindung zum
neuroendokrinen System wird vermutet. Bis zum heutigen Tag gibt es viele
Studien, die sich entweder mit Stress, dem Immunsystem oder dem
neuroendokrinen System wahrend der Schwangerschaft und dem Einfluss von
maternalen Stress auf den Schwangerschaftsverlauf beschéftigten. Im Rahmen
der Prince-Studie fihrten wir eine Pilotstudie mit Betrachtung all dieser Netzwerke
und deren Interaktionen in derselben Schwangerschaftskohorte im Rahmen einer
longitudinalen, prospektiven Geburtskohortenstudie zur Erfassung von Risiko-

faktoren und Identifikation von Biomarkern durch.

4.1.1 Auswahl und Beschreibung der Studienpopulatio n und Vergleich zur
Hamburger Bevdlkerung
Die Studienpopulation zeigt sich sehr abweichend von der lokalen Bevolkerung.
Zwar liegt das Durchschnittsalter in einem &hnlichen Bereich wie das von
schwangeren Frauen in Hamburg, jedoch reprasentiert die PRINCE-Studien-
kohorte eine im Wesentlichen sehr ausgewéhlte Gruppe vor allem berufstatiger
Frauen mit hohem Bildungsstand, die sich nahezu ausschlie3lich in einer festen
Beziehung befinden, europdischer Abstammung sind und ein gutes soziales
Netzwerk besitzen. Ein hoéherer Bildungsstatus geht auch nachgewiesenermal3en
mit einem erhohten Gesundheitsbewusstsein einher, was sich auch in den
geringeren BMI-Werten sowie dem sehr geringen Anteil an Rauchen vor der
Schwangerschaft widerspiegelt und auch die Teilnahme an einer solchen Studie
wahrscheinlicher macht. Der BMI ist jedoch zu standardmafRig erhobenen
Bundesland-spezifischen Daten nur schwer direkt zu vergleichen, da das Gewicht
im Rahmen dieser Studie zum ersten Zeitpunkt bei Studieneintritt, also bereits in
der 13. bis 15. Woche der Schwangerschaft, dokumentiert wurde. Die
Studienpopulation stellt eine sehr ausgewéhlte, homogene, gut gestellte Gesell-
schaftsschicht dar, die grundsatzlich durch weniger existentielle Stessoren bedroht
ist. Es ist bereits in zahlreichen Studien eine eindeutige Assoziation von
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Schwangerschaftskomplikationen und einem niedrigen Bildungsniveau sowie
fehlender sozialer Unterstitzung belegt worden (Dunkel Schetter 2011; Feldman
et al. 2000; Hobel et al. 2008; O'Hare & Creed 1995; Wadhwa et al. 1993;
Wadhwa et al. 2001). Stressoren in Studienpopulationen mit sozio6konomisch
schwachem und/oder Migrationshintergrund, die subjektiv ein erhthtes Stress-
empfinden haben, stellen grundlegende Existenzangste wie Arbeitslosigkeit,
finanzielle Probleme, Rassenkonflikte oder Gewalt dar (Dunkel Schetter 2011).
Prinzipiell handelt es sich in dieser Kohorte also um eine Studienpopulation, die
grundsatzlich weniger und auch anderen Stressoren ausgesetzt ist als ein Grol3teil
der Bevdlkerung. Eine breiter aufgestellte Rekrutierungsstrategie mit spezifischer
Ansprache schwangerer Frauen aus sozial schwéacheren Vierteln oder aber durch
die Studienerweiterung auf multizentrische Ebene durch Kooperationen kdnnte
Heterogenitdt im Sinne soziodemographischer und -kultureller Faktoren
sicherstellen. Auf der anderen Seite gestaltet sich ein direkter Vergleich zur
prospektiven Ursachenforschung in einer heterogenen Studienpopulation deutlich
schwieriger aufgrund einer gréf3eren Streuung und einer héheren Anzahl von
Einflussfaktoren. So scheint auch der Ansatz, das Stressempfinden arbeitstatiger
Frauen und deren Konsequenzen zu untersuchen und zu benennen, von nicht
unbedeutender Wichtigkeit zu sein, da Arbeitsstress und intensiveres Karriere-
streben fur Frauen vor allem aus Industrienationen im Verlauf der letzten Jahr-
zehnte ausgepragter geworden sind und zu einer erhdhten Stressbelastung
insbesondere auch wahrend der Schwangerschaft fihren kénnen (Knackstedt et
al. 2005). Diese bleibt auch trotz der sich stetig verbessernden medizinischen,
Okologischen und soziobkonomischen Umstande weiter als Risikofaktor bestehen
(Solano et al. 2011). Eine grol3e Studienpopulation mit einem Mehrebenenansatz
zur Datenerfassung von individuellen, soziokulturellen, sozioGkonomischen und
Umgebungsfaktoren ist nétig, um Gesundheitseinflisse und -konsequenzen zu
verstehen. Ein anderes mogliches Prozedere ware die gezielte Untersuchung von
Risikogruppen zur besseren Vergleichbarkeit mit prospektivem Ansatz zur

Ursachenforschung.
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4.1.2 Erfassung von wahrgenommenem Stress wahrend d  er
Schwangerschaft

Da die Stresserfassung einen zentralen Punkt dieser Arbeit darstellt, soll diese
hier noch einmal gesondert betrachtet werden. Psychosozialer Stress wahrend der
Schwangerschaft, den die Frauen verspiren, wenn sie sich Ansprichen und
Herausforderungen nicht gewachsen fuhlen, wird nicht standard- oder
routinemaRig wahrend der geburtshilflichen klinischen Schwangerschafts-
betreuung erhoben (Woods et al. 2010). Trotzdem hat sich Stress als deutlicher
Risikofaktor flr Schwangerschaftskomplikationen und langfristige negative
Gesundheitsentwicklung des Fetus herausgestellt und Fruhgeburtlichkeit ist
weiterhin eine der fihrenden Ursachen fur Mortalitdt und Morbiditat bei Kindern,
auch in modernen Gesellschaften mit hohen sozio6komischen und medizinischen
Standards. Praventive Ansatze, um die Inzidenz und Pravalenz zu verringern,
hatten bisher wenig Erfolg (Christian 2012; Dunkel Schetter 2011; Knackstedt et
al. 2005; Wadhwa 2005). Bisher haben Forschungsbemihungen in diesem
Bereich nur wenige Empfehlungen fiur den klinischen Alltag geschaffen. Der
Bedarf an Interventionsmalinahmen ist jedoch enorm, vor allem fir eventuelle
Risikogruppen. Viele Arbeiten in dem Forschungsbereich zur Untersuchung von
Stresseinfluss wahrend der Schwangerschaft waren bisher gekennzeichnet durch
Limitierungen bei der Konzeptualisierung und Operationalisierung, unaus-
reichender Kontrolle von Kovariaten und Einflussfaktoren sowie haufigen Analysen
mit retrospektivem Ansatz.

Als unabhéangige Variable wurde in dieser Arbeit subjektiv empfundener akuter
Stress, erhoben zu drei Zeitpunkten der Schwangerschaft, gewahlt, um den
Einfluss von maternalem Stress wéahrend der Schwangerschaft und seinen
Einfluss auf T-Zell-Frequenzen und die GC-abhangige T-Zell-Proliferation im
direkten Gruppenvergleich zu untersuchen. Der Einfluss auf das Schwanger-
schaftsergebnis wurde ebenso betrachtet. Die Gruppeneinteilung erfolgte anhand
der erhobenen Stressscores in der 14. SSW. Mit der Perceived Stress Scale
(PSS) wurde ein Self-Reported-Assesment-Fragebogen mit hoher Validitdt und
Reliabilitat angewendet (Cohen et al. 1983; Cohen & Williamson 1988), der schon
seit vielen Jahren zur Evaluation des subjektiven Stressempfindens in klinischen
Fragestellungen, gesondert auch in Studien mit geburtshilflichem Aspekt genutzt

wurde (Lau & Yin 2011; Nelson et al. 2003). Self-assessment-Fragebdgen
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besitzen immer ein Risiko, dass Tagesstimmung und allgemeine Personlich-
keitsmerkmale oder auch fehlende Aufmerksamkeit beim Ausfillen Einfluss auf
die Beantwortung der Fragen haben. Den haufig diskutierten Einfluss von
Personlichkeitsvariablen konnten wir durch die Erhebung von Neurotizismus als
Trait-Merkmal gut kontrollieren. Der PSS wird eine Vorhersagbarkeit von 4-8
Wochen zugeschrieben. Mit einer Dreifach-Erhebung lber die Schwangerschaft
erlaubte es somit eine Aussage Uber das akute Stressempfinden in der globalen
Betrachtung Uber fast den gesamten Verlauf der Schwangerschaft. Die
Stressgruppen lief3en sich sehr gut einteilen, was nachgewiesen wurde durch eine
klare eindeutige Gruppeneinteilung mit hoch signifikant unterschiedlichem
Stressniveau, die auch Auswirkung tber den restlichen Schwangerschaftsverlauf
aufwies. Man muss allerdings anmerken, dass die ausgewahlte Studienpopulation
im GrofRen und Ganzen ein eher gemaligtes Stresslevel aufwies. Von der
Maximalanzahl des PSS-Score von 56 wurden in dieser Population maximal 35
angegeben, was fur ein generell eher niedriges Stressniveau spricht, aber auch
gut durch die oben genannten Punkte des sozio6konomischen Hintergrunds
erklart werden kann.

Diese Arbeit basiert auf der Einteilung nach einem Stress-Ranking zur Erfassung
des subjektiv empfunden akuten Stresses in globaler Betrachtung Uber den
Schwangerschaftsverlauf. Zur Entwicklung einer langfristigen Screening-Methode
ist eine breitere Stresskonzeptualisierung notig zur Erfassung von Qualitat,
Intensitat und Quantitat unterschiedlich auftretender und wahrgenommener
Stressbelastung, die sowohl personliche als auch kontextuelle Faktoren ein-
schlie3t. Eine hohe Aussagekraft zur Beschreibung von subjektiv empfundenen
Stress hat ebenso die Erfassung von chronischen Stressoren sowie zur
Objektivierbarkeit die Dokumentation von auftretenden schwerwiegenden Lebens-
ereignissen, welche schon haufig in klinischen, vor allem auch retrospektiven
Studien angewandt wurde (Dunkel Schetter 2011; Hobel et al. 2008; O’'Hare &
Creed 1995; Wadhwa et al. 1993). Zur besseren Evaluation von Stress als
Einflussfaktor wahrend der Schwangerschaft sollte eine Kombination der
Erhebung aller Stressformen in ein und derselben Studienpopulation erfolgen, um
auch eventuell unterschiedliche Einflussstarken zu differenzieren. Ein ent-
scheidender Einflussfaktor auf sowohl das subjektive Stressempfinden, als auch

direkt auf den Schwangerschaftsausgang, ist die Schwangerschafts-assoziierte
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Angst (,pregnancy anxiety'), welche als hoch assoziiert mit erniedrigtem
Geburtsgewicht und Anderungen der HHNA gilt (Dunkel Schetter 2011). Diese
wurde in dieser Studie nicht erhoben, sollte aber bei zukinftigen Untersuchungen
definitiv beachtet werden. Klinische Stresstestungen mit dem gleichen Stressor an
unterschiedlichen Probanden unter &hnlichen Bedingungen, wie durchgefihrt in
Tierversuchen, wirden natirlich den Einfluss von Umgebungsfaktoren verringern,
sind aber in der Humanforschung aus ethischen und moralischen Grinden
natdrlich nicht vertretbar. Eine klare Kontrolle von Einflussfaktoren ist somit

definitiver Bestandteil jeder Untersuchung im Bereich der Humanforschung.

4.1.3 Kontrolle soziodemographischer und psychometr ischer
Einflussfaktoren

Im Hinblick auf die Untergruppenbildung anhand der Stress-Scores zur
Durchfihrung der durchflusszytometrischen bzw. T-Zell-Proliferationsassay-
Analysen  zeigten sich  keine  Gruppenunterschiede innerhalb  der
soziodemographischen Daten wie BMI, Ethnizitat der Eltern der Mutter sowie
Beziehungs-, Bildungs- und Berufsstatus. Ebenso zeigten sich im
Gruppenvergleich keine Unterschiede im Verhaltnis bereits erfolgreich beendeter
Schwangerschaften, so dass es zu keiner versehentlichen Risikogruppenbildung
kam. Einzig ein signifikanter Unterschied des mitterlichen Alters zeigte sich in den
Subgruppen gebildet durch Stress-Extremwerte und abziglich ausgeschlossener
Probandinnen fur die T-Zell-Proliferationsassays aufgrund von Vorerkrankungen
und/oder Medikamenteneinnahme mit einem durchschnittlich hoherem Alter bei
Studieneintritt in der Gruppe mit niedrigem Stress. Man konnte vermuten, dass
sich Frauen in etwas hoherem Alter weniger gestresst fuhlen durch gesammelte
Lebenserfahrung. Andererseits kénnten aber auch eher altere Frauen durch das
Ausschlusskriterium der Erkrankungen und Medikamenteneinnahme aus der
Stressgruppe ausgeschieden sein. Des Weiteren konnten Gruppenunterschiede in
Bezug auf Neurotizismus und Soziale Unterstitzung ausgeschlossen werden,
sodass ein Einfluss von Storfaktoren auf die empfundene Stressbelastung
kontrolliert wurde.
Stress ist eine schwer objektivierbare und operationalisierbare Variable mit
starken interindividuellen Unterschieden. Eine breitflachige Evaluierung von
subjektivem und objektivierbarem Stressempfinden, sowie von akuten und
chronischen Stressoren und die Betrachtung Schwangerschafts-spezifischer
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psychosomatischer Besonderheiten sind notwendig. Standardisierte Instrumente
sowie professionell durchgefiihrte Interviews als Screening-Methode zu mehreren
Zeitpunkten der Schwangerschaft und postpartal sind notig zur Erstellung eines
komplexen maternalen psychosozialen Modells, welches verschiedene Formen
von maternalem Stress, Sozialer Unterstitzung, Personlichkeitsvariablen und
Haltungen gegeniuber der Schwangerschaft beinhaltet. Dies in Zusammenhang
mit maternalen Verhaltensmustern wie Erndhrung, Rauchen, Substanzabusus
und soziodemographischen Faktoren sowie Indikatoren des sozioGkonomischen
Status, erhoben in groRen Studienkohorten, kdnnten mehr korrelative und kausale
Analysen erlauben und sind notwendig zur ldentifikation von Risikogruppen,
Biomarkern und zur Entwicklung von gezielten therapeutischen Interventionen und
praventiven MalRnahmen. Auch eine Objektivierung des Stressempfindens sollte in
Betracht gezogen werden durch Testung der Aktivitat der Stressachse, der HHNA,

und anderer Stresshormone.

Umweltstressoren
Schwangerschaft
Soziookonomischer Status
Stressbehaftete Lebensereignisse
Alltagsstress
Diskriminierung
Kindheitstrauma

Hausliche Gewalt Coeing-Ressourcen
Soziale Unterstitzung
Spiritualitat
Psychologische Belastung Selbstwirksamkeit
Wahrgenommener Stress
Angst

Depressive Symptome

Schwangerschafts-spezifischer Stress Gesundheitsverhalten

Nikotinabusus
Substanzenabusus

&
L Ernahrung, Schlaf
Korperliche Aktivitat
Immunparameter Body Mass Index

Miitterliche Gesundheit
Geburtsergebnis
Fetale Entwicklung

Abbildung 18: Verbindungen von Stress, Immunfunktion und perinatalen Folgen. Quelle: in
Anlehnung an Christian 2012./ Neuroscience & Biobehavioral Reviews Vol. 36 (1), adaptiert
und frei Ubersetzt (Christian 2012).
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4.1.4 Kein Stress-assoziierter Unterschied der T-Ze  ll-Frequenzen

Es wurden Frequenzen von CD4" T-Zellen, aktivierten CD4" T-Zellen und insbe-
sondere CD4'CD25"CD127" Treg sowie CD8" T-Zellen und Subpopulationen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft bestimmt, um zu ermitteln, ob
akut empfundener Stress zu einer Anderung der Proliferation und damit zu
Verschiebungen der Immunanpassung an die Schwangerschaft fuhrt. Es wird
angenommen, dass Treg, die eine unabdingbare Rolle innerhalb der fetomater-
nalen Immuntoleranz zur Verhinderung einer AbstoRung des Fetus spielen,
verminderte Proliferation bzw. Frequenzen bei Stressbelastung zeigen
(Knackstedt et al. 2005; Kwak-Kim et al. 2014). Eine Verringerung der Kontrolle
und Suppression aktivierter T-Zellen, vor allem von CD8" T-Zellen, die eine
Hauptrolle bei immunologischen Abstol3ungsreaktionen spielen, kann die Folge
sein. Es wird vermutet, dass akute pranatale Stressbelastung eine verringerte
Immuntoleranz gegenuber dem Fetus zur Folge hat, einhergehend mit einer
geringeren Treg-Zahl und einem daraus resultierenden Anstieg aktivierter CD4"
und CD8" T-Zellen.

In den durchgefuhrten Untersuchungen innerhalb der ausgewahlten Stress-
gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen T-Zell-Frequenzen von
Treg, CD4'CD25" und CD8" T-Zellen-Population in Gruppen mit hohem und
niedrigem Stress nachgewiesen werden. Es wurde jedoch schon in zahlreichen
klinischen Studien ein Zusammenhang von Stress und einer verringerten Treg-
Zahl im Sinne einer insuffizienten Immunanpassung mit Spontanaborten und
negativem Schwangerschaftsausgang nachgewiesen (Alijotas-Reig et al. 2014;
Aluvihare et al. 2004; Teles et al. 2013; Toldi et al. 2012; Sasaki et al. 2004). Es
wird vermutet, dass maternaler Stress zu einer Aufhebung bzw. zu einer
insuffizienten Treg-Anpassung wéhrend der Gestationsphase fuhrt, allerdings gibt
es bisher keine Daten, die klare mogliche Mediatoren belegen (Aluvihare et al.
2004; Knackstedt et al. 2005). Des Weiteren wurden schon klare Zusammen-
hange von steigenden Raten von CD8" T-Zellen im peripheren Blut und in der
Dezidua sowohl mit steigendem subjektiv empfundenen Stress (Arck 2001; Maes
et al. 1999) als auch als entscheidender Faktor bei fetalen Absto3ungsreaktionen
(Tilburgs & Strominger 2013) beschrieben. Jedoch konnten auch dahingehend

keine Stress-assoziierten Veranderungen der Zellzahlen in Gruppen mit hohem
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und niedrigem empfundenen Stress in der hier durchgefihrten Studie
nachgewiesen werden. Ursache dafur konnte definitiv eine zu Kkleine
Stichprobengro3e darstellen, die noch verstarkt wird durch eine geringe Anzahl
der einzelnen untersuchten Gruppen zur Generierung der Stress-Extremgruppen.
Sodass die statistische Power in diesem Zusammenhang gegebenenfalls nicht
ausreicht, um Ergebnisse mit Signifikanzniveau zu erreichen. Dies sollte bei der
Fortsetzung der Untersuchungen bedacht und durch eine deutliche Erh6hung der
Probandenzahl ausgeglichen werden.

Bei der statistischen Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse
fiel jedoch eine signifikant breitere, inhomogenere Streuung der Messwerte der
regulatorischen T-Zellen innerhalb der gestressten Gruppe auf, welche sich tber
alle drei Untersuchungstermine deutlich zeigte. Bei allen weiteren gemessenen
und ausgewerteten Zellpopulationen konnten keine Unterschiede nachgewiesen
werden. Weitere explorative Analysen ergaben eine signifikant positive Korrelation
zwischen Stressexposition zum ersten Erhebungszeitpunkt und der Treg-
Frequenz zum darauffolgenden Termin. GroRRe Varianzstreuungen der Treg-Sub-
population nur innerhalb der gestressten Untersuchungsgruppe konnten Ausdruck
einer verzogert einsetzenden Treg-Proliferation als Folge der Stressexposition
sein. Es gibt bisher keine Daten, in welchem zeitlichen Rahmen eine Anpassung
der Proliferation von Immunzellen erfolgt. Weitere Untersuchungen und eng-
maschigere Kontrollen auch zeitlicher Zusammenhénge sind notwendig. Des
Weiteren sollten spezifischere Untersuchungen nicht nur quantitativer sondern
auch qualitativer Natur sein, z.B. durch Messung der Anderung der suppressiven
Aktivitat der Treg durch Erweiterung des durchflusszytometrischen Panels um den
intrazellularen Transkriptionsfaktor FoxP3, der sich inzwischen als spezifischer
Marker fur die Suppressionsaktivitat speziell von Treg etabliert hat (Sakaguchi et
al. 2010; Somerset et al. 2004). In dieser Arbeit wurden nur die peripheren T-
Zellen betrachtet. Interessant ware auch eine Darstellung von T-Zellen an der
fetomaternalen Kontaktstelle oder in anderen Immunorganen. Vor allem in der
Dezidua sind sowohl Treg (Dimova et al. 2011; Sasaki et al. 2004) als auch CD8"
T-Zellen, insbesondere aktivierte differenzierte CD8" EM-T-Zellen, als vor-
herrschende T-Zell-Population gegeniiber den CD4" T-Zellen in htherem MaRe
vorhanden (Tilburgs et al. 2006), sodass sie als fetomaternale Kontaktstelle einen

Ort der ImmunabstoRung und damit ein Zentrum des Interesses darstellt.
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Untersuchungen von Plazentagewebe und Immunorganen wie drainierende
Lymphknoten oder Milz zu verschiedenen Gestationszeitpunkten werden schon
seit langem in der Maus- und Rattenforschung umgesetzt, lassen sich jedoch aus
offensichtlichen ethischen Grinden in der Humanforschung nicht realisieren.
Jedoch konnte eine Gewinnung von Plazentagewebe postpartal mit Einstimmung
der Probandin fur weitere immunologische Untersuchungen in Betracht gezogen
werden. Auch zeigt sich pranataler Stress mit verdnderten Immunparametern des
Fetus bzw. Neu-geborenen assoziiert (Hinz et al. 2010; Knackstedt et al. 2005),
sodass auch die Gewinnung von Nabelschnurblut zur Evaluierung des fetalen
Immunstatus von Bedeutung sein kann. Auch regulatorische Subpopulationen
anderer T-Zell-Populationen wie regulatorische CD8" T-Zellen (Rifa’i et al. 2004)
stellen einen zentralen Punkt der zuklnftigen Forschung dar. Des Weiteren sollte
das durchflusszytometrische Panel in derselben Studienpopulation erweitert
werden um andere wichtige Immunzellen in der Schwangerschaft wie NK-Zellen
und APZ, die fur die T-Zell-Aktivierung von entscheidender Bedeutung sind, um
z.B. auch Verschiebungen innerhalb von Immunzellpopulationen zu erkennen. Die
Rolle des angeborenen Immunsystems, sowohl in der Peripherie als auch in der
Dezidua, wurde bisher nur wenig untersucht. Zuktnftige Studien sollte auch dies
in Betracht ziehen, da einige Schwangerschaftskomplikationen mit der Aktivierung
des angeborenen Immunsystems assoziiert zu sein scheinen (Veenstra van
Nieuwenhoven 2003). All dies wurde in der Fortfihrung der PRINCE-Studie
durchgefuhrt.

Eindeutige Nachweise flr Stress-assoziierte Veranderungen der Immun-
adaptationen wahrend der Schwangerschaft und Folgen fur die Schwanger-
schaftserhaltung und fetale Entwicklung wurde bisher schon haufig beschrieben.
Trotz fehlender eindeutiger Ergebnisse in dieser Arbeit, scheint es klar impliziert,
dass Forschungen in gro3em Mal3e fortgefiihrt werden missen zur Erlangung von
wichtigen Erkenntnissen am Menschen. Das Verstandnis des Immunsystems
wahrend der Schwangerschaft ist schon lange ein zentrales Forschungsthema in
der Reproduktionsmedizin. Die fetomaternale Toleranz zu verstehen ist aber auch
von entscheidender Bedeutung in anderen medizinischen Forschungsbereichen,
z.B. zum Verstandnis und zur Therapieentwicklung von Autoimmunerkrankungen,

Tumorentstehung und innerhalb der Transplantationsmedizin.

70



4.1.5 Verminderte GC-Resistenz von T-Zellen unter  pranatalem
Stresseinfluss

Die Schwangerschaft stellt einen voriibergehenden Zustand des Hyper-
cortisolismus dar, der mit erhéhten Spiegeln aller Hormone der HHNA (Wadhwa
2005; Arck 2001) und gleichzeitig gedampfter HHNA-Reaktivitat auf Stress-
exposition zum Schutz von Mutter und Fetus vor einem GC-Uberschuss
einhergehen (Brunton 2010; Christian 2012). Es wurde die Proliferationsrate
mitogen stimulierter T-Zellen unter der Wirkung ansteigender GC-Konzentration
bestimmt, um zu ermitteln, ob akut empfundener psychosozialer Stress Einfluss
auf die Veranderung der GC-Sensitivitat von T-Zellen hat, als méglicher Weg der
Stressvermittlung auf Immunzellen. Ausgegangen wurde von einer erhdhten
Proliferationsrate in der Gruppe gestresster Frauen, da eine Stress-assoziierte

fehlende Suppression der T-Zell-Aktivierung angenommen wurde.

Frauen in der Gruppe mit hohem Stress zeigten hohere Werte der T-Zell-
Proliferation vor allem in Anwesenheit von Hydrocortison im Niedrig- bis
Mitteldosisbereich des Hydrocortisonliganden im Vergleich zu Frauen mit
niedrigem Stress. Der Unterschied ist am starksten ausgeprégt in der 14. SSW
und vermindert sich Uber die nachsten zwei Untersuchungszeitpunkte, was zur
Einteilung der Stressgruppen anhand der Stress-Scores in der 14. SSW als
Stress-vulnerabelste Periode passt. In der 36. SSW sind im Niedrig- und
Mitteldosisbereich keine Unterschiede mehr nachweisbar. Auffallend ist, dass die
Werte der relativen Proliferationsrate innerhalb der gestressten Gruppe erst ab
dem mittleren bzw. niedrigen Dosisbereich unter die relative Proliferationsrate
fallen, die in diesem Falle der ungehemmten Proliferationsrate entspricht und als
Referenz fur die durch Hydrocortison gehemmte Proliferation gilt. Die Werte der
ungestressten  Gruppe entsprechen in etwa der der ungehemmten
Proliferationsrate. So wirde man hierbei nicht von einer etwaigen grofRReren
Hemmung der Zellproliferation durch GC innerhalb der gestressten Gruppe
ausgehen, sondern konnte eher eine verringerte Hemmung innerhalb der
ungestressten Gruppe vermuten. Angenommen werden konnte also, dass Stress
nicht zu einer erhdhten GC-Sensitivitat von T-Zellen und der damit zusammen-
hangenden niedrigeren T-Zell-Proliferationsrate fuhrt. Die Ergebnisse lassen eher

vermuten, dass T-Zellen eine GC-Resistenz aufweisen, die sich verringert beim
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Auftreten von Stressbelastung und damit eine Steigerung der T-Zell-Proliferation
zur Folge hat. Dies wirde gut zu den beschriebenen Schutzmechanismen von
Mutter und Fetus vor GC-Uberschuss durch eine Verminderung der HHNA-
Reaktivitat und der damit eventuell verbundenen sinkenden GC-Sensitivitat von
Geweben passen (Brunton 2010; Christian 2012). Nichtsdestotrotz kann eine
erhohte Proliferation aktivierter T-Zellen in einer Gruppe von Frauen, die
pranatalem Stress ausgesetzt waren, im Vergleich zu Frauen mit niedrigem
Stresslevel in der Schwangerschaft, Anzeichen flir eine insuffiziente Immun-
adaptation sein, welche durch eine Uberaktivierung der T-Zell-Antworten am
ehesten durch Hemmung von regulatorischen Zellen gekennzeichnet ist. Dies
kann Ursache einer AbstoBungsreaktion sein, die zu Schwangerschafts-
komplikationen wie frihzeitigem Gestationsende, niedrigem Geburtsgewicht oder
auch zum Abort fuhren kann. Kausale Zusammenhénge konnten wir jedoch im
Rahmen dieser Studie nicht nachweisen. Bei allen Ergebnissen ist hier erneut als
Hauptkritikpunkt die sehr geringe Probandenzahl zu benennen, in welcher
einzelne Ausreil3er, trotz Kontrolle der Normalverteilung, Tendenzen vortaduschen
konnen, welche sich in grof3en Populationen nicht reproduzieren lassen. Eine
Wiederholung in gré3eren Studienkohorten ist definitiv empfohlen. Des Weiteren
muss zu bedenken gegeben werden, dass die Proliferationsassays zwar T-Zell-
spezifisch (CD3") durchgefilhrt wurden, jedoch keine Differenzierung der
funktionsanalysierten T-Zellen realisiert wurde. Weiterfihrende Analysen zur
Untersuchung korrelativer Zusammenhdnge zwischen den gemessenen
Proliferationsraten und den erhobenen durchflusszytometrischen T-Zellfrequenzen
ergaben leider keine richtungsgebenden Hinweise. So kann man im Rahmen
dieser Untersuchung nicht eindeutig darauf zurlck schliel3en, ob vor allem
aktivierte CD4" und CD8" T-Zellen proliferieren, die eine AbstoRungsreaktion
fordern, oder aber auch simultan oder in gréfierem Mal3e eine kompensatorische
Treg-Proliferation zur Verhinderung einer solchen Abstof3ungsreaktion stattfindet.
Weiterfihrende qualitative Funktionsanalysen, die eine Isolierung spezifischer T-
Zell-Populationen beinhalten, mit dem Fokus auf regulatorische T-Zellen, sollten
angestrebt werden und koénnten schon anhand der Daten in dieser sehr kleinen
Studienpopulation vielversprechend sein. Die Wirkstarke von Hydrocortison als
Ligand entspricht der von Cortisol. Die meisten Unterschiede traten im

Dosisbereich von 10™® bis 107 Mol auf, welche knapp niedriger sind als
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Referenzwerte im Serum eines durchschnittichen Erwachsenen, so dass bei
nachfolgenden Untersuchungen ein besonderes Augenmerk auf diesen
Dosisbereich gelegt werden sollte. Andererseits sind auch Bereiche der
therapeutischen GC-Dosierungen, in welchem wir die meisten Unterschiede
sahen, von Interesse, da es seit einigen Jahren zunehmend Annahmen gibt, dass
eine GC-Therapie wahrend der Schwangerschaft ebenso starken Einfluss auf die
fetale Entwicklung haben kann (Michael & Papageorghiou 2008; Tegethoff et al.
2009). Auch die Betrachtung des GR als Endglied und Wirkungsmediator der
HHNA scheint vielversprechend zu sein. Es kdnnen nicht nur Hormonspiegel,
sondern auch Stress-assoziierte Anderungen der Gewebssensitivitat eine
Auswirkung auf die Proliferation bzw. Hemmung von Immunzellen haben. Seit
kurzer Zeit wird auch eine beeintrachtigte GR-Signalweiterleitung als urséachlich fur
HHNA-Anderungen untersucht, vor allem im Zusammenhang mit psychiatrischen
Grunderkrankungen wie Depression und chronischem Stress (de Kloet et al. 2007;
Fischer et al. 2012; Heijnen 2007). Weiterfuhrende Untersuchungen in groReren
Studienpopulation mit Fokus auf GR und Steroidresistenz im Sinne einer
Verminderung von Rezeptoren, Modifizierungen der Rezeptor-Subtypen, Stress-
induzierte Anderung der Expression von Transkriptionsfaktoren oder eventuelle
Pradispositionen sollten erwogen werden.

Zwar gehen wir von einer direkten Vermittlung von Stress Uber die Stressachse
auf Immunzellen aus, jedoch wurden im Rahmen meiner Arbeit keine Daten zu
Stresshormonen selbst erhoben. Zwar waren Serumproben von jedem Unter-
suchungszeitpunkt vorhanden, jedoch konnten diese aufgrund der zeitlich
unterschiedlichen Blutentnahmen der Probandinnen und der zirkadianen Rhythmik
der HHNA nicht verwertet werden. Schon mehrere Studien haben Assoziationen
von erhohten CRH-Spiegeln zu verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft
mit Frihgeburten, Wachstumsrestriktion, erniedrigtem Geburtsgewicht und
Fehlgeburten aufgezeigt (Arck et al. 2008; Hobel et al. 2008; Knackstedt et al.
2005; Wadhwa 2005). Sandman et al. zeigte, dass maternale Cortisolspiegel in
SSW 15 den CRH-Anstieg im Gestationsverlauf voraussagten (Sandman et al.
2006) und negative Korrelationen mit dem fetalen Gewicht wurden von Kinsella
und Monk sowie Field et al. beschrieben (Field et al. 2010; Kinsella & Monk 2009).
So wird die Messung der Stresshormone der HHNA bei Weiterfihrung dieser

Studie mit grolRerer Probandenzahl obligat werden. Diese konnen einfach im
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Serum bestimmt werden, die Schwierigkeit stellt aber die zirkadiane Verdnderung
der Hormone dar, da sich Blutentnahmen im Rahmen einer klinischen Studie nicht
taglich zur selben Zeit und im individuell unterschiedlichem Tagesablauf der
Teilnehmerinnen schwierig gestalten kdnnen. Eine Méglichkeit ware die Cortisol-
bestimmung im Morgenspeichel. Allerdings zeigten bisher Speichel- und
Serumcortisol nur niedrige Korrelation zum Stresslevel (Obel et al. 2005). Die
Einfachheit der Durchfiihrung und neue Fehlerquellen durch die selbststandige
Durchfihrung durch die Teilnehmerin muissten gegeneinander abgewogen
werden. Ferner konnten neu aufkommende Techniken wie die Copeptid-
Bestimmung als Beiprodukt der Vasopressin-Sezernierung aus der Hypophyse in
Betracht gezogen werden, welche eine Aussage zur Gesamtaktivitat der HHNA
treffen, quantitativ im Plasma bestimmt werden kann und unabhangig vom
zirkadianen Rhythmus ist. Aktuell haben verschiedene Forschungsgruppen die
Copeptid-Bestimmung als guten sensitiven Marker flr Stress im Rahmen von
sowohl akuter Erkrankung als auch von neonatalem Stress (Benzing et al. 2011;
Katan & Christ-Crain 2010; Morgenthaler et al. 2008) beschrieben. Auf der
anderen Seite kdonnte der noch hohe Kostenfaktor ein entscheidendes Gegen-
argument darstellen. Zusatzlich kdnnte auch die Bestimmung der plazentaren 11[3-
HSD2-Aktivitdt sowie der fetalen Cortisol-/Cortisonspiegel in Zusammenhang mit
Stressexposition oder bei Risikogruppen interessant sein. Ein Zusammenhang mit
Stress-assoziierten Anderungen sowie Schwangerschafts-komplikationen konnte
bereits gezeigt werden (O’'Donnell et al. 2012; Welberg et al. 2005). Auch hierfir
ware wieder die postpartale Gewinnung von Plazentagewebe und Nabelschnurblut

notwendig.

Auf welchem Wege genau Stress und Glucocorticoide Schwangerschafts-
misserfolge vermitteln bleibt weiterhin unklar. Es scheint aber, dass dort, wo es
nicht zu Schwangerschaftskomplikationen kommt, fetale Programmierung mit
langfristigen Konsequenzen fiur die Gesundheitsentwicklung des heran-
wachsenden Kindes auftritt. Angenommene Mechanismen beinhalten den direkten
Einfluss auf den Metabolismus der sich entwickelnden Plazenta und/oder eine
direkte Wirkung auf das wvulnerable Immunnetzwerk sowie Interaktionen mit
maternalem und plazentarem CRH und Progesteron. Auch Interaktionen mit

anderen Hormonachsen und speziell den Schwangerschaftshormonen sollten
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tiefergehend untersucht werden. Fir die Untersuchungen der Hormonachsen sind
auch erneut soziodemographische und behaviorale Faktoren wie physische
Aktivitat, BMI und Rauchen als Einflussfaktoren wichtig (Segerstrom & Miller
2004). Auch wenn in dieser Arbeit leider nur marginal richtungsweisende
Ergebnisse Uber eine Stress-induzierte Modulation der GC-Sensitivitat von T-
Zellen erlangt werden konnte, scheinen die Ergebnisse aus dieser kleinen
Pilotstudie jedoch vielversprechend zu sein fir weitere Untersuchungen und
bieten gedanklichen Anstol3 fir breitere Untersuchungsmoglichkeiten des

Stresssystems wahrend der Schwangerschatft.

4.1.6 Stress zeigte keinen Einfluss auf das Schwang  erschaftsergebnis

Zur Uberprufung, ob psychosozialer Stress in diesem Zusammenhang eine
Auswirkung auf den Schwangerschaftserfolg hat, wurden die Daten des Geburts-
gewichts des Kindes und die Ladnge der Gestationsdauer als abhangige Variablen
analysiert. Angenommen wurde eine Verringerung des Geburtsgewichts und/oder
der Gestationsdauer in Zusammenhang mit Stress. Untersucht wurden die
neuroimmunologischen Parameter in Extremgruppen, eingeteilt durch Stresscores
in der 14. SSW. In keiner der gebildeten Subpopulationen konnten signifikante
Stress-assoziierte Unterschiede des Schwangerschaftsergebnisses nachgewiesen
werden. Jedoch muss man auch hier wieder auf die extrem kleine Stichprobe, vor
allem in den GC-Sensitivitats-Untergruppen, hinweisen. Vor allem die Betrachtung
der Gestationslange stellte sich als extrem konstante und stabile Ergebnisvariable
in allen Gruppen dar. Man konnte in Anbetracht dieser Ergebnisse davon
ausgehen, dass sich diese Variable nur schlecht als Outcome-Parameter eignet.
In anderen Geburtskohorten hat sich dies jedoch als guter Parameter erwiesen,
vor allem in der Definition der Frihgeburt (Geburt vor der 37. SSW) (Dunkel
Schetter 2011; Dunkel-Schetter & Glynn 2010; Lobel et al. 2008; Rich-Edwards &
Grizzard 2005). Eine spezifische prospektive Betrachtung von Frih- und
besonders auch Spéataborten, die im Rahmen einer Geburtenkohorte prozentual
bei ausreichender Gréf3e der Gesamtstichprobe auftreten werden, kénnte ein
geeignetes wohl aber aufwendiges Mittel zur Identifikation von Risikofaktoren
darstellen. Das Geburtsgewicht zeigte sich eher variabel und wurde auch schon
haufig als sensitiver Outcome-Parameter beschrieben (Dunkel-Schetter & Glynn
2010; Giscombé & Lobel 2005). Ein maximaler Unterschied zeigte sich im
Gruppenvergleich der Untergruppen fur die qualitativen T-Zell-Analysen. Hier
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zeigte sich eine Gewichtsreduktion von ca. 230g in der Gruppe mit hohem Stress
im Vergleich zur ungestressten Gruppen. Ein Gewichtsverlust von fast 7% kann
durchaus von klinischer Relevanz sein, jedoch zeigten sich alle
Durchschnittswerte im Bereich des Normalgewichts. Bisher gezeigte valide Daten
zu erniedrigtem  Geburtsgewicht und verklrzter Gestationslange im
Zusammenhang mit Stress (Borders et al. 2007; Dunkel Schetter 2011; Hobel et
al. 2008), konnten hier wider Erwarten nicht reproduziert werden. Auch hier spielt
erneut die sehr kleine Stichprobenngrél3e eine Rolle, vor allem auch im Rahmen
der Untergruppenbildung. Des Weiteren wurden in der Studie nur Daten der
Frauen aus dem jeweils obersten und untersten Stress-Quartil fur die
Gruppenvergleiche betrachtet. In Betrachtung der Gesamtkohorte kam es jedoch,
wenn auch nur in geringer Zahl, zum Auftreten von Komplikationen, wie z.B. dem
Auftreten von Frihgeburten (3,75%) und IUGR (<1%). Jede 10. Schwangerschaft
wurde durch eine Sectio caesarea beendet und 10% der Frauen brachten
Neugeborene mit einem Gewicht < 3000g zur Welt. Auf genaue Ursachen flr
diese Abweichungen vom Verlauf der Normalschwangerschaft, abgesehen von
der grundsatzlichen statistischen Auftretenswahrscheinlichkeit, konnte aufgrund
des multiple-choice-Aufbaus der Geburtskarten zur Erhebung der Daten zum
Schwangerschaftsergebnis nicht immer eindeutig geschlossen werden. Zwar
wurden z.B. Infektionen oder vorzeitige Wehentatigkeit als Schwangerschafts-
komplikationen angegeben, jedoch nicht, wann diese genau auftraten und ob
diese zur fruhzeitigen Beendigung der Schwangerschaft fiihrten. Gezielte
Datenaufnahmen auch mit kausalen Zusammenhéngen sollten in Betracht
gezogen werden. Zur sowohl retrospektiven als auch prospektiven Betrachtung
von Risikokohorten bzw. Untergruppenbildung bei Auftreten von Komplikationen
empfiehlt sich erneut die VergroRerung der Gesamtkohorte, im besten Falle
kombiniert mit einer Nachverfolgung des Kindes zur Evaluation der Entwicklung.
Auch andere Outcome-Parameter wie Kopfumfang und Ponderal-Index (Pl =
Gewicht/GréRe®) des Kindes, die sich als gute Parameter erwiesen haben, um
eine Aussage Uber den Entwicklungsstatus des Kindes zu treffen und sich gut fir
Verlaufskontrollen eignen (Nordman et al. 2015), sollten miteinbezogen werden.
Klarere Konzeptualisierung und Operationalisierung von Outcome-Variablen und
die fachmannische Dokumentation von Schwangerschaftskomplikationen sind

notwendig, um auch Einzelgruppen betrachten zu kénnen.
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4.2 Starken und Limitierungen des Studienaufbaus

Die Durchfihrung dieser Studie hat einige Starken. Es erfolgte eine gute
Umsetzung von theoretischen Stressmodellen, die mit Hilfe von validen Testungs-
mitteln wie der PSS durchgefihrt wurden. Die Erhebung von sowohl sozio-
demographischen, psychometrischen Faktoren als auch Daten aus der
geburtshilflichen Anamnese wurde in standardisierten Fragebégen durchgefihrt
und bei den statistischen Analysen kontrolliert. Es wurden nicht nur Querschnitts-
daten oder Risikogruppen betrachtet, sondern eine empirische prospektive
Langsschnittstudie durchgefiihrt, deren Potential mit steigender Menge an
Probanden und Material noch weiter genutzt werden muss. Des Weiteren kann als
sehr positiv betrachtet werden, dass es innerhalb dieser Studienkohorte eine sehr
geringe Drop-out-Rate gab und fast alle Probandinnen alle Studientermine
wahrnahmen inklusive der nachtraglichen Weitergabe der Daten zur Geburt. Der
Ausschluss von Daten zur statistischen Analyse erfolgte fast ausschlief3lich
aufgrund des Auftretens von fehlerhaftem Ausfillen von Fragebogen, statistischer
Ausreif3er und zu geringem bzw. nicht geeignetem Biomaterial. Auch wurde ein
grof3es Interesse zur Fortfihrung der Studie zur Nachverfolgung des Kindes von
fast allen Studienteilnehmerinnen bekundet.

Limitierungen des Studienaufbaus sind definitiv das Vorhandensein einer kleinen,
sehr homogenen Studienpopulation, deren Anzahl sich bei der Erstellung der
Stress-Extremgruppen zur Durchfiihrung von Gruppenvergleichen
gezwungenermaflen noch mehr verkleinerte. Bei fehlerhaft ausgefillten
Fragebdgen oder fehlendem, zu geringem oder nicht funktionstlichtigem
Biomaterial war keine Durchfihrung nachtraglicher Untersuchungen oder
Wiederholungen méglich, was eine normale Limitation bei Humanstudien darstellt,
da eine Wiederherstellung von Setting, Umgebungs-/Einflussfaktoren und
Individuum nicht moglich ist. Soziodemographische sowie geburtshilfliche
Anamnese und Erfassung psychometrischer Daten wurden als Self-Reported-
Assessment Fragebdgen durchgefuhrt, welche durch die Probandinnen
selbststandig ausgefillt wurden, und nicht durch professionell durchgefihrte
Interviews von Fachpersonal, was die Fehlerrate und den Einfluss von
Storfaktoren erhoht. Probleme einer Langsschnittstudie sind natirlich ebenso,

dass bei Ausféllen von Einzelterminen tber den verfolgten Zeitraum von neun
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Monaten die Verwertung der restlichen erhobenen Daten der einzelnen Probandin
schwierig wird.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Aufbau und die Planung dieser
Studie auf einem guten, multivariaten Grundkonzept basiert, welches fir die
Datenerhebung von grofien Probandenzahlen geeignet ist. Eine grofRere
Studienpopulation schwangerer Frauen ist notwendig. Die Qualitat ist noch
ausbaufahig durch eine breitere Definition der unabhangigen Variablen bzw.
Betrachtung und Untersuchung mehrerer definierender Variablen und durch
Erweiterung und genaue Definition der Outcome-Parameter. Die Untersuchung
der unabhangigen Variablen zur Erhebung psychometrischer, aber auch
anamnestischer Daten, und die Nachverfolgung der Probandinnen sollte durch
strukturierte Interviews und professionelle Untersuchungen erfolgen, um Stér-
faktoren zu vermeiden. Die Umsetzung der meisten dieser Punkte ist im Rahmen

der Fortfihrung der PRINCE-Studie geschehen bzw. ist in aktueller Planung.

4.3 Ausblick

Die Schwangerschaft, in welcher entscheidende Faktoren fur die Entwicklung und
die Morbiditat eines zukunftigen Menschen gepréagt werden, stellt eine sehr
vulnerable Phase dar und ist gepréagt durch ein komplexes Netzwerk, unter
anderem des immunologischen und endokrinen Systems, dessen Homdostasis
leicht gestort werden kann durch psychosoziale Einflussfaktoren, allen voran
Stress. Bis zum aktuellen Zeitpunkt konnten die Mechanismen, auf welchem
Wege und Uber welche Mediatoren psychosozialer Stress zu Schwangerschafts-
misserfolgen und -komplikationen fuhrt, nicht eindeutig identifiziert werden. Die
zugrunde liegenden Mechanismen, wie Effekte von maternalem Stress auf das
Immunsystem Ubertragen werden, bleiben weiterhin unklar und bedurfen weiterer
intensiver Forschung. Friahgeburtlichkeit und erniedrigtes Geburtsgewicht sind
immer noch einige der Hauptursachen fir Mortalitat und Morbiditat bei Kindern
auch in westlichen Gesellschaften mit hohen soziobkomischen und medizinischen
Standards, und praventive Ansatze, um die Inzidenz zu verringern, hatten bisher
wenig Erfolg. Wenn auch in dieser Arbeit keine richtungsweisenden Ergebnisse
erbracht wurden, konnten jedoch gute Ansatze vorgegeben werden zur weiter
fuhrenden  Untersuchung innerhalb der Psychoneuroimmunologie der

Schwangerschaft. Weitere prospektive klinische Langzeitstudien, die eine grof3e
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Studienpopulation schwangerer Frauen einschlie3en, sind nétig, um die
Pathogenese zu verstehen bzw. Risikofaktoren fur Schwangerschafts-
komplikationen und maogliche Biomarker friihzeitig zu identifizieren. Auch eine
langjahrige  Nachverfolgung der postnatalen Gesundheitsentwicklung der
geborenen Kinder ist von bedeutender Wichtigkeit, so dass nicht nur die
mitterliche Gesundheit, sondern auch die Gesundheitsentwicklung einer ganzen
Gesellschaft von Erkenntnissen solcher Studien zur Entwicklung gezielter
therapeutischer Interventionen und Schaffung praventiver Mal3hahmen profitieren
konnte. Die Anwendung psychoneuroimmunologischer Forschungsmodelle auf die
pra- und perinatale Periode ist entscheidend fur das Verstandnis biologischer
Ubertragungs- und Vermittlungswege, durch welche Stress die maternale Gesund-
heit, den Schwangerschaftserfolg und die fetale Entwicklung beeinflusst. Die
Konzeptualisierung theoretischer Modelle und die anschlieRende Umsetzung in
empirischen Studien zur Analyse der Dynamik des Zusammenspiels von
biologischen und Verhaltensprozessen stellt eine grof3e Herausforderung dar, ist

aber der richtige Weg, um dieses Verstandnis in naher Zukunft zu erreichen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

Hypothese/Fragestellung: Eine Homoostasis der T-Zell-Antworten st
entscheidend fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, die eine einzigartige
Herausforderung fir das mdtterliche Immunsystem darstellt, da es
immunologische Toleranz gegentber dem Fo6tus entwickeln muss, der als semi-
allogen bezeichnet werden kann aufgrund der Expression von paternalen
Antigenen. Hoher maternaler Stress kann diese stéren, was durch Glucocorticoide
(GC) vermittelt werden kann abh&ngig von der GC-Sensitivitat von T-Zellen. Diese
Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen maternalem wahrgenommenem
Stress, Frequenzen verschiedener T-Zell-Phanotypen und der GC-Sensitivitat von
T-Zellen. Inwiefern dies Auswirkungen auf den Erfolg der Schwangerschaft hat,
wurde ebenfalls eruiert.

Methodisches Vorgehen: Im Rahmen der PRINCE-Studie wurde mit Hilfe der
Perceived Stress Scale (PSS) subjektiver, wahrgenommener Stress von 80
schwangere Frauen zu jeweils drei Zeitpunkten der Schwangerschaft erhoben.
Zusatzlich erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung von Phanotypen und
Frequenzen peripherer CD4", insbesondere regulatorischer T-Zellen (Treg), und
CD8" T-Zellen sowie die Messung der GC-inhibierten T-Zell-Proliferation mit Hilfe
von Thymidin-Inkorporations-Assays. Gestationslange und das fetale Geburts-
gewicht dienten zur Beurteilung des Schwangerschaftserfolgs.

Ergebnisse: Subjektiv empfundener Stress zeigte keinen signifikanten Einfluss
auf die Frequenzen maternaler peripherer T-Zellen in dieser Arbeit. Jedoch konnte
eine signifikant hoéhere Varianz der Treg innerhalb der gestressten Gruppe
nachgewiesen werden korrelierend zu zuvor empfundenem  Stress,
maoglicherweise hinweisend auf eine verzdgerte T-Zell-Proliferation nach
Stressexposition. Eine erhdhte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von GC inner-
halb der gestressten Gruppe vor allem im Niedrigdosisbereich konnte gezeigt
werden im Sinne einer verminderten GC-Resistenz unter Stresseinfluss. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in Geburtsgewicht und Gestationsdauer beim
Vergleich von schwangeren Frauen mit hohem und niedrigem wahrgenommenem
Stress in dieser Arbeit.

Ausblick: Die Mechanismen der Modulation der fetomaternalen Toleranz durch

pranatalen Stress bleiben weiterhin unklar. Jedoch konnte in dieser Arbeit erneut
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die Wichtigkeit der Fortfihrung prospektiver, klinischer Studien unter
Einbeziehung einer groBen Studienpopulation mit Fokus auf neuro-
immunologische Vorgédnge nachgewiesen werden zur weiteren Untersuchung des
Einflusses von Stress auf den Verlauf der Schwangerschaft und die fetale
Entwicklung zur Identifikation von Risikofaktoren und Biomarkern sowie zur

Entwicklung praventiver und therapeutischer Malinahmen.

Hypothesis: A tailored T cell response to pregnancy plays a key role in main-
taining tolerance towards the fetus which can be compared to an allograft due to
the expression of paternal antigens. High maternal stress perception can interfere
with this T cell response which can be mediated by Glucocorticoids (GC). This
mediation is dependent on GC sensitivity of T cells controlling T cell proliferation.
Our objective was to examine if higher stress perception affects GC sensitivity in T
cells and thereby altering T cell frequencies and pregnancy outcome.

Methods: Within the PRINCE study stress levels of 80 pregnant women were
assessed employing the Perceived Stress Scale (PSS) at three timepoints during
pregnancy. T cell phenotypes and frequencies of CD4", regulatory T cells and
CD8" T cells were detected by flow cytometry and the GC-inhibited T cell
proliferation was investigated by using thymidine incorporations assays. Fetal birth
weight and pregnancy length served as parameter to evaluate pregnancy
outcome.

Results: High levels of perceived stress had no significant influence on maternal T
cell frequencies in this work. Interestingly, a significantly higher variance in Treg
cells was observed in stressed women correlating with earlier high stress levels
maybe indicating a deferred T cell proliferation after stress exposition. A
significantly reduced GC resistance in low dose GC ranges resulted in higher T
cell proliferation in stressed women. No significant differences in pregnancy
outcome could be shown in this work.

Perspective: Mechanisms of Stress-related modulation of fetomaternal tolerance
still remain not completely understood. Ongoing research in the field of
neuroimmunology of pregnancy in prospective, clinical studies with a high number
of participants is necessary for the identification of biomarkers and the implication
of preventive as well as therapeutical interventions thereby improving maternal

and fetal health.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A
ACTH
Ag

Ak
APZ
APC
BSSS
BMI
CBP
CBG
CD
CM
CRH
Cy
DC
DMSO
EDTA
Eff
EM
EVT
FACS
FCS
FITC
FMO
FSC
GC
GR
HCG
HELLP-Syndrom

HHNA
HLA
IDO
IL

Adrenalin

Adrenocorticotropes Hormon

Antigen

Antikdrper

antigen-prasentierende Zelle

Allophycocyanin

Berliner Social Support Scale

Body-Mass-Index

CRH-bindendes Protein

Cortisol binding globulin

Cluster of differentiation

Central Memory Zellen
Corticotropin-releasing-Hormon

Cyanin

Dendritischen Zellen

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraessigsaure/ Ethylendiamintetraacetat
Effektor Zellen

Effektor Memory Zellen

Extravillose Trophoblastenzellen
fluorescence-activated cell sorter

Fetal calf serum

Fluorescein-Isothiocyanat

fluorescence minus one

Forward Scatter

Glucocorticoide

Glucocorticoidrezeptor

Chorion-Gonadotropin (HCG)

Hemolysis/Hamolyse, Elevated Liver enzymes/Erhdh-ung
der Leberenzyme, Low Platelet count/Thrombo-zytopenie
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
human leucocyten antigen

Indolamin-2,3-Dioxygenase

Interleukin



IUGR
[UI
IVF
MC
MHC

NA

Na
NEO-FFI
NK-Zellen
p.m.
PBMC

PBS
PE
PerCP
PHA
Pl
pPVN
PRINCE
PROM
PSS
PTBS
rpm
RPMI
SEM
SD
SGA
SIH
SSC
SSW
TCR
TGF
Th
TNF

Intrauterine growth restriction, intrauterine Wachstums-
Intrauterine Insemination

In-vitro-Fertilisation

Mineralcorticoide

major histocompatibility complex, Haupthisto-
kompabilitdtskomplex

Noradrenalin

Naive Zellen

NEO-Funf-Faktoren-Inventar

natural killer cells, natirliche Killerzellen

post menstruationem

Peripheral blood mononuclear cells, periphere mononukleare
Blutzellen

phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salz-l16sung
Phycoerythrin

Peridinin Chlorophyll Protein

Phytohamagglutinin

Ponderal-Index

paraventrikularer Nucleus

Prenatal Identification of Children’s Health

Premature Rupture of Membranes, vorzeitiger Blasensprung
Perceived Stress Scale

posttraumatische Belastungsstérung

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute medium, Zellkulturmedium
standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts
standard deviation, Standardabweichung

Small for gestational age

Schwangerschafts-induzierte Hypertonie

Side Scatter

Schwangerschaftswoche

T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor

T-Helfer-Zelle

Tumornekrosefaktor
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Teilnahme an einer Studie zur Ermittlung von
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-« Schwangerschatft die spatere Kindsgesundheit
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PRENATAL IDENTIFICATION
OF CHILDREN’S HEALTH

Information flr Schwangere - Zum Verbleib bei der
Studienteilnehmerin

Verantwortliche:
Dr. med. Anke Diemert, Studienarztin
Prof. Dr. med. Petra Arck, Leiterin der Laboranalysen

Zentrum fr Geburtshilfe, Kinder- und Jugendmedizin
Klinik far Geburtshilfe und Pranatalmedizin

Martinistr. 52

20246 Hamburg

Tel.: +49 (40) 7410 — 22222

Email: prince@uke.de

Liebe Schwangere!

Es ist unbestritten, dass Umwelteinflisse und miutterliche Befindlichkeit die
Entwicklung des Kindes im Mutterleib beeinflussen. In welchem Umfang dies
geschieht und in wie weit beispielsweise Stress die Entstehung von zukiinftigen
Erkrankungen des Kindes auslésen kann, wird derzeit intensiv erforscht.

Mit diesem Schreiben wollen wir Sie fur die Mitarbeit an unserer ,Prince’ Studie
gewinnen. Ziel der Studie ist die Ermittlung von Faktoren, die schon wahrend der
Schwangerschaft die spatere Kindsgesundheit beeinflussen kénnen. Diese Studie
wird an der Klinik fir Geburtshilfe des Universitatsklinikums Eppendorf in Hamburg
unter der Leitung von Frau Dr. med. Anke Diemert und Frau Prof. Dr.med. Petra
Arck durchgefiihrt. Studienkoordinatorin ist Frau Gudula Hansen.
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Hintergrund und Zweck der Studie:

Die Haufigkeit von allergischen Erkrankungen stieg in den Industrienationen in den
letzten 20 Jahren stetig an. Eine Ursache fir das Auftreten von allergischen
Erkrankungen ist zweifellos eine jeweilige erbliche Belastung. Dies erklart aber
noch nicht, warum Kinder von Mittern mit allergischen Erkrankungen haufiger
Allergien entwickeln als die Kinder, deren Vater an Allergien erkrankt sind. Man
nimmt an, dass das mdutterliche Immunsystem einen grof3en Einfluss auf die
Entwicklung des Immunsystems des Babys im Mutterleib hat und damit auch eine
entscheidende Rolle bei der spateren Entstehung von Erkrankungen des Kindes
spielt. So wird vermutet, das stressbedingte Entgleisungen des miutterlichen
Hormon- und Immunsystems zu Veranderungen der Funktion der Plazenta fuhren.
Dies kann in Folge die Entwicklung des Kindes im Mutterleib beeintrachtigen und
dadurch das Kind empfanglicher fiir das Auftreten von Allergien im spateren
Leben machen.

Deshalb soll in dieser Studie der Zusammenhang zwischen Stress in der
Schwangerschaft und dem Auftreten von allergischen Erkrankungen wie z.B.
Asthma und Neurodermitis untersucht werden. Fur die Zukunft wollen wir ein
Konzept entwickeln, das der Programmierung allergischer Erkrankungen schon im
Mutterleib entgegenwirkt.

Ablauf der Studientermine:

Ultraschalluntersuchung:

Sollten Sie sich dafur entscheiden, an unserer Studie teilzunehmen, stellen Sie
sich zu Ultraschalluntersuchungen am UKE vor (zwischen der 13.-15, 23.-25.,,
und 35.-37. SSW). Wahrend dieser Ultraschalluntersuchungen wird das
heranwachsende Kind vermessen, die GroéRRe seiner Immunorgane (Thymus,
Leber, Nebenniere) dokumentiert und die Durchblutung in den zum Mutterkuchen
fuhrenden GefalRen gemessen. Zusatzlich wirden wir ab dem 2. Drittel der
Schwangerschaft die Durchblutung in bestimmten Geféal3en des heranwachsenden
Kindes sowie von der Mutter zum Kind (d.h. der Nabelschnur und der
Gebarmutterarterien) bestimmen.

Diese Ultraschalluntersuchungen dienen dem Studienzweck und stellen keine
Untersuchung im Sinne des DEGUMS Konzeptes besonderer
Fehlbildungsdiagnostik dar.

Sie ersetzten nicht die im Rahmen der Mutterschaftsrichtlinien vorgegebenen
Untersuchungen bei |hrem/ lhrer betreuenden Frauenarzt/Frauenarztin. Sie
entsprechen den international etablierten Leitlinien zur sicheren Durchfiihrung des
Ultraschalls in der Schwangerschaft (www.isuog.org/safetycommittee).

Blutabnahme:

Eine Arztin oder eine Hebamme wird Ihnen an drei Studienterminen (in der 13.-
15., 23.-25. und 35.-37. Schwangerschaftswoche) zwei groRe und 1 kleines
Rohrchen Blut abnehmen. Bei der Blutabnahme kann es theoretisch zu
Komplikationen kommen, wie z.B. einer Entziindung der Einstichstelle oder sehr
selten auftretende Nervenschadigungen.

Ihre Blutproben werden laborchemisch auf immunologische und hormonelle
Botenstoffe untersucht. Hierzu zahlen z.B. der Nachweis des Progesteronspiegels
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und die Ermittlung der Haufigkeit von bestimmten Untergruppen von weil3en
Blutkdrperchen.

Unter Umstanden werden wir weitere, z.Zt. noch nicht ndher spezifizierbare
Untersuchungen an den eingefrorenen Proben durchfuhren.

Fragebogen:

Wir werden lhnen zu diesen drei Zeitpunkten (13.-15.SSW, 23.-25.SSW, 35.-
37.SSW) einen Fragebogen vorlegen, der Auskunft Uber Ihre augenblickliche
Stressbelastung gibt.

Nach der Geburt Ihres Kindes bitten wir Sie dann, uns eine kurze Ruckantwort
Uber den Verlauf lhrer Schwangerschaft, der Geburt und der Gesundheit lhres
Kindes zu geben. Hierfur legen wir eine vorbereitete Riuckantwortkarte in lhren
Mutterschaftspass.

Wenn lhr Kind 7 Monate alt ist, werden wir Ihnen einen Fragebogen zukommen
lassen, auf welchem Sie Angaben zur Ernahrung Ihrer Kindes machen kdnnen,
z.B. ob Sie gestillt haben, noch stillen, zufuttern und ob es Probleme bei der
Ernéahrung Ihres Kindes gibt.

Wahrend der darauf folgenden 10 Jahre werden wir Sie jeweils im Geburtsmonat
ihres Kindes anschreiben und lhnen einen Fragebogen zusenden, um zu erfahren,
wie es lhrem Kind geht. Hierbei geht es uns hauptsachlich darum, zu erfahren, ob
Ihr Kinderarzt bei den routinemafigen Untersuchungen eine allergische
Erkrankung bei Ihrem Kind festgestellt hat.

Ernahrung in der Schwangerschatft:
AulRerdem befragen wir Sie an drei der Studientermine detailliert beztiglich Ihrer
Ernédhrung am Vortag.

Datenschutz:

Die im Rahmen der Studie nach lhrer Einverstandniserklarung erhobenen Daten
und Befunde unterliegen der Schweigepflicht und den datenschutzrechtlichen
Bestimmungen. Sie werden in Papierform und auf Datentrdgern in der Klinik und
Poliklinik fur Geburtshilfe und Prénatalmedizin und dem dieser Kilinik
angeschlossenen Labor fur Experimentelle Feto-Maternale Medizin aufgezeichnet
und verschlisselt fur die Dauer von 12 Jahren gespeichert. Bei der
Verschlisselung werden der Name und andere Identifikationsmerkmale (Teile des
Geburtsdatums) durch z.B. eine mehrstellige Zahlenkombination ersetzt, um die
Identifizierung des Studienteilnehmers durch unbeteiligte Dritte auszuschlie3en.
Zugang zu dem Schlissel, der eine personliche Zuordnung der Daten des
Studienteilnehmers ermdglicht, hat das Studienteam auf der Seite der Klinik unter
der Leitung von Frau Dr. Anke Diemert als verantwortliche Studienarztin.
Auswertung und Nutzung durch diese Personen erfolgt in verschlisselter Form.
Gleiches qilt fur die Veroffentlichung der Studienergebnisse.

Die Studienteilnehmerinnen haben das Recht, Uber die von ihnen erhobenen
personenbezogenen Daten Auskunft zu verlangen. Diese Studie ist durch die
zustandige Ethikkommission beraten worden. Der zustandigen Landesbehdrde
kann ggf. Einsichtnahme in die Studienunterlagen gewahrt werden. Sobald der
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Forschungszweck es zulasst, wird der Schlissel geléscht und die erhobenen
Daten damit anonymisiert. Im Falle des Widerrufs der Einverstandniserklarung
werden die bereits erhobenen Daten geldscht.

Umstande die zum Abbruch der Studienteilnahme fiihre n kénnen:
- Widerruf der Teilnahme
- Auftreten einer schweren Begleiterkrankung
- Langfristige Medikamenteneinnahme

Was habe ich fur Vorteile aus der Studie?

Die Studienbesuche erfolgen zusatzlich zu lhrer normalen Vorsorge bei lhrem /
Ihrer betreuenden Frauenarzt / Frauenarztin. Sie bieten eine zuséatzliche Kontrolle
der Kindsentwicklung. Aul3erdem werden andere Themen z.B. die Erndhrung in
der Schwangerschatft erortert.

Wir erwarten die vollstandigen Ergebnisse aus dieser Studie erst in ca. 10 Jahren.
Im Rahmen der Studienteilnahme erhalten Sie auch kein Honorar. Sollte sich bei
Ihnen jedoch eine Schwangerschaftskomplikation abzeichnen, so kdnnte diese
gaf. durch die engmaschige Kontrolle bei den Ultraschalluntersuchungen friher
erkannt und therapiert werden.

An wen wende ich mich, wenn ich noch Fragen habe?

Bei Fragen steht lhnen die Studienkoordinatorin Frau Gudula Hansen gerne zur
Verfligung! Sie kénnen sie telefonisch unter der Nummer (040) 7410-22222 oder
per Mail an prince@uke.de erreichen.

Freiwilligkeit der Teilnahme:

Ihre Teilnahme ist absolut freiwillig. Sie haben das Recht, an der Studie ohne
Angabe von Grinden nicht teilzunehmen. Hierdurch werden die bei Ihnen
notwendigen medizinischen MalRnhahmen nicht beeintrachtigt.

Vielen Dank fur Ihre Unterstitzung!

lhr Studien-Team

Dr. med. Anke Diemert Prof. Dr. med. Petra Arck Gudula Hansen
(stellvertretend fur die (Leiterin der Laboranalysen)  (Hebamme und
Studiendarztinnen)

Studienkoordination)
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Einverstandniserklarung - Zum Verbleib im Studienz ~ entrum
Verantwortliche:

Dr. Anke Diemert, Studienarztin

Prof. Dr. med. Petra Arck, Leiterin der Laboranalysen

Zentrum fr Geburtshilfe, Kinder- und Jugendmedizin
Klinik far Geburtshilfe und Pranatalmedizin

Martinistr. 52

20246 Hamburg

Tel.: +49 (40) 7410 — 22222

Email: prince@uke.de

Liebe Schwangere!

Es ist unbestritten, dass Umwelteinflisse und miutterliche Befindlichkeit die
Entwicklung des Kindes im Mutterleib beeinflussen. In welchem Umfang dies
geschieht, und in wie weit beispielsweise Stress die Entstehung von zukinftigen
Erkrankungen des Kindes auslésen kann, wird derzeit intensiv erforscht.

Mit diesem Schreiben wollen wir Sie fur die Mitarbeit an unserer ,Prince’ Studie
gewinnen. Ziel der Studie ist die Ermittlung von Faktoren wahrend der
Schwangerschaft, Uber die die spatere Kindergesundheit gesichert wird. Diese
Studie wird an der Klinik fur Geburtshilfe des Universitatsklinikums Eppendorf in
Hamburg unter der Leitung von Frau Dr. Anke Diemert und Frau Prof. Dr.med.
Petra Arck durchgefihrt. Studienkoordinatorin ist Frau Gudula Hansen.

Zweck der Studie:

Die Haufigkeit von allergischen Erkrankungen stieg in den Industrienationen in den
letzten 20 Jahren stetig an. Eine Ursache fur das Auftreten von allergischen
Erkrankungen ist zweifellos eine jeweilige erbliche Belastung. Dies erklart aber
noch nicht, warum Kinder von Mittern mit allergischen Erkrankungen haufiger
Allergien entwickeln als die Kinder, deren Vater an Allergien erkrankt sind. Man
nimmt an, dass das mitterliche Immunsystem einen grof3en Einfluss auf die
Entwicklung des Immunsystems des Babys im Mutterleib hat und damit auch eine
entscheidende Rolle bei der spateren Entstehung von Erkrankungen des Kindes
spielt. So wird vermutet, das stressbedingte Entgleisungen des miutterlichen
Hormon- und Immunsystems zu Veranderungen der Funktion der Plazenta flhren.
Dies kann in Folge die Entwicklung des Kindes im Mutterleib beeintrachtigen und
dadurch das Kind empfanglicher fir das Auftreten von Allergien im spateren
Leben machen.

Deshalb soll in dieser Studie der Zusammenhang zwischen Stress in der
Schwangerschaft und dem Auftreten von allergischen Erkrankungen wie Asthma
und Neurodermitis untersucht werden. FiUr die Zukunft wollen wir ein Konzept
entwickeln, das der Programmierung allergischer Erkrankungen schon im
Mutterleib entgegenwirkt.

Anzahl der Teilnehmerinnen
120 Frauen und ihre Kinder
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Ablauf der Teilnahme:

Wenn Sie sich dafir entscheiden sollten, an unserer Studie teilzunehmen dann
wird Ihnen Frau Dr. Diemert, bzw. die Hebamme Frau Hansen bei Ihren geplanten
Ultraschalluntersuchungen in der 12.-14., 22.-24. und 34.-36.
Schwangerschaftswochen zusatzlich ein groRes und 2 kleine Rohrchen Blut
abnehmen. Bei der Blutabnahme kann es zu Komplikationen kommen, wie z.B.
einer Entzindung der Einstichstelle oder sehr selten auftretende
Nervenschadigungen.

Weiterhin  werden  wir lhnen zu diesen drei Zeitpunkten  zur
Ultraschalluntersuchung in unserer Klink einen Fragebogen vorlegen, der uns
Auskunft Uber lhre augenblickliche Stressbelastung gibt.

Ihre Blutproben werden zunachst eingefroren, um spater laborchemisch auf
immunologische und hormonelle Botenstoffe untersucht zu werden. Hierzu zahlt
z.B. der Nachweis des Progesteronspiegels und die Ermittlung der Haufigkeit von
bestimmten Untergruppen von weil3en Blutkdrperchen.

Unter Umstanden werden wir weitere, z.Zt. noch nicht ndher spezifizierbare
Untersuchungen an den eingefrorenen Proben durchfiihren. Weiterhin wird an
diesen Terminen mittels Ultraschalluntersuchung das Wachstum der Organe des
Kindes gemessen. Auch dokumentieren wir bei dieser Ultraschalluntersuchung die
Funktion der Plazenta, da diese Ihr Kind mit Nahrstoffen versorgt.

Nach der Geburt Ihres Kindes bitten wir Sie dann, uns eine kurze Ruckantwort
Uber den Verlauf lhrer Schwangerschaft, der Geburt und der Gesundheit lhres
Kindes zu geben. Hierfur legen wir eine vorbereitete Riuckantwortkarte in lhren
Mutterschaftspass.

Wenn Ihr Kind 6 Monate alt ist, werden wir Ihnen einen Fragebogen zukommen
lassen, auf welchem Sie Angaben zur Ernahrung Ihrer Kindes machen kdnnen,
z.B. ob Sie gestillt haben, noch stillen, zufittern und ob es Problemen mit der
Ernéahrung Ihres Kindes gibt.

Wahrend der darauf folgenden 10 Jahre werden wir Sie jeweils im Geburtsmonat
ihres Kindes anschreiben und Ihnen einen Fragebogen zusenden um zu erfahren,
wie es lhrem Kind geht. Hierbei geht es uns hauptsachlich darum, zu erfahren, ob
Ihr Kinderarzt bei den routinemafigen Untersuchungen eine allergische
Erkrankung bei Ihrem Kind festgestellt hat.

Datenschutz:

Die im Rahmen der Studie nach lhrer Einverstandniserklarung erhobenen Daten
und Befunde unterliegen der Schweigepflicht und den datenschutzrechtlichen
Bestimmungen. Sie werden in Papierform und auf Datentrdgern in der Klinik und
Poliklinik far Geburtshilfe und Pranatalmedizin und dem dieser Kilinik
angeschlossenen Labor fur Experimentelle Feto-Maternale Medizin aufgezeichnet
und verschliusselt fur die Dauer von 12 Jahren gespeichert. Bei der
Verschlisselung werden der Name und andere Identifikationsmerkmale (Teile des
Geburtsdatums) durch z.B. eine mehrstellige Zahlenkombination ersetzt, um die
Identifizierung des Studienteilnehmers durch unbeteiligte Dritte auszuschlieRen.
Zugang zu dem Schlissel, der eine personliche Zuordnung der Daten des
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Studienteilnehmers ermdoglicht, haben Frau Dr. Anke Diemert als verantwortliche
Studienarztin, Frau Prof. Dr. med. Petra Arck als Leiterin der Laboranalysen,
sowie Frau Gudula Hansen als Studienkoordinatorin. Auswertung und Nutzung
durch diese Personen erfolgt in verschlisselter Form. Gleiches gilt fur die
Veroffentlichung der Studienergebnisse.

Die Studienteilnehmerinnen haben das Recht, tUber die von ihnen erhobenen
personenbezogenen Daten Auskunft zu verlangen. Diese Studie ist durch die
zustandige Ethikkommission beraten worden. Der zustandigen Landesbehdrde
kann ggf. Einsichtnahme in die Studienunterlagen gewahrt werden. Sobald der
Forschungszweck er zulasst, wird der Schlissel geléscht und die erhobenen
Daten damit anonymisiert. Im Falle des Widerrufs der Einverstandniserklarung
werden die bereits erhobenen Daten geldscht.

Umstande die zum Abbruch der Studienteilnahme fiihre n:
- Widerruf der Teilnahme
- Auftreten einer Begleiterkrankung
- Langfristige Medikamenteneinnahme

Was habe ich fur Vorteile aus der Studie?

Da wir die vollstdndigen Ergebnisse aus dieser Studie erst in ca. 10 Jahren
erwarten, werden lhnen aus dieser Studie leider unmittelbar keine Vorteile
entstehen. Im Rahmen der Studienteilnahme erhalten Sie auch kein Honorar.
Sollte sich bei lhnen jedoch eine Schwangerschaftskomplikation abzeichnen, so
wirde diese ggf. durch die engmaschige Kontrolle bei den
Ultraschalluntersuchungen friiher erkannt und therapiert werden.

An wen wende ich mich, wenn ich noch Fragen habe?

Bei Fragen steht lhnen die Studienkoordinatorin Frau Gudula Hansen gerne zur
Verfuigung! Sie konnen sie telefonisch unter der Nummer (040) 7410-22222 oder
per Mail an prince@uke.de erreichen.

Freiwilligkeit der Teilnahme:

Ihre Teilnahme ist absolut freiwillig. Sie haben das Recht, die Teilnahme an der
Studie ohne Angabe von Griinden zu beenden Hierdurch werden die bei Ihnen
notwendigen medizinischen MalRhahmen nicht beeintrachtigt.

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Prince-St  udie einverstanden.

Hamburg, den 20

Unterschrift der Studienteilnehmerin

Name in Druckbuchstaben Geburtsdatum

Studienschliussel, wird von der Studienkoordinatorin
vergeben:
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11 FRAGEBOGEN

11.1 Soziodemographische und geburtshilfliche Infor mationen

1.

2.

Ihr Geburtsdatum (tt.mm.jjjj): DDDDDDDD
GroRe: DDD m
Aktuelles Gewicht: DDDDD kg

Sie bekommen demnachst [ ] ein Kind [ ] mehrere Kinder

Erster Tag der letzten Menstruation (tt.mm.jjjj): DDDDDDDD
Jetzige Schwangerschaftswoche: DD

Vermutlicher Geburtstermin (tt.mm.jjjj): D D . D D . D D D D

Rauchen Sie derzeit oder haben Sie in den letzten 6 Monaten geraucht?

|:| Ja |:| Nein

Leiden Sie an chronischen Erkrankungen? [ ]Ja [ ] Nein
Wenn Ja, welche?

[ ] Bluthochdruck
[ ] Asthma / Emphysem
|:| Hypo- / Hyperthyreose
[ ] Diabetes mellitus (insulinpflichtig)
[ ] Nierenerkrankungen
[ ] Morbus Crohn
[_] Colitis Ulcerosa
[ ] Lupus erythematodes
|:| Morbus Bechterew
[_] Rheumatoide Arthritis
[ ]HIV/AIDS
[ ] Andmie
|:| Hepatitis B oder C

[ ]andere

10. Die Schwangerschaft [ ] kam eher Gberraschend

[ ]ist geplant gewesen
[ ]ist Resultat einer
Kinderwunschbehandlung

Wenn Kinderwunschbehandlung, welche? |:| Clomifen

|:| andere
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11. Waren Sie bereits zuvor schwanger? [ ]Ja [ ] Nein
Wenn Nein -> weiter bei Frage 12

Wenn Ja:

Wie viele Schwangerschaften hatten Sie vor dieser? DD Anzahl

Wie viele Kinder haben Sie bereits? D Anzahl
Hat eines lhrer Kinder eine geistige oder korperliche Behinderung?

|:| Ja |:| Nein

Hat eines lhrer Kinder eine chronische Erkrankung (z. B. Asthma, Diabetes,
Neurodermitis)?

|:| Ja |:| Nein
Wenn Ja, welche? ...,

Ist in einer der vorausgegangenen Schwangerschaften eine Komplikation
aufgetreten?

|:| Ja |:| Nein

Wenn Ja, welche? [ ] Bluthochdruck
|:| Schwangerschaftsvergiftung (Pra-
eklampsie)
[ ] stérung der Blutplattchen (HELLP-
Syndrom)

[ ] schwangerschaftsdiabetes
[ ] Fehlgeburten

Anzahl Fehlgeburten DD

1. Fehlgeburt DD Woche
2. Fehlgeburt DD Woche
3. Fehlgeburt DD Woche
4. Fehlgeburt DD Woche

[ ] Fehlbildung des Kindes
[ ] Wachstumsstorung des Kindes
[ ] Frihgeburt vor der 37. Woche
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12. Ist in dieser Schwangerschaft eine Komplikation aufgetreten?

a. Wenn Ja, welche?

13. Nehmen Sie Medikamente ein?

Wenn Ja, welche?

Nun mdchten wir Ihnen einige Fragen zu lhrer soziobkonomischen Situation stellen:
14. Leben Sie in einer festen Beziehung?

15. Welcher ist Ihr hochster Bildungsgrad?

16. Sind Sie derzeit berufstatig?

|:| Ja |:| Nein

[ ] Bluthochdruck
|:| vaginale Blutungen
[ ] Infektionen

|:| Ja |:| Nein

|:| Kortison-Prdparate
D andere Immunsuppressiva

[ ]andere

|:| Ja |:| Nein

[ ] ohne Schulabschluss

[ ] Volks- oder Hauptschule
[ ] Mittlere Reife

[ ] Fachabitur

[ ] Abitur

|:| Hoch-/Fachhochschulabschluss

[ ] nicht berufstatig
[ ] berufstatig

17. Welche ethnische Herkunft haben lhre leiblichen Eltern?

lhre Mutter:

Ihr Vater:

[ ] Mitteleuropéisch
[ ] Eurasisch

[ ] Arabisch

[ ] Afrikanisch

[ ] Asiatisch

[ ] sidamerikanisch

[ ] Mitteleuropéisch
[ ] Eurasisch

[ ] Arabisch

[ ] Afrikanisch

[ ] Asiatisch

[ ] sudamerikanisch
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11.2 Schwangerschaftsergebnis

Ausfulldatum: Bitte senden Sie uns diese Karte nach Beendigung
- der Schwangerschaft ausgefiillt zuriick.
iﬁ:gﬁ?\nummer Bei Fragen zu Ihren Daten oder unserer Unter-
suchung rufen Sie uns bitte unter 040 / 7410
Geburtsdatum: _ _ .
- == 22222 an.

PRINGCE

Vielen Dank im Voraus |hr PRINCE Team

Schwangerschaftsverlauf:
Sind Komplikationen aufgetreten:  ja nein

Wenn ja, welche? Schwangerschaftsbedingter Bluthochdruck
Praeklampsie (Schwangerschaftsvergiftung)

HELLP-Syndrom

Schwangerschaftsdiabetes Wenn ja, insulinpflichtig ja nein
Vorzeitige Wehentatigkeit

Fehigeburtin ___ SSW

Friihgeburt in __ SSW

Infektion in der Schwangerschaft Wenn ja, welche

Andere Wenn ja, welche

Wurden Sie wahrend der Schwangerschaft stationar behandelt? ja  nein
Wenn ja: aus welchem Grund:

Bitte wenden

Geburt: Datum der Entbindung: Schwangerschaftswoche:
Art der Entbindung: Kaiserschnitt: ja nein

Wenn ja, warum:

Weil3 nicht
Zeit zwischen Blasensprung und Entbindung __ _ Stunden keine Angabe
Geschlecht Ihres Babys:  mannlich weiblich

Die folgenden Angaben zu Ihrem neugeborenen Kind entnehmen Sie bitte lhrem Mutterpass: Apgar nach 5

Min:

Ph-Wert, arterielles Nabelschnurblut:

Gewicht: g GréRe: _ cmKopfumfang: ____cm
Fehlbildung? ja nein
Verlegung lhres Kindes auf die Intensivstation? ja nein
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11.3 Perceived Stress Scale (14 items)

Die folgenden Fragen beschaftigen sich damit, \éigfily Sie sich wahrend des letzten
Monats durch Stress belastet fuhlten.

Fast Ziemlich Sehr
. manchmal

Ni
e nie oft oft

1. Wie oft haben Sie sich im
letzten Monat aufgeregt,
weil etwas Unerwartetes L L L L L
passierte?

2. Wie oft fuhlten Sie sich im
letzten Monat unfahig, die
in Ihrem Leben wichtigen |:| |:| [] ] ]
Dinge ,,in den Griff” zu
bekommen?

3. Wie oft fuhlten Sie sich im

letzten Monat nervés und [] [] [] ] []

,gestresst”?

4. Wie oft wurden Sie im
letzten Monat mit |:| |:| |:| |:| |:|
widrigen
Lebensumstanden fertig?

5. Wie oft hatten Sie im
letzten Monat das Gefhl,
dass Sie in der Lage
waren, Veranderungen, L L L] L] L]
die es in lhrem Leben gab,
zu bewaltigen?

6. Wie oft waren Sie im
letzten Monat

zuversichtlich, lhre ] [] [] [] []

persénlichen Probleme
|6sen zu kdnnen?

7. Wie oft hatten Sie im

letzten Monat das Geflihl,
[] [] [] [] []

dass sich alles in lhrem
Sinne entwickelte?
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Nie

Fast
nie

manchmal

Ziemlich
oft

Sehr
oft

10.

11.

12.

13.

14.

Wie oft stellten Sie im
letzten Monat fest, dass
Sie nicht in der Lage
waren, all das zu schaffen,
das Sie eigentlich hatten
erledigen miissen?

Wie oft hatten Sie im
letzten Monat das Gefihl,
dass Sie mit lastigen
Unannehmlichkeiten
fertig geworden sind?

Wie oft hatten Sie im
letzten Monat das Gefihl,
alles unter Kontrolle zu
haben?

Wie oft waren Sie im
letzten Monat Uber Dinge
verargert, die Sie nicht
andern konnten?

Wie oft dachten Sie im
letzten Monat Uber
Aufgaben nach, deren
Erledigung noch
bevorsteht?

Wie oft konnten Sie im
letzten Monat tber lhre
Zeit selbst bestimmen?

Wie oft hatten Sie im
letzten Monat das Gefiihl,
dass die Probleme
iberhand nahmen?

[

[

[
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11.4 Berliner Social Support Scale

Die nachsten Fragen beschéftigen sich mit Ihreniaksz Umfeld. Bitte kreuzen Sie an, wie Si

dieses generell wahrnehmen.

Stimmt Stimmt Stimmt Stimmt

nicht eher nicht eher genau
1. ;ngr:bhtal\gls:.schen, die mich wirklich |:| |:| |:| |:|
% ndere i, doss e mich mogen. e
S Wemichwaughin gbtestenehen, (5 g
WemE otz [ [
" ot | B O | 8 | B
" Jemanden, dermit it -0 U U
" enbicten, wenn ichse brauehe, S e e
8. Wenn mir alles zu viel wird, helfen mir ] ] ] []

andere.

Denken Sie nun bitte an lhre engBezugsper son wie (Ehe-)Partner/in, Kind, Freund/in usw. Wi

hat sie sich in der letzten Woche lhnen gegentbsdralten?

Stimmt Stimmt Stimmt Stimmt
nicht eher nicht eher genau
1. Diese Bezugsperson hat mir gezeigt,
dass sie mich mag und akzeptiert. D D D D
2. Diese Bezugsperson war fiir mich da, D D ] ]

wenn ich sie gebraucht habe.
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Stimmt Stimmt Stimmt Stimmt
nicht eher nicht eher genau
3. Diese Bezugsperson hat mich getrostet, ] ] ] ]

10.

11.

12.

13.

14.

15.

wenn es mir schlecht ging.

Diese Bezugsperson hat mich allein
gelassen.

Diese Bezugsperson hat wenig
Verstandnis fiir mich gehabt.

Diese Bezugsperson hat etwas an mir
auszusetzen gehabt.

Diese Bezugsperson hat viel fiir mich
erledigt.

Diese Bezugsperson hat mir das Gefiihl
gegeben, wertvoll und wichtig zu sein.

Diese Bezugsperson hat ihre Sorge um
mein Befinden ausgedriickt.

Diese Bezugsperson hat mir das Gefuhl
gegeben, dass ich mich auf sie
verlassen kann.

Diese Bezugsperson half mir, meiner
Situation etwas Positives
abzugewinnen.

Diese Bezugsperson schlug mir eine
Tatigkeit; vor, die mich etwas ablenken
konnte.

Diese Bezugsperson machte mir Mut,
mich nicht aufzugeben.

Diese Bezugsperson kiimmerte sich um
meine Angelegenheiten, die ich nicht
alleine erledigen konnte.

Mit dem Verhalten dieser
Bezugsperson bin ich insgesamt sehr
zufrieden.

]

[]

]

[]
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11.5 Neurotizismus

Dieser Fragebogen umfasst 12 Aussagen, welchesidBeschreibung lhrer Person eignen
konnten. Lesen Sie bitte jede dieser Aussagen ak&a@ durch und Uberlegen Sie, ob
diese Aussage auf Sie personlich zutrifft odertich

Starke , Starke
Ablehn Ablehn Neut Zustimm Zustimm
ung ral ung
ung ung
1. Ich bin nicht leicht beunruhigt. [] [] [] [l [l
2. Ich fihle mich anderen oft [] [] [] [] []

unterlegen.

3. Wenn ich unter starkem Stress
stehe, fuhle ich mich manchmal, als [] [] [] [] []
ob ich zusammenbrache.

4. Ich fuhle mich selten einsam oder ] [] [] [] []

traurig

5. Ich fuhle mich oft angespannt und ] ] ] ] ]
nervos

6. Manchmal fiihle ich mich véllig ] ] ] ] ]
wertlos.

7. Ich empfinde selten Furcht oder ] [] [] [] []
Angst.

8. Ich argere mich oft darliber, wie |:| |:| |:| |:| |:|
andere Leute mich behandeln.

9. Zu haufig bin ich entmutigt und will [] [] [] [] []
aufgeben wenn etwas schiefgeht.

10. Ich bin selten traurig oder [] [] [] [] []
deprimiert.

11. Ich fuhle mich oft hilflos und

winsche mir eine Person, die [] [] [] [l []

meine Probleme |6st.
12. Manchmal war mir etwas so

peinlich, dass ich mich am liebsten [] [l [] [] []

versteckt hatte.

117



12 DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen haben.

Besonderer Dank gilt an erster Stelle Frau Prof. Dr. med. Petra Clara Arck fir die
Uberlassung des Themas fiir meine Dissertation und fir die freundliche Aufnahme
in ihre Arbeitsgruppe. Zahlreiche fachlich anregende Gesprache fuhrten mich in
das Forschungsgebiet ein und lieBen mein Interesse an diesem Thema nur
wachsen. Auch fir die anschlieRende Betreuung beim Verfassen dieser Arbeit
maochte ich mich herzlich bedanken.

Des Weiteren gilt ein sehr groRer Dank Frau Dr. Isabel Hartwig fur ihre unglaublich
kompetente und unterstitzende Hilfe bei der Konzeptualisierung und statistischen

Auswertung dieser Arbeit.

Vielen Dank auch an Herrn Dr. Stefan Gold und seine ganze Arbeitsgruppe des
Zentrums fur Molekulare Neurobiologie Hamburg, insbesondere Frau Dr. Anja
Fischer und Herrn Dr. Kostas Patas, fur den fachkundigen Austausch im Bereich
der Neuroimmunologie und Hilfe und Unterstitzung bei der Durchfiihrung und

Interpretation der funktionellen Assays.

Ebenfalls danke ich der gesamten Arbeitsgruppe der Experimentellen Feto-
Maternalen Medizin hier noch einmal ausdricklich fur die nette Aufnahme in das
Team und die kollegiale Unterstiitzung im Labor, allen voran Agnes Wieczorek
und Thomas Anders. Ebenso gilt nhoch mein besonderer Dank Frau Gundula
Hansen, die sich mit Herz und Seele um unsere schwangeren Probandinnen und
die Studienkoordination kimmert und mir alle nétigen Materialien zur Verfiigung
stellte. Frau Franziska Jahn stand mir als seelischer Beistand nicht nur im Labor

stets zur Seite. Aus einer Kollegin ist eine Freundin geworden.

Nicht zuletzt gilt mein Dank meiner Mutter, ohne die ich heute nicht die ware, die
ich bin, und meinem Freund, der mich mit seinem unerschutterlichen Optimismus
in allem unbeirrt unterstitzt, sowie meinen Freunden fur ihre stets positiven

Aufmunterungen und eine gehorige Portion Geduld und Nachsicht.
118



13 LEBENSLAUF

Entfallt aus datenschutzrechtlichen Griinden.

119



14 EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG
Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere ausdrucklich, dass ich die Arbeit selbstandig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt
und die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen
einzeln nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des
benutzten Werkes kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter
an einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig
um Zulassung zur Promotion beworben habe.

Ich erklare mich einverstanden, dass meine Dissertation vom Dekanat der
Medizinischen Fakultat mit einer gangigen Software zur Erkennung von Plagiaten
Uberprift werden kann.

0001 (=] £ o] 0] 1 SRR

120



